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INTRODUCTION

I - Généralités sur le Virus de I'hépatite E

|.1 — Historique

Les épidémies d’hépatites virales entéro-transbissiont été pendant longtemps
attribuées a un seul agent étiologiqueYiais de I'hépatite AVHA). Ce n’est qu’en 1980
gue l'existence d'un nouveau virus responsable plilite a transmission entérique a été
postulée suite a une épidémie s’étant déroulé ahddaire en Inde, en 1978. L'étude des cas
montra l'absence des marqueurs sérologiques dedthé A et B (Khuroo, 1980).
Rétrospectivement, la premiére épidémie d’hépatitesA non-B identifiée causa 29300 cas
a Delhi, en Inde en 1955-56 (Viswanathan, 1957).

Interpellé par la ressemblance d’'une épidémie dititgs en Afghanistan avec celle
du Cachemire, Balayan et al. (1983) transmirent aueces cette hépatite non-A non-B a un
volontaire a partir des selles de patients infeetéglentifierent pour la premiere fois les
particules virales par microscopie électroniquddian et al., 1983).

En I'absence d’échantillons concentrés, il falliteadre prés de 10 ans pour obtenir la
premiere séquence de ce virus responsable d’émdédtiépatites non-A non-B a partir de
biles de macaques infectés expérimentalement pesolat birman. Le virus fut nommérus
de I'népatite E(VHE) (Reyes et al., 1990). Par la suite, le géaaromplet fut séquencé
(Tam, 1991) et un test de détection des anticontisV&IE fut développé (Yarbough et al.,
1991).

Le VHE représente un fardeau dans les pays a faibau d’hygiéne ou le nombre de cas
symptomatiques annuel est estimé a plus de 3 nsllei le nombre de décés a 70000 par an
(Rein et al., 2011). Jusqu'a 1997, il semblait gu¥HE était endémique seulement dans les
pays a faible niveau d’hygiéne. Or la présence alted séroprévalence dans les pays
industrialisés et la découverte de cas d’hépatitsp&radiques non liés a des séjours en
régions tropicales et subtropicales, a mené aggéugtte distribution. Mais alors que l'origine
hydrique des contaminations dans les pays a faikkau d’hygiéne semble bien établie, les
origines et modes de transmission des cas spoexlidans les pays industrialisé sont

toujours sujet a questionnement.
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|.2 — Structure et fonction du génome du virus de |  ’hépatite E
? ? ?
7'“(’;‘“' MT Y PCP HWR X Hel RdRP ss RbD  C PD polyA
S'UTR ORF1 ORF3|  ORF2 3'UTR
=2

Figure 1 - Représentation schématique du génome dirus de I'hépatite E

[.2.1 — Génome

Le génome du virus de I'hépatite E est un ARN saripin positif d’environ 7.2 kb. I
est coiffé en 5’ par une 7-méthyl-guanine et pofyadé en 3'. Il comporte de courtes régions
non codantes en 5’ et en 3’ (ou UTR, pour UnTrdedld&egion) et 3 cadres de lecture (ou
ORF, pour Open Reading Frame) partiellement chénamis, appelés ORF1, ORF2 et ORF3
(Figure 1). Des ARN subgénomiques de 3.7 kb etkB.2nt été détectés dans les tissus
hépatiques de macaques infectés expérimentaleriant €t al., 1991), mais seul 'ARN
subgénomique de 2.2 kb couvrant TORF2 et TORF&éaretrouvén vitro (Graff et al., 2006;
Ichiyama et al., 2009).

[.2.2 — Les protéines non structurales

L’'ORF1 code pour une polyprotéine non-structurdkendron 1700 acides aminés
(Figure 1). Cette taille dépend notamment de leetde la région hypervariable (HVR) située
au milieu de 'ORF1. Cette région hypervariablehe en proline, varie en séquence et en
taille parmi les différents isolats VHE et serait site de liaison protéine-protéine (Purdy,
Lara, et al., 2012). Six domaines conservés ontdétdifies, incluant une Méthyl-Transférase
(MT), une papaine-like cystéine protéase (PCP), ARN Hélicase (Hel), une ARN
polymérase ARN dépendante (RdRP), ainsi que 2 dwsale fonctions non caractérisés (X
et Y) retrouvés également chez le virus de la rigbéble virus de la rhizomanie (Koonin et
al., 1992). La méthyl-transférase catalyse le agé#f en 5 du génome et des ARN
subgénomiques (Magden et al., 2001), coiffe néaesaal’'infectiositéin vivo (Emerson et
al., 2001). La protéase devrait permettre le clivdg la polyprotéine virale, mais son activité

n'a pas été démontrée a ce jour. L'hélicase du \éstEcodée par une séquence contenant les
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7 motifs spécifiques de la super-famille SF-1 dégchses (Koonin et al., 1992). Ses activités
NTPase et ARN déroulante 33’ ont été démontrées (Karpe and Lole, 2010). L'ARN
polymérase ARN dépendante (RARP) est codée parségeence comprenant 8 motifs
conserveés décrits pour les protéines RARP des &ARN positifs (Koonin et al., 1992). Son
activité de syntheése du brin complémentaire a @gatmée et sa capacité d’attachement a la
partie 3'du génome VHE semble liée a la présence2 diges-boucles et de la queue
polyadénylée (Agrawal et al., 2001). Alors qu’auedanction n’a été encore trouvé pour le
domaine Y, le macro-domaine (ou X) de 'ORF1 codeirpune protéine s’attachant aux
poly(ADP-ribose) (Egloff et al., 2006). Son rblendda réplication et/ou transcription virale a

été suggérée.

[.2.3 — Les protéines structurales

? he af
ss RbD € PD —
ORF2

Figure 2 - Représentation de la protéine de capsidiu virus de I'népatite E

Le virus de I'hépatite E est un virus nu. L'ORF2egour la protéine de capside de
660 acides aminés (Figure 2) (Jameel et al., 199élle-ci comporte une séquence signal
(SS), servant a la translocation de la protéinesdanréticulum endoplasmique, et de 3
domaines formant la protéine de capside : le doendiattachement a '’'ARN (RNA-binding
Domain, RbD), le cceur de la capside (Core, C) paiféie saillante (Protruding Domain, PD).
La protéine possede 3 sites putatifs de glycosylatia capside est composée de 30 unités
morphologiques, elles-mémes composée de 60 monsnirda protéine de capside qui
s’auto-assemblent lorsqu’elles sont exprimées dansyteme de baculovirus recombinant
(Xing et al., 2011). Les épitopes neutralisantetmuvent dans le domaine PD en C-terminale
de cette protéine. En comparaison a d’autres \ArdlkRN comme leVirus de I'hépatite C
(McLauchlan, 2000), des fonctions accessoiresrc#ipsidation du génome viral sont prétées

a 'ORF2 du VHE, telles que : entrée, trafic, sigetasortie du virus de la cellule hote.
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1.2.4 — ORF3

L’ORF3 code pour une petite phosphoprotéine ded 123 acides aminés (Figure 1)
sans domaine homologue avec aucune autre prot@naue, mais est nécessaire a
I'infectiositéin vivo (Graff et al., 2005; Huang et al., 2007). Plusseanopriétés sont prétées a
'ORF3. La surexpression de I'ORF3 activerait laievales MAPK (Mitogen-Activated
Phosphate Kinases) menant I'atténuation du sigitaichondrial de mort cellulaire (Moin et
al., 2007). Sa localisation dans les endosomes nai€ideun retard dans le trafic du récepteur
EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) versyssdomes favorisant la survie cellulaire
et diminuant la translocation de STAT3 (Signal Thacer and Activator of Transcription 3)
ce qui résulterait en une atténuation de la réponsaunitaire (Chandra et al., 2008). Enfin,
la délétion de 'ORF3 d'un génome VHE cloné empéaitde relargage de virions dans le
milieu extracellulaire, démontrant son role dansdéie des particules virales de la cellule

hote (Yamada, Takahashi, Hoshino, Takahashi, lomydNagashima, et al., 2009).

1.3 — Cyle réplicatif
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Figure 3 - Cycle de réplication putatif du virus del'hépatite E
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Le cycle de réplication du VHE est peu connu, eande partie du fait du manque de
systemes de cultuna vitro efficaces ou de modeles vivo sur petits animaux. Le cycle
réplicatif proposé se base largement sur 'anatisggénome du VHE et son analogie avec
d’autre virus a ARN positif, bien que quelques reawx €léments commencent a émerger
(Figure 3).

Plusieurs lignées cellulaires semblent permissila r@plication du VHE, telles que
les lignées hépatocytaires humaines comme Huh7,/FRES5 ou HepG2, la lignée de
carcinome pulmonaire A549 ou encore la lignée deimame du colon Caco-2 (Huang et al.,
1995; Huang, Hagshenas, et al., 2005; Panda &08I0; Tanaka et al., 2007; Emerson et al.,
2010). Aucun récepteur n'a été encore identifiejsmiasemble que les héparane-sulfate
protéoglycanes (HSPG) soient nécessaires a I'ataeht du virus (Kalia et al., 2009) et que
le virus entre dans la cellule par endocytose needar un récepteur associé aux clathrines
(Kapur et al., 2012). Le trafic cellulaire suivdientrée est peu connu, mais il semble que la
HSP90 (Heat-Shock Protein 90) et la tubuline jousntdle dans ce processus (Zheng et al.,
2010). La localisation et le mécanisme de décapsidaont aussi inconnus.

Lorsque le génome viral est libéré dans le cytdagbolyprotéine de 'ORF1 doit étre
traduite. Suivant les modéles d’expression de I'ORIF’est pas clair si celle-ci est découpée
pour former des unités fonctionnelles individueltes non (Ansari et al., 2000; Ropp et al.,
2000). Ensuite, 'ARN géenomique est tout d’aborgbiéoen intermédiaire de réplication de
sens négatif (Meng, Halbur, Haynes, et al., 1998rmettant la synthése des ARN
génomiques et subgénomiques de sens positifs. L2ZORIFORF3 sont ensuite traduites afin
d’obtenir les protéines structurales et d’encapslde génomes viraux néo-synthétisés et
permettre la sortie du virion de la cellule infe¢t@raff et al., 2006; Yamada, Takahashi,
Hoshino, Takahashi, Ichiyama, Nagashima, et alQ9R0Les particules virales seraient
relarguées dans le sang ou en culimngtro a travers un mécanisme non-lytique les associant
aux lipides (Okamoto, 2011). Les Iésions du foisamées serait du a la réponse immunitaire
de I'héte, plutbt qu’a un effet cytopathique duuwgrKrawczynski et al., 2011).

Le foie semble étre le site primaire de réplicattu VHE, mais de I'ARN viral de
polarité négative, intermédiaire de réplicatiorgté@ aussi retrouvé dans l'intestin, le colon et
les ganglions lymphatiques (Williams et al., 20@Enfin de I’ARN viral a été aussi retrouvé
dans I'estomac, la rate, le pancréas, les reissylaescles, le cceur et le liquide céphalo-
rachidien (Williams et al., 2001; Kamar, Izopetakt 2010).
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|.4 — Diversité Génétique du VHE

1.4.1 — Taxonomie

L’'organisation du génome du VHE ressemblant a aidieCaliciviridae, il fut tout
d’abord considéré comme un membre de cette faifiien et al., 1991). Pourtant le VHE
partage de plus grande homologies de séquenceseaVigas de la rougeolet unFurovirus
(Koonin et al., 1992). Mais leur distances génda conduit 'ICTV (International
Committee on Taxonomy of Viruses) a créer la ndevémille desHepeviridaeet le
nouveau genrelepevirus dont le VHE est le seul membre (Meng et al., 2011

1.4.2 — Génotypes Majeurs

Les alignements de séquence des premiéres sowstiiéssi en Asie montraient une
forte proximité génétique. Une nouvelle soucheidotée au Mexique qui n'avait que 77%
d’identités avec les précédentes, ce qui amenpareséle VHE en génotype 1 et génotype 2
(Huang et al., 1992). Les 2 génotypes sont respbesal’épidémies chez 'lhomme et sont
aussi capables d'infecter des primates non hum&hs tard, le VHE fut isolé de porcs
domestiques et de 2 patients aux Etats-Unis (Meérad.,e1997; Schlauder et al., 1998). Ces
séquences présentant 20% de divergence avec letypgés 1 et 2 et furent désigné génotype
3. Enfin, un génotype additionnel fut découvertdd@nsérum d’un patient chinois, désigné
génotype 4 (Wang et al.,, 1999). Les génotypes & @nt été montrés depuis comme
responsables de cas sporadiques d’hépatite E ttmmrhe dans de nombreux pays et sont
aussi capables d’infecter le porc, le sangliercéef, la mangouste et le lapin. Quatre
génotypes majeurs du VHE présentant le méme s@&atypt ainsi reconnus par I'lCTV chez
les mammiferes (Meng et al., 2011). Mais des étudesntes ont montré la présence de
nouveaux lignages du VHE chez le lapin et le sanghinsi que des séquences VHE-like

chez les aviaires, le rat et la chauve-sourisadtuite (Figure 4).
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Génotype Gén otype 1

Hepevirus

——

VHE
Rongeur

VHE
Aviaire

I 0.1 I

Figure 4 - Arbre Phylogénétique de la famille des Epeviridae et espéces apparentées.
Cet arbre a été établi a partir de 164 génomes letsn(@a I'exception du génome VHE chauve-sourigt d¢ion
séquence n'était pas publiguement disponible lertédriture du manuscrit)
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1.4.3 — Nouveaux génotypes de VHE

Le lapin n'est pas naturellement infecté par desclses de VHE qui divergent
d’environ 18% avec le génotype 3 et qui pourra@mstituer un nouveau génotype. Ces
nouvelles séquences isolées du lapin ont été retesuen Chine et aux Etats-Unis.

