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INTRODUCTION 

I – Généralités sur le Virus de l’hépatite E 

I.1 – Historique 
 

Les épidémies d’hépatites virales entéro-transmissibles ont été pendant longtemps 

attribuées à un seul agent étiologique, le Virus de l’hépatite A (VHA). Ce n’est qu’en 1980 

que l’existence d’un nouveau virus responsable d’hépatite à transmission entérique a été 

postulée suite à une épidémie s’étant déroulé au Cachemire en Inde, en 1978. L’étude des cas 

montra l’absence des marqueurs sérologiques de l’hépatite A et B (Khuroo, 1980). 

Rétrospectivement, la première épidémie d’hépatites non-A non-B identifiée causa 29300 cas 

à Delhi, en Inde en 1955-56 (Viswanathan, 1957). 

Interpellé par la ressemblance d’une épidémie d’hépatites en Afghanistan avec celle 

du Cachemire, Balayan et al. (1983) transmirent avec succès cette hépatite non-A non-B à un 

volontaire à partir des selles de patients infectés et identifièrent pour la première fois les 

particules virales par microscopie électronique (Balayan et al., 1983). 

En l’absence d’échantillons concentrés, il fallut attendre près de 10 ans pour obtenir la 

première séquence de ce virus responsable d’épidémies d’hépatites non-A non-B à partir de 

biles de macaques infectés expérimentalement par un isolat birman. Le virus fut nommé Virus 

de l’hépatite E (VHE) (Reyes et al., 1990). Par la suite, le génome complet fut séquencé 

(Tam, 1991) et un test de détection des anticorps anti-VHE fut développé (Yarbough et al., 

1991).  

Le VHE représente un fardeau dans les pays à faible niveau d’hygiène où le nombre de cas 

symptomatiques annuel est estimé à plus de 3 millions et le nombre de décès à 70000 par an 

(Rein et al., 2011). Jusqu’à 1997, il semblait que le VHE était endémique seulement dans les 

pays à faible niveau d’hygiène. Or la présence de fortes séroprévalence dans les pays 

industrialisés et la découverte de cas d’hépatite E sporadiques non liés à des séjours en 

régions tropicales et subtropicales, a mené à réviser cette distribution. Mais alors que l’origine 

hydrique des contaminations dans les pays à faible niveau d’hygiène semble bien établie, les 

origines et modes de transmission des cas sporadiques dans les pays industrialisé sont 

toujours sujet à questionnement.  
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I.2 – Structure et fonction du génome du virus de l ’hépatite E 

 

 
Figure 1 - Représentation schématique du génome du virus de l'hépatite E 

 

I.2.1 – Génome 
 

Le génome du virus de l’hépatite E est un ARN simple brin positif d’environ 7.2 kb. Il 

est coiffé en 5’ par une 7-méthyl-guanine et polyadénylé en 3’. Il comporte de courtes régions 

non codantes en 5’ et en 3’ (ou UTR, pour UnTranslated Region) et 3 cadres de lecture (ou 

ORF, pour Open Reading Frame) partiellement chevauchants, appelés ORF1, ORF2 et ORF3 

(Figure 1). Des ARN subgénomiques de 3.7 kb et 2.2 kb ont été détectés dans les tissus 

hépatiques de macaques infectés expérimentalement (Tam et al., 1991), mais seul l’ARN 

subgénomique de 2.2 kb couvrant l’ORF2 et l’ORF3 a été retrouvé in vitro (Graff et al., 2006; 

Ichiyama et al., 2009).  

 

I.2.2 – Les protéines non structurales 
 

L’ORF1 code pour une polyprotéine non-structurale d’environ 1700 acides aminés 

(Figure 1). Cette taille dépend notamment de la taille de la région hypervariable (HVR) située 

au milieu de l’ORF1. Cette région hypervariable, riche en proline, varie en séquence et en 

taille parmi les différents isolats VHE et serait un site de liaison protéine-protéine (Purdy, 

Lara, et al., 2012). Six domaines conservés ont été identifiés, incluant une Méthyl-Transférase 

(MT), une papaïne-like cystéine protéase (PCP), une ARN Hélicase (Hel), une ARN 

polymérase ARN dépendante (RdRP), ainsi que 2 domaines de fonctions non caractérisés  (X 

et Y) retrouvés également chez le virus de la rubéole et le virus de la rhizomanie (Koonin et 

al., 1992). La méthyl-transférase catalyse le coiffage en 5’ du génome et des ARN 

subgénomiques (Magden et al., 2001), coiffe nécessaire à l’infectiosité in vivo (Emerson et 

al., 2001). La protéase devrait permettre le clivage de la polyprotéine virale, mais son activité 

n’a pas été démontrée à ce jour. L’hélicase du VHE est codée par une séquence contenant les 
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7 motifs spécifiques de la super-famille SF-1 des hélicases (Koonin et al., 1992). Ses activités 

NTPase et ARN déroulante 5’�3’ ont été démontrées (Karpe and Lole, 2010). L’ARN 

polymérase ARN dépendante (RdRP) est codée par une séquence comprenant 8 motifs 

conservés décrits pour les protéines RdRP des virus à ARN positifs (Koonin et al., 1992). Son 

activité de synthèse du brin complémentaire a été montrée et sa capacité d’attachement à la 

partie 3’du génome VHE semble liée à la présence de 2 tiges-boucles et de la queue 

polyadénylée (Agrawal et al., 2001). Alors qu’aucune fonction n’a été encore trouvé pour le 

domaine Y, le macro-domaine (ou X) de l’ORF1 code pour une protéine s’attachant aux 

poly(ADP-ribose) (Egloff et al., 2006). Son rôle dans la réplication et/ou transcription virale a 

été suggérée. 

 

I.2.3 – Les protéines structurales 
 

 
Figure 2 - Représentation de la protéine de capside du virus de l'hépatite E 

 

Le virus de l’hépatite E est un virus nu. L’ORF2 code pour la protéine de capside de 

660 acides aminés (Figure 2) (Jameel et al., 1996). Celle-ci comporte une séquence signal 

(SS), servant à la translocation de la protéine dans le réticulum endoplasmique, et de 3 

domaines formant la protéine de capside : le domaine d’attachement à l’ARN (RNA-binding 

Domain, RbD), le cœur de la capside (Core, C) et la partie saillante (Protruding Domain, PD). 

La protéine possède 3 sites putatifs de glycosylation. La capside est composée de 30 unités 

morphologiques, elles-mêmes composée de 60 monomères de la protéine de capside qui 

s’auto-assemblent lorsqu’elles sont exprimées dans un sytème de baculovirus recombinant 

(Xing et al., 2011). Les épitopes neutralisant se retrouvent dans le domaine PD en C-terminale 

de cette protéine. En comparaison à d’autres virus à ARN comme le Virus de l’hépatite C 

(McLauchlan, 2000), des fonctions accessoires à l’encapsidation du génome viral sont prêtées 

à l’ORF2 du VHE, telles que : entrée, trafic, signal et sortie du virus de la cellule hôte. 
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I.2.4 – ORF3 
 

L’ORF3 code pour une petite phosphoprotéine de 113 à 123 acides aminés (Figure 1) 

sans domaine homologue avec aucune autre protéine connue, mais est nécessaire à 

l’infectiosité in vivo (Graff et al., 2005; Huang et al., 2007). Plusieurs propriétés sont prêtées à 

l’ORF3. La surexpression de l’ORF3 activerait la voie des MAPK (Mitogen-Activated 

Phosphate Kinases) menant l’atténuation du signal mitochondrial de mort cellulaire (Moin et 

al., 2007). Sa localisation dans les endosomes mènerait à un retard dans le trafic du récepteur 

EGFR (Epidermal Growth Factor  Receptor) vers les lysosomes favorisant la survie cellulaire 

et diminuant la translocation de STAT3 (Signal Tranducer and Activator of Transcription 3) 

ce qui résulterait en une atténuation de la réponse immunitaire (Chandra et al., 2008). Enfin, 

la délétion de l’ORF3 d’un génome VHE cloné empêcherait le relargage de virions dans le 

milieu extracellulaire, démontrant son rôle dans la sortie des particules virales de la cellule 

hôte (Yamada, Takahashi, Hoshino, Takahashi, Ichiyama, Nagashima, et al., 2009). 

 

I.3 – Cyle réplicatif 

 
Figure 3 - Cycle de réplication putatif du virus de l'hépatite E 
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Le cycle de réplication du VHE est peu connu, en grande partie du fait du manque de 

systèmes de culture in vitro efficaces ou de modèles in vivo sur petits animaux. Le cycle 

réplicatif proposé se base largement sur l’analyse du génome du VHE et son analogie avec 

d’autre virus à ARN positif, bien que quelques nouveaux éléments commencent à émerger 

(Figure 3). 

Plusieurs lignées cellulaires semblent permissive à la réplication du VHE, telles que 

les lignées hépatocytaires humaines comme Huh7, PLC/PRF/5 ou HepG2, la lignée de 

carcinome pulmonaire A549 ou encore la lignée de carcinome du colon Caco-2 (Huang et al., 

1995; Huang, Haqshenas, et al., 2005; Panda et al., 2000; Tanaka et al., 2007; Emerson et al., 

2010). Aucun récepteur n’a été encore identifié, mais il semble que les héparane-sulfate 

protéoglycanes (HSPG) soient nécessaires à l’attachement du virus (Kalia et al., 2009) et que 

le virus entre dans la cellule par endocytose médiée par un récepteur associé aux clathrines 

(Kapur et al., 2012). Le trafic cellulaire suivant l’entrée est peu connu, mais il semble que la 

HSP90 (Heat-Shock Protein 90) et la tubuline jouent un rôle dans ce processus (Zheng et al., 

2010). La localisation et le mécanisme de décapsidation sont aussi inconnus. 

 Lorsque le génome viral est libéré dans le cytosol, la polyprotéine de l’ORF1 doit être 

traduite. Suivant les modèles d’expression de l’ORF1, il n’est pas clair si celle-ci est découpée 

pour former des unités fonctionnelles individuelles ou non (Ansari et al., 2000; Ropp et al., 

2000). Ensuite, l’ARN génomique est tout d’abord copié en intermédiaire de réplication de 

sens négatif (Meng, Halbur, Haynes, et al., 1998), permettant la synthèse des ARN 

génomiques et subgénomiques de sens positifs. L’ORF2 et l’ORF3 sont ensuite traduites afin 

d’obtenir les protéines structurales et d’encapsider les génomes viraux néo-synthétisés et 

permettre la sortie du virion de la cellule infecté (Graff et al., 2006; Yamada, Takahashi, 

Hoshino, Takahashi, Ichiyama, Nagashima, et al., 2009). Les particules virales seraient 

relarguées dans le sang ou en culture in vitro à travers un mécanisme non-lytique les associant 

aux lipides (Okamoto, 2011). Les lésions du foie observées serait du à la réponse immunitaire 

de l’hôte, plutôt qu’à un effet cytopathique du virus (Krawczynski et al., 2011). 

 Le foie semble être le site primaire de réplication du VHE, mais de l’ARN viral de 

polarité négative, intermédiaire de réplication, a été aussi retrouvé dans l’intestin, le colon et 

les ganglions lymphatiques (Williams et al., 2001). Enfin de l’ARN viral a été aussi retrouvé 

dans l’estomac, la rate, le pancréas, les reins, les muscles, le cœur et le liquide céphalo-

rachidien (Williams et al., 2001; Kamar, Izopet, et al., 2010). 
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I.4 – Diversité Génétique du VHE 

I.4.1 – Taxonomie 
 

L’organisation du génome du VHE ressemblant à celle des Caliciviridae, il fut tout 

d’abord considéré comme un membre de cette famille (Tam et al., 1991). Pourtant le VHE 

partage de plus grande homologies de séquences avec le Virus de la rougeole et un Furovirus 

(Koonin et al., 1992). Mais leur distances génétiques a conduit l’ICTV (International 

Committee on Taxonomy of Viruses) à créer la nouvelle famille des Hepeviridae et le 

nouveau genre Hepevirus, dont le VHE est le seul membre (Meng et al., 2011).  

 

I.4.2 – Génotypes Majeurs 
 

Les alignements de séquence des premières souches isolées en Asie montraient une 

forte proximité génétique. Une nouvelle souche fut isolée au Mexique qui n’avait que 77% 

d’identités avec les précédentes, ce qui amena à séparer le VHE en génotype 1 et génotype 2 

(Huang et al., 1992). Les 2 génotypes sont responsables d’épidémies chez l’homme et sont 

aussi capables d’infecter des primates non humains. Plus tard, le VHE fut isolé de porcs 

domestiques et de 2 patients aux Etats-Unis (Meng et al., 1997; Schlauder et al., 1998). Ces 

séquences présentant 20% de divergence avec les génotypes 1 et 2 et furent désigné génotype 

3. Enfin, un génotype additionnel fut découvert dans le sérum d’un patient chinois, désigné 

génotype 4 (Wang et al., 1999). Les génotypes 3 et 4 ont été montrés depuis comme 

responsables de cas sporadiques d’hépatite E chez l’homme dans de nombreux pays et sont 

aussi capables d’infecter le porc, le sanglier, le cerf, la mangouste et le lapin. Quatre 

génotypes majeurs du VHE présentant le même sérotype sont ainsi reconnus par l’ICTV chez 

les mammifères (Meng et al., 2011). Mais des études récentes ont montré la présence de 

nouveaux lignages du VHE chez le lapin et le sanglier, ainsi que des séquences VHE-like 

chez les aviaires, le rat et la chauve-souris et  la truite (Figure 4). 
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Figure 4 - Arbre Phylogénétique de la famille des Hepeviridae et espèces apparentées.  
Cet arbre a été établi à partir de 164 génomes complets (à l’exception du génome VHE chauve-souris dont la 
séquence n’était pas publiquement disponible lors de l’écriture du manuscrit) 
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I.4.3 – Nouveaux génotypes de VHE 
 

Le lapin n’est pas naturellement infecté par des souches de VHE qui divergent 

d’environ 18% avec le génotype 3 et qui pourraient constituer un nouveau génotype. Ces 

nouvelles séquences isolées du lapin ont été retrouvées en Chine et aux Etats-Unis.  

Alors que le sanglier est naturellement infecté par le VHE de génotypes 3 et 4,  

l’isolement, au Japon, d’une séquence VHE chez le sanglier présentant seulement 80% 

d’identités avec les génotypes 1 à 4 a mené à penser qu’il pourrait exister aussi un nouveau 

génotype circulant chez le sanglier (Takahashi et al., 2011).  

 

I.4.4 – Nouveaux genres de VHE 
 

En 2001, un virus a été identifié chez le poulet comme responsable du syndrome 

d’hépato-splénomégalie. Ce virus présente la même organisation que le VHE (Figure 5), mais 

seulement 50% d’identités nucléotidique avec les génotypes 1 à 4. Au sein de la famille des 

Hepeviridae, l’espèce VHE aviaire représente ainsi un genre distinct du genre Hepevirus 

(Meng et al., 2011). Les différentes séquences isolées peuvent être divisé en 3 génotypes avec 

des répartitions géographiques distinctes : USA, Europe et Australie (Marek et al., 2010). 

 

 
Figure 5 - Représentation schématique des génomes des Hepeviridae ou espèce apparenté 
(adapté de Batts et al., 2011) 

 



Introduction 

 9 

Alors que la présence de VHE chez le rat était soupçonnée du fait de la détection 

d’antigène VHE dans le sérum de rongeurs (Karetnyĭ et al., 1993), des séquences présentant 

une identité de seulement 55% et 50% avec les génotypes 1 à 4 et le VHE aviaire ont été 

trouvé chez le rat en Allemagne et aux Etats-Unis (Johne et al., 2010; Purcell et al., 2011). 

Cette nouvelle espèce de VHE rongeur pourrait représenter un nouveau genre dans la famille 

des Hepeviridae. 

Récemment, des séquences VHE-like ont été détectées chez des chauves-souris en 

Afrique, en Amérique Centrale et en Europe. Ces séquences possèdent entre 54,6 et 64.4% 

d’identités avec les génotypes 1 à 4 et le VHE aviaire, suggérant un nouveau genre au sein de 

la famille des Hepeviridae (Drexler et al., 2012).  

Enfin, le séquençage du Virus de la truite fardée (CTV, cutthroat virus) a révélé une 

taille et une organisation du génome similaire à celle des Hepeviridae avec lequel il partage la 

plus forte parenté, identique à plus de 40% au niveau nucléotidique. Cette souche pourrait 

aussi former un nouveau genre au sein des Hepeviridae. 

 

I.4.5 – Classification du VHE en sous-types 
 

La diversité génétique du VHE a amené à diviser les génotypes 1 à 4 du genre 

Hepeviridae en sous-types. Contrairement au virus Influenza dont les sous-types 

correspondent à leurs types de glycoprotéines de surface, le VHE, comme le virus de 

l’hépatite A ou C, est sous-divisé en fonction de la distance génétique des isolats dans un 

même génotype. 

 La première sous-classification des 4 génotypes à partir de 23 séquences de 98 nt dans 

l’ORF2 et  24 séquences de 242 nt dans l’ORF1 comprenait 10 sous-types, dont 5 pour le 

génotype 1 (Wang et al., 1999). Celle-ci fut rapidement revue après étude de 55 séquences de 

92 nt à 371 nt dans l’ORF1 et 2. Cette dernière faisait état d’au moins 9 groupes. Alors que 

les génotypes 1 et 2 correspondaient chacun à un seul groupe génétique du fait de leur 

conservation relative, le génotype 3 put être divisé en 5 groupes génétiques et le génotype 4 

en 2 groupes, l’apparente diversité de ces 2 derniers génotypes semblant liée à leur spectre 

d’hôte non limité à l’homme (Figure 6) (Schlauder and Mushahwar, 2001). 
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Figure 6 - Arbre phylogénétique représentant  les 9 sous-types établis par Shchlauder et Mushahwar 
en 2001 à partir de 24 séquences de 287 nt de la partie 5’ de l’ORF1 (Schlauder & Mushahwar, 2001) 
 

L’expansion du nombre de séquences de VHE isolées à travers le monde permit en 

2005 de conforter certaines des premières observations, mais aussi d’élargir la nouvelle 

classification grâce à 421 séquences disponibles, dont 49 génomes complets. La classification 

de Lu et al. comprend 24 sous-types, à savoir 5 sous-types pour le génotype 1 (1a–1e), 2 sous-

types pour le génotype 2 (2a et 2b), 10 sous-types pour le génotype 3 (3a–3j) et 7 sous-types 

pour le génotype 4 (4a–4g). La plus grande diversité génétique des génotypes 3 et 4 

correspondrait à leur isolement à partir d’une grande variété d’animaux à travers le monde 

(Figure 7) (Lu et al., 2006).  

Cette classification détaillée est largement utilisée, mais peut être critiquée par l’utilisation 

massive de séquences partielles. Au vu des 5009 séquences et 189 génomes complets 

désormais disponibles (http://www.viprbrc.org/brc/dataSummary.do?decorator=hepe, accédé 

le 09/05/2012), certains sous-types ne sont plus clairement distincts les uns des autres et cette 

classification demanderait à être revue.  
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Figure 7 - Arbre phylogénétique représentant  les 24 sous-types établis par Lu et al. 
en 2006 à partir de 275 séquences de 301nt de la partie 55' de l'ORF2 (Lu et al., 2006) 

 

 

I.4.6 – Quasiespèces 
 

A l’image d’autres virus à ARN dont l’ARN polymérase entraine un fort taux de 

mutations, une forte diversité génétique est observée pour le VHE. Les virus à ARN se 

présentent sous la forme de quasiespèce, c'est-à-dire qu’au lieu d’une réplication purement 

clonale, leur ARN polymérase entraine à chaque cycle de réplication un certain nombre de 

mutations le long du génome. A partir d’une séquence donnée, on obtient donc un nuage de 

séquences arborant différentes mutations. Une première étude s’est attachée à démontrer la 

nature de la quasiespèce du VHE par l’étude de plusieurs isolats inter- et intra-patients lors 

d’une épidémie de génotype 1 en Algérie. Cette étude montra, par analyse des fragments de 

digestion enzymatique (ou RFLP, restriction enzyme fragment polymorphism) de 100 

séquences clonées de 448 nt, qu’il existait un profil de restriction majoritaire à plus de 95% et 

jusqu’à 5 profils divergents chez un même patient. En comparant les séquences provenant de 
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11 profils de restriction différents observés entre les différents patients, des distances de 0.08 

à 3.4% furent observées (Grandadam et al., 2004).  

 La quasiespèce du VHE a été aussi décrite récemment à travers le cas d’un patient 

souffrant d’hépatite E chronique, ayant développé des symptômes neurologiques 33 mois 

après l’infection. L’étude de 58 séquences clonées de 1049 nt retrouvées dans le sérum à 12 et 

33 mois post-infection et dans le liquide céphalo-rachidien à 33 mois post-infection a révélé 

une diversification du VHE, suggérant une compartimentalisation neurotropique (Kamar, 

Izopet, et al., 2010). 

 La quasiespèce du VHE jouerait donc un rôle dans la pathogénèse du virus et pourrait 

être également un facteur d’adaptation à de nouvelles espèces hôtes. 