Alors que le sanglier est naturellement infecté lgaVHE de génotypes 3 et 4,
l'isolement, au Japon, d’'une séquence VHE chezalgglger présentant seulement 80%
d’identités avec les génotypes 1 a 4 a mené a pegnskpourrait exister aussi un nouveau

génotype circulant chez le sanglier (Takahashi.e2@11).

[.4.4 — Nouveaux genres de VHE

En 2001, un virus a été identifié chez le poulao® responsable du syndrome
d’hépato-splénomégalie. Ce virus présente la mégmneation que le VHE (Figure 5), mais
seulement 50% d’identités nucléotidiqgue avec lesotypes 1 a 4. Au sein de la famille des
Hepeviridae I'espéce VHE aviaire représente ainsi un genstingdit du genreHepevirus
(Meng et al., 2011). Les différentes séquencegésopeuvent étre divisé en 3 génotypes avec

des répartitions géographiques distinctes : USAg@iet Australie (Marek et al., 2010).

Hepevirus génotype 1-3 ORF3

ORF1 ORF2
Hepevirus génotype 4 ORF3

ORF1 ORF2
VHE Aviaire ORF3

ORF1 ORF2
VHE Rat ORF3

ORF1 ORF2
VHE Chauve-souris ORE3

ORF1 ORF2
Virus de la truite fardée ORF3

ORF1 ORF2

T T T T T T T T 1 T T

400 800 1200 1800 2000 2400 2800 3200 3600 4000 4400 4800 5200 5600 6000 6400 6800 7200

Figure 5 - Représentation schématique des génomessscHepeviridae ou espéce apparenté
(adapté de Batts et al., 2011)
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Alors que la présence de VHE chez le rat était goupee du fait de la détection
d’antigéne VHE dans le sérum de rongeurs (Kaiethyl., 1993), des séquences présentant
une identité de seulement 55% et 50% avec les geée®tl a 4 et le VHE aviaire ont été
trouvé chez le rat en Allemagne et aux Etats-Udidife et al., 2010; Purcell et al., 2011).
Cette nouvelle espece de VHE rongeur pourrait sgmt&r un nouveau genre dans la famille
desHepeviridae

Récemment, des séquences VHE-like ont été détectésrs des chauves-souris en
Afrique, en Amérigue Centrale et en Europe. Cesiegces possedent entre 54,6 et 64.4%
d’identités avec les génotypes 1 a 4 et le VHEisjiguggérant un nouveau genre au sein de
la famille desHepeviridae(Drexler et al., 2012).

Enfin, le séquencage dtirus de la truite fardé€CTV, cutthroat virus) a révélé une
taille et une organisation du génome similaire lke @esHepeviridaeavec lequel il partage la
plus forte parenté, identique a plus de 40% auaniveucléotidique. Cette souche pourrait

aussi former un nouveau genre au seinHigseviridae

1.4.5 — Classification du VHE en sous-types

La diversité génétique du VHE a amené a divisergésotypes 1 a 4 du genre
Hepeviridae en sous-types. Contrairement au virus Influenzat d@s sous-types
correspondent a leurs types de glycoprotéines diacsy le VHE, comme le virus de
I'hépatite A ou C, est sous-divisé en fonction dedistance génétique des isolats dans un
méme génotype.

La premiere sous-classification des 4 génotypesrtr de 23 séquences de 98 nt dans
'ORF2 et 24 sequences de 242 nt dans 'ORF1 cengir 10 sous-types, dont 5 pour le
génotype 1 (Wang et al., 1999). Celle-ci fut rapiéat revue apres étude de 55 séquences de
92 nt a 371 nt dans 'ORF1 et 2. Cette derniersafiétat d’au moins 9 groupes. Alors que
les génotypes 1 et 2 correspondaient chacun a wingseupe génétique du fait de leur
conservation relative, le génotype 3 put étre dida 5 groupes génétiques et le génotype 4
en 2 groupes, l'apparente diversité de ces 2 dsrigiénotypes semblant liée a leur spectre

d’h6te non limité & ’lhomme (Figure 6) (Schlauded&ushahwar, 2001).
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Figure 6 - Arbre phylogénétique représentant les Sous-types établis par Shchlauder et Mushahwar
en 2001 a partir de 24 séquences de 287 nt detla pade 'ORF1 (Schlauder & Mushahwar, 2001)

L’expansion du nombre de séquences de VHE isoléesvars le monde permit en
2005 de conforter certaines des premiéres obsengtimais aussi d’élargir la nouvelle
classification grace a 421 séquences disponibted,4D génomes complets. La classification
de Lu et al. comprend 24 sous-types, a savoir 5-smes pour le génotype 1 (1la—1e), 2 sous-
types pour le génotype 2 (2a et 2b), 10 sous-tppes le génotype 3 (3a—3)) et 7 sous-types
pour le génotype 4 (4a—4g). La plus grande divergénétique des génotypes 3 et 4
correspondrait a leur isolement a partir d’'une deamariété d’animaux a travers le monde
(Figure 7) (Lu et al., 2006).
Cette classification détaillée est largement @dismais peut étre critiquée par l'utilisation
massive de séquences partielles. Au vu des 5009eségs et 189 génomes complets

désormais disponiblesitp://www.viprbrc.org/brc/dataSummary.do?decorat@pe accede

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

classification demanderait a étre revue.

10
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Figure 7 - Arbre phylogénétique représentant les£2sous-types établis par Lu et al.
en 2006 a partir de 275 séquences de 301nt detla &' de 'ORF2 (Lu et al., 2006)

1.4.6 — Quasiespéces

A limage d'autres virus a ARN dont 'ARN polymérmasntraine un fort taux de
mutations, une forte diversité génétique est olgsemour le VHE. Les virus a ARN se
présentent sous la forme de quasiespece, c'est-a@pdliau lieu d’'une réplication purement
clonale, leur ARN polymérase entraine a chaqueecygel réplication un certain nombre de
mutations le long du génome. A partir d’'une ségaeshaunnée, on obtient donc un nuage de
séquences arborant différentes mutations. Une prenditude s’est attachée a démontrer la
nature de la quasiespéece du VHE par I'étude ddeplissisolats inter- et intra-patients lors
d’'une épidémie de génotype 1 en Algérie. Cetteettudntra, par analyse des fragments de
digestion enzymatique (ou RFLP, restriction enzyfregment polymorphism) de 100
séquences clonées de 448 nt, qu'’il existait unilmefrestriction majoritaire a plus de 95% et
jusqu’a 5 profils divergents chez un méme patiEntcomparant les séquences provenant de

11
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11 profils de restriction différents observés etdiedifférents patients, des distances de 0.08
a 3.4% furent observées (Grandadam et al., 2004).

La quasiespece du VHE a été aussi décrite réecetmantavers le cas d’'un patient
souffrant d’hépatite E chronique, ayant développé dymptdmes neurologiques 33 mois
apres l'infection. L'étude de 58 séquences clom&e$049 nt retrouvées dans le sérum a 12 et
33 mois post-infection et dans le liquide céphalchidien a 33 mois post-infection a révélé
une diversification du VHE, suggérant une compaetitalisation neurotropique (Kamar,
Izopet, et al., 2010).

La quasiespéce du VHE jouerait donc un role dammathogénése du virus et pourrait
étre également un facteur d’adaptation a de neeelbpéces hotes.

1.5 — Clinique de I'hépatite virale E

ARN VHE dans le sang Transaminases
< > —— 1gG VHE
ARN VHE dans les selles o — IgM VHE
Jaunisse
—>

Nombre de semaines post-infection

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

En dehors des cas non symptomatiques qui semblajaritaires, le VHE entraine
typiguement une hépatite aigie résolutive. Les $ymes ictériques peuvent s’accompagner
entre autres d’anorexie, de Iéthargie, de nausieedpuleurs abdominales, de vomissements,
de prurit ou de maux de téte (Dalton, Stablefagthgl., 2008). La période d’incubation varie
de 2 a 9 semaines. Le pic de virémie a lieu au morde I'apparition des symptdomes

12
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cliniques. L’augmentation de la concentration samgen transaminases et bilirubine sont
concomitantes a I'apparition d’'IlgM anti-HEV vers semaines post-infection, suivi de
I'appartition d’'lgG peu de temps apres. Alors geevirus n’est plus détecté dans le sérum
vers 6 semaines post-infection, il est excrété demgeces pendant encore 2 semaines. Les
concentrations sanguines en transaminases retaduginkennormale vers 10 semaines post-
infection (Figure 8) (Dalton, Bendall, et al., 2008

Dans certains cas, des complications liées a €tide au VHE peuvent entrainer
rapidement une défaillance hépatique souvent fadglpelée hépatite fulminante. Bien qu'il
semble que ces hépatites E fulminantes soit sowasgtciées a des pathologies hépatiques
préexistantes chez le patient, I'implication detdéacs viraux entrainant une virulence accrue
n'est pas exclue (Inoue et al., 2009). Il est eStgue le taux de mortalité associé a I'’hépatite
E varie entre 1 a 4% dans la population généralaul(®o, 1980; Mast and Krawczynski,
1996) et jusqu’'a 20% chez les femmes enceintes r(hul980), méme si ce chiffre est
discuté (Renou, Pariente, et al., 2008). En efést,forts taux de mortalités associés a une
grossesse ont été rapportés en Inde ou le génatyse prédominant. En Egypte aucun cas
clinique d’hépatite E n’a été rapporté durant levistiune cohorte de 2428 femmes enceintes
(Stoszek et al., 2006). La rareté des épisodeauwdisse rapportée dans ce pays pourrait étre
expliqguée par une exposition précoce et répétéaeeimmunité forte en résultant, voir a des
sous-types moins virulents dans cette région. Whcaes d’hépatite aiglie a été rapporté pour
une infection au VHE de génotype 3 (Anty et al120 Il est probable que les différences de
mortalité observées chez les femmes enceintesditiéents pays soient liées au génotype
OU aux sous-types du virus rencontrés dans ces pays

Depuis 2006, des cas d’hépatites E chroniqueshidépar la persistance d'une
viremie pendant plus de 6 mois, ont été rapporf@Es hépatites E chroniques ont été
observées chez des patients immunodéprimés, ddefdiansplantation rénale ou hépatique,
de maladies hématologiques ou encore de co-infeg#r le virus de I'immunodéficience
humaine (VIH) (Péron et al., 2006; Kamar et alQ&Dalton et al., 2009).

Enfin, le virus de I'hépatite E n’est pas seulemezgponsable d’hépatite, mais
pourrait étre la cause de troubles neurologiquescaés (Kamar et al., 2011).

L'infection par le virus de I'hépatite E est d’ant plus grave qu'’il n’existe pas a ce
jour de traitement antiviral spécifique. La ribawvé, un mutagéne a large spectre antiviral, ou
l'interféron pégylé, inducteur de la réponse imntaingé antivirale, semblent étre pour le

moment les meilleures formes de traitement, enqodigr chez les patients immunodéprimés
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souffrant de formes chroniques (Kamar, Rostaingtaddnel, Garrouste, Esposito, et al.,
2010; Kamar, Rostaing, Abravanel, Garrouste, Lhopehal., 2010).

|.6 — Distribution du VHE : une endémie mondiale
|.6.1 — Distribution du VHE chez 'Homme

1.6.1.1 — Les 2 visages du VHE

Le virus de I'hépatite E fut d’abord isolé lors pidémies et de cas sporadiques dans
des pays a faible niveau d’hygiéne tel que I'ldaylyanmar, le Pakistan ou la Chine et plus
généralement dans des pays tropicaux et subtropicaes régions ont été décrites alors
comme endémique pour I'hépatite E en comparaison @ays industrialisés. Mais la
découverte de cas autochtones d’hépatites E aug-Btas, en Europe et au Japon, c'est a
dire des cas d’infections non liés a des voyageg@gions tropicales et subtropicales a amené
a revoir la notion d’endémicité du VHE. En effet, VHE semble désormais présent sur la
guasi-totalité du globe (Figure 9), mais avec dprofils épidémiologiques différents selon
les génotypes autochtones au pays. D’'une partéfpens de I'hépatite E épidémique ou le
VHE est responsable d’épidémies et de cas sporesigpitransmettant par voie fécale-orale a
travers I'eau contaminée ou les aliments souil@sdu VHE de génotype 1 ou 2. D’autre
part, les régions de I'hépatite E sporadique ouiréections par des génotypes 3 ou 4 sont
uniquement responsables de cas sporadiques etesdiobyine zoonotique (Figure 9).

L'age d'infection est aussi une différence obsereétre les régions d’'épidémies et
celles des cas sporadiques. Alors qu’en régionidégpies, le taux d’attaque du VHE est
supérieur chez les 15-30 ans, en régions de caadgoe, le nombre de cas culmine chez les
personnes d’environ 50 ans (Purcell and Emerso@8)2@Ces différences pourraient étre
directement liées a I'age d’exposition, au modéraesmission ou encore a des différences de

virulence des souches présentes dans ces 2 régions.