 

I.5 – Clinique de l’hépatite virale E 
 

 

 
Figure 8 - Marqueurs biologiques d’une hépatite E aigüe résolutive 
(adapté de Dalton et al., 2008) 

 

En dehors des cas non symptomatiques qui semblent majoritaires, le VHE entraine 

typiquement une hépatite aigüe résolutive. Les symptômes ictériques peuvent s’accompagner 

entre autres d’anorexie, de léthargie, de nausées, de douleurs abdominales, de vomissements, 

de prurit ou de maux de tête  (Dalton, Stableforth, et al., 2008). La période d’incubation varie 

de 2 à 9 semaines. Le pic de virémie a lieu au moment de l’apparition des symptômes 
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cliniques. L’augmentation de la concentration sanguine en transaminases et bilirubine sont 

concomitantes à l’apparition d’IgM anti-HEV vers 4 semaines post-infection, suivi de 

l’appartition d’IgG peu de temps après. Alors que le virus n’est plus détecté dans le sérum 

vers 6 semaines post-infection, il est excrété dans les fèces pendant encore 2 semaines. Les 

concentrations sanguines en transaminases retournent à la normale vers 10 semaines post-

infection (Figure 8) (Dalton, Bendall, et al., 2008). 

Dans certains cas, des complications liées à l’infection au VHE peuvent entrainer 

rapidement une défaillance hépatique souvent fatale, appelée hépatite fulminante. Bien qu’il 

semble que ces hépatites E fulminantes soit souvent associées à des pathologies hépatiques 

préexistantes chez le patient, l’implication de facteurs viraux entrainant une virulence accrue 

n’est pas exclue (Inoue et al., 2009). Il est estimé que le taux de mortalité associé à l’hépatite 

E varie entre 1 à 4% dans la population générale (Khuroo, 1980; Mast and Krawczynski, 

1996) et jusqu’à 20% chez les femmes enceintes (Khuroo, 1980), même si ce chiffre est 

discuté (Renou, Pariente, et al., 2008). En effet, les forts taux de mortalités associés à une 

grossesse ont été rapportés en Inde où le génotype 1 est prédominant. En Egypte aucun cas 

clinique d’hépatite E n’a été rapporté durant le suivi d’une cohorte de 2428 femmes enceintes 

(Stoszek et al., 2006). La rareté des épisodes de jaunisse rapportée dans ce pays pourrait être 

expliquée par une exposition précoce et répétée et une immunité forte en résultant, voir à des 

sous-types moins virulents dans cette région. Un seul cas d’hépatite aigüe a été rapporté pour 

une infection au VHE de génotype 3 (Anty et al., 2012). Il est probable que les différences de 

mortalité observées chez les femmes enceintes dans différents pays soient liées au génotype 

ou aux sous-types du virus rencontrés dans ces pays.  

Depuis 2006, des cas d’hépatites E chroniques, définis par la persistance d’une 

virémie pendant plus de 6 mois, ont été rapportés. Ces hépatites E chroniques ont été 

observées chez des patients immunodéprimés, du fait de transplantation rénale ou hépatique, 

de maladies hématologiques ou encore de co-infection par le virus de l’immunodéficience 

humaine (VIH) (Péron et al., 2006; Kamar et al., 2008; Dalton et al., 2009). 

Enfin, le virus de l’hépatite E n’est pas seulement responsable d’hépatite, mais 

pourrait être la cause de troubles neurologiques associés (Kamar et al., 2011). 

 L’infection par le virus de l’hépatite E est d’autant plus grave qu’il n’existe pas à ce 

jour de traitement antiviral spécifique. La ribavirine, un mutagène à large spectre antiviral, ou 

l’interféron pégylé, inducteur de la réponse immunitaire antivirale, semblent être pour le 

moment les meilleures formes de traitement, en particulier chez les patients immunodéprimés 
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souffrant de formes chroniques (Kamar, Rostaing, Abravanel, Garrouste, Esposito, et al., 

2010; Kamar, Rostaing, Abravanel, Garrouste, Lhomme, et al., 2010). 

 

I.6 – Distribution du VHE : une endémie mondiale 

I.6.1 – Distribution du VHE chez l’Homme 

I.6.1.1 – Les 2 visages du VHE 
 

Le virus de l’hépatite E fut d’abord isolé lors d’épidémies et de cas sporadiques dans 

des pays à faible niveau d’hygiène tel que l’Inde, le Myanmar, le Pakistan ou la Chine et plus 

généralement dans des pays tropicaux et subtropicaux. Ces régions ont été décrites alors 

comme endémique pour l’hépatite E en comparaison aux pays industrialisés. Mais la 

découverte de cas autochtones d’hépatites E aux Etats-Unis, en Europe et au Japon, c’est à 

dire des cas d’infections non liés à des voyages en régions tropicales et subtropicales a amené 

à revoir la notion d’endémicité du VHE. En effet, le VHE semble désormais présent sur la 

quasi-totalité du globe (Figure 9), mais avec deux profils épidémiologiques différents selon 

les génotypes autochtones au pays. D’une part, les régions de l’hépatite E épidémique où le 

VHE est responsable d’épidémies et de cas sporadiques se transmettant par voie fécale-orale à 

travers l’eau contaminée ou les aliments souillés par du VHE de génotype 1 ou 2. D’autre 

part, les régions de l’hépatite E sporadique où les infections par des génotypes 3 ou 4 sont 

uniquement responsables de cas sporadiques et semble d’origine zoonotique (Figure 9).  

 L’âge d’infection est aussi une différence observée entre les régions d’épidémies et 

celles des cas sporadiques. Alors qu’en région d’épidémies, le taux d’attaque du VHE est 

supérieur chez les 15-30 ans, en régions de cas sporadique, le nombre de cas culmine chez les 

personnes d’environ 50 ans (Purcell and Emerson, 2008). Ces différences pourraient être 

directement liées à l’âge d’exposition, au mode de transmission ou encore à des différences de 

virulence des souches présentes dans ces 2 régions.  

 

I.6.1.2 – Séroprévalences 
 

Dans les régions d’épidémies de génotypes 1 et 2, les séroprévalences sont en général 

élevées et varient entre 23.3% en Thaïlande (Pourpongporn et al., 2009) et 80% en Egypte 

(Abe et al., 2006) et dans les régions de cas sporadiques de génotypes 3 et 4, entre 0,23% en 

Grèce (Dalekos et al., 1998) et jusqu’à 52,2% en France (Mansuy et al., 2011). Il semble 
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d’ailleurs que la séroprévalence dépende du test sérologique utilisé. En effet, alors qu’en 

2008, la séroprévalence VHE chez les donneurs de sang dans la région de Toulouse était 

rapportée comme étant égale à 16,6% (Mansuy et al., 2008), un nouveau test sérologique 

effectué sur ces mêmes échantillons donne désormais une séroprévalence 3,1 fois supérieure.  

Bien qu’hommes et femmes soient a priori autant exposés au VHE et qu’ils aient la 

même séroprévalence, les hommes sont plus fréquemment sujets aux hépatites aigües dans les 

régions de cas sporadiques d’hépatite E. Il a été suggéré que l’ingestion d’une plus grande 

quantité d’alcool pendant de nombreuses années pourrait être la cause d’une faiblesse 

hépatique entrainant une plus grande sensibilité aux infections par le VHE chez l’homme que 

chez la femme (Dalton et al., 2011).  

 

I.6.1.3 – Distribution des génotypes du VHE 
 

 
Figure 9 - Distribution du VHE de génotype 1 à 4 chez l’homme 
(adapté de Pavio et al., 2010 ; Wedemeyer et al., 2012 ; Kamar et al., 2012) 

 

Les génotypes 1 et 2 sont retrouvés dans des pays tropicaux et subtropicaux à faible 

niveau d’hygiène : le génotype 1 est retrouvé en Asie et en Afrique et le génotype 2 au 

Mexique et en Afrique (Figure 9). Des cas de génotypes 1 et 2 sont reportés dans les pays du 

Nord mais correspondent en réalité des cas importés. Le génotype 3 est majoritairement 

retrouvé en Amérique du Nord et du Sud, en Europe et au Japon. Le génotype 4 a une 

distribution uniquement en Asie (Japon, Chine, Inde, Indonésie…), bien qu’il ait été trouvé 



Introduction 

 16 

récemment un cas autochtone de génotype 4 en France qui pourrait amener à revoir cette 

distribution (Tessé et al., 2012).  

 

I.6.2 – Distribution du VHE chez l’animal 
 

 
Figure 10 - Distribution du VHE chez l'animal 
(adapté de Pavio et al., 2010) 

I.6.2.1 – Le VHE chez le porc 
 

L’origine zoonotique des cas sporadiques d’hépatites E a commencé à être soupçonnée 

avec la découverte de séquences de VHE de génotype 3 et 4 chez le porc (Meng et al., 1997; 

Wu et al., 2002). Le VHE porcin de génotype 3 a une distribution très large et est retrouvé en 

Amérique du Nord et du Sud, en Europe et en Asie (Figure 10). Le VHE porcin de génotype 4 

est retrouvé uniquement en Asie, bien qu’une ferme ait été récemment trouvé positive pour le 

génotype 4 en Belgique (Hakze-van der Honing et al., 2011). 

 Des études de séroprévalence du VHE chez le porc dans plusieurs pays ont montré 

une distribution étendue aux 5 continents, avec entre 50 et 100% des élevages infectés (Pavio 

et al., 2010). Au sein des élevages, la séroprévalence dépend de l’âge de l’animal, celle-ci 

étant plus importante chez les porcs de plus de 4 mois (Takahashi et al., 2005). En effet, 60% 

des porcs sont naturellement infectés entre 8 et 10 semaines lorsque les anticorps maternels 

diminuent après sevrage. Cette infection féco-orale se produit par contact étroit entre animaux 

et une tendance coprophage du porc. L’excrétion virale dure comme chez l’homme de 3  à 4 

semaines. L’infection par le VHE chez le porc semble asymptomatique. Les porcs sont 
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généralement abattus à l’âge de 20 semaines, âge auquel la plupart des porcs devrait avoir 

éliminé le virus. Pourtant la détection moléculaire du VHE dans les foies de porcs collectés à 

l’abattoir ou vendus dans le commerce a montré que 2 à 11% de ces foies sont positifs pour 

l’ARN viral (Pavio et al., 2010).  

 

I.6.2.2 – Le VHE chez les cervidés, le sanglier et la mangouste 
 

La faune sauvage constitue aussi un réservoir pour le VHE de génotypes 3 et 4. 

Quelques études ont été menées sur la présence du VHE chez le sanglier et le cerf au Japon et 

en Europe. Les taux de séroprévalence observés varient de 3 à 71% chez le sanglier et de 2 à 

34% chez le cerf. La prévalence en ARN VHE varie entre 3 et 34% chez le sanglier (Pavio et 

al., 2010). Le sanglier semble infecté uniquement par du génotype 3 en Europe (Pavio et al., 

2010). Au Japon les génotypes 3, 4 et un nouveau génotype divergent ont été retrouvés chez 

le sanglier (Figure 10) (Sato et al., 2011). De l’ARN viral de génotype 3 a été détecté chez le 

cerf en Espagne, au Pays-Bas, en Hongrie et au Japon (Tei et al., 2003; Reuter et al., 2009; 

Boadella et al., 2010; Rutjes et al., 2010). La présence de VHE de génotype 3 a été rapportée 

au Japon chez la mangouste (Nakamura et al., 2006). 

 

I.6.2.3 – Autres réservoirs animaux potentiels 
 

Des sérologies positives chez de nombreuses espèces animales comme le chat, le 

chien, la vache, le mouton, la chèvre ou le cheval, laissaient présager une distribution du virus 

non limitée aux cochons, aux cerfs et aux sangliers (Pavio et al., 2010). Pourtant de l’ARN 

VHE a été amplifié à partir de peu de ces espèces séropositives. Ces espèces animales seraient 

donc des hôtes occasionnels ou bien la distance phylogénétique des souches les infectant par 

rapport aux génotypes 1 à 4 représenterait un obstacle à l’amplification des ARN viraux. 

 Le nouveau génotype isolé du lapin est proche du génotype 3 et a été mis en évidence 

tout d’abord en Chine, puis aux Etats-Unis (Figure 10) (Zhao et al., 2009; Cossaboom et al., 

2011). Les virus les plus éloignés du genre Hepevirus, sont le VHE aviaire et le VHE rat. 

Contrairement à l’infection chez le porc, principalement asymptomatique, le VHE aviaire est 

responsable d’un syndrome d’hépatosplénomégalie.  
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Le VHE aviaire a été retrouvé aux Etats-Unis, en Hongrie, en Chine, en Corée et en 

Australie (Figure 10) (Haqshenas et al., 2001; Marek et al., 2010; Zhao et al., 2010; Kwon et 

al., 2012). 

 Le VHE du rat a été identifié en Allemagne, au Vietnam et aux Etats-Unis (Figure 10) 

et sa séroprévalence varie de 20 à 80% chez les rats adultes (Johne et al., 2010; Li et al., 2011; 

Purcell et al., 2011). 

 

I.7 – Sources et modes de transmission du VHE 

I.7.1 – Anthroponotique : VHE génotypes 1 à 4 

I.7.1.1 – Transmission du VHE par consommation d’eau et d’aliments 
souillés 

 

 
Figure 11 - Photo d’une source d'eau polluée 

Conditions d’hygiène pauvres autour d’une source d’eau lors d’une épidémie d’hépatites virales E en Inde, 1978 
(tiré de Khuroo, 2011) 

 

Le VHE a un mode de transmission féco-oral. Les épidémies de VHE de génotypes 1 

et 2 sont dues a la contamination fécale des sources d’eau potable dû à de fortes pluies, des 

inondations, des conduites d’eau fendues passant à travers des égouts ou bien des égouts non 

traités se déversant dans l’eau potable, touchant en particulier des endroits surpeuplés tels que 

des camps de réfugiés et les bidonsvilles. Cette eau contaminée peut être bue ou bien 

contaminer la nourriture en servant à laver les aliments ou à l’irrigation des champs, tout 

particulièrement en régions de VHE endémiques (Khuroo, 2011). 
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 Les génotypes 3 et 4 se retrouvent en revanche dans des régions possédant de 

meilleures conditions d’hygiènes, avec des accès à des sources d’eau potable propre et un 

traitement des eaux usées. Pourtant du VHE de génotypes 3 peut être retrouvé dans des eaux 

de surface ou dans les champs (Rutjes et al., 2009; Brassard et al., 2012). Dans ces cas, 

l’origine animale des contaminations a été avancée. 

 

I.7.1.2 – Transmission interhumaine du VHE 
 

La transmission du VHE de personne à personne est peu commune. Le taux 

d’infection secondaire par contact dans un foyer a été estimé à 0.7%-2.2% pour le VHE de 

génotype 1 et 2, alors qu’il est de 50-75% pour le VHA. Les cas multiples d’hépatites E dans 

un foyer sont plus liés à la consommation de la même source d’eau ou de nourriture 

contaminée plutôt qu’à la transmission de personne à personne (Aggarwal and Jameel, 2011). 

 La transmission interhumaine des génotypes 3 et 4 semble quasi-inexistante, 

probablement évitée par de bonnes conditions d’hygiène. La consommation d’un même repas 

de viande crue est parfois à l’origine de cas groupés (Tei et al., 2003; Colson et al., 2010) 

 

I.7.1.3 – Transmission fœto-maternelle  
 

Il existe une transmission verticale du VHE de génotype 1 de la mère à l’enfant. Ceci a 

été étudié chez 8 nourrissons nés de mères ayant développé une hépatite E au  3ème trimestre 

de leur grossesse. Six enfants sur 8 avait des signes caractéristiques de l’infection par le VHE 

et 2 sont morts suggérant une forte morbidité et mortalité périnatale (Khuroo et al., 1995). 

Alors que de nombreux cas d’hépatites E de génotype 1 chez la femme enceinte ont été 

rapportés, un cas de d’hépatite E de génotype 3 a été observé chez une femme enceinte qui 

n’a pas eu de conséquence sur la grossesse ni sur l’enfant (Anty et al., 2012). 

 

I.7.1.4 – Transmission transfusionnelle 
 

La possibilité d’infection expérimentale de primates par un VHE humain par voie 

parentérale suggère que le risque transfusionnel existe bien. Ce risque transfusionnel est étayé 

par une étude rétrospective et prospective chez des patients poly-transfusés en Inde (Khuroo 
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et al., 2004), puis également observé chez un enfant dans le sud de la France ayant développé 

une hépatite E de génotype 3 (Colson et al., 2007). 

 

I.7.2 – Transmission zoonotique : VHE de génotypes 3 et 4 

I.7.2.1 – Zoonoses avérées 
 

Deux études japonaises ont fait état de transmissions zoonotiques directes du VHE. La 

première étude décrit de l’infection de 4 personnes sur 7 ayant consommé de la viande crue de 

cerf sika (Cervus nippon nippon). La deuxième décrit l’infection d’un chasseur de 57 ans 

après ingestion de viande de sanglier mal cuite. Dans les 2 cas, de l’ARN viral a pu être isolé 

et amplifié des restes de viandes congelés et des sera des patients montrant chacun de 99,95% 

à 100% d’identité. Ces résultats confirment l’origine zoonotique de l’infection de ces patients 

par consommation de viande de cerf ou de sanglier infectée par le VHE. 

I.7.2.2 – Zoonoses suspectées 
 

La consommation de viande de cerf ou de sanglier peu ou pas cuite ne saurait 

expliquer la majorité des cas. En effet, lors d’une étude cas-contrôle en Allemagne, seul 18–

20% des personnes ayant développé une hépatite E déclarait avoir manger du gibier dans les 2 

mois précédent la déclaration des symptômes (Wichmann et al., 2008). D’autres origines et 

voies de contamination que la viande de cerf et de sanglier peu ou pas cuites sont donc 

soupçonnées. Les modèles d’infections expérimentaux, les études épidémiologiques, 

sérologiques et phylogénétiques ont permis d’évaluer le spectre d’hôte et le risque zoonotique 

associé à chaque génotype.  

 

I.7.2.2.1 – Modèles expérimentaux de transmission interespèce 
 

Les modèles expérimentaux de transmission inter-espèces confortent le potentiel 

zoonotique du VHE de génotypes 3 et 4. L’inoculation aux macaques Rhésus (Macacca 

mulatta) de VHE de génotypes 3 ou 4 conduit à une infection des animaux avec augmentation 

limitée des enzymes hépatiques, une excrétion fécale du virus et une séroconversion (Tableau 

1) (Meng, Halbur, Shapiro, et al., 1998; Arankalle et al., 2006). De la même manière, les VHE 

de génotypes 3 et 4 isolé chez l’homme sont infectieux chez le porc (Tableau 1) (Meng, 

Halbur, Shapiro, et al., 1998; Feagins et al., 2008), suggérant une absence de barrière 
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d’espèces entre les suidés et les primates. Les porcs ne sont, par contre, pas sensibles à 

l’infection par le VHE de génotype 1 ou 2 (Meng, Halbur, Haynes, et al., 1998). Les 

mécanismes moléculaires de restriction d’hôtes ne sont pas encore compris. Une étude récente 

suggère que le degré d’hétérogénéité de la partie hypervariable de l’ORF1 pourrait jouer un 

rôle (Purdy, Lara, et al., 2012).  

De plus, l’infection du porc par les génotypes 3 et 4 n’entraine pas de symptômes. 

L’infection de truies gestantes par du VHE de génotype 3 n’entraine pas d’hépatite 

fulminante, d’avortement ou de transmission verticale,  complication généralement résultantes 

lors d’infections des femmes enceintes par du génotype 1 (Kasorndorkbua et al., 2003). Le 

porc est donc un modèle limité pour l’étude de l’infection par le VHE chez l’homme. Ce 

modèle est à réserver aux études sur la multiplication virale plutôt que sur la 

physiopathogénèse.  

 

Tableau 1 - Modèles expérimentaux inter-espèces du virus de l'hépatite E 

 



Introduction 

 22 

Une première étude moléculaire du spectre d’hôte du génotype lapin suggère l’absence 

de déterminants d’espèces (Geng et al., 2011). L’infection expérimentale du VHE lapin sur 

des porcs est possible (Tableau 1) (Cossaboom et al., 2012). Par contre, l’inoculation de 

lapins par du VHE de génotype 4 ne conduisit qu’à 2 lapins infectés sur 9 4 et aucun lapin 

infectés avec du génotype 1, bien que les 2 groupes aient séroconvertis (Ma, Zheng, et al., 

2010). La transmission restreinte du VHE chez le lapin suggère que ceux-ci ne seraient pas un 

réservoir à risque d’exposition pour l’homme. Une vérification du risque zoonotique serait 

néanmoins nécessaire par l’inoculation du génotype lapin chez le primate non-humain. 

Le spectre d’hôtes du VHE aviaire semble limité aux seuls espèces aviaires. En plus 

de ses hôtes naturels que sont le poulet et le canard, l’infection de dindes par du VHE aviaire 

est possible (Sun et al., 2004). Par contre, les essais d’infection de porcs ou de macaques sont 

restes improductifs (Tableau 1) (Huang et al., 2004; Pavio et al., 2010). De même 

l’inoculation de génotype 3 porcin chez le poulet a échoué, suggérant l’absence de risque de 

transmission inter-espèce pour le VHE aviaire (Pavio et al., 2010). 

Finalement le VHE rat ayant été trouvé récemment, celui-ci n’a fait l’objet que d’un 

nombre d’étude limité. Pourtant son inoculation a des primates montrant l’absence d’infection 

et de séroconversion suggère que le VHE rat n’est pas une source de VHE humain (Purcell et 

al., 2011). 

Les VHE présents chez le rat ou les aviaires ne semblent pas être transmissibles à 

primates (voir Tableau). Aucun cas de transmission zoonotique direct avec le VHE aviaire et 

le VHE rat n’ont été rapportés. Ceci pourrait être dû au manque d’outils moléculaires pour 

détecter de telles infections chez l’homme. D’un point de vue sérologique ces virus partagent 

les mêmes épitopes et les anticorps anti-VHE induits par les génotypes 1 à 4 reconnaissent les 

antigènes du génotype lapin, du VHE rat et du VHE aviaire (Haqshenas et al., 2002; 

Cossaboom et al., 2012). Les VHE rat et VHE aviaire sont génétiquement distants du VHE de 

génotypes 1 à 4 et du VHE lapin, de sorte que les outils moléculaires de détection développés 

chez l’homme ne permettent pas de les détecter. 

 

I.7.2.2.2 – Exposition des personnes en contact avec les animaux  
 

Les personnes en contact avec les animaux ou les carcasses, tels que les éleveurs, les 

vétérinaires ou le personnel d’abattoir ont des séroprévalence plus élevée que la population 

générale ou les professionnels travaillant avec d’autres espèces animales. Une enquête mené 

aux Etats-Unis a montré une séroprévalence de 27% chez les vétérinaires porcins contre 16% 
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dans la population générale (Meng et al., 2002). En Europe, une approche Bayesienne a été 

utilisée aux Pays-Bas pour estimer un taux de séroprévalence de 11% chez les vétérinaires 

porcins contre 2% dans la population générale (Bouwknegt et al., 2008). En Allemagne, une 

étude menée sur les personnes en contact avec les porcs a montré, en plus d’une 

séroprévalence de 28.3% chez ces personnes, un risque particulier d’exposition pour les 

personnes travaillant en abattoir, soit une séroprévalence de 41.7% contre 15.5% pour la 

population générale (Krumbholz et al., 2012). Dans le Sud-Ouest de la France, 20 chasseurs 

sur 25 étaient séropositifs (80%) contre 52.2% pour la population générale. Ceci pourrait être 

expliqué par leur plus grande fréquence de contact avec une faune sauvage infectée, mais 

aussi par leur consommation traditionnelle de viande de gibier non cuite (Mansuy et al., 

2011). Au Danemark, une étude rétrospective menée sur des sérums de 1983 a montré une 

séroprévalence plus élevée chez les fermiers (50.4%) que dans la population générale (32.9%)  

qui serait associé au contact avec les chevaux. Cette même étude a montré de plus une 

diminution de séroprévalence dans la population générale jusqu’à 20.6% en 2003 

(Christensen et al., 2008). Cette diminution pourrait être due à l’amélioration des conditions 

d’hygiène. Enfin, en Suède, aucune différence significative n’a été observé entre les éleveurs 

de porcs (13%) contre la population contrôle (9.3%) (Olsen et al., 2006).  

 

I.7.2.2.3 – Liens épidémiologiques entre hépatite E et origine zoonotique 
  

 En Allemagne, la consommation d’abats (41% vs. 19%) ou de sanglier (20% 

vs. 7%) sont épidémiologiquement liés à des cas d’hépatites E (Wichmann et al., 2008). Dans 

le sud de la France, l’étude d’un cas-contrôle a clairement montré que la consommation de 

saucisses crues faites à base de foie de porc était liée à un cas groupé d’hépatites E (Colson et 

al., 2010). Mais tous les cas d’hépatites E de génotypes 3 et 4 ne sont pas liés à l’ingestion de 

viande. Certains seraient liés à la consommation de mollusques. En effet, les mollusques 

bivalves sont des organismes filtreurs qui en cas de contamination environnementale par le 

VHE pourraient concentrer le virus. En effet, de l’ARN viral VHE de génotype 3 a été détecté 

dans des échantillons de bivalves d’eau douce du Japon (Li et al., 2007) et dans les huîtres en 

Corée (Song et al., 2010). Un rapport mentionnant l’infection de 4 passagers lors d’une 

croisière a trouvé une association significative des cas d’hépatites E avec la consommation de 

fruits de mer à bord (Said et al., 2009). Un cas d’hépatite E chez un patient japonais a aussi 

été reporté comme provenant de l’ingestion d’une palourde crue au Vietnam sans que des 

preuves moléculaires n’aient pu être avancées (Koizumi et al., 2004).  
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I.7.2.2.4 – Proximité génétique des souches humaines et animales 
 

 Des transmissions zoonotiques sont aussi indirectement prouvées par la 

proximité génétique de certaines séquences de VHE isolées chez l’homme et l’animal. Alors 

que la première séquence entière de génotype 3 isolées chez le porc ne présentait que 80% 

d’identités avec les génotypes 1 et 2 humains (Meng et al., 1997), des cas d’hépatites E 

provoqués par les génotype 3 et 4 furent également découverts chez l’homme. Les premières 

séquences entières de VHE de génotype 3 isolées chez l’homme présentaient 90 à 93% 

d’identités en nucléotides (Meng, Halbur, Shapiro, et al., 1998). De plus courtes séquences 

(185 nt) de génotypes 4 isolés aussi chez l’homme et le porc montrèrent 97.4% d’homologies 

(Hsieh et al., 1999). Diverses études aux USA, au Japon et en Europe ont montré des 

homologies de séquences partielles allant jusqu’à 100% entre des isolats humains et porcins 

(Purdy and Khudyakov, 2011). Une étude mené au Japon a montré 100% d’identité sur les 

séquences partielles et 99.0% d’identité sur les génomes entiers d’un isolat porcin avec un cas 

humain de VHE de génotype 3, démontrant indirectement l’origine zoonotique de ce cas 

d’hépatite E (Nishizawa et al., 2003). 

Malgré l’appartenance à un même génotype ou une proximité génétique très forte, les 

souches circulantes chez l’animal ne sont pas toujours la cause des cas humains. Alors qu’en 

Chine de l’Est, les transmissions zoonotiques du VHE de génotype 4 semblent être la cause 

des cas humains (Fu et al., 2010), en Chine du centre, les sous-types de génotype 4 circulants 

chez l’homme et le porc sont différents (Zhang et al., 2009). De même pour le génotype 3, en 

Bolivie, il a été montré que les souches circulantes chez les habitants d’un village et leurs 

porcs appartenaient à 2 sous-types différents dont l’ancêtre commun daterait d’il y a 250 ans. 

Dans ce village pauvre, les animaux sont en contact étroit avec les habitants suggérant des 

transmissions zoonotiques fréquentes. Pourtant, la transmission anthroponotique est 

majoritaire et permet d’acquérir dès le plus jeune âge une immunité face aux souches 

circulantes chez les porcins (Purdy, Dell’amico, et al., 2012). Enfin, en Inde, alors que les 

porcs sont infectés par du VHE de génotype 4, la totalité des cas reportés, à l’exception de 

rares cas, sont causés par du génotype 1 (Arankalle et al., 2002; Rolfe et al., 2010). 

Ces rapports montrent l’importance des études moléculaires pour l’évaluation de 

l’origine des cas d’hépatite E. 
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I.8 – Prévention 

I.8.1 – Hygiène et Surveillance alimentaire 
 
 Dans les pays de VHE épidémique, les premières solutions à mettre en œuvre 

concernent les conditions d’hygiène : séparer l’eau potable des arrivées d’égouts, bouillir 

l’eau, éduquer les populations.  

  Dans les pays industrialisés, le VHE est aussi un problème de santé publique. Ne 

semblant pas transmis par l’eau, les mesures à prendre concernerait plutôt le réservoir animal, 

à savoir les porcs, les sangliers et les cerfs. Une information sur le risque de transmission du 

VHE devrait être faite auprès des personnes en contact avec les porcs. Assurer un contact 

réduit du personnel de ferme et d’abattoir avec les animaux et les carcasses par l’utilisation de 

gants et de protections appropriées devraient permettre de réduire le risque d’exposition au 

VHE porcin. De même une information des consommateurs sur la cuisson de ces viandes 

devrait être faite. Il a été montré que la consommation de saucisse de foie de porc cru était liée 

à des cas d’hépatites E dans le sud de la France (Colson et al., 2010). Suite à une saisine de 

l’Agence de sécurité sanitaire, les emballages de ces saucisses de foie de porc cru sont 

maintenant étiquetés avec la mention « à cuire à cœur ». Le foie n’est pas le seul organe où de 

l’ARN viral a été retrouvé. C’est pourquoi des études doivent continuer d’évaluer le risque 

réel d’infection à partir notamment des muscles des animaux, estimer la dose infectieuse et 

définir des méthodes de préparation des viandes afin d’éliminer le virus. Une autre approche 

serait de vacciner les animaux d’élevages.   

 La présence possible de VHE dans le sang utilisé en transfusionnel dans les greffons 

pose aussi un réel problème. Le risque transfusionnel est surtout à craindre chez les personnes 

immunodéprimées qui peuvent développer des formes chroniques. La possibilité de recevoir 

un greffon infecté par le VHE est aussi à considérer, un cas ayant été récemment rapporté en 

Allemagne (Pischke et al., 2010).  

 

I.8.2 – Vaccination 
  

Il est estimé qu’un tiers de la population mondiale est exposé au VHE (Rein et al., 

2011). Le développement de vaccins inactivés traditionnels est limité par l’incapacité à 

pouvoir cultiver le VHE efficacement in vitro. Récemment des progrès significatifs ont été 

réalisés grâce au développement de vaccins recombinants exprimant la protéine de capside 

virale du VHE.  
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Deux vaccins ont notamment passé avec succès des essais cliniques avancés. Le 

premier, mis au point par  l’armée américaine et GlaxoSmithKline est basé sur l’expression en 

baculovirus d’une partie de l’ORF2 (acides aminés 112–660) d’un isolat VHE de génotype 1 

du Pakistan. Le vaccin a montré 95.5% d’efficacité après administration de 3 doses sur une 

population de 2000 personnes (Shrestha et al., 2007). Un deuxième vaccin a été mis au point 

par Wantai Biological Pharmaceutical Co et Xiamen Innovax Biotech, basé sur l’expression 

bactérienne de la protéine recombinante correspondant aux acides aminés 368–660 de l’ORF2 

d’un isolat de VHE de génotype 1 de Chine. Ce vaccin, HEV239, a montré 100% d’efficacité 

après 3 administrations chez 48693 individus (Zhu et al., 2010). Pour le moment, aucun de 

ces 2 vaccins n’est à présent disponible sur le marché.  
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II – Variabilité Génétique des virus zoonotiques à ARN  

 
 La variabilité génétique est une mesure de la tendance des génotypes (groupe 

d’organismes partageant la même constitution génétique) individuels dans une population à 

varier les uns par rapport aux autres. Cette variabilité joue un rôle clé dans l’évolution des 

organismes en permettant l’adaptation à des stress environnementaux et est fondamentale 

pour le maintien de la biodiversité. 

La variabilité génétique résulte d’erreurs lors du processus de réplication conduisant à 

l’altération du matériel génétique. Un maintien de l’intégrité génétique est important pour la 

conservation de l’information génétique. Les organismes dont le patrimoine génétique est 

porté par l’ADN possèdent des mécanismes de corrections d’erreurs permettant le maintien de 

l’intégrité du patrimoine génétique. De tels mécanismes n’existe pas généralement pour les 

organismes dont le patrimoine génétique est porté par l’ARN, résultant, suivant la fidélité de 

l’ARN polymérase, à un certains nombres d’altérations génétiques à chaque cycle de 

réplication. L’information génétique codée par l’ARN a ainsi l’avantage d’une plus grande 

plasticité, mais en contre partie d’une conservation diminuée.  

Les virus à ARN se caractérisent par un fort taux de réplication, une absence de 

corrections d’erreurs, entrainant un taux de mutation élevé dépendant de la rapidité et de la 

fidélité de leur polymérase respective. Mais l’ARN polymérase n’est pas seule responsable de 

la variabilité génétique, des facteurs cellulaires ou environnementaux peuvent modifier le 

matériel génétique.  

 

II.1 – Variabilité génétique 

II.1.1 – Mécanismes de création de la variabilité g énétique 

II.1.1.1 – Mutations 

II.1.1.1.1 – Types de mutations 
 

 Une mutation est un changement ponctuel dans une séquence génomique se 

traduisant par la substitution, l’insertion ou la délétion d’un acide nucléique.  

La substitution d’une purine en purine (A et G) ou d’une pyrimidine en pyrimidine (C 

et T) est appelé transition et le changement d’une purine en pyrimidine (A/G en C/T) ou d’une 

pyrimidine en purine (C/T en A/G) est appelé transversion. Il existe 4 combinaisons de 



Introduction 

 28 

substitutions menant à des transitions et 8 combinaisons menant à des transversions (Figure 

12). Bien qu’il existe plus de combinaisons pouvant mener à des transversions, les transitions 

sont plus fréquentes du fait des mécanismes moléculaires causant les mutations, cités ci-après. 

De plus, les transitions ont moins de chances de résulter en un changement d’acide aminé.  

 

 
Figure 12 - Types de substitutions nucléotidiques 

 

Lorsqu’une mutation affecte une région codante, celle-ci peut être silencieuse si elle 

n’entraine pas de changement d’acide aminé. Une mutation est dite faux-sens si elle entraine 

la substitution d’un acide aminé par un autre et non-sens si elle change un codon spécifiant un 

acide aminé par un codon Stop.  

Les modifications de séquence génétique comprennent des insertions et des délétions 

d’un ou plusieurs acides nucléiques. L’addition ou délétion d’acides nucléiques en nombre 

non multiple de 3 entraine le décalage du cadre de lecture lors de la traduction, résultant en 

une protéine tronquée par l’apparition d’un codon stop prématuré et le plus souvent non 

fonctionnelle. 

En plus des changements en séquences protéique, les mutations peuvent perturber le 

structure secondaire, voir tertiaire de l’ARN. Pour les virus, ceci a une incidence particulière 

dans les régions non codantes des ARN impliquées dans l’initiation de la réplication, de la 

traduction ou de l’encapsidation, ainsi que dans les régions codantes de l’ARN impliquées 

dans l’épissage. 
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II.1.1.1.2 – Origine des mutations 
 

Les modifications spontanées, qu’elles soient induites par l’environnement, créées par 

la polymérase ou bien produite par la réponse d’une cellule hôte à l’invasion, virale sont des 

causes de ces changements structuraux. 

 

II.1.1.1.2.1 – Mutations spontanées 

 
Les modifications chimiques des bases nucléiques peuvent se faire spontanément. Les 

bases nucléiques existent sous 2 isomères : keto et enol pour la guanine (G) et la thymine (T), 

et amino et imino pour l’adénine (A) et la cytosine (C). L’isomère de la forme prédominante 

possède des propriétés d’appariement différentes. Par exemple, la forme enol de G s’appariera 

avec T au lieu de C, causant une transition (Figure 13). 

 

 
Figure 13 - Génération d'une transition par modification tautomérique d'une base 
(“Spontaneous mutations - An Introduction to Genetic Analysis - NCBI Bookshelf,” 2012) 

 

Des dégradations spontanées peuvent aussi se produire comme la dépurination des 

bases A et G, donnant des sites apuriniques, ou la déamination modifiant un C méthylé en A 

ou un A en Hypoxanthine (HX). 

L’alkylations des bases est aussi un phénomène pouvant se produire spontannément et 

pouvant mener à la décomposition ou au mésappariement de bases.  

 

II.1.1.1.2.2 – Les mutations induites 

II.1.1.1.2.2.1 – Les mutations induites par un stress oxydatif et UV 
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Le stress oxydatif d’une cellule correspond à l’accumulation de dérivés réactifs de 

l’oxygène. Ceux-ci peuvent mener à l’oxydation du matériel génétique. De même les UV, la 

chaleur ou les rayonnements peuvent oxyder le matériel génétique menant à la cassure d’une 

séquence nucléique ou au dommage et la perte d’une base. De nombreux mutagènes 

chimiques, tels que les analogues de bases, les intercalants ou les alkylants sont des outils 

utiles à l’étude génétique expérimentale. 

 

II.1.1.1.2.2.2 – Les mutations induites par la polymérase 

 
 

 
Figure 14 - Conformation du motif D de l'ARN Polymérase 
Alignement des structures secondaires de l’ARN Polymérase du du poliovirus (PV), du virus de la fièvre 
aphteuse (FMDV), du rhinovirus humain (HRV), du virus de Norwalk (NV) et du virus de l'immunodéficience 
humaine (HIV). Le motif D est un élément dynamique influençant la capacité de catalyse de la polymérase. 
(Cameron et al., 2009) 
 

En effet, la transcription est gouvernée par un équilibre entre fidélité et rapidité. Cet 

équilibre peut être modulé par des changements de conformation et des propriétés de catalyse 

du site actif ou d’un site distant de l’enzyme (Cameron et al., 2009). Les ARN polymérase 

ARN-dépendante (RdRP, RNA Polymerase RNA-dependant) semblent être dans l’ensemble 

conservées (Figure 14), mais une mutation, même éloignée du site catalytique peut entrainer 

des changements de fidélité. Par exemple, la mutation G64S de la RdRP du poliovirus 

entraine une augmentation par 3 de la fidélité en réduisant l’espace de formation des 

mésappariements près d’un site de liaison aux nucléotides (Pfeiffer and Kirkegaard, 2003). En 
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revanche, un taux d’erreur trop élevé de l’ARN polymérase virale se traduit par une perte 

irréversible de l’information génétique et conduit à l’erreur catastrophique et à une perte de 

viabilité (Biebricher and Eigen, 2005).  

 
II.1.1.1.2.2.3 – Les mutations induites par des facteurs de l’hôte 
 

Des enzymes de l’hôte peuvent aussi être responsables de mutations sur le génome 

viral. Les enzymes éditrices de l’ARN tels que les adénosines désaminases ADARs 

permettent le contrôle de l’invasion virale par la cellule hôte en créant des sites 

d’hypermutation de A vers G, ce qui a été observé pour le virus de la rougeole, le virus 

respiratoire syncitial ou encore, le poliomavirus (Bass, 2002). Le rôle de la cytidine 

désaminase APOBEC, induisant des hypermutations de l’ADN rétroviral, a été aussi évoqué 

comme ayant le même effet sur les ARN viraux (Bishop et al., 2004).  

 

II.1.1.2 – Mécanismes de recombinaisons et réassortiments 
 

La plupart des virus à ARN ont la capacité d’échanger du matériel génétique entre eux 

et avec leur hôte. Deux types d’échanges génétiques existent : la recombinaison et le 

réassortiment.  

 

II.1.1.2.1 – Les recombinaisons homologues et hétérologues 
 

 La recombinaison correspond à l’introduction d’une séquence nucléotidique 

donneuse sur une molécule d’ARN acceptrice, résultant dans la présence de 2 informations 

génétiques sur le même brin d’ARN. Les phénomènes de recombinaisons ont été tout d’abord 

décrits pour les virus à ARN simple brin positifs, mais existent aussi pour les virus à ARN 

simple brin négatif et les virus à ARN double brins. La recombinaison peut être homologue 

lorsque la séquence donneuse remplace la région homologue de l’accepteur sans en changer la 

structure. Quand des virus similaires échangent une séquence sans maintenir l’alignement 

strict, on parle de recombinaison homologue aberrante, provoquant des mésappariements, 

insertions, délétions, les plus souvent délétères pour le virus. Enfin, l’échange de matériel 

génétique non apparenté correspond à une recombinaison hétérologue. Le mécanisme de 

recombinaison implique que les séquences donneuses et acceptrices se retrouvent dans la 

même cellule. La quasi-totalité des études a montré que le mécanisme de recombinaison 

passait par le modèle de choix de copie, c'est-à-dire un saut de la polymérase d’une matrice à 
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l’autre au cours de la réplication de l’ARN viral (Nagy and Simon, 1997). La recombinaison 

procure un avantage évolutif certain en permettant la propagation de traits bénéfiques et 

l’élimination de gènes délétères. La recombinaison du virus de l’encéphalite équine de l’Est et 

du virus Sindbis aurait ainsi permis l’émergence du virus de l’encéphalite équine de l’Ouest 

(Figure 15) (Hahn et al., 1988). Les recombinaisons des souches atténuées du vaccin du 

poliovirus montre le potentiel d’échappement naturel du virus au système immunitaire menant 

à la colonisation du système nerveux central (Georgescu et al., 1994). La recombinaison entre 

ARN viraux et ARN cellulaire a également été observé pour le virus de la grippe A, pour 

lequel l’insertion d’une séquence de l’ARN ribosomal 28s dans le gène de l’hémagglutinine 

est associée à une pathogénèse virale augmentée (Khatchikian et al., 1989). 

 

 
Figure 15 - Recombinaison à l'origine du virus WEEV 
La recombinaison du virus de l’encéphalite équine de l’Est (EEE) avec Sindbis (SIN) serait à l’origine du virus 
l’encéphalite équine de l’Ouest (WEE) (Hahn et al., 1988) 

II.1.1.2.2 – Les réassortiments 
 

Les virus de la famille des Orthomyxoviridae, Bunyaviridae, Arenaviridae et 

Reoviridae sont des virus à ARN segmenté. Le processus de réassortiment, c'est-à-dire 

l’échange de segments complets du génome entre 2 virus peut survenir lors de la co-infection 

d’une même cellule. Ce processus n’intervient pas par saut de la polymérase durant la 

réplication, mais lors de l’empaquetage aléatoire des différents segments à partir du pool 

intracellulaire au sein des particules virales. Tous les segments ne sont pas interchangeables. 