1.6.1.2 — Séroprévalences

Dans les régions d’épidémies de génotypes 1 esXdroprévalences sont en général
élevées et varient entre 23.3% en Thailande (Pagpmon et al., 2009) et 80% en Egypte
(Abe et al., 2006) et dans les régions de cas dpgues de génotypes 3 et 4, entre 0,23% en
Grece (Dalekos et al., 1998) et jusqu'a 52,2% eandée (Mansuy et al., 2011). Il semble
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d’ailleurs que la séroprévalence dépende du tasloggque utilisé. En effet, alors qu’en
2008, la séroprévalence VHE chez les donneurs g dans la région de Toulouse était
rapportée comme étant égale a 16,6% (Mansuy eR@08), un nouveau test sérologique
effectué sur ces mémes échantillons donne désotmaiséroprévalence 3,1 fois supérieure.
Bien qu’hommes et femmes soienpriori autant exposés au VHE et qu’ils aient la
méme séroprévalence, les hommes sont plus fréquensmets aux hépatites aigiies dans les
régions de cas sporadiques d’hépatite E. Il a éggé&é que l'ingestion d'une plus grande
guantité d’alcool pendant de nombreuses annéesrgio@tre la cause d'une faiblesse
hépatique entrainant une plus grande sensibilitérgfactions par le VHE chez 'homme que

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

1.6.1.3 — Distribution des génotypes du VHE

Génotypes :
o 1 W 1+2
2 M 1+3
3 = 1+4
|4 | 2+3
W 3+4

Figure 9 - Distribution du VHE de génotype 1 a 4 cbz 'homme
(adapté de Pavio et al., 2010 ; Wedemeyer et@l2 2 Kamar et al., 2012)

Les génotypes 1 et 2 sont retrouvés dans des payisdux et subtropicaux a faible
niveau d’hygiéne : le génotype 1 est retrouvé ere &t en Afrique et le génotype 2 au
Mexique et en Afrique (Figure 9). Des cas de géuesyl et 2 sont reportés dans les pays du
Nord mais correspondent en réalité des cas impokEsgénotype 3 est majoritairement
retrouvé en Amérique du Nord et du Sud, en EurdpaueJapon. Le génotype 4 a une

distribution uniqguement en Asie (Japon, Chine, JAddonésie...), bien qu’il ait été trouvé
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récemment un cas autochtone de génotype 4 en Frangaourrait amener a revoir cette
distribution (Tessé et al., 2012).

|.6.2 — Distribution du VHE chez I'animal

Génotype 3
I Génotype 4
I Génotype 3et4
(O Génotype Lapin
< Génotype Sanglier
/\ VHE Aviaire

© VHE rat

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

1.6.2.1 — Le VHE chez le porc

L’origine zoonotique des cas sporadiques d’hépmakta commencé a étre soupgonnée
avec la découverte de sequences de VHE de gendtgpd chez le porc (Meng et al., 1997;
Wu et al., 2002). Le VHE porcin de génotype 3 a dis&ibution tres large et est retrouvé en
Ameérique du Nord et du Sud, en Europe et en Asgu(E 10). Le VHE porcin de génotype 4
est retrouvé uniquement en Asie, bien gu’une feamété récemment trouvé positive pour le
génotype 4 en Belgique (Hakze-van der Honing eR@afl1).

Des études de séroprévalence du VHE chez le @ors plusieurs pays ont montré
une distribution étendue aux 5 continents, avereesl et 100% des élevages infectés (Pavio
et al.,, 2010). Au sein des élevages, la séropnégaléépend de I'age de I'animal, celle-ci
étant plus importante chez les porcs de plus deid (akahashi et al., 2005). En effet, 60%
des porcs sont naturellement infectés entre 8 etehfiaines lorsque les anticorps maternels
diminuent apres sevrage. Cette infection féco-aalproduit par contact étroit entre animaux
et une tendance coprophage du porc. L'excréticalevidure comme chez 'homme de 3 a4 4

semaines. L’infection par le VHE chez le porc seanbsymptomatique. Les porcs sont
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généralement abattus a 'age de 20 semaines, agelda plupart des porcs devrait avoir

éliminé le virus. Pourtant la détection moléculalteVHE dans les foies de porcs collectés a
I'abattoir ou vendus dans le commerce a montrejael1% de ces foies sont positifs pour
I’ARN viral (Pavio et al., 2010).

1.6.2.2 — Le VHE chez les cervidés, le sanglier latmangouste

La faune sauvage constitue aussi un réservoir pWHE de génotypes 3 et 4.
Quelques études ont été menées sur la présencelldchez le sanglier et le cerf au Japon et
en Europe. Les taux de séroprévalence observénvaie 3 a 71% chez le sanglier et de 2 a
34% chez le cerf. La prévalence en ARN VHE varigeeB et 34% chez le sanglier (Pavio et
al., 2010). Le sanglier semble infecté uniguememtdu génotype 3 en Europe (Pavio et al.,
2010). Au Japon les génotypes 3, 4 et un nouveaotgge divergent ont été retrouves chez
le sanglier (Figure 10) (Sato et al., 2011). DeRMviral de génotype 3 a été détecté chez le
cerf en Espagne, au Pays-Bas, en Hongrie et aun JApoet al., 2003; Reuter et al., 2009;
Boadella et al., 2010; Rutjes et al., 2010). Lasenée de VHE de génotype 3 a été rapportée

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

1.6.2.3 — Autres réservoirs animaux potentiels

Des sérologies positives chez de nombreuses espaaesales comme le chat, le
chien, la vache, le mouton, la chévre ou le chéaesaient présager une distribution du virus
non limitée aux cochons, aux cerfs et aux sang(leavio et al., 2010). Pourtant de 'ARN
VHE a été amplifié a partir de peu de ces espamepgsitives. Ces especes animales seraient
donc des hétes occasionnels ou bien la distandegdmnetique des souches les infectant par
rapport aux génotypes 1 a 4 représenterait un abséal’amplification des ARN viraux.

Le nouveau génotype isolé du lapin est prochedhotype 3 et a été mis en évidence
tout d’abord en Chine, puis aux Etats-Unis (FigLdg (Zhao et al., 2009; Cossaboom et al.,
2011). Les virus les plus éloignés du geHepevirus sont le VHE aviaire et le VHE rat.
Contrairement a l'infection chez le porc, princgrakent asymptomatique, le VHE aviaire est

responsable d’'un syndrome d’hépatosplénomégalie.
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Le VHE aviaire a été retrouvé aux Etats-Unis, emgtie, en Chine, en Corée et en
Australie (Figure 10) (Hagshenas et al., 2001; Mateal., 2010; Zhao et al., 2010; Kwon et
al., 2012).

Le VHE du rat a été identifié en Allemagne, autWan et aux Etats-Unis (Figure 10)
et sa séroprévalence varie de 20 a 80% chez kadattes (Johne et al., 2010; Li et al., 2011;
Purcell et al., 2011).

|.7 — Sources et modes de transmission du VHE
[.7.1 — Anthroponotique : VHE génotypes 1 a 4

1.7.1.1 — Transmission du VHE par consommation d’eaet d’aliments
souillés

Fig. 3. Epidemic region, Kashmir, 197 8. Drinking water is collected from a canal in
which public latrine sewage flows, garbage of whole locality is dumped, utensils
and linen is washed, children swim and locals buy fish {boat in background).

Figure 11 - Photo d’'une source d'eau polluée
Conditions d’hygiéne pauvres autour d’'une soureaad’lors d’'une épidémie d’hépatites virales E ele 1978
(tiré de Khuroo, 2011)

Le VHE a un mode de transmission féco-oral. Ledé&npies de VHE de génotypes 1
et 2 sont dues a la contamination fécale des ssufeau potable di a de fortes pluies, des
inondations, des conduites d’eau fendues passaavers des égouts ou bien des égouts non
traités se déversant dans I'eau potable, touchrapasiculier des endroits surpeuplés tels que
des camps de réfugiés et les bidonsvilles. Cette aetaminée peut étre bue ou bien
contaminer la nourriture en servant a laver lesatits ou a l'irrigation des champs, tout
particulierement en régions de VHE endémiques (&u2011).

18



Introduction

Les génotypes 3 et 4 se retrouvent en revanche das régions possédant de
meilleures conditions d’hygienes, avec des accédssasources d’eau potable propre et un
traitement des eaux usées. Pourtant du VHE de geg®B8 peut étre retrouvé dans des eaux
de surface ou dans les champs (Rutjes et al., 2BG&sard et al.,, 2012). Dans ces cas,

I'origine animale des contaminations a été avancée.

[.7.1.2 — Transmission interhumaine du VHE

La transmission du VHE de personne a personne est gpmmune. Le taux
d’infection secondaire par contact dans un foyétéaestimé a 0.7%-2.2% pour le VHE de
génotype 1 et 2, alors gu'il est de 50-75% pouWHA. Les cas multiples d’hépatites E dans
un foyer sont plus liés a la consommation de la en&uource d'eau ou de nourriture
contaminée plutdt qu’a la transmission de pers@npersonne (Aggarwal and Jameel, 2011).

La transmission interhumaine des génotypes 3 eserhble quasi-inexistante,
probablement évitée par de bonnes conditions ddmggiLa consommation d’'un méme repas

de viande crue est parfois a I'origine de cas gésypei et al., 2003; Colson et al., 2010)

[.7.1.3 — Transmission foeto-maternelle

Il existe une transmission verticale du VHE de d¢@p® 1 de la mére a I'enfant. Ceci a
été étudié chez 8 nourrissons nés de méres ayaelbgpé une hépatite E alf™3trimestre
de leur grossesse. Six enfants sur 8 avait dessicgractéristiques de I'infection par le VHE
et 2 sont morts suggérant une forte morbidité ettatité périnatale (Khuroo et al., 1995).
Alors que de nombreux cas d’hépatites E de génolypbez la femme enceinte ont été
rapportés, un cas de d’hépatite E de génotypetd abservé chez une femme enceinte qui

n'a pas eu de conséquence sur la grossesse fergant (Anty et al., 2012).

[.7.1.4 — Transmission transfusionnelle

La possibilité d'infection expérimentale de primgaggar un VHE humain par voie
parentérale suggere que le risque transfusionngtedyien. Ce risque transfusionnel est étaye

par une étude rétrospective et prospective chepalssnts poly-transfusés en Inde (Khuroo
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et al., 2004), puis également observé chez un edéars le sud de la France ayant développé
une hépatite E de génotype 3 (Colson et al., 2007).

[.7.2 — Transmission zoonotique : VHE de génotypes 3 et4

|.7.2.1 — Zoonoses avérées

Deux études japonaises ont fait état de transnmissioonotiques directes du VHE. La
premiére étude décrit de I'infection de 4 persorswgs/ ayant consommeé de la viande crue de
cerf sika Cervus nippon nippgn La deuxieme décrit I'infection d’'un chasseur %l ans
apres ingestion de viande de sanglier mal cuitesDes 2 cas, de 'ARN viral a pu étre isolé
et amplifié des restes de viandes congelés etatagdss patients montrant chacun de 99,95%
a 100% d’identité. Ces résultats confirment I'anigizoonotique de l'infection de ces patients

par consommation de viande de cerf ou de sangliectée par le VHE.

1.7.2.2 — Zoonoses suspectées

La consommation de viande de cerf ou de sanglier @& pas cuite ne saurait
expliquer la majorité des cas. En effet, lors d'ébede cas-contrle en Allemagne, seul 18—
20% des personnes ayant développé une hépatitel&aiéavoir manger du gibier dans les 2
mois précedent la déclaration des symptémes (Winohned al., 2008). D’autres origines et
voies de contamination que la viande de cerf esalglier peu ou pas cuites sont donc
soupconnées. Les modeles dinfections expérimentdes études eépidémiologiques,
sérologiques et phylogénétiques ont permis d’évadéuspectre d’hbte et le risque zoonotique

associé a chaque génotype.

[.7.2.2.1 — Modéles expérimentaux de transmissinterespéce

Les modeles expérimentaux de transmission inte¥eesp confortent le potentiel
zoonotique du VHE de génotypes 3 et 4. L'inoculateux macaques Rhésudglgcacca
mulattg de VHE de génotypes 3 ou 4 conduit a une infadi®s animaux avec augmentation
limitée des enzymes hépatiques, une excrétiondéhalirus et une séroconversion (Tableau
1) (Meng, Halbur, Shapiro, et al., 1998; Aranka&llal., 2006). De la méme maniere, les VHE
de génotypes 3 et 4 isolé chez 'lhomme sont irdagtichez le porc (Tableau 1) (Meng,

Halbur, Shapiro, et al., 1998; Feagins et al., 2088ggérant une absence de barriére
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d’espéces entre les suidés et les primates. Lass pwr sont, par contre, pas sensibles a

I'infection par le VHE de génotype 1 ou 2 (Meng, Iibia, Haynes, et al., 1998). Les

mécanismes moléculaires de restriction d’héteoneEas encore compris. Une étude récente

suggere que le degré d’hétérogénéité de la paypertariable de 'ORF1 pourrait jouer un

réle (Purdy, Lara, et al., 2012).

De plus, l'infection du porc par les génotypes 3 at’entraine pas de symptoémes.

L’infection de truies gestantes par du VHE de ggpet3 n’entraine pas d’hépatite

fulminante, d’avortement ou de transmission velgica&omplication généralement résultantes

lors d'infections des femmes enceintes par du ggeofl (Kasorndorkbua et al., 2003). Le

porc est donc un modéle limité pour I'étude deféation par le VHE chez 'homme. Ce

modele est a réserver aux études sur la multipicatvirale plutét que sur la

physiopathogénese.