Ce processus contribue grandement à la variabilité génétique virale et intervient notamment 

entre virus grippaux d’un même type. Les réassortiments de virus d’origines humaine et 

animale ont abouti à l’émergence de sous-types nouveaux responsables des grandes 

pandémies de grippe. Ainsi, la dernière pandémie de grippe de 2009 correspond au 

réassortiment de souches porcine, aviaire et humaine de la grippe A (Figure 16) (Trifonov et 

al., 2009). Les segments du virus de la grippe A humaine H1N1 de 2009 ont coexisté pendant 
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10 ans avec les souches de la grippe A porcine. Les ancêtres de la neuraminidase n’avaient 

pas été observés depuis presque 20 ans. L’hôte du réassortiment actuel est le plus 

probablement le porc. 

 

 
Figure 16 - Réassortiments à l'origine du virus de la grippe A H1N1 pandémique 
Histoire des événements de réassortiments dans l’évolution du virus de la grippe A H1N1 de 2009. Les 8 
segments montrés dans chaque virus codent pour les protéines suivantes (de haut en bas) : polymérase PB2, 
polymérase PB1, polymérase PA, hémaglutinine, protéine nucléaire, neuraminidase, protéines de matrices et 
protéines non-structurales. 
 

II.1.2 – Taux de mutations spontanées et variabilit é génétique 

II.1.2.1 – Organismes supérieurs et virus à ADN 
 

Chez Arabidopsis thaliana, organisme modèle de recherche génétique chez les 

plantes, le taux de mutation spontanée de son ADN est de 7 x 10-9 mutations par site par 

génération. Ces mutations spontanées sont majoritairement des transitions causées par 

déamination des cytosines méthylées et par mutagénèse induite par les UV (Ossowski et al., 

2010). Les taux de mutations des virus à ADN double brin peuvent aussi atteindre 10-9 
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mutations par site par génération (Tableau 2). Un taux de mutation faible entraine une 

évolution lente des organismes. 

Tableau 2 - Taux de mutations des virus 
(adapté de Sanjuan t al, 2010) 

 

II.1.2.2 – Taux de mutations spontanée des virus à ARN 
 

Par comparaison, les virus à ADN peuvent présenter des taux de mutations quasi-

similaires à des organismes supérieurs. En revanche, les virus à ARN présentent des taux de 

mutations spontanées de 103 à 106 fois supérieurs (Tableau 2). Ce taux de mutation semble en 

partie corrélé à la taille du génome – plus le génome est grand, plus le taux de mutation serait 

faible - ainsi qu’à l’absence de correction d’erreur des ARN polymérases. 

 

II.1.3 – Effet du biais nucléotidique et de l’usage  des codons sur la 
variabilité génétique 
 

L’évolution des gènes est directement influencée par la composition intrinsèque du 

génome en nucléotide. En effet, les compositions en nucléotides et dinucléotides ne sont pas 

aléatoires et le code génétique étant dégénéré, l’usage des codons est aussi biaisé. Ces biais 

dépendent des pressions de mutation et de sélection. La pression de mutation se manifeste par 

le caractère spontanée des mutations à se former en proportions déterminées par la 
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composition nucléotidique du génome et par la concentration en nucléotide dans son 

environnement, tandis que la pression de sélection correspond à la modification  du code du 

génome afin de moduler l’efficacité de traduction selon les ARNt disponibles, ou bien de 

pouvoir échapper au système immunitaire de son hôte. Considérant des ressources 

changeantes en nucléotide et ARNt, l’évolution des génomes est rhétorique, faisant intervenir 

un équilibre entre une pression de mutation affectée par les dNTP disponibles et une pression 

de sélection optimisant l’utilisation de codons traduisibles rapidement et fiablement (Figure 

17) (Vetsigian and Goldenfeld, 2009). Comprendre l’étendu et les causes du biais dans 

l’usage des codons est essentiel pour comprendre l’évolution virale et l’écologie virale, 

particulièrement en ce qui concerne l’adaptation de pathogènes zoonotiques à différents hôtes. 

 

 
Figure 17 - Théorie co-évolutionnaire de l’évolution de la composition des génomes 
(adapté de Vetsigian et al., 2008) 

 

II.1.3.1 – Biais nucléotidique 
 

Il a été observé que la majorité des virus à ARN, positifs ou négatifs, présente une 

composition en T et G proche de 25%, c'est-à-dire une distribution aléatoire, tandis qu’un 

biais est observé en faveur du A et contre le C. Seuls quelques virus à ARN positif (le virus de 

l’hépatite C, le virus de l’hépatite E, le virus GB-C et le virus de la rubéole) présentent un 

biais inversé en faveur du C et contre le A (Figure 18) (Auewarakul, 2005). La raison de ce 

biais n’est pas connue, mais pourrait être due à une stratégie d’adaptation particulière à 

certains hôtes ou bien au fait que le virus de l’hépatite C, le virus de l’hépatite E, le virus GB-

C et le virus de la rubéole seraient les représentants du même ancêtre commun portant un 

biais en faveur du C et contre le A.  
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Figure 18 - Composition nucléotidique des génomes des virus à ARN 
25 virus à ARN simple brin positif et 21 virus à ARN simple brin négatif (Auewarakul, 2005) 

 

II.1.3.2 – Biais des dinucléotides CpG 
 

Chez les mammifères, il existe une sous-représentation des dinucléotides CpG dans 

l’ADN. Ceux-ci peuvent être méthylés afin de servir au contrôle de l’expression épigénétique 

des gènes, mais sont aussi plus sensibles aux désaminations spontanées. La méthylation des 

CpG sert aussi de reconnaissance des séquences du non-soi et permet de déclencher une 

réponse immunitaire (Klinman et al., 1996). Or les dinucléotides CpG sont aussi sous-

représentés chez tous les virus à ARN. Ceci pourrait être le résultat de la co-évolution des 

virus avec leurs hôtes et d’une optimisation à leur environnement (Greenbaum et al., 2008). Il 

est intéressant de noter que seul 4 virus de la famille des Togaviridae ne présentent pas cette 

suppression. L’hypothèse d’une réplication primaire chez le moustique, plutôt que chez 

l’homme influençant cette suppression, est possible pour les virus Semliki et Sindbis, mais 

par pour le virus de la rubéole qui infecte uniquement l’homme. 

 

II.1.3.3 – Usage des codons 
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Le nombre effectif de codon (ENC) est un indice calculé à partir de l’utilisation 

relative des codons synonymes dans un génome. Il varie entre 20, soit une utilisation 

restreinte d’un codon par acide aminé, et 61, soit l’utilisation de tous les codons du code 

génétique. L’ENC calculé pour les virus à ARN varie entre 39.2 et 59.3, montrant une 

utilisation peu biaisé des codons par les virus à ARN. Les valeurs d’ENC des virus à ARN 

sont directement influencés par le pourcentage de GC en 3ème position des codons (GC3s) des 

génomes, montrant que la pression de mutation joue un rôle prépondérant dans la composition 

de leur génome (Figure 19) (Jenkins and Holmes, 2003).  

 

 
Figure 19 - Biais des codons des virus à ARN 
Graphique des valeurs des nombre effectif de codon (Nc) versus le pourcentage de GC en 3ème position des 
codons de 50 virus à ARN (Jenkins and Holmes, 2003) 

 

II.1.3.4 – Co-évolution hôte-virus 
 

Le protéome des mammifères possède, à peu de choses près, le même usage des 

codons. Pourtant, les virus des mammifères possèdent une utilisation très diverse du code 

génétique. Ces virus pourraient ainsi garder un plus large spectre d’hôte. Les virus infectant 

uniquement l’homme sont une exception pour lesquels une forte corrélation à l’usage des 

codons de leur hôte a été montrée (Bahir et al., 2009). La raison de cette co-évolution 

particulière est encore inconnue, mais ces différences entre virus animaux et virus humains 

ont des implications particulières. Les virus animaux possèdent un usage des codons non 

optimisé ce qui leur permet de garder un spectre d’hôte plus large. Au contraire, la 

désoptimisation des codons des virus humains permet leur atténuation, comme obtenu pour le 

virus de la grippe A (Mueller et al., 2010). L’infection de l’homme par de nouveaux virus 
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animaux est donc possible à travers tout d’abord quelques mutations modifiant les systèmes 

d’entrée et de multiplication à l’intérieur des cellules hôtes, mais son évolution pour devenir 

un virus uniquement humain passe par l’optimisation de son code génétique.  

Ainsi, la composition en nucléotides est un indicateur de l’origine avaiaire ou humaine 

des segments du virus de la grippe A. En effet, les virus de la grippe A humaine ont un fort 

pourcentage en A et U, contrairement aux virus aviaires qui présentent un pourcentage en G et 

C supérieur. Cette co-évolution des génomes des virus de la grippe avec leur hôte initial 

permet ainsi de percevoir les réassortiments d’origine aviaire des nouveaux virus grippaux 

humains (Rabadan et al., 2006). 

 

II.1.4 – Pression de sélection 
 

Du fait de la dégénérescence du code génétique, la mutation d’un nucléotide dans une 

séquence peut être synonyme si elle n’entraine pas de modification de la séquence protéique, 

ou non-synonyme si l’acide aminé codé est modifié. La comparaison de plusieurs séquences 

apparentées permet de définir des zones de sélection neutre qui sont sujettes à une absence de 

mutations ou à des mutations synonymes, des zones de sélection négative où les mutations ne 

sont pas transmises à la descendance, résultant en une purification des mutations délétères 

durant l’évolution et les zones de sélection positive pour lesquels une accumulation de 

mutations non-synonymes sont observées. Ainsi les zones de pression de sélection positive du 

virus saisonnier de la grippe correspondent aux sites antigéniques permettant d’échapper au 

système immunitaire (Figure 20) (Furuse et al., 2010). 

 

 
Figure 20 - Pression de sélection le long de la séquence HA de la gripe A H1N1 saisonnière 
(Furuse et al, 2010) 
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II.1.5 – Structuration en une population virale : l a Quasiespèce 

II.1.5.1 – Théorie de la quasiespèce 
 

Le fort taux de réplication et de mutations des virus à ARN conduit à définir une 

population virale. En effet, bien que la réplication soit de type clonale, l’introduction de 

mutations non corrigées permet une variabilité de la population virale appelée quasiespèce. 

Une quasiespèce virale peut être représentée comme un nuage de mutants apparentés présents 

dans un même hôte (Figure 21). 

 

 
Figure 21 - Développement de la quasiespèce virale 
(Lauring and Andino, 2010) 

 

II.1.5.2 – Limite de la quasiespèce : l’erreur catastrophique 
 

La variabilité génétique des virus à ARN est limitée par le seuil de variabilité 

phénotypique qui correspond aux contraintes structurales et fonctionnelles qui s’exercent tant 

au niveau de l’ARN qu’au niveau protéique. Il existe donc des conséquences à cette 

variabilité. En effet, ces populations peuvent conduire à l’erreur catastrophique, c'est-à-dire 

que l’augmentation de leur taux de mutation entraine une diminution brutale voire complète 

de la viabilité de leur population. Ceci a été montré en augmentant d’un facteur 9,3 le taux de 

mutation du poliovirus par la ribavirine, un mutagène antiviral, entrainant une diminution de 

99,3% de l’infectiosité après un passage (Figure 22) (Crotty et al., 2001). 
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Figure 22 - Perte d’infectiosité selon le taux de mutation du virus de la polio 
(Crotty et al., 2001) 
 

II.1.5.3 – Effet de la robustesse mutationnelle sur la survie d’une population 
virale 
 

 
Figure 23 - Robustesse mutationnelle 
La robustesse mutationnelle d’une population virale diverse et se répliquant lentement (bleu) est un avantage 
sélectif par rapport au virus fidèle et hautement réplicatif (rouge) (Sanjuán et al., 2007). 
 

Contrairement à la théorie Darwinienne de la survie du plus fort, la quasiespèce peut 

favoriser la « survie du plus plat ». Une population « plate » correspondrait à un nombre 

restreint de virus formant une population génétiquement diverse. Cette dernière aurait un 

avantage sélectif dans un environnement mutagène par rapport à une population virale plus 
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nombreuse mais moins diverse, qui serait donc plus sensible aux mutations délétères car ne 

possédant pas autant de traits génétiques compensatoires par rapport à la première population. 

Une population virale diverse possède ainsi une robustesse mutationnelle.  Cette théorie a été 

montrée par exemple, en utilisant 2 populations de virus de la stomatite vésiculaire ; celle se 

répliquant plus lentement ayant une robustesse mutationnelle supérieure à l’autre dans un 

environnement mutagène, révélant un mécanisme de résistance au traitement par mutagénèse 

létale (Figure 23) (Sanjuán et al., 2007).  

 

II.1.5.4 – Effet de coopération au sein de la quasiespèce 
 

Il existe une coopération entre les variants de la population virale. Par exemple, 

l’augmentation de la fidélité de la polymérase du virus de la polio montre que le virus n’est 

plus capable de s’adapter à son environnement et perd sa capacité à atteindre le système 

nerveux central. En rétablissant la variabilité de la quasiespèce par des mutagènes, le virus 

retrouve son neurotropisme et les génotypes retrouvés dans le cerveau montre un mélange des 

virus sauvages et fidèles, signe d’une coopération et de l’importance de la variabilité pour la 

virulence (Figure 24) (Vignuzzi et al., 2006). 

 

 
Figure 24 - La variabilité de la population est un déterminant de la virulence 
(Lauring and Andino, 2010) 

 

II.1.5.5 – Mémoire virale de la quasiespèce 
 

Enfin, la structure en quasiespèce a permis de suggérer et d’expliquer l’existence 

d’une mémoire virale. La population virale peut contenir un sous-ensemble de génomes 

minoritaires qui étaient dominants dans un environnement précédent à l’évolution de la 

quasiespèce et qui permettent la reconquête rapide de cet ancien environnement. Ceci a été 

montré in vitro par passage de mutants du virus de la fièvre aphteuse (Arias et al., 2004). 
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Figure 25 - Représentation schématique de la mémoire virale 
(a) les minorités ont été supprimé de la population virale, le virus n’est plus capable de coloniser son ancien 
environnement sans passer par la mutation de son génome. (b) les minorités de la population virale permettent 
d’adapter rapidement sa croissance d’un environnement à l’autre. 
 
 

II.2 – Les virus zoonotiques à ARN  
 

Les 3 groupes de virus à ARN (ARNss(+), ARNss(-), ARNdb) comportent des virus 

zoonotiques retrouvés dans 12 familles et 17 genres viraux (Tableau 3 ; données source : 

http://viralzone.expasy.org ; liste non exhaustive). Les virus zoonotiques revêtent une 

importance particulière en santé publique car ils touchent une très large partie de la population 

mondiale dans les pays tropicaux et subtropicaux (Chickungunya, Fièvre jaune, Dengue, 

Rage), et sont à l’origine de pandémies foudroyantes (coronavirus du syndrome respiratoire 

aigu sévère ou SRAScoV, Grippe A H1N1). Les 4 agents pathogènes les plus virulents au 

monde sont des virus zoonotiques à ARN (Ebola, Fièvre de Lassa, Fièvre Congo-Crimée et 

Marburg). 
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Tableau 3 - Liste des virus zoonotiques à ARN.  
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II.2.1 – Voies de transmission des virus zoonotique s à ARN  
 

Il existe 3 voies de transmission zoonotique majeures des virus à ARN : la 

transmission vectorisée par les arthropodes, la transmission par contact avec les sécrétions 

d’animaux infectés et l’ingestion de virus. 

 

II.2.1.1 – Transmission par les arthropodes : les arbovirus 
 

Les virus transmis de l’animal à l’homme par l’intermédiaire d’arthropodes 

(moustiques, tiques ou phlébotomes) sont appelé arbovirus (pour arthropod-borne-virus). Les 

arbovirus zoonotiques à ARN sont représentés par 3 groupes de virus et par 5 familles : 

Flaviviridae, Togaviridae, Rhabdoviridae, Reoviridae et Bunyaviridae. Cette transmission 

permet de s’affranchir de moyens de passer les barrières naturelles d’infection, mais demande 

plus de contraintes structurales afin d’infecter des hôtes vertébrés et invertébrés. L’émergence 

de ces virus dans de nouveaux territoires est fréquemment liée à l’introduction de ses 

arthropodes vecteurs ou d’un hôte infecté sur ces territoires, ainsi que la présence d’un vecteur 

compétent. Le virus du West Nile (WNV) est un exemple extrême de la colonisation d’un 

nouvel habitat naïf (Figure 26). Habituellement, le WNV était retrouvé dans l’espèce Culex 

univittatus et avait pour réservoir majeur le corbeau et le moineau. Le WNV est apparu à 

New-York en 1999 et a depuis colonisé entièrement l’Amérique du Nord à travers notamment 

l’espèce vecteur locale Culex pipiens et le réservoir aviaire des rouge-gorges (Kilpatrick, 

2011). 

 

 
Figure 26 - Emergence et propagation du virus du West Nile en Amérique du Nord 
(Kilpatrick, 2011) 
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II.2.1.2 – Transmission par contact direct, indirect ou inhalation 
 

La deuxième voie de transmission commune est le contact entre des sécrétions 

animales et des muqueuses ou une plaie. Ceci est vrai pour les virus respiratoires, tels le 

coronavirus responsable du syndrome respiratoire aigüe sévère (SRAScoV) et le virus de la 

grippe A qui sont véhiculés par de petites gouttelettes fines d’expiration et qui pourront être 

respirées par un nouvel hôte. Du fait de la mondialisation et des mouvements rapides des 

hommes entre les continents, l’émergence de nouveaux virus respiratoires est rapidement 

disséminée de par le monde, menant à des pandémies. La morsure d’un animal peut permettre 

la transmission des Lyssavirus, ces infections résultant la plupart du temps de contacts étroits 

avec la faune sauvage. Le contact direct avec les singes, voir avec le réservoir des chauves-

souris, est responsable des infections aux virus Ebola et Marburg. Enfin, la transmission par 

contact direct ou l’inhalation des sécrétions urinaires et fécales des rongeurs ou des chauves-

souris permet la transmission des Hantavirus, Arenavirus et des Henipavirus. 

 

II.2.1.3 – Transmission par voie alimentaire 
 

Le virus de l’hépatite E semble être le seul virus à ARN dont la transmission 

zoonotique est entérique, même si le potentiel zoonotique des Norovirus et des Sapovirus, 2 

familles de virus à transmission entérique, est discutée. Les Norovirus sont présents chez les 

bovins, le porc et les murins. Les Sapovirus sont présents chez la chauve-souris, le lion de 

mer, le chien, le porc et le vison (Bank-Wolf et al., 2010).  

 

II.2.2 – Degré d’adaptation zoonotique 
 

La plupart des pathogènes humains trouvent ou trouvèrent leur origine dans le 

réservoir animal. Entre le stade d’un pathogène uniquement animal (stade 1) et celui 

uniquement humain (stade 5), les agents zoonotiques peuvent être classés selon 3 catégories 

(Figure 27) (Wolfe et al., 2007). Le stade 2 correspond à la catégorie d’agents zoonotiques 

infectant l’homme par contact primaire avec un animal, tels que les virus de la rage, Nipah ou 

West Nile. Certains pathogènes animaux peuvent aussi entrainer, à la suite d’une infection 

primaire chez l’homme, un nombre d’infections secondaires limitées entre hommes. Des 

exemples de virus à ARN correspondant à cette catégorie d’agents de stade 3 seraient les virus 

Ebola et Marburg. Enfin, le stade 4 de cette adaptation zoonotique correspond à des 
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pathogènes circulant chez l’animal, pouvant se transmettre à l’homme, mais effectuant aussi 

de longs cycles d’infections inter-humains. Les virus de la Dengue ou de la grippe A 

appartiendraient à cette catégorie d’agents.  

 
Figure 27 - Degré d'adaptation zoonotique des virus 
Illustration des 5 stades par lesquels un pathogène animal évolue pour causer une maladie confinée à l’homme 
(Wolfe et al., 2007) 
 

II.2.3 – Implications de la variabilité génétique d ans la transmission inter-
espèce 
 

L’étude d’une nouvelle espèce virale est liée à la connaissance de sa variabilité 

génétique. Afin de définir cette espèce, différencier 2 souches ou identifier différents 

génotypes, il est tout d’abord nécessaire d’étudier un grand nombre d’isolats afin d’en 

découvrir son degré de diversité génétique. Les virus n’ont pas tous le même taux de 

mutations spontanées et leurs modes de transmission modifient cette variabilité en créant des 

goulets d’étranglement génétique différents.  
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La transmission inter-espèce des virus est modérée par la possibilité d’effectuer un 

cycle de propagation complet du virus chez ses différents hôtes. Des hôtes différents peuvent 

présenter des mécanismes différents d’infection et constituent donc une barrière à la 

transmission de l’agent infectieux. On parle donc de barrière d’espèce. La variabilité 

génétique d’un virus peut permettre son adaptation à différents hôtes. 

 Le genre Hantavirus comprend à ce jour 24 espèces, soit 24 sérotypes/génotypes 

différents, dont au moins 7 sont associés à des maladies zoonotiques. Ces espèces ont 

évoluées séparément selon leurs origines géographiques (Nouveau monde vs. Ancien monde) 

et leurs espèces hôtes. Selon l’ICTV, les variants d’une même espèce devraient présenter 

moins de 7% de différences en acides aminés sur les segments S et M (Plyusnin, 2002). 

Typiquement, le niveau de variabilité génétique en nucléotide du virus Puumala est de 0.2–

1.2% chez un seul rongeur et 1–2% dans une population de rongeur (Plyusnin et al., 1995). 

Une étude a montré, dans 4 cas humains indépendants, l’identité complète des 

séquences partielles de l’Hantavirus Sin Nombre, isolées de patients ayant développés un 

syndrome pulmonaire, à celles isolés de rongeurs capturés à proximité de l’habitat de ces 

patients (Hjelle et al., 1996). Il ne semble pas y avoir de goulet d’étranglement génétique 

modifiant la séquence consensus de l’Hantavirus Sin Nombre lors d’un passage inter-espèce. 

Par comparaison, il a été retrouvé plus de 2% de différences entre les séquences 

partielles d’un enfant ayant été infecté par l’Arenavirus de la chorioméningite lyphocytaire 

(LCMV) et celles isolées de 14 rongeurs attrapés près de son domicile (Emonet et al., 2007). 

Dans ce cas, il se pourrait que la sélection d’une partie de la quasiespèce ait pu être impliquée 

dans ce passage d’hôte. 

 

II.2.3.1 – Adaptation à différentes espèces hôtes  
 

Le type d’espèce infectée joue un rôle dans la sélection, l’adaptation et la variabilité 

génétique d’un virus. En effet, plus les hôtes sont distants, plus la barrière d’espèce est 

grande. 

 

II.2.3.1.1 – Virus vectorisé  
 

L’étude in vitro du virus de Chickungunya (ChikV) en culture de cellules de 

mammifère ou d’insecte a donné des résultats intéressants. Des passages de ChikV sur un seul 

type cellulaire a mené à l’augmentation de sa réplication, de sa variabilité et son adaptabilité 
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sur ce type cellulaire tout en diminuant sa réplication dans le type cellulaire hétérologue. Le 

passage en alternance dans les 2 types cellulaires a mené à l’augmentation de sa réplication 

dans les 2 types cellulaires, mais à une variabilité et une adaptation modérée (Coffey and 

Vignuzzi, 2011). Ainsi l’alternance d’hôte vertébré/invertébré résulte en une sélection 

favorisant la compétence de réplication dans les 2 hôtes plutôt qu’une augmentation de la 

variabilité.  

Mais, in vivo, l’étude du virus du West Nile passé entre Culex pipiens et des poussins a 

montré au contraire que l’alternance d’hôte serait à l’origine d’une plus grande variabilité 

génétique que le passage dans une seule espèce (Jerzak et al., 2008), bien que le 

développement de la variabilité soit en réalité plus faible que ce qui a pu être observé in vitro. 

La réplication des virus in vivo est donc soumise à de plus grands goulets d’étranglement 

génétique et pression de sélection que dans les modèles expérimentaux in vitro, du fait d’une 

propagation dans l’organisme réduite par l’action du système immunitaire de l’hôte. 

 

II.2.3.1.2 – Virus non vectorisé 
 

De même, les contraintes du passage d’hôte in vivo entrainent chaque espèce 

d’Hantavirus ou d’Arenavirus à avoir un réservoir majeur avec lequel il co-évolue. 

L’infection par l’Hantavirus Sin Nombre, présent chez les rongeurs, ne semble pas nécessiter 

de modifications génétiques des séquences consensus partielles afin d’infecter l’homme 

(Hjelle et al., 1996). Pourtant les cas humains sont sporadiques, résultants d’infections 

primaires sans que des infections secondaires n’aient pu être rapportés. L’homme apparait 

ainsi comme un hôte accidentel d’un virus dont l’absence de transmissions secondaires 

humaines pourrait être due à une adaptation génétique incomplète ou à un mode de 

contamination inter-humaine inadapté. 

Malgré les contraintes liées au passage entre différents hôtes in vivo, les exemples 

récents des pandémies de grippe montrent l’adaptation rapide des virus à ARN. Dans ce cas, 

les phénomènes de réassortiments jouent un rôle particulier dans ces adaptations. Ainsi le 

réassortiment du segment NS du virus de la grippe aviaire H5N1 avec H7N1 permet au virus 

réassortant [H7N1 ; NS] d’infecter in vitro plusieurs types de cellules humaines et d’infecter 

des souris sans adaptation préalable (Ma, Brenner, et al., 2010). 

 

II.2.3.2 – Variabilité génétique et pathogénèse  
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La variabilité génétique des virus zoonotiques à ARN a une implication directe sur la 

pathogénèse virale à travers des changements virulence, de tropisme cellulaire et de 

persistance. 

 

II.2.3.2.1 – Effet sur la virulence 
 

La virulence d’un virus est définie par à la sévérité des symptômes qu’il cause lors 

d’une infection. Elle peut être due entre autre à sa capacité de fixation, de réplication ou de 

lyse, à l’échappement d’une réponse immunitaire forte ou à un nouveau tropisme.  

 Un isolat d’un patient ayant développé une fièvre de la Vallée du Rift a montré que la 

population virale était composée pour moitié de virus comportant une mutation ponctuelle au 

niveau de la glycoprotéine d’enveloppe. Le nombre et la taille des plages de lyse formées par 

les 2 variants dans plusieurs types cellulaires étaient comparables. Mais in vivo, chez la souris, 

alors qu’un variant était aussi virulent que l’isolat sauvage, l’autre présentait un titre viral plus 

faible dans les différents organes et induisait une mortalité plus faible. De plus, l’injection du 

variant atténué à haute dose résultait, après quelque jours, en un retour vers un phénotype 

virulent associé à la réversion de la mutation ponctuelle. Le mécanisme de cette différence de 

virulence semble lié à la capacité de fixation du virus, puisque la mutation résulte, dans le cas 

du variant atténué, en une augmentation de la capacité de fixation aux cellules cible. Ceci 

entrainerait une diminution de la virémie et une fixation aux cellules sanguines circulantes 

permettant une présentation plus rapide au système immunitaire de l’hôte (Morrill et al., 

2010). 

 
Tableau 4 - Influence de chaque segment du virus de la grippe A dans la virulence 
(Tscherne and García-Sastre, 2011) 
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Mais les facteurs de virulence des virus seraient plutôt polygéniques. Ainsi, des 

facteurs dans chaque segment du virus de la grippe A serait impliqué dans la virulence 

(Tableau 4) (Tscherne and García-Sastre, 2011). 

Enfin, il existe un seuil de virulence déterminée par la composition de la quasiespèce. 

Ainsi, pour le virus LCMV, le mélange de clone avirulent avec le clone virulent à plus de 1:1 

supprime la virulence de ce dernier (Teng et al., 1996). 

 

II.2.3.2.2 – Effet de la variabilité génétique sur le tropisme cellulaire 
 

La variabilité génétique peut permettre de modifier le tropisme cellulaire intra-hôte.  

De nombreux exemples montrent que la substitution d’un seul acide aminé entraine des 

changements drastiques de la pathogénèse virale. Ainsi, une expérience de mutagénèse par 

irradiation du virus de l’encéphalite japonaise a permis de sélectionner un clone virulent et un 

clone atténué. Alors que le clone virulent est neuroinvasif chez la souris, le clone atténué a 

changé de tropisme pour devenir hépatocytaire (Figure 28). Ce changement de tropisme serait 

causé par une seule mutation dans la protéine d’enveloppe réduisant sa capacité d’adsorption 

et résultant en une perte de neurovirulence et une réplication résolutive et limitée au foie 

(Chen et al., 1996). De même, la substitution d’un seul nucléotide dans la séquence codant 

pour la protéine d’enveloppe du virus de la dengue serait liée à sa neurovirulence. Cette 

mutation diminuerait la capacité de fixation du virus au cellules neurales (Sánchez and Ruiz, 

1996).  

 
Figure 28 - Influence de la virulence sur le tropisme cellulaire 
Titre viral des organes de souris infectés par des clones virulents (A) et atténués (B) du virus de l’encéphalite 
japonaise. Le tropisme du clone virulent est neuronal, alors que celui du virus atténué est hépatocytaire. 
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II.2.3.2.3 – Effet de la variabilité génétique sur la persistance virale 
 

Certains virus zoonotiques à ARN ont un potentiel de persistance démontré 

expérimentalement, comme pour l’EMCV sur culture de cellules humaines in vitro (Pardoe et 

al., 1990; Yeung et al., 1999). Le virus de l’hépatite a été rapporté être responsables de cas 

d’infections chroniques. Ces cas d’infections chroniques sont dus à la persistance du virus 

chez certaines personnes immunodéprimées. Une plus grande variabilité génétique du virus 

associée à une faible concentration en cytokines inflammatoires et de marqueurs solubles 

d’activation des cellules T, ainsi qu’une forte concentration en chemokines chez l’hôte 

seraient associée à la persistance du virus (Lhomme et al., 2012). 

Ces modifications de la réponse immunitaire pourraient être dû à une régulation 

différente du traitement immunosuppresseur selon les patients, mais aussi à des 

caractéristiques virales d’échappement au système immunitaire. Il a été observé que la 

présence en grand nombre de particules défectueuses permettait la persistance du virus de 

l’encéphalite japonaise (Tsai et al., 2007). La grande variabilité génétique des virus à ARN est 

directement liée à la création des particules défectueuses. Ces particules défectueuses 

pourraient donc jouer un rôle d’inhibiteurs compétitifs de la réponse antivirale et permettre 

l’échappement des particules infectieuses au système immunitaire. 
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Objectifs 

 

OBJECTIFS 
 

En France, les premiers cas d’hépatites virales E autochtones ont été décrits dès 1996 

(de Lédinghen et al., 1996; Corne et al., 1997). Entre 2003 et 2008, une soixantaine de cas 

sporadiques ont été documentés dans les régions Midi-Pyrénées et Provence-Alpes-Côtes-

d’Azur, Plus de 70% d’entre eux n’ayant jamais voyagé en dehors de Métropole (Renou, 

Moreau, et al., 2008; Mansuy et al., 2009). Depuis, le Centre National de Référence du VHE 

dénombre environ 300 cas sporadiques par an, 70% desquels seraient d’origine autochtone. 

Les cas autochtones touchent majoritairement des hommes de plus de 55 ans. Le nombre de 

cas d’hépatites virales E est constant ces dernières années, confortant l’hypothèse d’une 

situation épidémiologique stable. Les séroprévalences anti-VHE sont par contre très élevé, 

laissant penser que la très grande majorité des cas d’infections au VHE demeure non détectée 

car asymptomatique ou dont les symptômes sont bénins. La sérologie dépend des régions 

étudiées. Des enquêtes menées chez les donneurs de sang de la région de parisienne et 

nantaise ont montré une séroprévalence entre 1% et 3%, séroprévalence égale selon les sexes 

et qui tend à augmenter avec l’âge (Boutrouille et al., 2007). La prévalence globale chez les 

donneurs de sang du Sud Ouest de la France est par contre de 52,5% (Mansuy et al., 2011). Le 

Sud Ouest de la France serait une région hyper-endémique pour le VHE. L’origine et le mode 

de transmission de ces infections reste tout de même à déterminer. L’origine et le mode de 

contamination ont-ils une influence sur la symptomatologie de l’infection ? Ont-ils une 

influence sur l’âge et le sexe des personnes infectée ? Enfin, pourraient-ils expliquer les 

différences régionales de fréquence des infections ? 

 Une découverte majeure permettant d’expliquer l’origine des cas d’hépatites virales E 

dans les pays industrialisés a été l’isolement du VHE chez le porc aux USA. Cette souche 

virale avait de plus la possibilité d’infecter expérimentalement le primate non-humain. Les 

porcs étaient aussi sensibles à l’infection par des isolats humains autochtones. De plus, les 

personnes en contact avec le porcs, tels que les éleveurs, le personnel d’abattoir et les 

vétérinaires montrent des séroprévalences plus élevées que la population générale suggérant le 

cas contact direct comme risque d’exposition au VHE. Le VHE porcin aurait donc un 

potentiel zoonotique. Mais est-ce que les porcs sont infectés en France ? Leur dynamique 

d’excrétion virale est-elle compatible avec le passage à l’homme ? Sont-ils infectés par les 

mêmes souches provoquant des cas humains ? Les cas sont-ils causés par contact direct avec 

les porcs ou existe-t-il d’autres modes de transmission de ces cas autochtones ? 
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 Il a été montré que les porcs en France sont largement contaminés par le VHE. Une 

étude de prévalence nationale a été menée et a révélé une séroprévalence positive de 65% des 

élevages et de 31% des porcs. Les foies de porc prélevés à l’abattoir était positif pour de 

l’ARN viral dans 4% des cas. Des transmissions alimentaires des foies de porc à l’homme 

pourrait être possible, mais les souches VHE provoquant des infections chez l’homme et le 

porc en France sont-elles les mêmes ? En effet, les génotypes 1 et 2 ne permettent pas 

d’infecter expérimentalement le porc, alors que les génotypes 3 et 4 le permettent. Le VHE 

responsable des cas autochtones humains en France est de génotype 3. Mais il a été observé 

en Chine Centrale et en Bolivie que les sous-types circulant chez l’homme et le porc sont 

différents. Une étude des sous-types circulant en France chez l’homme et le porc est donc 

nécessaire afin d’évaluer cette restriction d’hôte. Mais la variabilité génétique étudiée sur de 

fragments courts de séquence correspond-elle à la variabilité génétique des génomes 

complets ? Est-ce qu’il existe des déterminants de barrière d’espèce sur le génome complet ? 

Une forte proximité génétique correspond-elle réellement à un risque de transmission 

zoonotique ? Les déterminants d’espèce sont-ils visibles sur le génome consensus ou bien 

seulement sur la quasiespèce ? Y a t’il une adaptation nécessaire du VHE afin d’effectuer un 

passage d’hôte ? Tous les sous-types du VHE autochtone représentent-ils un risque 

zoonotique ? Les sous-types circulant du VHE correspondent-ils à une évolution particulière 

du VHE par rapport à leurs hôtes ? Enfin les différences génétiques des souches circulantes 

peuvent-elles être liées à des différences phénotypiques du virus, tel que des modulations de 

la réplication du génome, de production des protéines virales ou d’interaction avec des 

facteurs de l’hôte ? Y a-t-il des déterminants de virulence ou bien les symptômes 

correspondent-ils seulement à des sensibilités différentes des hôtes ? 

 Les objectifs de cette thèse ont été donc de répondre à un certain nombre de question 

sur le risque zoonotique du VHE porcin pour l’homme en France par des méthodes 

génomiques, à travers notamment l’étude d’épidémiologie moléculaire sur les souches isolées 

chez l’homme et le porc sur l’ensemble du territoire pendant une période donnée, l’évaluation 

de l’adaptation génétique d’une souche humaine autochtone transmises au porc, la 

comparaison des génomes de représentants des différents sous-types circulant en France et 

finalement la mise au point d’outils d’étude in vitro de ces sous-types circulant. 



Résultats 

 

 

RESULTATS 

I – Fortes similarités des séquences de VHE isolées chez 

l’homme et le porc en France entre 2008 et 2009 

 
Les cas autochtones en France sont dus au génotype 3. Ce génotype a aussi été 

retrouvé chez le porc à travers le monde. L’origine zoonotique des cas autochtones d’hépatite 

E en France est donc suspectée, mais aucun cas de transmission directe n’a encore été 

démontré. Une enquête nationale sur la prévalence du VHE dans les élevages porcins a été 

réalisée au laboratoire. Celle-ci a montré que 65% des élevages français comportaient des 

animaux séropositifs. Cette séroprévalence est de 31% au niveau individuel et 4% des foies de 

porc prélevés à l’abattoir étaient positifs pour de l’ARN viral (Rose et al., 2011). Les porcs 

constituent un réservoir majeur du VHE en France. 

Afin de définir la distribution, la fréquence et la diversité génétique du VHE en France 

chez l’homme et chez le porc, une étude d’épidémiologie moléculaire a été menée. Quarante 

trois séquences VHE isolées du porc entre mai 2008 et novembre 2009 ont été comparés à 

106 séquences isolés de patients ayant développés une hépatite E durant la même période et 

n’ayant pas voyagé en dehors de France durant les 4 mois précédant leur maladie. Les 

séquences correspondent à l’amplification d’un fragment de 306 nucléotides de la partie 5’ de 

l’ORF2 selon. Cette région a été montrée comme reflétant le mieux la phylogénie des 

génomes entiers (Lu et al., 2006).  

Afin d’évaluer quelle partie de la population française est à risque de développer une 

hépatite virale E, les données démographiques des patients ont été étudié. Le profil d’âge et de 

sexe des patients montrent que 72% étaient des hommes et que la moyenne d’âge est de 55 

ans. Leur répartition géographique montre une distribution sur tout le territoire, avec 

néanmoins un groupe de cas en Provence-Alpes-Côte-D’azur non lié à la densité de 

population. La répartition des isolats de VHE porcins coïncide avec la densité de leur 

production ; la Bretagne dénombrant 52% des isolats VHE porcins et comptant pour 54% de 

la production nationale. Une analyse phylogénétique a été réalisée sur les séquences VHE 

isolées chez l’homme et le porc. Les résultats montrent un arbre sur lequel les séquences sont 

réparties de façon homogène, sans cluster spécifique d’espèce hôte. Les séquences de VHE 

autochtones sont toutes de génotype 3 ; les sous-types 3f, 3c, 3e, ainsi qu’un nouveau sous-
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type encore indéfini selon la classification de Lu et al (Lu et al., 2006) circulent sur le 

territoire. Les proportions de chaque sous-type dans les groupes de séquences isolés chez 

l’homme ou chez le porc sont similaires, démontrant une circulation active du virus entre les 2 

hôtes. Les séquences isolées de porcs d’un même élevage présentent des identités supérieures 

à 99%. Le VHE se présentant sous la forme d’une quasiespèce, il est normal d’observer des 

identités de cet ordre entre différents individus infecté par la même souche virale. La 

comparaison de séquences de VHE isolées d’élevages différents a montré plus de 99% 

d’identités entre 2 paires d’élevages, suggérant des cas probables d’infections par la même 

souche virale. Dans les 2 cas, ces élevages étaient voisins. De même, 4 groupes de séquences 

VHE d’origine humaine ont été retrouvées totalement identiques (100%). Ces cas n’avaient 

pas de lien géographique. Enfin, 2 paires de séquences VHE humaines et porcines 

présentaient plus de 99% d’identité laissant supposer qu’il s’agit de cas de transmissions 

zoonotiques directes alors qu’il n’existe pas de liens géographiques entre elles. 

De nouveau, cette étude a confirmé le profil épidémiologique particulier du VHE en 

France comparé aux pays tropicaux et subtropicaux, touchant plutôt les hommes d’environ 50 

ans. Les séquences autochtones de cette étude étaient de génotype 3, comme celles 

précédemment isolées de 42 patients français (Legrand-Abravanel et al., 2009). Les 

proportions des 4 sous-types retrouvés étaient égales dans les populations humaines et 

porcines suggérant une circulation active du virus entre les 2 hôtes. Le risque zoonotique est, 

de plus, confirmé par les identités très élevées des séquences de VHE humaines et porcines, 

rendant compte d’une possible absence de barrière d’espèces. L’étude de génomes complets 

devrait confirmer cette hypothèse. Enfin, l’étude de la distribution géographique des 

séquences de VHE identiques fait apparaitre de grandes distances entre l’isolement des 

séquences humaines et porcines. La contamination environnementale de l’homme serait 

limitée. Il semblerait que les personnes vivant dans le Sud de la France sont plus fréquemment 

exposés au VHE. Ceci serait dû à certaines habitudes alimentaires spécifiques au Sud de la 

France, comme la consommation de produits à base de foie de porc cru (Colson et al., 2010).  

En conclusion, ces résultats d’épidémiologie moléculaire à grande échelle confirment 

le rôle majeur du porc dans la transmission du VHE à l’homme. Cette étude souligne la 

nécessité de mettre en place un contrôle, soit au niveau de la production porcine, soit au 

niveau de la transformation alimentaire, afin de limiter l’exposition humaine au VHE par la 

consommation de porc. 
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II – Séquences consensus identiques et polymorphisme 

génomique conservé lors d’une transmission inter-espèces 

contrôlée du virus de l’hépatite E 

 
La présente étude a été menée afin d’évaluer les modifications génomiques du VHE 

suite à un changement d’hôte. En effet, la comparaison de séquences partielles de génotype 3 

isolés chez l’homme et le porc, et les infections croisées porc-primate par les génotypes 3 et 4 

suggèrent une absence de barrière d’espèce (Meng, Halbur, Shapiro, et al., 1998; Arankalle et 

al., 2006). De plus, le degré de variabilité génétique du génome consensus et de la 

quasiespèce du VHE de génotype 3 lors d’une transmission inter-espèce n’a pas été exploré.  

Un échantillon provenant d’un patient ayant développé une hépatite E autochtone de 

génotype 3 a été inoculé à 2 porcs par voie orale. L’infection expérimentale par voie orale a 

été suivie par RT-PCRq et un pic d’excrétion fécale du VHE chez les porcs a été observé à 15 

jours post-infection. Trois échantillons concentrés en virus ont été choisis pour une étude de 

séquençage haut-débit : l’échantillon humain, un échantillon de fèces de porc et un 

échantillon de bile de porc. Le séquençage haut-débit a été réalisé sans a priori et a donné 

environ 25x106 séquences d’environ 80 nucléotides. Entre 4x103 et 3x106 séquences ont 

permis d’assembler un génome consensus VHE pour les 3 échantillons. Les génomes 

consensus obtenus présentent 100% d’identité montrant une parfaite adaptation de la 

population majoritaire du VHE de génotype 3 aux deux espèces hôtes. Le nombre d’erreurs 

dues à la technique de séquençage haut-débit a été évalué à partir des gènes conservés des 

hôtes se trouvant dans les échantillons afin de valider les sites polymorphiques du VHE. Un 

nombre variable de sites polymorphiques validés – de 42 à 614 – a été trouvé selon 

l’échantillon considéré ; ces variations étant liées à la profondeur de séquençage de chaque 

échantillon. Jusqu’à 20,7% de la population virale comportent des mutations menant à un 

codon stop ou une proline, mutations généralement délétères. Il existe ainsi une pression de 

sélection négative le long du génome purifiant la majorité des mutations aléatoires de la 

population virale. En revanche, 12 sites polymorphiques sont conservés dans les 3 

échantillons au cours de la transmission inter-espèces. Enfin, la diversité nucléotidique  a pu 

être calculée pour le VHE de génotype 3 et comparé aux autres virus à ARN. La diversité 

nucléotidique du VHE est de l’ordre de 0,028% à 0,07%. Ces valeurs correspondent à la 

gamme inférieure des virus uniquement humain, comme le VIH, dont la gamme va de 0,04% 
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à 2,5% et est supérieure aux virus zoonotiques vectorisés, comme le Virus du West Nile, dont 

la gamme va de 0,021% à 0,034% selon l’espèce infectée.  