Tableau 1 - Modeles expérimentaux inter-espéces duus de I'hépatite E

. . Modele , : L .
Génotype Hote Naturel .- Sérologie Infection Refeérence
: expérimental
Macaque + + (Tsarev et al., 1995)
| Homme Porc - - (Meng et al., 1998a)
Lapin + - (Ma et al., 2010)
Macaque + + (Liet al.. 2006)
2 Homme
Porc - - (Meng et al., 1998a)
Macaque + + (Erker et al., 1999)
Homme
. Porc + + (Meng et al.. 1998a)
3
Macaque + + (Meng et al., 1998b)
Porc
Porc + + (Meng et al.. 1998b)
Macaque + + (Ma et al., 2009)
Homme Porc + + (Feagins et al., 2008)
4 Lapin + + (Ma et al., 2010)
Macaque + + (Arankalle et al.. 2006)
Pore
Porc + + (Arankalle et al.. 2002)
) . Lapin + + (Ma et al., 2010)
Lapmm Lapm
Porc + + (Cossaboom et al., 2012)
Rat — — (Purcell et al., 2011)
Rat Rat Macaque - - (Purcell et al., 2011)
Porc - - (Cossaboom et al., 2012)
Poulet + + (Huang et al.. 2004)
. Dinde + + (Sun et al.. 2004)
Aviaire Poulet
Macaque - - (Huang et al.. 2004)
Porc - - (Pavio et al.. 2010)
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Une premiére étude moléculaire du spectre d’hbtgéotype lapin suggére I'absence
de déterminants d’espéces (Geng et al., 2011)fdciion expérimentale du VHE lapin sur
des porcs est possible (Tableau 1) (Cossaboom.,e2(l2). Par contre, l'inoculation de
lapins par du VHE de génotype 4 ne conduisit qulagins infectés sur 9 4 et aucun lapin
infectés avec du génotype 1, bien que les 2 groajmes séroconvertis (Ma, Zheng, et al.,
2010). La transmission restreinte du VHE chez pinlauggere que ceux-ci ne seraient pas un
réservoir a risque d’exposition pour I'homme. Urgification du risque zoonotique serait
néanmoins nécessaire par I'inoculation du génoigpi@ chez le primate non-humain.

Le spectre d’hétes du VHE aviaire semble limité aaxls especes aviaires. En plus
de ses hotes naturels que sont le poulet et led;dihafection de dindes par du VHE aviaire
est possible (Sun et al., 2004). Par contre, Isai®sl’infection de porcs ou de macaques sont
restes improductifs (Tableau 1) (Huang et al.,, 20P4vio et al., 2010). De méme
I'inoculation de génotype 3 porcin chez le pouleichoué, suggérant I'absence de risque de
transmission inter-espéece pour le VHE aviaire (Ba&tial., 2010).

Finalement le VHE rat ayant été trouvé récemmaegiyici n'a fait 'objet que d’'un
nombre d’étude limité. Pourtant son inoculatiorea drimates montrant I'absence d’infection
et de séroconversion suggére que le VHE rat nastupe source de VHE humain (Purcell et
al., 2011).

Les VHE présents chez le rat ou les aviaires nebkrpas étre transmissibles a
primates (voir Tableau). Aucun cas de transmisgmmotique direct avec le VHE aviaire et
le VHE rat n'ont été rapportés. Ceci pourrait &feau manque d’outils moléculaires pour
détecter de telles infections chez ’homme. D’'umpde vue sérologique ces virus partagent
les mémes épitopes et les anticorps anti-VHE iscar les génotypes 1 a 4 reconnaissent les
antigenes du génotype lapin, du VHE rat et du VHkaiee (Hagshenas et al., 2002;
Cossaboom et al., 2012). Les VHE rat et VHE avisinet génétiquement distants du VHE de
génotypes 1 a 4 et du VHE lapin, de sorte que uétsanoléculaires de détection développés
chez ’homme ne permettent pas de les détecter.

1.7.2.2.2 — Exposition des personnes en contactcaes animaux

Les personnes en contact avec les animaux ou leassas, tels que les éleveurs, les
vétérinaires ou le personnel d’abattoir ont desmé&valence plus élevée que la population
générale ou les professionnels travaillant aveattia especes animales. Une enquéte mené

aux Etats-Unis a montré une séroprévalence de 2ig%les vétérinaires porcins contre 16%
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dans la population générale (Meng et al., 2002) EHrope, une approche Bayesienne a été
utilisée aux Pays-Bas pour estimer un taux de sévajence de 11% chez les vétérinaires
porcins contre 2% dans la population générale (Boegt et al., 2008). En Allemagne, une
étude menée sur les personnes en contact avecoles p montré, en plus d'une
séroprévalence de 28.3% chez ces personnes, we riggyticulier d’exposition pour les
personnes travaillant en abattoir, soit une séxgpeéce de 41.7% contre 15.5% pour la
population générale (Krumbholz et al., 2012). DenSud-Ouest de la France, 20 chasseurs
sur 25 étaient séropositifs (80%) contre 52.2% payopulation générale. Ceci pourrait étre
expliqgué par leur plus grande fréquence de corageet une faune sauvage infectée, mais
aussi par leur consommation traditionnelle de \eade gibier non cuite (Mansuy et al.,
2011). Au Danemark, une étude rétrospective menéeles sérums de 1983 a montré une
séroprévalence plus élevée chez les fermiers (50gd@&dans la population générale (32.9%)
qui serait associé au contact avec les chevauxe @eéme étude a montré de plus une
diminution de séroprévalence dans la populationégda jusqu'a 20.6% en 2003
(Christensen et al., 2008). Cette diminution pduétie due a I'amélioration des conditions
d’hygiene. Enfin, en Suéde, aucune différence Bagtive n’a été observeé entre les éleveurs

de porcs (13%) contre la population contrdle (9.8@%en et al., 2006).

1.7.2.2.3 — Liens épidémiologiques entre hépatitettorigine zoonotique

En Allemagne, la consommation d’abats (41% vs. )16&0de sanglier (20%
VS. 7%) sont épidémiologiqguement liés a des cagpditites E (Wichmann et al., 2008). Dans
le sud de la France, I'étude d’'un cas-contréleadrarinent montré que la consommation de
saucisses crues faites a base de foie de pordiégadt un cas groupé d’hépatites E (Colson et
al., 2010). Mais tous les cas d’hépatites E de types 3 et 4 ne sont pas liés a l'ingestion de
viande. Certains seraient liés a la consommatioomdbusques. En effet, les mollusques
bivalves sont des organismes filtreurs qui en @asahtamination environnementale par le
VHE pourraient concentrer le virus. En effet, d&RN viral VHE de génotype 3 a été détecté
dans des échantillons de bivalves d’eau douce plonJd.i et al., 2007) et dans les huitres en
Corée (Song et al., 2010). Un rapport mentionnantettion de 4 passagers lors d'une
croisiére a trouvé une association significative dgs d’hépatites E avec la consommation de
fruits de mer a bord (Said et al., 2009). Un cdepatite E chez un patient japonais a aussi
été reporté comme provenant de l'ingestion d'unleysde crue au Vietham sans que des

preuves moléculaires n'aient pu étre avancées (Kaiet al., 2004).
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1.7.2.2.4 — Proximité génétique des souches humairéanimales

Des transmissions zoonotiques sont aussi indiremie prouvées par la
proximité génétique de certaines séquences de ¢blEeas chez 'lhomme et I'animal. Alors
que la premiéere séquence entiere de génotype &esachez le porc ne présentait que 80%
d’identités avec les génotypes 1 et 2 humains (Meingl., 1997), des cas d’hépatites E
provoques par les génotype 3 et 4 furent égaledérduverts chez ’'homme. Les premiéres
séquences entieres de VHE de génotype 3 isolées Ittmemme présentaient 90 a 93%
d’identités en nucléotides (Meng, Halbur, Shapabal., 1998). De plus courtes séquences
(185 nt) de génotypes 4 isolés aussi chez I'hominte gorc montrerent 97.4% d’homologies
(Hsieh et al., 1999). Diverses études aux USA, apod et en Europe ont montré des
homologies de séquences partielles allant jusgd@®4dlentre des isolats humains et porcins
(Purdy and Khudyakov, 2011). Une étude mené aunlapmontré 100% d’identité sur les
séquences partielles et 99.0% d’identité sur lesges entiers d’un isolat porcin avec un cas
humain de VHE de génotype 3, démontrant indirectentierigine zoonotique de ce cas
d’hépatite E (Nishizawa et al., 2003).

Malgré I'appartenance a un méme génotype ou undmité génétique tres forte, les
souches circulantes chez I'animal ne sont pas tosijla cause des cas humains. Alors qu’en
Chine de I'Est, les transmissions zoonotiques diE\de génotype 4 semblent étre la cause
des cas humains (Fu et al., 2010), en Chine dus;das sous-types de génotype 4 circulants
chez 'hnomme et le porc sont différents (Zhanglet2®09). De méme pour le génotype 3, en
Bolivie, il a été montré que les souches circulartdeez les habitants d’'un village et leurs
porcs appartenaient a 2 sous-types différents [ontétre commun daterait d’il y a 250 ans.
Dans ce village pauvre, les animaux sont en comott avec les habitants suggérant des
transmissions zoonotiques fréquentes. Pourtant,tréamsmission anthroponotique est
majoritaire et permet d’acquérir des le plus jedme une immunité face aux souches
circulantes chez les porcins (Purdy, Dell'lamicoakt 2012). Enfin, en Inde, alors que les
porcs sont infectés par du VHE de génotype 4, tidité des cas reportés, a I'exception de
rares cas, sont causeés par du génotype 1 (Arardtadle 2002; Rolfe et al., 2010).

Ces rapports montrent lI'importance des études mladi&es pour I'évaluation de

I'origine des cas d’hépatite E.
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.8 — Prévention

[.8.1 — Hygiene et Surveillance alimentaire

Dans les pays de VHE épidémique, les premierestignt a mettre en ceuvre
concernent les conditions d’hygiene : séparer I'patable des arrivées d’égouts, bouillir
I'eau, éduquer les populations.

Dans les pays industrialisés, le VHE est aussprableme de santé publique. Ne
semblant pas transmis par I'eau, les mesures @mreoncernerait plutdt le réservoir animal,
a savoir les porcs, les sangliers et les cerfs. ibfioemation sur le risque de transmission du
VHE devrait étre faite aupres des personnes eracbaiec les porcs. Assurer un contact
réduit du personnel de ferme et d’abattoir ave@iésaux et les carcasses par l'utilisation de
gants et de protections appropriées devraient pgeemde réduire le risque d’exposition au
VHE porcin. De méme une information des consommateur la cuisson de ces viandes
devrait étre faite. Il a été montré que la consotionale saucisse de foie de porc cru était liée
a des cas d’hépatites E dans le sud de la FrarasofCet al., 2010). Suite a une saisine de
’Agence de sécurité sanitaire, les emballages ete saucisses de foie de porc cru sont
maintenant étiquetés avec la mention « a cuireu ecde foie n’est pas le seul organe ou de
'ARN viral a été retrouvé. C’est pourquoi des @sdloivent continuer d’évaluer le risque
réel d’infection a partir notamment des muscles al@maux, estimer la dose infectieuse et
définir des méthodes de préparation des viandasd&liminer le virus. Une autre approche
serait de vacciner les animaux d’élevages.

La présence possible de VHE dans le sang utifisamsfusionnel dans les greffons
pose aussi un réel probleme. Le risque transfusiast surtout a craindre chez les personnes
immunodéprimées qui peuvent développer des formemiues. La possibilité de recevoir
un greffon infecté par le VHE est aussi a consigéne cas ayant été récemment rapporté en
Allemagne (Pischke et al., 2010).

1.8.2 — Vaccination

Il est estimé qu’un tiers de la population mondie¢¢ exposé au VHE (Rein et al.,
2011). Le développement de vaccins inactivés ioadiels est limité par I'incapacité a
pouvoir cultiver le VHE efficacemenh vitro. Récemment des progres significatifs ont été
réalisés grace au développement de vaccins recantbiexprimant la protéine de capside
virale du VHE.
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Deux vaccins ont notamment passé avec succés das adiniques avancés. Le
premier, mis au point par I'armée américaine ex@EmithKline est basé sur I'expression en
baculovirus d’une partie de 'ORF2 (acides amin&28-660) d'un isolat VHE de génotype 1
du Pakistan. Le vaccin a montré 95.5% d’efficaejpges administration de 3 doses sur une
population de 2000 personnes (Shrestha et al.,)20Q0i7deuxiéme vaccin a été mis au point
par Wantai Biological Pharmaceutical Co et Xiamenolvax Biotech, basé sur I'expression
bactérienne de la protéine recombinante correspradx acides aminés 368—660 de 'ORF2
d’'un isolat de VHE de génotype 1 de Chine. Ce vaddEV239, a montré 100% d’efficacité
aprés 3 administrations chez 48693 individus (zZhal.e 2010). Pour le moment, aucun de

ces 2 vaccins n’est a présent disponible sur leméar
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II - Variabilité Génétique des virus zoonotiques a ARN

La variabilité génétique est une mesure de laaecel des génotypes (groupe
d’organismes partageant la méme constitution ggmeYiindividuels dans une population a
varier les uns par rapport aux autres. Cette vidit@alpue un réle clé dans I'évolution des
organismes en permettant 'adaptation a des stegsonnementaux et est fondamentale
pour le maintien de la biodiversité.