En conclusion, les résultats ont montré que la voie d’inoculation orale, voie d’infection 

naturelle, s’est montré efficace dans la transmission du VHE de génotype 3 de l’homme au 

porc. Etonnamment, il n’y a pas eu de modifications du génome consensus du VHE lors du 

passage d’hôte et 30% des sites polymorphiques du VHE humain se sont retrouvés dans la 

population virale chez le porc. La transmission du VHE de génotype 3 ne semble donc pas 

soumise à une restriction d’hôte entre le porc et l’homme, soulignant la compétence des 

souches virales circulant sur le territoire et le risque zoonotique associé. 
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III – Nouvel éclairage sur la distribution génotypique, la 

restriction d’hôte et l’évolution des génomes du VHE par 

caractérisation génétique du biais de l’usage des codons de 

séquences complètes 

 
Afin d’aider à la classification des séquences du VHE, les génotypes majoritaires ont 

été divisé en 24 sous-types (Lu et al., 2006). En France, 3 sous-types majeurs ont été 

retrouvés en proportions égales chez l’homme et le porc. Mais alors que le sous-type 3f 

correspond à 73.8% des isolats, le sous-type 3c compte pour 13.8% et le sous-type 3e pour 

4.7% des isolats. Il existe aussi des différences de distribution régionale. En Bretagne, 96% 

des animaux infectés sont infectés par du sous-type 3f. Les différences de distribution des 

sous-types sont-elles liées à des différences de niveau d’exposition ou bien à des déterminants 

de virulence spécifiques à un sous-type ou à certaines souches de ce sous-type? D’autre part, 

l’évolution moléculaire des génomes peut être étudiée à travers le biais nucléotidique et 

l’usage des codons afin d’identifier l’existence de déterminants liés à la restriction d’hôte pour 

les agents zoontiques. 

Trois isolats porcins de VHE précédemment identifiés comme appartenant aux sous-

types 3f, 3c et 3e sur la base de leurs séquences partielles ont été entièrement séquencés à 

l’aide d’amorces dégénérées. Les 3 génomes complets ont été comparés à 45 autres séquences 

VHE disponibles publiquement dans une banque de données (Genbank). Une étude 

phylogénétique, suivi de l’étude de leur biais nucléotidique, dinucléotidique et de l’usage des 

codons a été réalisé. Enfin, une analyse de correspondance sur l’utilisation des codons 

synonymes selon le génotype, l’hôte et l’origine géographique des génomes de VHE a été 

menée. 

Les 3 génomes de 7238 à 7249 nucléotides ne différent en taille que par leur partie 3’ 

non codante, ainsi que par la délétion d’un acide aminé dans l’ORF1 du génome 

premièrement catégorisé comme 3c. La phylogénie montre que les 3 nouveaux génomes 

complets sont bien de génotype 3. Alors que les 2 nouveaux génomes appartiennent bien aux 

sous-types 3f et 3e, le troisième génome décrit initialement par séquençage partiel comme de 

sous-type 3c est en réalité plus proche d’un génome de sous-type non-défini et de 2 génomes 

de sous-type 3i. La classification actuelle en sous-types montre qu’elle ne permet pas de 

classer toutes les séquences complètes identifiées. 
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La composition nucléotidique des différents génotypes du VHE a aussi été évaluée 

pour chaque séquence de longueur génomique et a montré un biais sous-représentant le A et 

sur-représentant le C. Ce biais a été observé pour tous les génotypes 1 à 4 et de manière quasi-

homogènes sur les 3 positions des codons. Alors que la composition en dinucléotides AA et 

CC reflète le biais nucléotidique, un biais dinucléotidique est observé à l’encontre de CG. 

Enfin, les valeurs d’utilisation relative des codons synonymes montrent un biais plus marqué 

pour le génotype 1 que pour les génotypes 2, 3 et 4. L’analyse de correspondance de ces 

dernières valeurs montre que l’hôte ou l’origine géographique de l’isolat ne sont pas des 

déterminants de la composition du génome. De plus, cette analyse a montré que la 

classification en sous-types 3a, 3b, 3c et 3i n’est plus soutenu par les nouveaux génomes 

complets séquencés. 

En conclusion, les nouveaux génomes VHE isolés du porc ne comportent pas de 

déterminants génétiques prédictifs de l’hôte d’origine. La délétion d’un acide aminé au 

génome proche du sous-type 3c est retrouvée dans le génome de plusieurs sous-types 

correspondant à une des branches phylogénétiques à l’intérieur du génotype 3, sans marquer 

de spécificité d’hôte. La comparaison des compositions des génomes des différents sous-types 

permet d’éclairer l’évolution particulière du VHE. Alors que tous les virus à ARN présentent 

un biais des nucléotides U et G, le VHE, ainsi que le virus de la rubéole, présentent un biais 

contraire envers les nucléotides A et C (Auewarakul, 2005). Par contre, comme la plupart des 

virus à ARN, le VHE sous-exprime le nucléotide CG. Les nucléotides CG peuvent être 

méthylés chez les mammifères et permettent un contrôle épigénétique des gènes et une 

reconnaissance de l’ADN microbien. Il a été suggéré que les virus à ARN miment leur hôte 

afin d’échapper au système immunitaire et améliorer leur efficacité de transcription et 

traduction (Greenbaum et al., 2008). Le biais des codons du VHE est relativement faible, 

conférant un avantage à la réplication dans différents hôtes comportant des préférences de 

codons différentes. Le fait que le génotype 1 présente un biais d’usage des codons plus 

proches de son hôte serait lié à sa plus longue adaptation à l’homme. Enfin, cette étude a aussi 

permis de mettre en avant, par phylogénie et par analyse de correspondance des valeurs de 

biais d’usage des codons, le besoin de revoir la classification des différents sous-types. Il est 

envisageable de diviser le génotype 3 en 2 branches phylogénétiques majeures regroupant les 

sous-types « 3a, 3b, 3c, 3i, 3g et non-définis » d’un côté et les sous-types « 3e, 3f » de l’autre. 
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IV – Mise en place d’une alternative à la culture cellulaire : 

développement de systèmes de réplicons du VHE 

IV.1 – Introduction 
 

Afin de relier les variations génétiques observées à des phénotypes particuliers, des 

modèles de génétique inverse et des modèles d’étude du VHE in vitro sont nécessaires. A ce 

jour, il n’existe pas de système de culture du VHE efficace. En effet, la propagation et la 

production du VHE in vitro a été tenté sur des hépatocytes primaires de primates, des lignées 

hépatocytaires ou non-hépatocytaires humaines (Tam et al., 1997; Tanaka et al., 2007). Mais 

la production virale et l’utilisation de ces modèles sont limitées par au moins un de ces 

facteurs : nécessité d’inoculum viral très concentré, temps de latence long avant production 

virale, titres relativement faibles, impossibilité de passage ou modèle cellulaire non 

représentatif du type cellulaire naturellement infecté. Deux nouveaux modèles de réplication 

du virus in vitro ont été développés au laboratoire, dans la lignée cellulaire humaine HepaRG 

dérivée d’un hépatocarcinome et la lignée cellulaire porcine PICM-19 dérivée de la 

différenciation d’une culture primaire de cellules embryonnaires (Rogée et al., 2012). Ces 2 

lignées possèdent des caractéristiques morphologiques et fonctionnelles proches des 

hépatocytes primaires et semblent être des modèles prometteurs (voir Annexe-I).  

La technologie de l’ADN recombinant, ou génétique inverse, a rendu possible 

l’analyse, la modification et l’expression des gènes. Les virus, de part la taille réduite de leur 

génome, sont particulièrement souples pour de telles recherches. Bien que les virus à ARN 

positifs ne comptent pas d’intermédiaires ADN, la possibilité d’obtenir des ADNc de ces 

virus a considérablement augmenté le potentiel de la génétique inverse. Ainsi le clonage de 

l’ADNc du génome entier du virus de la polio a été obtenu dès 1981 et la transfection de son 

ADNc sur des cultures de lignées cellulaire de rein de singe (CV-1) et de cancer du col utérin 

humain (Hela) a révélé l’infectiosité de ce clone, ainsi que l’importance des séquences non 

codantes en 5’ et 3’ du génome dans la production virale (Racaniello and Baltimore, 1981). 

Mais peu d’ADNc de génomes de virus sont directement infectieux. La transcription in vitro 

de ces ADNc en ARN est le plus souvent nécessaire et plus proche de la structure réelle des 

virus à ARN étudiés. La transfection des ARN transcrits in vitro permet de contourner 

l’entrée, la décapsidation virale et d’initier la réplication, mais ne permet pas pour certains 
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virus de créer de particules virales néoformées, ni de réaliser un cycle complet d’infection in 

vitro.  

L’étude du Virus de l’Hépatite C (VHC) a ainsi longtemps été restreinte par l’absence 

de système de production efficace in vitro. Des mutations adaptatives des réplicons VHC ont 

été nécessaires à l’obtention de fort niveau de transcription (Blight and Norgard, 2006). Mais 

l’utilisation d’un réplicon provenant d’une séquence isolée d’une hépatite fulminante (le clone 

JFH1) a finalement permis d’obtenir un haut niveau de réplication associé à une production de 

particules virales entières (Wakita et al., 2005). Un autre facteur majeur associé à 

l’infectiosité in vitro des réplicons du VHC a été l’utilisation de sous-lignée des cellules Huh-

7. Les sous-lignées Huh-7.5 et Huh-7.5.1 ont été obtenus après élimination de réplicons 

subgénomiques du VHC grâce aux traitements prolongés à l’interféron-α (IFN-α) et l’IFN-γ. 

Ces lignées possèdent un défaut d’activation de l’immunité innée (Blight et al., 2002; Zhong 

et al., 2005).  

Des réplicons ont déjà été développés pour le VHE. Ces réplicons de taille génomique 

sont basés sur des séquences de génotype 1 isolées en Inde ou au Pakistan, une séquence 

aviaire, une séquence humaine de génotype 3, sous-type 3b isolé au Japon et une séquence 

porcine de génotype 3, sous-type 3a isolé au USA (Panda et al., 2000; Emerson et al., 2001; 

Huang, Haqshenas, et al., 2005; Huang, Pierson, et al., 2005; Yamada, Takahashi, Hoshino, 

Takahashi, Ichiyama, Tanaka, et al., 2009). Ces réplicons ne sont pas représentatifs des sous-

types circulant en France, à savoir les sous-types 3f, 3e, 3c et/ou 3c-like. L’étude 

phénotypique des différents sous-types pourrait permettre d’expliquer leur distribution ou de 

confirmer leurs différences de pathogénicité évoquées (Bouquet et al., 2011; Renou et al., 

2011). De même, certaines études ont cherché à trouver les facteurs génétiques liées à des 

facteurs de virulence ou de fulminance du VHE, à travers une comparaison des génomes 

(Inoue et al., 2006, 2009). Cependant, les différences génotypiques identifiées ne peuvent pas 

être associées à des différences phénotypiques sans modèle de génétique inverse. 

L’utilisation conjointe d’un réplicon issu d’une hépatite E fulminante transfectée dans 

les lignées de Huh7.5 ou Huh7.5.1 réunirait potentiellement des facteurs favorables à une 

efficacité de transfection et de réplication du VHE optimale, voir à l’établissement d’un cycle 

viral complet. 

 

IV.2 – Objectifs 
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L’objectif de ce projet est de cloner des génomes complets du VHE représentatifs des 

souches circulant en France chez l’homme et le porc afin d’obtenir des outils de génétique 

inverse. Ces réplicons permettront d’étudier les déterminants zoonotiques et les facteurs de 

virulence associées aux différences génotypiques.  

 

IV.3 – Matériels et méthodes 
 
Tableau 5 - Liste d'amorces 
Liste des amorces utilisées pour l’amplification des séquences FR-SHEV3c-like et FR-
FulmHEV3f 

 
 

Deux isolats ont été choisis pour générer ces clones infectieux, l’un provient d’un porc 

infecté par un sous-type 3c-like et l’autre provient d’un cas humain d’hépatite fulminante de 

sous-type 3f. Le génome du sous-type 3c-like correspond à la séquence FR-SHEV3c-like 

amplifié et séquencé précédemment (voir Résultats, chapitre III). Le génome du sous-type 3f 
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fulminant a été amplifié à partir du sérum d’un patient ; séquence appelée FR-FulmHEV3f. 

Brièvement, les ARN totaux ont été extraits à partir de 200µl de sérum à l’aide du kit QiAmp 

viral RNA (Qiagen, Courtaboeuf, France) en suivant les instructions du fabricant. La 

transcription inverse a été réalisée sur 5 µl d’ARN totaux en utilisant la Reverse-transcriptase 

Primescript de Takara dans son tampon réactionnel (Ozyme, St-Quentin-en- Yvelines, 

France). Les génomes ont été amplifiés par PCR nichée grâce à une polymérase haute-fidélité 

Hot Start Polymerase Phusion de Finnzymes (Ozyme, St-Quentin-en- Yvelines, France) et des 

amorces dégénérées (Tableau 5). Les kits 5’RACE et 3’ RACE d’Invitrogen (Life 

Technologies, Villebon-sur-Yvette, France) ont été utilisés pour amplifier les extrémités 5’ et 

3’ selon les instructions du fabricant. 

 
Les fragments amplifiés de FR-SHEV3c-like et FR-FulHEV3f ont été clonés comme 

décrit sur les Figure 29 et Figure 30. Brièvement, les fragments ADN amplifiés par la 

polymérase Phusion ont été incubé 20 min à 72°C avec la Taq polymérase Invitrogen (Life 

Technologies, Villebon-sur-Yvette, France) ayant servi à l’amplification des extrémités 3’ et 

5’, afin d’ajouter des A en 3’. Les kits TOPO-TA et TOPO-XL (Life Technologies, Villebon-

sur-Yvette, France) ont été utilisés afin d’insérer les amplicons comprenant des A en 3’ dans 

le plasmide pCR2.1 selon les instructions du fabricant. Une mutagénèse dirigée des extrémités 

5’ et 3’ a été réalisé par PCR afin d’introduire un site de restriction XbaI suivi du promoteur 

T7 directement en amont du génome et un site XbaI en aval du génome. Les 5 à 7 fragments 

partiellement chevauchants formant chaque génome ont été ensuite séquentiellement digérés 

et ligués 2 à 2. Les digestions ont été effectuées à 37°C sur la nuit par les enzymes de 

restriction New England Biolabs et Takara (Ozyme, St-Quentin-en- Yvelines, France), 

coupant en un site unique dans la partie chevauchante des 2 fragments à assembler et un site 

unique dans les plasmides vecteurs pCR2.1, pCR-XL et pUC19. Les fragments d’intérêt ont 

été séparés par électrophorèse sur gel d’agarose 1% puis purifiés par le kit Nucleospin Gel 

and PCR clean-up (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). Les ligations ont été réalisées pendant 

1 h à température ambiante grâce à l’enzyme T4 DNA ligase de Takara (Ozyme, St-Quentin-

en- Yvelines, France). Les bactéries One shot Top10 d’Invitrogen (Life Technologies, 

Villebon-sur-Yvette, France) ont servi à la transformation et l’amplification des produits de 

ligation selon les instructions du fabricant. Le vecteur final des génomes complets clonés est 

le vecteur pUC19 et le site XbaI final en 3’ a été modifié par mutagénèse dirigée pour devenir 

un site SwaI. Le site SwaI est un site unique de restriction qui a été inséré afin de permettre la 

linéarisation du plasmide directement en 3’ de la séquence VHE. Le vecteur pUC19 ne 
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contient pas de promoteur T7, ce qui permet grâce à l’insertion par mutagénénèse dirigé d’un 

promoteur T7 directement en 5’ de la séquence d’intérêt, de transcrire uniquement le génome 

VHE d’intérêt. 

 

 
Figure 29 - Stratégie de clonage du réplicon FR-SHEV3c-like 
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Figure 30 - Stratégie de clonage du réplicon FR-FulmHEV3f 
 

 

La production d’ARN de taille génomique et cappés en 5’ à partir des génomes clonés 

est réalisé comme décrit dans la Figure 31. Afin de pouvoir être transcrits in vitro, les 

réplicons sont linéarisé en 3’ grâce à l’enzyme de restriction SwaI par digestion sur la nuit à 

25°C. Les plasmides linéarisés sont ensuite purifiés par le kit Nucleospin Gel and PCR clean-

up (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). La transcription in vitro pour l’obtention d’ARN non 

cappés pour l’infection de cultures cellulaires in vitro est réalisée par le kit T7 Megascript 
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Ambion (Life Technologies, Villebon-sur-Yvette, France) à partir de 5 µg de plasmide 

linéarisé grâce au promoteur T7 situé en 5’ de la séquence virale, selon les instructions du 

fabricant. La transcription in vitro pour l’obtention d’ARN cappés nécessaires à l’infection in 

vivo est réalisée par le kit Ambion mMessage mMachine T7 Transcription (Life 

Technologies, Villebon-sur-Yvette, France) à partir de 20 µg de plasmide linéarisé grâce au 

promoteur T7 situé en 5’ de la séquence virale, selon les instructions du fabricant. La taille et 

la qualité des transcrits est vérifié par électrophorèse sur gel d’agarose 1%. 

 

 
Figure 31 - Production d’ARN génomique cappé du VHE à partir des réplicons 
 

IV.4 – Résultats préliminaires : obtention des répl icons 
 

Les différents fragments nécessaires à la construction des 2 différents réplicons ont été 

obtenus et assemblés comme indiqué dans le Matériels et Méthodes (Figure 29 et Figure 30). 

Pour chaque réplicon des ARNs de longueur génomiques ont été obtenus après transcription 

in vitro. Ainsi, la transcription in vitro permet de produire expérimentalement les génomes 

ARNss(+) consensus entiers et cappés en 5’ des séquences de VHE clonées (Figure 31).  

 

IV.5 – Perspectives 
 

La deuxième étape de l’étude sera de vérifier l’infectiosité des ces ARN transcrits in 

vivo. En effet, les réplicons de génotype 1 sont infectieux chez le macaque et le réplicon de 

VHE porcin de génotype 3, sous-type 3a est infectieux chez le porc par injection intra-

hépatique des ARN transcrits in vitro ou des ARN extraits après passage en culture cellulaire 
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(Emerson et al., 2001; Huang, Haqshenas, et al., 2005). Ces études ont montré l’importance 

du cap 7m-GTP en 5’ du génome viral pour permettre l’infection in vivo. Afin de vérifier 

l’infectiosité des réplicons in vivo, ceux-ci seront injectés en intra-hépatique à des porcs. Les 

porcs sont le réservoir majeur du VHE en France et sont permissifs à l’infection par le 

réplicon pSHEV3 précédemment établi (Huang, Haqshenas, et al., 2005). Le réplicon 

pSHEV3 nous servira de contrôle positif.  

 les réplicons existants permettent la réplication autonome du génome sans produire de 

particules virales entières dans les lignées cellulaires HepG2, PLC/PRF/5, A549, Caco-2 et 

Huh-7 (Panda et al., 2000; Emerson et al., 2004; Huang, Haqshenas, et al., 2005). Cependant, 

ces modèles ne permettent pas de fort niveaux de réplication virale ou bien ne sont pas 

représentatifs des infections in vivo. Trois modèles seront utilisés pour l’étude des réplicons 

nouvellement produits. La lignée cellulaire Huh7.5 dérivé d’un hépatocarcinome humain et 

présentant un défaut de la voie de l’interféron a permis de surmonter les faibles titres viraux 

observés lors de la réplication du VHC in vitro et pourrait donc être un modèle approprié pour 

une production in vitro efficace du VHE. Les modèles cellulaire humain (HepaRG) et porcin 

(PICM-19) mis en place au laboratoire présentent des caractéristiques hépatocytaires 

similaires aux cultures de cellules primaires. Ils représenteront donc des modèles proches de 

l’infection chez l’homme et le porc afin d’étudier les mécanismes dépendant de l’espèce hôte 

étudiée. Le suivi des cinétiques de réplication suivant la transfection des réplicons dans les 

cellules Huh7.5 permettront d’évaluer dans un premier temps les différences phénotypiques 

associées à deux sous-types majeurs circulant en France, puis de déterminer des facteurs de 

restriction d’hôte à travers l’utilisation de lignées cellulaires humaines HepaRG et porcines 

PICM-19. La génétique inverse du VHE permettra d’évaluer l’importance de certaines 

mutations associées à des facteurs de virulence, d’étudier les interactions virus/cellules ou 

encore de comprendre l’importance des quasiespèces virales du VHE dans la pathogénicité. 