La variabilité génétique résulte d’erreurs lorspdacessus de réplication conduisant a
I'altération du matériel génétique. Un maintienliigégrité génétique est important pour la
conservation de l'information génétique. Les orgar@s dont le patrimoine génétique est
porté par I’ADN possédent des mécanismes de camactl’erreurs permettant le maintien de
I'intégrité du patrimoine génétique. De tels mésargs n’existe pas généralement pour les
organismes dont le patrimoine génétique est patd’ ARN, résultant, suivant la fidélité de
'ARN polymérase, a un certains nombres d’altératioqgénétiques a chaque cycle de
réplication. L'information génétique codée par I'NRa ainsi I'avantage d’une plus grande
plasticité, mais en contre partie d’'une conservadioinuée.

Les virus a ARN se caractérisent par un fort taexréplication, une absence de
corrections d’erreurs, entrainant un taux de momaélevé dépendant de la rapidité et de la
fidélité de leur polymérase respective. Mais 'ARbBlymérase n’est pas seule responsable de
la variabilité génétique, des facteurs cellulaioes environnementaux peuvent modifier le

matériel génétique.

II.1 — Variabilité génétique
[1.1.1 — Mécanismes de création de la variabilité¢ g  énétique
11.1.1.1 — Mutations

11.1.1.1.1 — Types de mutations

Une mutation est un changement ponctuel dans éqeeace génomique se
traduisant par la substitution, I'insertion ou &Eétion d’un acide nucléique.
La substitution d’une purine en purine (A et G)dune pyrimidine en pyrimidine (C
et T) est appelé transition et le changement dpurane en pyrimidine (A/G en C/T) ou d’'une

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

27



Introduction

substitutions menant a des transitions et 8 congmna menant a des transversions (Figure
12). Bien gu'il existe plus de combinaisons pouvaener a des transversions, les transitions
sont plus fréquentes du fait des mécanismes maliéesiicausant les mutations, cités ci-apres.

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

NH2 O
IQ. N s /k\ N
NN < Transitions > HN""N" N

adenine A A guanine

Transversions Transversions

NH: Y, V o

ol — :
| ~N Transitions I NH
N /ko e N ’J\O
H pyrimidines H
cytosine thymine

Figure 12 - Types de substitutions nucléotidiques

Lorsqu’une mutation affecte une région codantdeemlpeut étre silencieuse si elle
n’entraine pas de changement d’acide aminé. Unationtest dite faux-sens si elle entraine
la substitution d’un acide aminé par un autre et-sens si elle change un codon spécifiant un
acide aminé par un codon Stop.

Les modifications de séquence génétique comprerdeninsertions et des délétions
d’'un ou plusieurs acides nucléiques. L'additiond@létion d’acides nucléiques en nombre
non multiple de 3 entraine le décalage du cadrkectare lors de la traduction, résultant en
une protéine tronquée par I'apparition d’'un codoopsprématuré et le plus souvent non
fonctionnelle.

En plus des changements en séquences protéiquautations peuvent perturber le
structure secondaire, voir tertiaire de 'ARN. P¢as virus, ceci a une incidence particuliere
dans les régions non codantes des ARN impliquéas Haitiation de la réplication, de la
traduction ou de I'encapsidation, ainsi que dassrégions codantes de 'ARN impliquées

dans I'épissage.
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[1.1.1.1.2 — Origine des mutations

Les modifications spontanées, qu’elles soient itedupar I'environnement, créées par
la polymérase ou bien produite par la réponse daghielle hote a I'invasion, virale sont des

causes de ces changements structuraux.

11.1.1.1.2.1 — Mutations spontanées

Les modifications chimiques des bases nucléiquaesgmd se faire spontanément. Les
bases nucléiques existent sous 2 isomeres : ketwokpour la guanine (G) et la thymine (T),
et amino et imino pour I'adénine (A) et la cytos(i@®. L’'isomeére de la forme prédominante
posséde des propriétés d’appariement différentgseX@mple, la forme enol de G s’appariera

avec T au lieu de C, causant une transition (Fi@3de

-

Rare anol aulcmeric

| AGCTE
farm of guanina S TEERG Witd type
ACETE . |-
% ™ TETAG T G
AN T ACATE
= DNA = L . FETFE  Mutant
ACGTC replication AC DMA e
TGO AC . 5 1 replication = .
g = — ¥ ACGTC 3
Parental DNA &l . _ SESLE wild type
{a) (b) G | Thoatc i el
< TGCAD T By
- ACOTE
First-generation FErRn  Widtype
progey ] -
{c) Second-generation
progeny

(d)

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

Des dégradations spontanées peuvent aussi se nqgrasumme la dépurination des
bases A et G, donnant des sites apuriniques, dadmination modifiant un C méthylé en A
ou un A en Hypoxanthine (HX).

L’alkylations des bases est aussi un phénomenegpbwe produire spontannément et

pouvant mener a la décomposition ou au mésappantaheehases.

[1.1.1.1.2.2 — Les mutations induites

11.1.1.1.2.2.1 — Les mutations induites par unsstrexydatif et UV
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Le stress oxydatif d’une cellule correspond a Iawalation de dérivés réactifs de
I'oxygene. Ceux-ci peuvent mener a I'oxydation daténiel génétique. De méme les UV, la
chaleur ou les rayonnements peuvent oxyder le rehtgnétique menant a la cassure d’'une
séquence nucléique ou au dommage et la perte ddase. De nombreux mutagenes
chimiques, tels que les analogues de bases, lexatdants ou les alkylants sont des outils

utiles a I'étude génétique expérimentale.

11.1.1.1.2.2.2 — Les mutations induites par la podyase

Color codes
PV m HRV14/16/1B === NV
= FMDV === HIV1-RT

&

e

Figure 14 - Conformation du motif D de 'ARN Polymé&ase

Alignement des structures secondaires de 'ARN éhlase du du poliovirus (PV), du virus de la fievre
aphteuse (FMDV), du rhinovirus humain (HRV), duugide Norwalk (NV) et du virus de I'immunodéficienc
humaine (HIV). Le motif D est un élément dynamiduffuencant la capacité de catalyse de la polyneéras
(Cameron et al., 2009)

En effet, la transcription est gouvernée par unliége entre fidélité et rapidité. Cet
équilibre peut étre modulé par des changementsufertnation et des propriétés de catalyse
du site actif ou d’'un site distant de I'enzyme (@aom et al., 2009). Les ARN polymérase
ARN-dépendante (RdRP, RNA Polymerase RNA-dependamtiblent étre dans I'ensemble
conserveées (Figure 14), mais une mutation, mémignée du site catalytique peut entrainer
des changements de fidélité. Par exemple, la moataB64S de la RARP du poliovirus
entraine une augmentation par 3 de la fidélité éduisant I'espace de formation des

mésappariements pres d’'un site de liaison aux otides (Pfeiffer and Kirkegaard, 2003). En
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revanche, un taux d’erreur trop élevé de I'ARN puodyase virale se traduit par une perte
irréversible de I'information génétique et condait'erreur catastrophique et a une perte de
viabilité (Biebricher and Eigen, 2005).

11.1.1.1.2.2.3 — Les mutations induites par dessias de I'hote

Des enzymes de I'hn6te peuvent aussi étre respassalel mutations sur le génome
viral. Les enzymes éditrices de I'ARN tels que ladénosines désaminases ADARsS
permettent le contrdle de linvasion virale par d¢allule hdte en créant des sites
d’hypermutation de A vers G, ce qui a été obsemér pe virus de la rougeole, le virus
respiratoire syncitial ou encore, le poliomaviruBags, 2002). Le rble de la cytidine
désaminase APOBEC, induisant des hypermutatiodAD& rétroviral, a été aussi évoque

comme ayant le méme effet sur les ARN viraux (Bgsabal., 2004).

[1.1.1.2 — Mécanismes de recombinaisons et réassanents

La plupart des virus a ARN ont la capacité d’écleaurtdy matériel génétique entre eux
et avec leur hote. Deux types d’échanges génétigxestent: la recombinaison et le

réassortiment.

11.1.1.2.1 — Les recombinaisons homologues et hétégues

La recombinaison correspond a l'introduction d'ws@uence nucléotidique
donneuse sur une molécule d’ARN acceptrice, rasuttans la présence de 2 informations
génétiques sur le méme brin d’ARN. Les phénomeragcbmbinaisons ont été tout d’abord
décrits pour les virus a ARN simple brin positifisais existent aussi pour les virus a ARN
simple brin négatif et les virus & ARN double briha recombinaison peut étre homologue
lorsque la séquence donneuse remplace la régionlbgue de I'accepteur sans en changer la
structure. Quand des virus similaires échangent aéqgience sans maintenir 'alignement
strict, on parle de recombinaison homologue ab®&rgorovoquant des mésappariements,
insertions, délétions, les plus souvent délétems e virus. Enfin, '’échange de matériel
génétique non apparenté correspond a une recorsbindiétérologue. Le mécanisme de
recombinaison implique que les séquences donneaisasceptrices se retrouvent dans la
méme cellule. La quasi-totalité des études a mongie le mécanisme de recombinaison

passait par le modele de choix de copie, c'esteattii saut de la polymérase d’une matrice a
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I'autre au cours de la réplication de I'ARN virdlggy and Simon, 1997). La recombinaison
procure un avantage évolutif certain en permettanpropagation de traits bénéfiques et
I'élimination de genes délétéres. La recombinaowirus de I'encéphalite équine de I'Est et
du virus Sindbis aurait ainsi permis 'émergencevilus de I'encéphalite équine de I'Ouest
(Figure 15) (Hahn et al., 1988). Les recombinaisdas souches atténuées du vaccin du
poliovirus montre le potentiel d’échappement ndtdrevirus au systeme immunitaire menant
a la colonisation du systéme nerveux central (Gesmg et al., 1994). La recombinaison entre
ARN viraux et ARN cellulaire a également été obséepour le virus de la grippe A, pour
lequel I'insertion d’'une séquence de I'ARN ribosdr@8s dans le gene de I'hnémagglutinine
est associée a une pathogénese virale augmentaeikan et al., 1989).

nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 CE3E26K El

g I | | H | [ P SIN
X X

l

WEE

N\

Figure 15 - Recombinaison a l'origine du virus WEEV
La recombinaison du virus de I'encéphalite équiad¢'Est (EEE) avec Sindbis (SIN) serait a I'origithe virus
I'encéphalite équine de I'Ouest (WEE) (Hahn et E988)

11.1.1.2.2 — Les réassortiments

Les virus de la famille de®rthomyxoviridag Bunyaviridag Arenaviridae et
Reoviridae sont des virus a ARN segmenté. Le processus desaéanent, c'est-a-dire
I'échange de segments complets du génome entm&i® peut survenir lors de la co-infection
d’'une méme cellule. Ce processus n’intervient pas gaut de la polymérase durant la
réplication, mais lors de I'empaquetage aléatoes différents segments a partir du pool
intracellulaire au sein des particules virales. Stas segments ne sont pas interchangeables.
Ce processus contribue grandement a la varialgéitéétique virale et intervient notamment
entre virus grippaux d’'un méme type. Les réasseriis) de virus d’origines humaine et
animale ont abouti a I'émergence de sous-types emuw responsables des grandes
pandémies de grippe. Ainsi, la derniere pandémiegdppe de 2009 correspond au
réassortiment de souches porcine, aviaire et hungena grippe A (Figure 16) (Trifonov et
al., 2009). Les segments du virus de la grippe Wdine HIN1 de 2009 ont coexisté pendant
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10 ans avec les souches de la grippe A porcineaheétres de la neuraminidase n’avaient
pas été observés depuis presque 20 ans. L’héteédssartiment actuel est le plus

probablement le porc.

2009 Human H1IN1

— North American swine
H3N2 and H1IN2

1990 2000 2009

Figure 16 - Réassortiments a l'origine du virus déa grippe A HIN1 pandémique

Histoire des événements de réassortiments danslutn du virus de la grippe A HIN1 de 2009. Les 8
segments montrés dans chaque virus codent poyrdésines suivantes (de haut en bas) : polymérgse P

polymérase PB1, polymérase PA, hémaglutinine, pretéucléaire, neuraminidase, protéines de matetes

protéines non-structurales.

[1.1.2 — Taux de mutations spontanées et variabilit € génétique

[1.1.2.1 — Organismes supérieurs et virus a ADN

Chez Arabidopsis thaliana organisme modele de recherche génétique chez les
plantes, le taux de mutation spontanée de son ASiINle 7 x 18 mutations par site par
génération. Ces mutations spontanées sont majenitant des transitions causées par
déamination des cytosines méthylées et par mutagénduite par les UV (Ossowski et al.,

2010). Les taux de mutations des virus & ADN douirsia peuvent aussi atteindre 90
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mutations par site par génération (Tableau 2). &lnx tde mutation faible entraine une

évolution lente des organismes.

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

Groupe Virus Taille du Taux _de
génome (kb) mutation

ARNsb(+)  Bacteriophage QB 472 1,1E-03
Tobacco mosaic virus 6,4 8,7E-06

Human rhinovirus 14 71 6,9E-05

Poliovirus 1 95 9,0E-05

Tobacco etch virus 97 1,2E-05

Hepatitis C virus 97 1,2E-04

Murine hepatitis virus 314 3,5E-06

ARNsDb(-) Vesicular stomatitis virus 11,2 3,5E-05
Influenza A virus 13,6 2,3E-05

Influenza B virus 145 1,7E-06

ARNdb Bacteriophage $6 13,4 1,6E-06
Retro Duck hepatitis B virus 3,0 2,0E-05
Spleen necrosis virus 7.8 3,7E-05

Murine leukemia virus 8,3 3,0E-05

Bovine leukemia virus 84 1,7E-05

Human T-cell leukemia virus type 1 8,5 1,6E-05

Human immunodeficiency virus type 1 9,2 2,4E-05

Rous sarcoma virus 94 1,4E-04

ADNsb Bacteriophage ©X174 54 1,1E-06
Bacteriophage M13 6,4 7,9E-07

ADNdb Bacteriophage A 485 5,4E-07
Herpes simplex virus type 1 152 5,9E-08
Bacteriophage T2 169 9,8E-08

11.1.2.2 — Taux de mutations spontanée des virusARN

Par comparaison, les virus a ADN peuvent présesaertaux de mutations quasi-
similaires a des organismes supérieurs. En revameheirus & ARN présentent des taux de
mutations spontanées de* 2010 fois supérieurs (Tableau 2). Ce taux de mutaténtde en
partie corrélé a la taille du génome — plus le gémest grand, plus le taux de mutation serait

faible - ainsi qu’a I'absence de correction d’errdas ARN polymérases.

[1.1.3 — Effet du biais nucléotidique et de 'usage  des codons sur la
variabilité génétique

L’évolution des genes est directement influencéel@acomposition intrinseque du
génome en nucléotide. En effet, les compositionauehéotides et dinucléotides ne sont pas
aléatoires et le code génétique étant degenésggaides codons est aussi biaisé. Ces biais
dépendent des pressions de mutation et de sélectgression de mutation se manifeste par

bY

le caractere spontanée des mutations a se formepr@portions déterminées par la
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composition nucléotidique du génome et par la cotmagon en nucléotide dans son
environnement, tandis que la pression de sélectiorespond a la modification du code du
génome afin de moduler l'efficacité de traductiaions les ARNt disponibles, ou bien de
pouvoir échapper au systeme immunitaire de son.hGensidérant des ressources
changeantes en nucléotide et ARNt, I'évolution gi@somes est rhétorique, faisant intervenir
un équilibre entre une pression de mutation aféept les dNTP disponibles et une pression
de sélection optimisant l'utilisation de codondtragibles rapidement et fiablement (Figure
17) (Vetsigian and Goldenfeld, 2009). Comprendétehdu et les causes du biais dans
'usage des codons est essentiel pour comprendwllition virale et I'écologie virale,
particulierement en ce qui concerne I'adaptatiopathogénes zoonotiques a différents hotes.

Biais mutationnel Composition du Sélection pour une
affecté par les génome traduction
dNTPs rapide/fiable

Optimisation
des ressources

Ressources en
dNTPs et ARNt

Figure 17 - Théorie co-évolutionnaire de I'évolutia de la composition des génomes
(adapté de Vetsigian et al., 2008)

[1.1.3.1 — Biais nucléotidique

Il a été observé que la majorité des virus a ARbO&itgs ou négatifs, présente une
composition en T et G proche de 25%, c'est-a-die distribution aléatoire, tandis qu’'un
biais est observé en faveur du A et contre le QlsSpuelques virus a ARN positif (le virus de
I'hépatite C, le virus de I'hépatite E, le virus &Bet le virus de la rubéole) présentent un
biais inversé en faveur du C et contre le A (Figl8g (Auewarakul, 2005). La raison de ce
biais n'est pas connue, mais pourrait étre due & stratégie d’adaptation particuliere a
certains hotes ou bien au fait que le virus depltiée C, le virus de I'hépatite E, le virus GB-
C et le virus de la rubéole seraient les représgntdu méme ancétre commun portant un

biais en faveur du C et contre le A.
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ARNsb(-)

G C A i

Figure 18 - Composition nucléotidique des génomegsl virus a ARN
25 virus a ARN simple brin positif et 21 virus a HRimple brin négatif (Auewarakul, 2005)

11.1.3.2 — Biais des dinucléotides CpG

Chez les mammiféres, il existe une sous-représentdes dinucléotides CpG dans
I’ADN. Ceux-ci peuvent étre méthylés afin de seaurcontrle de I'expression épigénétique
des génes, mais sont aussi plus sensibles aux ih@simms spontanées. La méthylation des
CpG sert aussi de reconnaissance des séquencesneininet permet de déclencher une
réponse immunitaire (Klinman et al.,, 1996). Or Bisucléotides CpG sont aussi sous-
représentés chez tous les virus a ARN. Ceci pdugte le résultat de la co-évolution des
virus avec leurs hotes et d’'une optimisation a nwuironnement (Greenbaum et al., 2008). Il
est intéressant de noter que seul 4 virus de ldléadesTogaviridaene présentent pas cette
suppression. L'’hypothese d’'une réplication primaiteez le moustique, plutét que chez
’'homme influencant cette suppression, est possibler les virus Semliki et Sindbis, mais

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

11.1.3.3 — Usage des codons
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Le nombre effectif de codon (ENC) est un indicecal a partir de I'utilisation
relative des codons synonymes dans un génome.rik \emtre 20, soit une utilisation
restreinte d’'un codon par acide aming, et 61, laditisation de tous les codons du code
génétique. L’ENC calculé pour les virus a ARN vaeetre 39.2 et 59.3, montrant une
utilisation peu biaisé des codons par les virusRiNALes valeurs d’'ENC des virus a ARN
sont directement influencés par le pourcentage@eeﬁ?ime position des codons (GC3s) des
génomes, montrant que la pression de mutationyouéle prépondérant dans la composition

de leur génome (Figure 19) (Jenkins and Holmes3200
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Figure 19 - Biais des codons des virus a ARN )
Graphique des valeurs des nombre effectif de codohversusle pourcentage de GC efi"Sposition des
codons de 50 virus a ARN (Jenkins and Holmes, 2003)

[1.1.3.4 — Co-évolution hbte-virus

Le protéome des mammiféres possede, a peu de chosgsle méme usage des
codons. Pourtant, les virus des mammiferes postéohen utilisation trés diverse du code
génetique. Ces virus pourraient ainsi garder us f[dtge spectre d’hote. Les virus infectant
uniquement ’'homme sont une exception pour lesqueks forte corrélation a l'usage des
codons de leur héte a été montrée (Bahir et aD9R0La raison de cette co-évolution
particuliere est encore inconnue, mais ces diff@&srentre virus animaux et virus humains
ont des implications particuliéres. Les virus anngossédent un usage des codons non
optimisé ce qui leur permet de garder un specttedtd’ plus large. Au contraire, la
désoptimisation des codons des virus humains pdemeatténuation, comme obtenu pour le
virus de la grippe A (Mueller et al., 2010). L'icteon de 'lhomme par de nouveaux virus
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animaux est donc possible a travers tout d’aboeloges mutations modifiant les systémes
d’entrée et de multiplication a l'intérieur deslatds hotes, mais son évolution pour devenir
un virus uniquement humain passe par 'optimisatierson code genétique.

Ainsi, la composition en nucléotides est un indkcatde I'origine avaiaire ou humaine
des segments du virus de la grippe A. En effetyies de la grippe A humaine ont un fort
pourcentage en A et U, contrairement aux virusi@sgajui présentent un pourcentage en G et
C supérieur. Cette co-évolution des génomes des \de la grippe avec leur héte initial
permet ainsi de percevoir les réassortiments di@i@viaire des nouveaux virus grippaux
humains (Rabadan et al., 2006).

I1.1.4 — Pression de sélection

Du fait de la dégénérescence du code génétigumeytation d’un nucléotide dans une
séquence peut étre synonyme si elle n’entrainalpanodification de la séquence protéique,
ou non-synonyme si I'acide aminé codé est modiféécomparaison de plusieurs séquences
apparentées permet de définir des zones de s@lewidre qui sont sujettes a une absence de
mutations ou a des mutations synonymes, des zansélekction négative ou les mutations ne
sont pas transmises a la descendance, résultameespurification des mutations déléteres
durant I'évolution et les zones de sélection pesitpour lesquels une accumulation de
mutations non-synonymes sont observées. Ainsideezde pression de sélection positive du
virus saisonnier de la grippe correspondent aws sihtigéniques permettant d’échapper au
systeme immunitaire (Figure 20) (Furuse et al. 0201
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Figure 20 - Pression de sélection le long de la s&mce HA de la gripe A H1N1 saisonniere
(Furuse et al, 2010)
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[1.1.5 — Structuration en une population virale : |  a Quasiespece

11.1.5.1 — Théorie de la quasiespéce

Le fort taux de réplication et de mutations desiviae ARN conduit a définir une
population virale. En effet, bien que la réplicatisoit de type clonale, I'introduction de
mutations non corrigées permet une variabilité adl@dpulation virale appelée quasiespéce.
Une guasiespéce virale peut étre représentée cammeage de mutants apparentés présents

dans un méme hote (Figure 21).

. (- = o

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

11.1.5.2 — Limite de la quasiespéce : I'erreur catstrophique

La variabilité génétigue des virus a ARN est limitpar le seuil de variabilité
phénotypique qui correspond aux contraintes strales et fonctionnelles qui s’exercent tant
au niveau de I'ARN qu'au niveau protéique. Il egisionc des conséquences a cette
variabilité. En effet, ces populations peuvent corela I'erreur catastrophique, c'est-a-dire
que l'augmentation de leur taux de mutation engraine diminution brutale voire compléte
de la viabilité de leur population. Ceci a été mémn augmentant d’'un facteur 9,3 le taux de
mutation du poliovirus par la ribavirine, un mutagéantiviral, entrainant une diminution de

99,3% de l'infectiosité apres un passage (Figu)g@ebtty et al., 2001).
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Figure 22 - Perte d'infectiosité selon le taux de atation du virus de la polio
(Crotty et al., 2001)

11.1.5.3 — Effet de la robustesse mutationnelle sua survie d’'une population
virale

LOW MUTATION RATES

>~ >

Fitness
Frequency

HIGH MUTATION RATES

- -

Fitness
Frequency

Genetic distance Fitness

Figure 23 - Robustesse mutationnelle
La robustesse mutationnelle d’'une population vidilerse et se répliquant lentement (bleu) estvantage
sélectif par rapport au virus fidéle et hautemépticatif (rouge) (Sanjuén et al., 2007).

Contrairement a la théorie Darwinienne de la sudueplus fort, la quasiespece peut
favoriser la « survie du plus plat ». Une populatioplate » correspondrait @ un nombre
restreint de virus formant une population génétigeiet diverse. Cette derniére aurait un

avantage sélectif dans un environnement mutageneapport a une population virale plus
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nombreuse mais moins diverse, qui serait donc ggnsible aux mutations délétéres car ne
possédant pas autant de traits génétiques compeasgiar rapport a la premiére population.
Une population virale diverse possede ainsi unestsse mutationnelle. Cette théorie a été
montrée par exemple, en utilisant 2 populationsides de la stomatite vésiculaire ; celle se
répliquant plus lentement ayant une robustesse timiteelle supérieure a l'autre dans un
environnement mutagene, révélant un mécanismesiltadce au traitement par mutagénése
létale (Figure 23) (Sanjuan et al., 2007).

11.1.5.4 — Effet de coopération au sein de la quaspéce

Il existe une coopération entre les variants depdaulation virale. Par exemple,
'augmentation de la fidélité de la polymérase dussde la polio montre que le virus n’est
plus capable de s’adapter a son environnement ret g capacité a atteindre le systeme
nerveux central. En rétablissant la variabilitélaeuasiespece par des mutagenes, le virus
retrouve son neurotropisme et les génotypes reéodans le cerveau montre un meélange des
virus sauvages et fidéles, signe d’'une coopératiare I'importance de la variabilité pour la
virulence (Figure 24) (Vignuzzi et al., 2006).
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Figure 24 - La variabilité de la population est undéterminant de la virulence
(Lauring and Andino, 2010)

11.1.5.5 — Mémoire virale de la quasiespece

Enfin, la structure en quasiespéce a permis deésaggt d'expliquer I'existence
d’'une mémoire virale. La population virale peut tamir un sous-ensemble de génomes
minoritaires qui étaient dominants dans un envieonent précédent a I'évolution de la
guasiespéce et qui permettent la reconquéte raj@dmet ancien environnement. Ceci a été

montréin vitro par passage de mutants du virus de la fievre apbt@rias et al., 2004).
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VS

Environment 1 i :.‘ Environment 2

' Adaptation |

)

Environment 1 ‘.1 \ Environment 2

Figure 25 - Représentation schématique de la mémeiwvirale
(a) les minorités ont été supprimé de la populatimale, le virus n'est plus capable de colonisen sncien
environnement sans passer par la mutation de swonge (b) les minorités de la population viralenpettent
d’adapter rapidement sa croissance d’'un environneegautre.