Le développement de la quasiespèce à partir d’un clone viral pourra être observé in vitro ou in 

vivo et la virulence évaluée au regard de la diversité génétique.  
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I – Variabilité génétique du VHE 
 

Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont permis de confirmer et compléter 

l’estimation de la diversité génétique (inter-souches), de la variabilité génétique (intra-

souches) et de l’évolution du VHE. Alors que la diversité génétique du VHE est comparable à 

certains autres virus zoonotiques à ARN, sa diversité présente tout de même certains traits 

particuliers liés à son épidémiologie particulière. 

 

 Une première étude sur 42 séquences de VHE autochtones isolées de patients dans la 

région de Toulouse avant 2008 avait montré que toutes les séquences appartenaient au 

génotype 3. De même, l’étude menée sur 149 séquences de VHE autochtones isolées chez 

l’homme et le porc sur toute la France entre 2008 et 2009 a montré la présence unique de 

génotype 3. Or, en 2008, la présence de génotype 4 autochtone a été rapportée pour la 

première fois en Europe (Wichmann et al., 2008). Le génotype 4 était jusqu’à présent 

uniquement rapporté en Asie.  Depuis, un cas d’infection humaine au VHE de génotype 4 a 

été noté dans l’Est de la France (Tessé et al., 2012).  Ces cas pourraient être liés à la détection 

de VHE de génotype 4 dans un élevage porcin en Belgique (Hakze-van der Honing et al., 

2011) et à sa probable introduction récente, suggérant que la circulation des personnes et des 

animaux de rente pourrait jouer un rôle dans la dissémination du virus et donc dans la 

diversité des souches autochtones du VHE en France.  

Il a été précédemment rapporté que les sous-types 3f (n=37), 3e (n=2), 3c (n=2) et 3b 

(n=1) circulaient dans la région de Toulouse (Legrand-Abravanel et al., 2009). L’étude menée 

dans ce manuscrit sur 106 séquences VHE humaines et 43 séquences VHE porcines isolées 

sur toute la France rapporte la circulation de 4 sous-types : 3f (n=110), 3c (n=20), 3e (n=7) et 

non-défini (n=12). Le sous-type 3f est bien le sous-type prédominant en France, comme 

montré précédemment dans la région de Toulouse (Legrand-Abravanel et al., 2009). Le fait 

qu’aucun sous-type 3b n’ait été retrouvé, pourrait venir de la difficulté à classer certaines 

séquences selon la classification établie par Lu et al. (Lu et al., 2006). En effet, une partie des 

résultats montrent la nécessité de revoir la classification au vu des nouvelles séquences.  
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L’étude de 3 nouveaux génomes entiers des différents sous-types circulant chez le 

porc en France présentent entre 78,5% et 83.2% d’identité entre elles et au maximum 90,9% 

d’identité avec les génomes connus et disponibles publiquement. Les génomes VHE isolés du 

porc en France possèdent une structure similaire, à l’exception de la taille de leur partie 3’ non 

codante et d’un codon de différence dans l’ORF1. Cette délétion d’un codon intervient dans la 

partie hypervariable de l’ORF1. Une insertion de 87 nt est observée dans cette même partie 

hypervariable du génome du virus étudié dans l’infection expérimentale. Cette insertion est 

aussi retrouvée dans d’autres génomes d’origine humaine en France et d’origine porcine en 

Espagne. La région hypervariable correspond à une région riche en proline dont l’étude 

bioinformatique a révélé une structure comprenant des sites putatifs de protéases, de kinases 

et de liaisons aux protéines qui permettrait une régulation de la réplication (Purdy, Lara, et al., 

2012). La découverte d’insertions d’oligonucléotides de l’hôte (Shukla et al., 2011; Nguyen et 

al., 2012) et l’évolution de cette région par comparaison des génotypes 1, 3 et 4 suggèrent 

qu’elle aurait un rôle dans l’adaptation virale à l’hôte (Purdy, Lara, et al., 2012). Les 

mécanismes de cette adaptation pourront éventuellement être étudiés par l’utilisation de 

réplicons modifiés dans cette partie hypervariable. 

 La grande diversité génétique des souches du VHE reflète les variations de séquence 

intra-souche. En effet, alors que des porcs d’un même élevage sont vraisemblablement 

infectés par la même souche de VHE, la comparaison des séquences isolées ne donnent pas 

nécessairement d’identité parfaite à 100%. Ceci a été aussi observé chez l’homme lors d’une 

épidémie de VHE de génotype 1 en Algérie (Grandadam et al., 2004). Conceptuellement, les 

souches virales sont des virus appartenant au même genre et qui ont des différences 

moléculaires héréditairement stables. La structure des populations virales en quasiespèce rend 

donc difficile la classification des souches, car les quasiespèces ne sont pas moléculairement 

stables par définition. La classification en souches dépend du genre viral. Lors de l’étude des 

différents isolats de VHE de génotype 3 d’un même élevage porcin, un minimum de 99% 

d’identité a été obtenu. Lors de l’étude d’une épidémie de VHE de génotype 1 en Algérie, les 

isolats avait un minimum d’identité de 98,7%. Il serait donc possible d’établir une 

classification des souches du genre Hepevirus lorsque les séquences présentent plus de 98% 

d’identités. Le taux de mutation du VHE pourrait être calculé à partir d’un réplicon, 

représentant une séquence unique, et l’observation de la variabilité résultante de passages 

multiples, afin d’évaluer la stabilité des souches du VHE. 

 La structure en quasiespèce du génome entier a été étudiée lors d’un passage entre 

l’homme et le porc pour évaluer le degré d’adaptation du VHE de génotype 3. Bien que le 
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polymorphisme soit observé sur toute la longueur du génome, aucune modification majeure 

de la population virale n’a été observée. Au contraire, l’analyse phylogénétique des séquences 

du VHE de génotype 3 ayant opéré un changement de tropisme du foie vers le système 

nerveux rapporté chez un patient a montré que les séquences isolées à 2 reprises du sérum 

étaient clairement distinctes de celles isolées du liquide céphalo-rachidien (Kamar et al., 

2010). Enfin, un plus grand polymorphisme de la quasiespèce a été observé chez les patients 

dont l’infection devient chronique par rapport aux infections aigües, la diversification de la 

quasiespèce correspondant à une diminution des cytokines inflammatoires (Lhomme et al., 

2012). Alors que le passage d’hôte ne requiert pas d’adaptation génétique du VHE de 

génotype 3, l’adaptation génétique est nécessaire au changement de tropisme cellulaire. Le 

degré de réplication du VHE et de la variabilité génétique résultante est contrôlé par 

l’intensité de la réponse immunitaire. 

 La pression de sélection négative le long du génome a été tout d’abord montrée lors de 

l’étude génomes porcins isolés en Espagne (Peralta et al., 2009), puis confirmé ici par l’étude 

du polymorphisme de population virale lors d’un passage inter-espèce. L’étude du biais de 

l’usage des codons a aussi montré que la pression de mutation, responsable d’une pression de 

sélection neutre ou négative, était un des facteurs déterminants de l’évolution des génomes du 

VHE. Mais une pression de sélection naturelle s’exerçant sur l’évolution des génomes a été 

aussi observée. Celle-ci s’exercerait tout d’abord dans l’ORF3 et la partie hypervariable de 

l’ORF1 qui comprennent un plus grand nombre de sites polymorphiques et sont sujets à une 

pression de sélection positive. Ces régions sont donc clés dans l’évolution du VHE, 

probablement de par leurs fonctions régulatrice. En effet, il a été suggéré que la partie 

hypervariable de l’ORF1 aurait un rôle dans l’adaptation virale à l’hôte (Purdy, Lara, et al., 

2012) et l’ORF3 serait impliquée dans l’atténuation de la réponse immunitaire (Chandra et al., 

2008).  

 

La diversité génétique observée des souches de VHE isolé de l’homme et du porc 

circulant sur un même territoire est particulièrement élevée. Les séquences isolées 

présentaient entre 67,8% et 100% d’identité nucléotidique. Or, Par comparaison, 89 séquences 

du virus de la rage isolées au Mexique d’un plus grand nombre d’espèces hôtes (chauves-

souris, bétail, de chat ou patients) et durant une plus longue période (1995-2004) présentaient 

une diversité génétique plus restreintes, comprise entre 83,1% et 100% d’identité 

nucléotidique (Velasco-Villa et al., 2006). Les 179 séquences du virus West Nile isolés de 
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donneurs de sang dans 25 états des USA et 3 provinces canadiennes en 2003-04 présentaient 

une identité encore plus forte, comprise entre 99,65% et 99,8% (Herring et al., 2007).  

Le degré de polymorphisme des quasiespèces des virus zoonotiques à ARN est aussi 

variable. Ainsi la diversité nucléotidique du VHE a été calculée ici allant de 0,028% à 0,07%. 

Par comparaison, le virus du West Nile a une diversité nucléotidique plus faible et dépendante 

de l’espèce infectée. Alors que chez l’oiseau, la diversité nucléotidique est de 0,021%, chez le 

moustique, celle-ci est de 0,034% (Jerzak et al., 2005). Par contre, le virus de la Dengue, 

agissant sur un mode épidémique entre l’homme et le moustique, a, quant à lui, une diversité 

nucléotidique intra-hôte bien supérieure, estimée à 0,3% dans le sérum de patients atteints de 

fièvres aigües (Holmes, 2003). 

Les gammes de diversité des souches virales et du degré de polymorphisme des 

quasiespèces sont vastes. Les contraintes moléculaires s’exerçant sur un virus sont d’autant 

plus forte que les espèces qu’il infecte sont divergentes, mais ces contraintes dépendent aussi 

de son mode de transmission et de sa virulence. Il apparait que le VHE présente une plus 

grande diversité de souches que les arbovirus ce qui pourrait être expliqué par les contraintes 

moléculaires s’exerçant sur les virus infectant des espèces hôtes très hétérogènes, du 

mammifère à l’arthropode. Pourtant, la quasiespèce du VHE est moins diverse qu’un autre 

arbovirus, le virus de la dengue. Ceci pourrait être expliqué par le mode épidémique par 

lequel le virus de la dengue se propage, produisant des infections courtes mais aigües 

permettant d’accumuler un grand nombre de mutations. Il est aussi à noter que le calcul de la 

diversité nucléotidique du virus de la dengue a été réalisé sur le gène d’enveloppe E, 

déterminant du tropisme cellulaire et cible de la réponse immunitaire et donc soumis à une 

forte pression de sélection positive. Mais le VHE parait aussi plus diversifié que le virus de la 

rage. En effet, l’extrême virulence du virus de la rage prévient la transmission même de ses 

phénotypes virulents en éliminant son hôte. La diversité génétique est donc aussi liée au seuil 

de virulence du virus et de son équilibre avec sa persistance et sa transmission (Lancaster and 

Pfeiffer, 2012). Le VHE parait asymptomatique chez l’animal, ce qui pourrait expliquer sa 

plus grande diversité. Il entraine aussi très peu de cas d’hépatites aigües ou fulminantes en 

comparaison des séroprévalences élevées atteignant 52,2% dans le Sud de la France (Mansuy 

et al., 2011). Pourtant, alors que les infections au virus du West Nile sont elles aussi 

majoritairement asymptomatique (75-80%) (De Filette et al., 2012), les nombreuses 

séquences isolées en 2003-04 en Amérique du Nord présentaient des identités très fortes 

dépassant les 99%. Dans ce cas, l’absence de diversité ne correspond pas à une très forte 

virulence ni à des contraintes moléculaires fortes sur son génome, mais correspond en réalité à 
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la présence d’une seule souche virale. En effet, le WNV n’a été introduit en Amérique du 

Nord qu’à partir de 1999 et les infections résultantes proviendraient de l’introduction et de la 

propagation d’une souche unique dans un réservoir naïf (Kilpatrick, 2011).  

 

En résumé, la diversité génétique du VHE retrouvé sur le territoire français est grande, 

alors que la variabilité génétique de sa quasiespèce lors d’un passage d’hôte est modérée. 

Ainsi, il semble que le taux de substitution du VHE soit grandement restreint par des 

contraintes moléculaires sur l’ensemble de son génome à l’exception de la partie 

hypervariable de l’ORF1 et de la partie chevauchante de l’ORF2 et l’ORF3, mais que sa 

grande diversité génétique dénote une longue évolution avec les populations infectées et des 

mouvements d’hôtes augmentant sa dispersion sur tout le territoire.  

II – Transmissions zoonotiques du VHE 
 

Une particularité du VHE est son spectre d’hôte. A l’exception du virus de 

l’encéphalomyocardite, au risque zoonotique faible, et du virus de la grippe A nécessitant des 

réassortiments pour passer de l’animal à l’homme, le VHE est le seul virus zoonotique à ARN 

dont le réservoir animal majeur est domestique. Le sanglier et le cerf, espèces de la faune 

sauvage des zones tempérées sont aussi porteur de VHE zoonotique. Bien que la chasse et la 

consommation de gibier sont des facteurs de risque associé à une séroprévalence plus élevé 

que dans la population normale (Mansuy et al., 2011), les cas d’hépatites E ne sont pas 

fréquemment liés à ces activités. En effet, sur les 106 patients inclus dans l’étude 

d’épidémiologie moléculaire du VHE en France, seul 2 d’entre eux reportaient être chasseurs 

(données non publiées). 

 Les réservoirs animaux de la majorité des virus zoonotiques à ARN sont les rongeurs 

(Arena-, Hantavirus et Bunyviridae), les oiseaux (Flavi-, Alphavirus)  et les chauves-souris 

(Lyssa-, Corona-, Henipavirus et Filoviridae). Un intérêt grandissant est porté aux chauves-

souris suite à l’émergence des virus Hendra, Nipah, SRAScoV et Ebola. Les chauves-souris et 

les rongeurs forment les 2 plus grands ordres de mammifères, leur diversité reflétant 

potentiellement la diversité des virus les infectant. Les oiseaux et chauve-souris comprennent 

des espèces formant de larges colonies, facteur de propagation et persistance des virus (Wang 

et al., 2011). 

 Ces familles d’animaux sont aussi infectées par le VHE, mais de genres divergents des 

VHE zoonotiques, à savoir le VHE rat, le VHE aviaire et le VHE chauve-souris. Les VHE rat 
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et aviaire ne présentent pas de risque zoonotique (Huang et al., 2004; Purcell et al., 2011). Le 

VHE chauve-souris a été très récemment trouvé et présente entre 54,6 et 64,2% d’identité 

nucléotidique avec le VHE humain, ce qui est comparable à la distance des genres VHE rat et 

aviaire. De plus, aucune séquence de VHE chauve-souris n’a été retrouvé dans l’étude de 

90,000 sera humains (Drexler et al., 2012). Il est donc peu probable que le VHE chauve-souris 

puisse passer la barrière d’espèce. Le SRAScoV-like de chauve-souris présente 88-92% 

d’identité nucléotidique avec le SRAScoV et serait à l’origine de ce nouveau virus à travers 

son passage par la civette ou un autre mammifère non déterminé (Shi and Hu, 2008). Une 

surveillance du VHE chauve-souris pourrait être envisagée afin de prévenir l’apparition de 

VHE chez l’homme. 

 

Bien qu’il semble acquis maintenant que le VHE est un virus zoonotique, l’origine et 

le mode de contamination par le VHE en France était sujet à questionnement au début de ce 

travail de thèse.  

En 2010, le centre national de référence du VHE en France dénombrait 340 cas 

d’hépatites E, dont 70% étaient déclarés autochtones (CNR VHE, données non publiées). Une 

enquête nationale réalisée au laboratoire a révélé que le réservoir porcin est largement 

contaminé, avec une séroprévalence allant de 31% au niveau individuel, jusqu’à 65% au 

niveau des élevages (Rose et al., 2011). La viande de porc est la viande la plus consommée en 

France (Ministère de l’Economie, des Finances et de l’Industrie, 2010). Cette enquête a 

également montré que 4% des foies rentrant dans la chaîne alimentaire sont positifs pour 

l’ARN viral (Rose et al., 2011). Les résultats de ce travail de thèse montrent que les cas 

autochtones français et les porcs positifs sont infectés sur tout le territoire par le même 

génotype et les mêmes sous-types de VHE. Le génotype 3 humain permet d’ailleurs d’infecter 

expérimentalement des porcs par voie intraveineuse, comme montré précédemment aux USA 

(Meng et al., 1998), mais aussi par voie orale, la voie naturelle d’infection (Casas et al., 

2009), comme montré ici.  

La présence d’un même génotype chez le porc et l’homme dans un même territoire 

n’est pas nécessairement associée à des transmissions zoonotiques. En effet, il a été reporté en 

Chine et en Bolivie que le VHE de génotype 3 et 4 circulaient dans les populations humaines 

et porcines. Or, dans les 2 cas, les sous-types retrouvés étaient différents selon l’hôte (Zhang 

et al., 2009; Dell’Amico et al., 2011; Purdy, Dell’amico, et al., 2012). Ici les sous-types 

retrouvés chez l’homme et le porc sont les mêmes et sont présents dans les mêmes 

proportions, indiquant la circulation active du virus d’un hôte à l’autre. 
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De plus, la comparaison des séquences partielles isolées indépendamment chez 

l’homme et le porc montre des identités supérieures à 99%. Ce n’est pas la première fois que 

de telles homologies sont détectées sur des séquences isolées indépendamment. Au Japon 

notamment, une paire de séquences VHE de génotype 4 isolées chez l’homme et le porc ont 

montré 99% d’identité sur le génome entier (Nishizawa et al., 2003). L’étude des 3 nouveaux 

génomes porcins français a montré que celui de sous-types 3f présentait son maximum 

d’identité (90,9%) avec le seul génome VHE humain français disponible (Legrand-Abravanel 

et al., 2009). Bien que le génotype 3 soit présent dans toute l’Europe, en Amérique et en Asie, 

l’origine de la majorité des contaminations en France semble liée fortement au réservoir 

porcin français. De plus, il a été montré une absence de lien géographique entre les séquences 

isolées de cas humains et chez le porc présentant plus de 99% d’identités. Les séquences ont 

été isolées des porcs précédemment à la déclaration de symptômes chez les patients étudiés. 

Ces infections pourraient donc correspondre à un mode de transmission alimentaire par la 

viande de porc. En effet, certaines spécialités locales françaises à base de foie de porc cru sont 

à fort risque de transmission du VHE (Colson et al., 2010; Mansuy et al., 2011).  

Enfin le VHE de génotype 3, sous-type 3f montre une évolution neutre lors d’un seul 

passage inter-espèce, par conservation de son génome consensus et de 30% de la quasiespèce, 

démontrant l’adaptation complète de son génome à plusieurs hôtes. La possibilité d’existence 

de déterminants spécifiques d’espèce n’a pas été mise en évidence à l’intérieur d’un même 

génotype. En effet, dans notre analyse, seul le génotype 1 présente un biais d’usage des 

codons en faveur de l’espèce humaine. Le VHE de génotype 3 présente donc un risque réel de 

transmission zoonotique. 

Les transmissions du VHE du porc à l’homme ont donc été ici clairement établies, 

mais  le mode de transmission dépend d’une opportunité d’infection qui est différente selon 

les régions. En France, les produits locaux à base de foie de porc cru consommés crus sont un 

risque vraisemblable d’une majorité d’infections, mais ne peuvent expliquer tous les cas 

d’hépatites E. Il est possible que d’autres espèces animales que le porc, le cerf, le sanglier 

puissent être à l’origine d’infection au VHE. En effet des anticorps anti-VHE ont été détectés 

chez le chat, le chien, le cheval, le mouton ou le bétail, mais sans traces d’ARN viral (Pavio et 

al., 2010). Reste à savoir si l’infection de ces autres réservoirs potentiels correspondent à des 

sources zoonotiques.  

L’étude des cas humains français en 2008-09 comprenait une personne végétarienne. 

Des contaminations environnementales ne sont pas à exclure non plus. Il a été montré que les 

lagunes de décantation du lisier sont contaminées par du VHE (Kasorndorkbua et al., 2005; 
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McCreary et al., 2008). L’épandage de lisier pourrait vraisemblablement être à l’origine des 

contaminations des eaux de surface (Rutjes et al., 2009) ou des champs de fraises (Brassard et 

al., 2012). Malgré tout, alors que la Bretagne est une région à haute densité d’élevage de porcs 

contaminés et que les épandages de lisier y sont fréquents, seul 2 cas y ont été enregistré en 

2008-09. Une étude sur la persistance du VHE dans l’environnement permettrait d’évaluer ce 

risque. 

Les mollusques sont des organismes filtreurs permettant la fixation spécifique de 

virus, tels que les Norovirus (Maalouf et al., 2010). Ainsi du VHE de génotype 3 a été détecté 

dans des organismes bivalves de rivière au Japon (Li et al., 2007). Des cas d’hépatites E lors 

d’une croisière ont été épidémiologiquement liés à la consommation de crustacés (Said et al., 

2009). Enfin, récemment, des moules ont été utilisés comme bio-moniteurs de la pollution 

virale marine en Méditerranée ; 8.1% des  échantillons se révélant positifs pour l’ARN VHE 

(Donia et al., 2012). Une étude de la prévalence du VHE dans les mollusques en France 

devrait permettre de compléter l’estimation de la contamination environnementale au VHE et 

d’évaluer le risque associé à la consommation de fruits de mer. 

 

Le mode de transmission du VHE est différent des autres virus zoonotiques à ARN. 