II.2 — Les virus zoonotiques a ARN

Les 3 groupes de virus a ARN (ARNss(+), ARNss(HRMelb) comportent des virus
zoonotiques retrouvés dans 12 familles et 17 gewresix (Tableau 3 ; données source :
http://viralzone.expasy.org liste non exhaustive). Les virus zoonotiquesétent une

importance particuliere en santé publique caoilshent une tres large partie de la population
mondiale dans les pays tropicaux et subtropicauxickbngunya, Fievre jaune, Dengue,

Rage), et sont a l'origine de pandémies foudroyafteronavirus du syndrome respiratoire
aigu sévere ou SRAScoV, Grippe A HIN1). Les 4 ag@atthogénes les plus virulents au
monde sont des virus zoonotiques a ARN (Ebola,rEieée Lassa, Fievre Congo-Crimée et

Marburg).
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Introduction

[1.2.1 — Voies de transmission des virus zoonotique s a ARN

Il existe 3 voies de transmission zoonotique magudes virus a ARN: la
transmission vectorisée par les arthropodes, lesinégssion par contact avec les sécrétions

d’animaux infectés et I'ingestion de virus.

11.2.1.1 — Transmission par les arthropodes : lesrbovirus

Les virus transmis de lanimal a I'homme par limtediaire d’arthropodes
(moustiques, tiques ou phlébotomes) sont appet@ads (pour arthropod-borne-virus). Les
arbovirus zoonotiques a ARN sont représentés pgro8pes de virus et par 5 familles :
Flaviviridae, Togaviridae, Rhabdoviridae, Reovirelat Bunyaviridae Cette transmission
permet de s’affranchir de moyens de passer legbesrnaturelles d’infection, mais demande
plus de contraintes structurales afin d'infectes détes vertébrés et invertébrés. L’émergence
de ces virus dans de nouveaux territoires est émdqent liée a lintroduction de ses
arthropodes vecteurs ou d’'un héte infecté suremgdires, ainsi que la présence d’'un vecteur
compétent. Le virus du West Nile (WNV) est un extamgxtréme de la colonisation d’'un
nouvel habitat naif (Figure 26). HabituellementW&V était retrouvé dans I'espéce Culex
univittatus et avait pour réservoir majeur le cabest le moineau. Le WNV est apparu a
New-York en 1999 et a depuis colonisé entieremi@mérique du Nord a travers notamment

I'espece vecteur local€ulex pipienset le réservoir aviaire des rouge-gorges (Kilpéfri
2011).
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Figure 26 - Emergence et propagation du virus du Wt N‘ill.é-en Amérique du Nord
(Kilpatrick, 2011)
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11.2.1.2 — Transmission par contact direct, indire¢t ou inhalation

La deuxieme voie de transmission commune est ldacbrentre des sécrétions
animales et des mugueuses ou une plaie. Ceci @&spour les virus respiratoires, tels le
coronavirus responsable du syndrome respiratogéeasevere (SRAScoV) et le virus de la
grippe A qui sont véhiculés par de petites goutietefines d’expiration et qui pourront étre
respirées par un nouvel héte. Du fait de la morsditibn et des mouvements rapides des
hommes entre les continents, I'émergence de nodvemsus respiratoires est rapidement
disséminée de par le monde, menant a des pandémaie®rsure d’'un animal peut permettre
la transmission delsyssavirus ces infections résultant la plupart du tempsatgacts étroits
avec la faune sauvage. Le contact direct avecihges voir avec le réservoir des chauves-
souris, est responsable des infections aux virudaEst Marburg. Enfin, la transmission par
contact direct ou l'inhalation des sécrétions uragmet fécales des rongeurs ou des chauves-

souris permet la transmission ddégntavirus, Arenavirugt desHenipavirus

11.2.1.3 — Transmission par voie alimentaire

Le virus de I'hépatite E semble étre le seul vieusARN dont la transmission
zoonotique est entérique, méme si le potentiel atbgume dedNorovirus et desSapovirus 2
familles de virus a transmission entérique, estudée. LedNorovirussont présents chez les
bovins, le porc et les murins. L&apovirussont présents chez la chauve-souris, le lion de

mer, le chien, le porc et le vison (Bank-Wolf et 2a010).

[1.2.2 — Degré d’adaptation zoonotique

La plupart des pathogénes humains trouvent ou é&remt leur origine dans le
réservoir animal. Entre le stade d'un pathogeneguement animal (stade 1) et celui
uniguement humain (stade 5), les agents zoonotigeegent étre classés selon 3 catégories
(Figure 27) (Wolfe et al., 2007). Le stade 2 cqumesl a la catégorie d’agents zoonotiques
infectant 'homme par contact primaire avec un aijrtels que les virus de la rage, Nipah ou
West Nile. Certains pathogenes animaux peuvent aassiner, a la suite d'une infection
primaire chez 'homme, un nombre d’infections sefaires limitées entre hommes. Des
exemples de virus a ARN correspondant a cette aagid’'agents de stade 3 seraient les virus

Ebola et Marburg. Enfin, le stade 4 de cette adi@ptazoonotique correspond a des
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pathogénes circulant chez I'animal, pouvant sestrattre a 'homme, mais effectuant aussi
de longs cycles d’infections inter-humains. Lesusirde la Dengue ou de la grippe A

appartiendraient a cette catégorie d’agents.

Transmission

Stage to humans

Stage 5:
exclusive
human agent

A Only from

humans

Stage 4: From animals
or (many cycles)

long outbreak m E
humans

’
’

— Q > S
’

Stage 3:

limited m or (few cycles)
outbreak humans
Stage 2: —

primary Only from animals
infection

None

Stage 1:
agent only
in animals

Rabies Ebola Dengue HIV-1 M

Figure 27 - Degré d'adaptation zoonotique des virus
lllustration des 5 stades par lesquels un pathoggimeal évolue pour causer une maladie confindeoanime
(Wolfe et al., 2007)

[1.2.3 — Implications de la variabilité génétigue d  ans la transmission inter-
espece

L’étude d’'une nouvelle espece virale est liée acdanaissance de sa variabilité
génétique. Afin de définir cette espéce, différenc2 souches ou identifier différents
génotypes, il est tout d’abord nécessaire d'étudiergrand nombre d’isolats afin d’'en
découvrir son degré de diversité génétique. Leasvimont pas tous le méme taux de
mutations spontanées et leurs modes de transmisgdifient cette variabilité en créant des

goulets d’étranglement génétique différents.
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La transmission inter-espece des virus est modéséda possibilité d’effectuer un
cycle de propagation complet du virus chez segmdiffts hotes. Des hotes différents peuvent
présenter des mécanismes différents d’infectioncatstituent donc une barriere a la
transmission de l'agent infectieux. On parle dore lhrriere d’espéce. La variabilité
génétique d’'un virus peut permettre son adaptatidifférents hétes.

Le genreHantavirus comprend a ce jour 24 espéces, Soit 24 sérotyhesipes
différents, dont au moins 7 sont associés a desdiesl zoonotiques. Ces especes ont
évoluées séparément selon leurs origines géogahigdNouveau monde vs. Ancien monde)
et leurs especes hétes. Selon I'ICTV, les variaitme méme espéce devraient présenter
moins de 7% de différences en acides aminés susdgsients S et M (Plyusnin, 2002).
Typiquement, le niveau de variabilité génétiquenanléotide du virus Puumala est de 0.2—
1.2% chez un seul rongeur et 1-2% dans une populdé rongeur (Plyusnin et al., 1995).

Une étude a montré, dans 4 cas humains indépendadentité compléte des
séquences partielles deHlntavirus Sin Nombre, isolées de patients ayant développés u
syndrome pulmonaire, a celles isolés de rongeyrtuess a proximité de I'habitat de ces
patients (Hjelle et al., 1996). Il ne semble paavpir de goulet d’étranglement génétique
modifiant la séquence consensus #halitavirusSin Nombre lors d’'un passage inter-espéce.

Par comparaison, il a été retrouvé plus de 2% &féreinces entre les séquences
partielles d'un enfant ayant été infecté pa#rénavirusde la chorioméningite lyphocytaire
(LCMV) et celles isolées de 14 rongeurs attrapés ple son domicile (Emonet et al., 2007).
Dans ce cas, il se pourrait que la sélection dparéie de la quasiespéce ait pu étre impliquée
dans ce passage d’hote.

11.2.3.1 — Adaptation a différentes especes hbtes

Le type d’espéce infectée joue un rdle dans lacBéte I'adaptation et la variabilité
génétique d'un virus. En effet, plus les hétes ddistants, plus la barriere d’espéce est

grande.

11.2.3.1.1 — Virus vectorisé

L’étude in vitro du virus de Chickungunya (ChikV) en culture deluet de
mammifére ou d’insecte a donné des résultats sgargs. Des passages de ChikV sur un seul

type cellulaire a mené a 'augmentation de sacépbn, de sa variabilité et son adaptabilité
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sur ce type cellulaire tout en diminuant sa réfilicadans le type cellulaire hétérologue. Le
passage en alternance dans les 2 types celluinesné a 'augmentation de sa réplication
dans les 2 types cellulaires, mais a une variabdit une adaptation modérée (Coffey and
Vignuzzi, 2011). Ainsi l'alternance d’héte vertéhngertébré résulte en une sélection
favorisant la compétence de réplication dans lé&t2s plutdt qu’'une augmentation de la
variabilité.

Mais, in vivo, I'étude du virus du West Nile passé er@iridex pipienset des poussins a
montré au contraire que l'alternance d’héte seaaliorigine d’'une plus grande variabilité
génétique que le passage dans une seule espeeek(JXdr al.,, 2008), bien que le
développement de la variabilité soit en réalitésghible que ce qui a pu étre obseirveitro.

La réplication des virugn vivo est donc soumise a de plus grands goulets d’éénaeqt
génétique et pression de sélection que dans leslesdxpérimentauix vitro, du fait d’'une

propagation dans I'organisme réduite par I'actiarsgstéeme immunitaire de I'héte.

[1.2.3.1.2 — Virus non vectorisé

De méme, les contraintes du passage d’hbtevivo entrainent chaque espéce
d’Hantavirus ou dArenavirus a avoir un réservoir majeur avec lequel il co-éeol
L’infection par I'HantavirusSin Nombre, présent chez les rongeurs, ne serall@gcessiter
de modifications génétiques des séquences consgastislles afin d’infecter I'homme
(Hjelle et al., 1996). Pourtant les cas humainst sporadiques, résultants d’infections
primaires sans que des infections secondairesm’gie étre rapportés. L’homme apparait
ainsi comme un hoéte accidentel d’'un virus dont d&ire de transmissions secondaires
humaines pourrait étre due a une adaptation gémétigcomplete ou a un mode de
contamination inter-humaine inadapté.

Malgré les contraintes liées au passage entrergiff® hotesn vivo, les exemples
récents des pandémies de grippe montrent I'adaptatipide des virus a ARN. Dans ce cas,
les phénomeénes de réassortiments jouent un roteyer dans ces adaptations. Ainsi le
réassortiment du segment NS du virus de la gripgera H5N1 avec H7N1 permet au virus
réassortant [H7N1 ; NS] d’infectén vitro plusieurs types de cellules humaines et d’infecter

des souris sans adaptation préalable (Ma, Breehalt,, 2010).

11.2.3.2 — Variabilité génétique et pathogénese
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La variabilité génétique des virus zoonotiques aNA&Rune implication directe sur la
pathogénese virale a travers des changements néajlede tropisme cellulaire et de

persistance.

11.2.3.2.1 — Effet sur la virulence

La virulence d’un virus est définie par a la séédes symptbmes qu'il cause lors
d’'une infection. Elle peut étre due entre autre &apacité de fixation, de réplication ou de
lyse, a I'échappement d’'une réponse immunitaireefou a un nouveau tropisme.

Un isolat d’'un patient ayant développé une fiededa Vallée du Rift a montré que la
population virale était composée pour moitié deisyicomportant une mutation ponctuelle au
niveau de la glycoprotéine d’enveloppe. Le nomibia ¢aille des plages de lyse formées par
les 2 variants dans plusieurs types cellulairege@t@omparables. Mais vivo, chez la souris,
alors gu’un variant était aussi virulent que I'stoauvage, I'autre présentait un titre viral plus
faible dans les différents organes et induisait moetalité plus faible. De plus, I'injection du
variant atténué a haute dose résultait, apres gggtmurs, en un retour vers un phénotype
virulent associé a la réversion de la mutation pgeile. Le mécanisme de cette différence de
virulence sembile lié a la capacité de fixation @us; puisque la mutation résulte, dans le cas
du variant atténué, en une augmentation de la tapae fixation aux cellules cible. Ceci
entrainerait une diminution de la virémie et unatfiion aux cellules sanguines circulantes
permettant une présentation plus rapide au systemmunitaire de I'héte (Morrill et al.,
2010).

Tableau 4 - Influence de chaque segment du virus die grippe A dans la virulence
(Tscherne and Garcia-Sastre, 2011)
Influenza proteins and pathogenicity determinants

Protein Segment  Function Pathogenicity determinant
High Low
PB2 1 Palymerase cofactor, binds most mRNA caps 627K~ 627EER
PB2 1 Polymerase cofactor, binds most mRNA caps 701N 701D
PB1 2 Polymerase cofactor, RNA-dependent RNA polymerase - -
PB1-F2 2 Proapoptotic 665 66N
PA 3 Polymerase cofactor endonuclease activity, elongation factor? - -
HA 4 Membrane glycoprotein, binding, and fusogenic functions Multi-basic cleavage site  Single-basic cleavage site
NP 5 Component of RNP, encapsidates vRNA segments - -
NA 6 Membrane glycoprotein, sialidase 274Y¢ 274H
M1 7 Lies under the viral envelope - -
M2 7 Membrane protein, forms ion channel - -
NS1 8 Evasion of host immune response 92E 92D
NS1 8 Evasion of host immune response C-terminal E-S-E-V motif C-terminal deletion
NEP 8 Nuclear export of vRNPs - -
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Mais les facteurs de virulence des virus seraidatdp polygéniques. Ainsi, des
facteurs dans chaque segment du virus de la gdpperait impliqué dans la virulence
(Tableau 4) (Tscherne and Garcia-Sastre, 2011).