Alors que l’infection au VHE se fait par voie entérique, les autres virus nécessitent un vecteur 

ou se font par contact direct ou indirect de sécrétion avec une muqueuse ou une plaie. Cette 

différence de transmission s’explique par le fait que le VHE est un virus nu, contrairement 

aux autres virus zoonotiques à ARN qui sont enveloppés. Son mode de transmission est à 

rapprocher du Virus de l’hépatite A, des Rotavirus et des Norovirus. Les origines des 

contaminations humaines par les virus entériques, tels que le VHE de génotype 1 et 2, sont 

l’eau et les aliments souillés ou tout contact féco-oral direct ou indirect. Le VHE de génotypes 

3 et 4 est particulier. En Europe, bien que le VHE puisse être retrouvé dans l’environnement 

(Rutjes et al., 2009; Brassard et al., 2012), il semble qu’il ait majoritairement une origine 

alimentaire non féco-orale. De plus, aucun cas de transmissions secondaires n’a été rapporté à 

ce jour. En revanche, en Chine Centrale et en Bolivie, les profils de contamination par les 

génotypes 3 et 4 sont différents. En effet, les sous-types circulant chez l’homme et le porc 

sont différents révélant une absence de contamination croisée (Zhang et al., 2009; Purdy, 

Dell’amico, et al., 2012). Les contaminations humaines dans ces régions au moyens sanitaires 

réduits ont donc probablement une origine féco-orale. 

 Ce dernier mode de transmission pourrait avoir une implication sur l’évolution du 

virus. En effet, dans les régions aux moyens sanitaires réduits, où plusieurs virus apparentés 
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pourraient circuler, les contaminations environnementales croisées peuvent survenir et mener, 

à travers une infection multiple, à la recombinaison de 2 virus. Ainsi les recombinaisons des 

souches vaccinales du poliovirus, excrété chroniquement par des personnes immunodéprimés, 

avec d’autres entérovirus naturels a mené à la réémergence de nouveaux poliovirus virulents 

(Combelas et al., 2011).  Des contaminations environnementales par plusieurs types de VHE, 

comme les génotypes 1 et 4 en Inde et en Chine, pourraient survenir. Il a été montré que des 

contaminations d’une même personne par plusieurs sous-types de VHE peuvent avoir lieu 

(Moal et al., 2012). Les phénomènes de recombinaisons du VHE, bien que peu étudiés, ont 

été notés pour le génotype 1, mais n’ont pas encore été détecté dans les génotypes 3 et 4 ou 

entre différents génotypes par un manque de génomes au moment de l’étude (van Cuyck et 

al., 2005). Néanmoins, des recombinaisons du VHE avec des gènes humains ont été observée 

in vivo et in vitro et conférerait au VHE une capacité de réplication améliorée in vitro (Shukla 

et al., 2011, 2012; Nguyen et al., 2012).  

 

Le VHE aurait une longue évolution avec ses hôtes favorisant sa transmission plutôt 

que sa virulence. L’étude de l’histoire évolutive du VHE montre qu’il aurait évolué par une 

série d’étapes durant lesquels les ancêtres du VHE se seraient adaptés à une succession 

d’hôtes animaux menant à l’hôte humain. La divergence du génotype 3 daterait de 1668 à 

1745, tandis que la divergence du génotype 1 daterait de 1811 à 1923 (Purdy and Khudyakov, 

2010). Le VHE de génotype 1 aurait donc évolué vers la perte de compétence d’infection 

d’animaux non-humains. Le déterminant de barrière d’espèce du génotype est à déterminer. 

La création de chimères de réplicons de génotypes 1 et 3 pourrait permettre de déterminer les 

facteurs génétiques responsables de la barrière d’espèce. Pour comparaison, l’émergence du 

SRAScoV chez l’homme à partir de la civette ou d’une autre espèce non-identifiée est un 

événement très récent et daterait de 1996 à 2001 et sa spéciation à partir du SRAScoV-like de 

la chauve-souris de 1965 à 1995 (Hon et al., 2008). Le SRAScoV a connu une émergence 

récente chez l’homme. L’adaptation du SRAScoV-like des chauves-souris à l’homme se serait 

fait par l’adaptation chez la chauve-souris ou un hôte intermédiaire au nouveau récepteur 

cellulaire ACE2 présent aussi chez l’homme (Demogines et al., 2012). Le virus de la rage 

aurait une origine antique, la première mention écrite de ses symptômes violents datant d’il y 

a 2000 ans avant notre ère (Adamson, 1977). Il n’y a pas eu d’adaptation du virus vers un 

phénotype moins virulent. L’homme n’est qu’un hôte occasionnel, chez qui l’évolution du 

virus de la rage est une impasse. La faune sauvage, en plus de connaitre quelques cas 
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d’infection asymptomatique (Warrell and Warrell, 2004), est assez diverse et large pour 

permettre la persistance du virus.  

 

Enfin, le degré d’adaptation zoonotique du VHE est donc particulier. Comme décrit 

dans la partie introduction, l’évolution d’un virus uniquement animal à un virus uniquement 

humain peut être classée en 5 degrés d’adaptation. Alors que la plupart des virus semblent 

correspondre à un seul stade, le VHE pourrait être classé dans plusieurs de ces stades. En 

effet, Le VHE rat et aviaire semblent infecter uniquement des espèces de leur ordre et 

correspondrait à un pathogène de stade 1. Le VHE de génotype 1 et 2 infectent uniquement 

l’homme et seraient donc des pathogènes de stade 5. Le VHE de génotypes 3 et 4 infecte 

l’homme, le porc, le sanglier et le cerf. Cependant, en Chine et en Bolivie, le VHE circulant 

chez l’homme est de sous-type différent à celui circulant chez le porc, donc la transmission du 

VHE à l’homme se fait par l’homme. Le VHE de génotype 3 et 4 est, dans ce cas là, un 

pathogène de stade 4. En Europe et au Japon, les souches provoquant des cas sporadiques 

chez l’homme sont identiques aux souches circulantes chez le porc, le sanglier et le cerf, sans 

que des infections secondaires soient reportées. Ce profil épidémiologique correspondrait 

donc à un pathogène de stade 2. La raison pour cette disparité de classement du degré 

zoonotique du VHE de génotypes 3 et 4 pourrait être liée à une opportunité de passage en 

l’absence de dispositif d’assainissement plutôt qu’à une restriction d’hôte entre les porcs et 

l’homme. En effet, l’extrême hétérogénéité des séquences du VHE fait que jusqu’à un 

cinquième du génome peut différer d’un isolat à l’autre à l’intérieur d’un même génotype. Or 

la restriction d’hôte peut être liée à des changements mineurs de séquence. Par exemple, la 

mutation de seulement 2 acides aminés dans la sous-unité PB2 de la polymérase et dans 

l’hémagglutinine du virus de la grippe A aviaire H5N5 détermine la transmission aux 

mammifères (Gao et al., 2009). De même, la virulence accrue du Virus West Nile chez le 

corbeau américain est lié à la mutation d’un seul acide aminé de la protéine hélicase NS3 

(Brault et al., 2007). Le développement de nouveaux outils de génétique inverse du VHE 

pourra permettre de répondre à ces questions de déterminants d’espèce et de virulence. 

 

La globalisation et les changements climatiques sont susceptibles de modifier le 

contexte épidémiologique du VHE. Ainsi l’apparition de cas récents d’hépatites E liés au 

sous-type 3e au Japon serait liée à l’importation de porcs européens (Nakano et al., 2012). 

L’augmentation des échanges mondiaux risque sans nul doute d’affecter la distribution des 

différents génotypes et sous-types. De même, les changements climatiques pourraient être la 
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source de la propagation accrue du VHE (voir Annexe-II). C’est pourquoi une connaissance 

accrue de la biologie du VHE est nécessaire afin de prévenir des crises sanitaires potentielles. 

III – Perspectives 
 

Les perspectives de ce travail seraient d’une part de rendre compte de toutes les 

origines et tous les modes de contaminations possibles en France et d’autre part d’améliorer 

les connaissances sur la biologie du virus. 

 

Une première perspective serait d’évaluer la prévalence en France des autres réservoirs 

connus du VHE, tels que chez le sanglier et le cerf. Une étude nationale récente a montré une 

sérologie positive chez 14% des sangliers (Carpentier et al., 2012). Une étude sur les sangliers 

du Sud-Est a pu amplifier de l’ARN viral de 2,5% des sangliers étudiés (Kaba et al., 2009). 

Une étude complète de prévalence du VHE chez le sanglier manque à ce jour. De même, bien 

que les cerfs aient été trouvé positifs au VHE dans d’autres pays européens, des données de 

prévalence chez cet hôte en France manquent encore.  

Une étude des autres réservoirs potentiels du VHE devrait être envisagée. Le contact 

avec des chats est significativement associé à une sérologie positive au VHE (Mansuy et al., 

2011). Une enquête sur la présence d’ARN viral chez les chats avait été démarrée lors de cette 

thèse, mais n’a pas donné de résultat positif jusqu’à présent. Les raisons de cette absence de 

détection d’ARN viral pourraient être que les chats étudiés étaient majoritairement des chats 

d’appartement qui ne sont pas naturellement infectés par le VHE, que les amorces utilisées 

pour l’amplification ne peuvent pas amplifié le VHE du chat ou enfin que les résultats positifs 

de sérologie correspondent à une réaction croisée du test. L’utilisation de paires d’amorces 

dégénérée sur des échantillons provenant de chats vivant en milieu rural est en perspectives.  

La recherche des contaminations environnementales des eaux de surface, des champs 

et des effluents sont à envisager. La prévalence du VHE dans les mollusques ainsi que leur 

utilisation comme bio-moniteurs de la population virale marine serait à évaluer en France. 

Une meilleure connaissance de la persistance du VHE dans l’environnement par 

l’étude de sa dynamique entre les réservoirs animaux et l’environnement, sa résistance aux 

températures, à la dessiccation, aux détergents et aux rayons UV permettraient de considérer 

les mesures de prévention les plus appropriées concernant toutes les voies de contamination 

possibles du VHE. 
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Une deuxième perspective de ce travail passera par l’utilisation des réplicons afin 

d’améliorer les connaissances jusqu’à présent limitée sur la biologie du VHE. L’infectiosité 

des réplicons sera prochainement vérifiée chez les porcs. Les variations d’infectiosité in vivo 

des réplicons de 3 sous-types différents seront étudiées afin de relier aux différences 

génotypiques observées. De même, in vitro, les différences de réplication et de production de 

protéines virales pourront être étudiées selon les sous-types et les modèles cellulaires 

considérés. Le développement de la quasiespèce à partir d’un clone unique pourrait être 

étudié, afin de mieux comprendre l’évolution du VHE et de lier les degrés de polymorphisme 

au passage d’hôte ou à la virulence. Enfin, la possibilité de manipulation du matériel 

génétique du virus et de vérification du phénotype correspondant ouvre de larges perspectives 

sur l’étude des interactions aux facteurs cellulaires, les déterminants de tropisme, de virulence 

et de fulminance ; études essentielles à la compréhension et la prévention des passages 

d’espèce du virus, de ses symptômes associés. Ces études pourraient à terme permettre de 

développer des molécules inhibitrices spécifiques permettant de contrôler ses infections. 

 



Conclusion 

 

CONCLUSION 

 
Les 4 projets décrits dans ce manuscrit couvrent les aspects zoonotiques du virus de 

l’hépatite E par différentes études de génomique, soit l’étude des génomes d’un organisme. 

Ces études ont couvert les aspects phylogénétiques du VHE en France, ses variations 

adaptatives intra-génomiques, la composition et l’évolution de ses génomes et la mise en 

place d’outils de génomique fonctionnelle. Les objectifs de ces travaux ont été d’estimer la 

variabilité génétique et les aspects zoonotiques du VHE, démontrant sa particularité par 

rapport aux autres virus zoonotiques à ARN connus. 

  

 Dans la première partie de ce travail, il a été montré que les séquences de VHE 

autochtones circulant en France entre 2008 et 2009 étaient toutes de génotypes 3. Les 4 sous-

types trouvés sur le territoire sont présents dans les mêmes proportions dans les populations 

humaine et porcine, indiquant une circulation active du virus entre les 2 hôtes. Les séquences 

de VHE isolées au sein d’un même élevage présentaient plus de 99% d’identité, reflétant le 

degré de diversité intra-souche. Trois paires de séquences isolées d’élevages différents ont été 

trouvées présentant plus de 99% d’identité. Les élevages d’isolement de ces séquences étaient 

géographiquement proches, laissant penser que la contamination des élevages se ferait par 

échange d’animaux entre fermes voisines, par mouvement de personnel entre fermes ou 

encore par contamination environnementale. Au contraire,  4 groupes de séquences humaines 

présentaient 100% d’identité. Ces cas humains ne partageaient pas de liens géographiques, 

laissant supposer que des contaminations environnementales ou par contact ne seraient pas 

impliquées dans ces cas. Des identités supérieures à 99% ont été trouvées sur 2 paires de 

séquences partielles isolées chez l’homme et le porc, sans lien géographique et les cas 

humains étant toujours postérieurs à l’isolement des séquences chez le porc. La distribution 

géographique des séquences ayant des identités quasi-parfaites est en faveur de contamination 

d’un réseau de distribution alimentaire plutôt qu’environnemental.  

 Dans la deuxième partie de ce travail, l’étude du passage d’espèce du VHE de 

génotype 3 humain chez le porc a été réalisé afin d’évaluer l’adaptation du génome consensus 

et de la quasiespèce au passage inter-espèce. L’infection expérimentale de porcs par voie 

orale à partir d’un échantillon humain a été productive et le virus a pu être entièrement 

séquencé de l’échantillon humain et des échantillons de bile et de fèces porcins. Le génome 

consensus des échantillons humains et porcins n’a pas été modifié au cours de la transmission 
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inter-espèce. De plus, des changements majeurs de la quasiespèce n’ont pas été notés. Cette 

expérience démontre l’adaptation totale du VHE de génotype 3 à ses hôtes humains et 

porcins. La conservation de 29% des sites polymorphiques au cours de la transmission, laisse 

penser que ces sites pourraient être impliqués dans le phénomène de mémoire virale et qu’ils 

pourraient avoir une importance dans la transmission du virus. Il existe une pression de 

sélection négative le long du génome, à l’exception de la région hypervariable de l’ORF1 et la 

région chevauchante de l’ORF2 et l’ORF3 où s’opère une pression de sélection positive, 

indiquant que ces dernières régions pourraient être impliquées dans des fonctions régulatrices. 

L’importance phénotypique des sites polymorphiques conservés et des régions génomiques à 

pression de sélection positive dans la capacité d’infection du VHE pourront éventuellement 

être caractérisé à l’aide des réplicons. 

 Dans la troisième partie de ce travail, le séquençage et l’analyse de nouveaux 

génotypes complets représentatifs des sous-types circulant en France a été réalisé. Le 

séquençage complet d’un isolat classifié précédemment comme sous-type 3c a révélé la 

difficulté de classer les nouveaux génomes et le besoin de revoir la classification en sous-

types. L’analyse de la structure des 3 nouveaux génomes en comparaison des génomes déjà 

disponible n’a pas révélé de déterminants d’espèce. L’analyse de l’usage des codons a révélé 

une absence de biais entre les séquences isolées chez l’homme et le porc, mais un biais 

particulier du génotype 1 par rapport aux autres génotypes. Le génotype 1 est exclusivement 

humain. Cette analyse du biais des codons a donc montré une évolution particulière des 

génotypes selon le nombre d’hôte qu’ils infectent. Cette analyse du biais des codons a aussi 

montré par un nouvel angle, le besoin de revoir la classification en sous-types en regard des 

nouveaux génomes séquencés.  

  

Le VHE est un virus zoonotique à ARN particulier dont le réservoir animal majeur est 

domestique plutôt que sauvage et dont le mode de transmission potentiellement alimentaire et 

non exclusivement féco-oral contraste avec les autres virus zoonotiques et entériques. La 

possibilité d’infection alimentaire par les Norovirus résulte de la concentration des virus dans 

les mollusques par contamination environnementale plutôt que de leur réplication chez un 

hôte compétent. Bien que ce dernier mode d’infection ait été évoqué pour le VHE, le porc 

représente un risque majeur de par la forte concentration en VHE résultante de sa réplication à 

l’intérieur même de l’animal. Le VHE possède aussi le trait particulier de présenter plusieurs 

degrés d’adaptation zoonotique. Certaines espèces du VHE ne sont capables d’infecter que 
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des espèces animales, certains génotypes de n’infecter que l’homme et d’autres enfin capables 

d’infecter l’homme et l’animal et provoquant ou non des infections secondaires humaines. 

  Les origines et modes de transmission multiples des contaminations potentielles au 

VHE en font donc un virus particulier. La résolution de ce problème de santé publique devra 

passer par la connaissance de tous les hôtes potentiels du VHE, de tous ses modes de 

transmissions, des doses nécessaires à l’infection et du degré d’exposition aux sources de 

VHE, de sa résistance dans l’environnement, des facteurs de risque et des déterminants 

génétiques associés à la virulence. La globalisation des échanges et les modifications 

climatiques vont amener à une préoccupation grandissante à propos de nombreuses maladies 

zoonotiques, comme le VHE. Les connaissances sur la biologie du VHE sont jusqu’à présent 

limitées par l’absence d’outils d’étude in vitro. Le développement de 2 nouveaux réplicons du 

VHE devrait permettre d’enrichir les connaissances sur ce virus zoonotique particulier. 
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Génomique d'un virus zoonotique à ARN : le cas particulier du virus de l'hépatite E 
 
En France, le virus de l’hépatite E (VHE) est responsable de cas d’hépatites aigües sporadiques dont 
les origines et les modes de transmission sont incertains. Or, le VHE est le seul virus des hépatites à 
infecter d’autres espèces animales que l’homme. Les objectifs de cette thèse ont été d’évaluer le risque 
de transmission zoonotique du VHE porcin pour l’Homme en France par des méthodes de génomique. 
Une première étude d’épidémiologie moléculaire comparant les souches VHE circulantes en France 
dans le cheptel porcin français aux souches isolées des cas humains autochtones a montré une 
circulation active du VHE entre les populations porcines et humaines. La distribution spatio-
temporelle des séquences partageant plus de 99% d’identités est, de plus, en faveur d’une voie de 
transmission alimentaire du VHE du porc à l’homme. Une deuxième étude par séquençage haut-débit 
d’une infection expérimentale de porcs par un prélèvement humain d’hépatite E a montré  l’adaptation 
totale du génome consensus et de la quasiespèce du VHE lors de la transmission inter-espèce. Une 
troisième étude sur le biais de composition en nucléotides et codons de trois nouveaux génomes 
complets porcins comparé aux génomes VHE humains déjà disponibles n’a pas révélé de déterminants 
majeurs de restriction d’hôte au sein du génotype 3.  Par contre cette étude a mis en avant le besoin de 
revoir la classification en sous-types du VHE au vu des nouvelles séquences disponibles. Enfin, en 
l’absence de système de culture in vitro robuste du VHE, une alternative par construction de 2 
réplicons VHE humains et porcins a été mise en place afin de permettre l’étude phénotypique de ces 
nouvelles souches VHE dans des lignées cellulaires humaines et animales. 
En conclusion, ces travaux ont permis de montrer le risque zoonotique du VHE du porc consommé en 
France et son adaptation génomique complète à ses deux espèces hôtes. Le VHE est un virus 
zoonotique à ARN particulier dont la variabilité génétique dépend de son épidémiologie singulière, qui 
inclue la possibilité de transmissions alimentaires à partir d’un réservoir animal domestique. Ce travail 
permet enfin de poser les perspectives d’études phénotypiques du VHE.  
Mots-clés : virus de l’hépatite E, zoonose, porc, cas humain, variabilité génétique, génome. 
 
 
 
Genomics of a zoonotic RNA virus : the peculiar case of Hepatitis E virus 
 
In France, Hepatitis E virus (HEV) is responsible of sporadic acute hepatitis cases whose origins and 
ways of transmission remain unclear. However, HEV is the only hepatitis virus to infect animal 
species other than human. The aim of this thesis was to evaluate the risk of zoonotic transmission from 
swine HEV to human in France by means of genomic studies. 
A first study of molecular epidemiology, comparing HEV strains circulating in France in the swine 
populations to strains isolated from autochthonous human cases, showed an active circulation of HEV 
between the human and swine populations. Moreover, spatiotemporal distribution of sequences 
sharing more than 99% identity is in favour of a foodborne transmission of HEV. A second study by 
means of high-throughput sequencing of samples from an experimental infection of pigs with human 
HEV showed the total adaptation of the HEV consensus genome and quasispecies to the inter-species 
transmission. A third study on the bias of the nucleotide and codon compositions of three newly 
sequenced full-length HEV genomes from swine compared to available HEV genomes from humans 
did not reveal any major host restriction determinants within genotype 3. On the other hand, it 
revealed the need to reconsider HEV subtype classification in light of the new sequences available. 
Finally, considering the lack of a robust in vitro culture system for HEV, an alternative was set up by 
creating 2 replicons from human and swine HEV in order to study the phenotypes of the new HEV 
strains in human and animal cell lines.  
In conclusion, these results showed the zoonotic risk of HEV transmission from swine eaten in France 
and its full genomic adaptation to its two host species. HEV is a peculiar zoonotic RNA virus whose 
genetic variability depends on his curious epidemiology, which includes the possibility of foodborne 
transmissions from a domestic animal reservoir. Finally, this work sets up the perspectives for further 
phenotypic studies. 
Keywords: Hepatitis E virus, zoonosis, swine, human cases, genetic variability, genome. 