Enfin, il existe un seuil de virulence déterminée [a composition de la quasiespece.
Ainsi, pour le virus LCMV, le mélange de clone alémt avec le clone virulent a plus de 1:1
supprime la virulence de ce dernier (Teng et 896).

11.2.3.2.2 — Effet de la variabilité génétique si& tropisme cellulaire

La variabilité génétique peut permettre de modifetropisme cellulaire intra-héte.

De nombreux exemples montrent que la substitutiom deul acide aminé entraine des
changements drastiques de la pathogénese viratei, Aine expérience de mutagénese par
irradiation du virus de I'encéphalite japonaisecanuis de sélectionner un clone virulent et un
clone atténué. Alors que le clone virulent est ogwasif chez la souris, le clone atténué a
changé de tropisme pour devenir hépatocytaire (Eig8). Ce changement de tropisme serait
causé par une seule mutation dans la protéine elepwpe réduisant sa capacité d’adsorption
et résultant en une perte de neurovirulence etrépkcation résolutive et limitée au foie
(Chen et al., 1996). De méme, la substitution denl nucléotide dans la séquence codant
pour la protéine d’enveloppe du virus de la dengemit liée a sa neurovirulence. Cette
mutation diminuerait la capacité de fixation duugirau cellules neurales (Sanchez and Ruiz,
1996).

1600+ A 250+ B
Blood Blood
1400+ [ Spleen ISpleen
& Kidney 200 N Kidney
12001 SlLiver =Liver
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W Brain 150 M Brain
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Figure 28 - Influence de la virulence sur le tropisie cellulaire
Titre viral des organes de souris infectés pardimses virulents (A) et atténués (B) du virus dmtéphalite
japonaise. Le tropisme du clone virulent est nealrcadors que celui du virus atténué est hépatoeyta
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11.2.3.2.3 — Effet de la variabilité génétique sla persistance virale

Certains virus zoonotigues a ARN ont un potentiel persistance démontré
expérimentalement, comme pour 'TEMCV sur culturecdules humainem vitro (Pardoe et
al., 1990; Yeung et al., 1999). Le virus de I'hépgah été rapporté étre responsables de cas
d’infections chroniques. Ces cas d'infections clgoas sont dus a la persistance du virus
chez certaines personnes immunodéprimées. Unegphinsle variabilité génétique du virus
associée a une faible concentration en cytokinlanmimatoires et de marqueurs solubles
d’activation des cellules T, ainsi qu'une forte centration en chemokines chez I'hGte
seraient associée a la persistance du virus (Lhoetrale, 2012).

Ces modifications de la réponse immunitaire poantiétre di a une régulation
différente du traitement immunosuppresseur selos patients, mais aussi a des
caractéristiques virales d'échappement au systémmunitaire. Il a été observé que la
présence en grand nombre de particules défectugesesettait la persistance du virus de
I'encéphalite japonaise (Tsai et al., 2007). Langeavariabilité génétique des virus a ARN est
directement liée a la création des particules dééerses. Ces particules défectueuses
pourraient donc jouer un réle d’inhibiteurs comgiétide la réponse antivirale et permettre

I’échappement des particules infectieuses au systémmunitaire.
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OBJECTIFS

En France, les premiers cas d’hépatites viraleat&chtones ont été décrits dés 1996
(de Lédinghen et al., 1996; Corne et al., 1997)jreeB003 et 2008, une soixantaine de cas
sporadiques ont été documentés dans les régionsPyliénées et Provence-Alpes-Cotes-
d’Azur, Plus de 70% d’entre eux n'ayant jamais \g#&a&n dehors de Métropole (Renou,
Moreau, et al., 2008; Mansuy et al., 2009). Depei;entre National de Référence du VHE
dénombre environ 300 cas sporadiques par an, 7@Y%udks seraient d’origine autochtone.
Les cas autochtones touchent majoritairement desries de plus de 55 ans. Le nombre de
cas d’hépatites virales E est constant ces demiammées, confortant I'hypothese d’'une
situation épidémiologique stable. Les séroprévasranti-VHE sont par contre trés élevé,
laissant penser que la trés grande majorité ded’icdisctions au VHE demeure non détectée
car asymptomatique ou dont les symptémes sont &€éhm sérologie dépend des régions
étudiées. Des enquétes menées chez les donnewandede la région de parisienne et
nantaise ont montré une séroprévalence entre Ioeséroprévalence égale selon les sexes
et qui tend a augmenter avec I'age (Boutrouill@let2007). La prévalence globale chez les
donneurs de sang du Sud Ouest de la France estiiee de 52,5% (Mansuy et al., 2011). Le
Sud Ouest de la France serait une région hypemaqdé pour le VHE. L’origine et le mode
de transmission de ces infections reste tout de ar@méterminer. L'origine et le mode de
contamination ont-ils une influence sur la sympttologie de linfection ? Ont-ils une
influence sur I'age et le sexe des personnes Ede2tEnfin, pourraient-ils expliquer les
différences régionales de fréquence des infecffons

Une découverte majeure permettant d’expliqueidioe des cas d’hépatites virales E
dans les pays industrialisés a été I'isolement HHE\thez le porc aux USA. Cette souche
virale avait de plus la possibilité d’infecter expgentalement le primate non-humain. Les
porcs étaient aussi sensibles a l'infection paridekts humains autochtones. De plus, les
personnes en contact avec le porcs, tels que @&k, le personnel d’abattoir et les
vétérinaires montrent des séroprévalences plugé&tegue la population générale suggérant le
cas contact direct comme risque d’exposition au VHE VHE porcin aurait donc un
potentiel zoonotique. Mais est-ce que les porcg sdactés en France ? Leur dynamique
d’excrétion virale est-elle compatible avec le pgssa 'homme ? Sont-ils infectés par les
mémes souches provoquant des cas humains ? Lesrtass causés par contact direct avec

les porcs ou existe-t-il d’autres modes de transiomsde ces cas autochtones ?
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Il a été montré que les porcs en France sontri@ge contaminés par le VHE. Une
étude de prévalence nationale a été menée et lé e séroprévalence positive de 65% des
élevages et de 31% des porcs. Les foies de polevpesea I'abattoir était positif pour de
'ARN viral dans 4% des cas. Des transmissions atitaires des foies de porc a 'lhomme
pourrait étre possible, mais les souches VHE proantides infections chez '’homme et le
porc en France sont-elles les mémes ? En effetgdastypes 1 et 2 ne permettent pas
d’infecter expérimentalement le porc, alors quegésotypes 3 et 4 le permettent. Le VHE
responsable des cas autochtones humains en Frsinde génotype 3. Mais il a été observée
en Chine Centrale et en Bolivie que les sous-tygaesilant chez 'homme et le porc sont
différents. Une étude des sous-types circulant mmde chez I'homme et le porc est donc
nécessaire afin d’évaluer cette restriction d’hdeis la variabilité génétique étudiée sur de
fragments courts de séquence correspond-elle aaftabilité génétique des génomes
complets ? Est-ce gu'il existe des déterminantbatdére d’espece sur le génome complet ?
Une forte proximité génétique correspond-elle efeint a un risque de transmission
zoonotique ? Les déterminants d’espece sont-iibles sur le génome consensus ou bien
seulement sur la quasiespéce ? Y a t'il une adaptatcessaire du VHE afin d’effectuer un
passage d’hbéte ? Tous les sous-types du VHE aotoehteprésentent-ils un risque
zoonotique ? Les sous-types circulant du VHE cpordent-ils a une évolution particuliere
du VHE par rapport a leurs hotes ? Enfin les défifiées génétiques des souches circulantes
peuvent-elles étre liées a des différences phéiptgp du virus, tel que des modulations de
la réplication du génome, de production des pregimirales ou d’interaction avec des
facteurs de I'héte ? Y a-t-il des déterminants deulence ou bien les symptdomes
correspondent-ils seulement a des sensibilitésréifites des hotes ?

Les objectifs de cette thése ont été donc de dpcdn un certain nombre de question
sur le risque zoonotique du VHE porcin pour 'hommae France par des méthodes
génomiques, a travers notamment I'étude d’épidérgielmoléculaire sur les souches isolées
chez 'homme et le porc sur I'ensemble du terrdgendant une période donnée, I'évaluation
de l'adaptation génétiqgue d'une souche humaine chtdoe transmises au porc, la
comparaison des génomes de représentants deswli§féegous-types circulant en France et

finalement la mise au point d’outils d’étuntevitro de ces sous-types circulant.
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RESULTATS

I - Fortes similarités des séquences de VHE isolées chez
I’'homme et le porc en France entre 2008 et 2009

Les cas autochtones en France sont dus au géndty@e génotype a aussi été
retrouvé chez le porc a travers le monde. L'originenotique des cas autochtones d’hépatite
E en France est donc suspectée, mais aucun camrggnission directe n'a encore été
démontré. Une enquéte nationale sur la prévalencéHE dans les élevages porcins a été
réalisée au laboratoire. Celle-ci a montré que @&E% élevages frangais comportaient des
animaux séropositifs. Cette séroprévalence esiéea niveau individuel et 4% des foies de
porc prélevés a I'abattoir étaient positifs pourl'd&kN viral (Rose et al., 2011). Les porcs
constituent un réservoir majeur du VHE en France.

Afin de définir la distribution, la fréquence etdaversité génétique du VHE en France
chez 'homme et chez le porc, une étude d’épidégiel moléculaire a été menée. Quarante
trois séquences VHE isolées du porc entre mai 2008®vembre 2009 ont été comparés a
106 séquences isolés de patients ayant dévelopeeképatite E durant la méme période et
n'ayant pas voyagé en dehors de France durant lewid précédant leur maladie. Les
séquences correspondent a I'amplification d’'unrfragt de 306 nucléotides de la partie 5’ de
'ORF2 selon. Cette région a été montrée commedtait le mieux la phylogénie des
génomes entiers (Lu et al., 2006).

Afin d’évaluer quelle partie de la population fraisg est a risque de développer une
hépatite virale E, les données démographiquesatents ont été étudié. Le profil d’age et de
sexe des patients montrent que 72% étaient des bBermtmue la moyenne d’age est de 55
ans. Leur répartition géographique montre une idigion sur tout le territoire, avec
néanmoins un groupe de cas en Provence-Alpes-CamuiDnon lié a la densité de
population. La répartition des isolats de VHE pascicoincide avec la densité de leur
production ; la Bretagne dénombrant 52% des isM&i porcins et comptant pour 54% de
la production nationale. Une analyse phylogénétigué réalisée sur les séquences VHE
isolées chez I’'homme et le porc. Les résultats nobun arbre sur lequel les séquences sont
réparties de facon homogéne, sans cluster spéeititpspéce hote. Les séquences de VHE

autochtones sont toutes de génotype 3 ; les speas-f, 3c, 3e, ainsi qu’'un nouveau sous-
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type encore indéfini selon la classification de éual (Lu et al., 2006) circulent sur le
territoire. Les proportions de chaque sous-typesdes groupes de séquences isolés chez
I’'hnomme ou chez le porc sont similaires, démonttan@ circulation active du virus entre les 2
hotes. Les séquences isolées de porcs d’'un ménwegélprésentent des identités supérieures
a 99%. Le VHE se présentant sous la forme d’'unsigspéece, il est normal d’observer des
identités de cet ordre entre différents individngedté par la méme souche virale. La
comparaison de séquences de VHE isolées d’élevdiffésents a montré plus de 99%
d’identités entre 2 paires d’élevages, suggérastoads probables d’infections par la méme
souche virale. Dans les 2 cas, ces élevages étaimms. De méme, 4 groupes de séquences
VHE d’origine humaine ont été retrouvées totalemdantiques (100%). Ces cas n’avaient
pas de lien géographique. Enfin, 2 paires de ségse’VHE humaines et porcines
présentaient plus de 99% d’identité laissant sugpgs’il s’agit de cas de transmissions
zoonotiques directes alors gu'il n’existe pas dadigéographiques entre elles.

De nouveau, cette étude a confirmé le profil épidéagique particulier du VHE en
France comparé aux pays tropicaux et subtropidauchant plutét les hommes d’environ 50
ans. Les séquences autochtones de cette étudent étkiegénotype 3, comme celles
préecédemment isolées de 42 patients francais (hdgkbravanel et al., 2009). Les
proportions des 4 sous-types retrouvés étaienteggdhins les populations humaines et
porcines suggérant une circulation active du venise les 2 hétes. Le risque zoonotique est,
de plus, confirmé par les identités tres élevéasssdguences de VHE humaines et porcines,
rendant compte d’'une possible absence de barriespéates. L'étude de génomes complets
devrait confirmer cette hypothése. Enfin, I'étude th distribution géographique des
séquences de VHE identiques fait apparaitre dedgsardistances entre I'isolement des
séquences humaines et porcines. La contaminatieimoanementale de I'homme serait
limitée. Il semblerait que les personnes vivantsdarSud de la France sont plus frequemment
exposés au VHE. Ceci serait d0 a certaines halsitatimentaires spécifiques au Sud de la
France, comme la consommation de produits & bag®edde porc cru (Colson et al., 2010).

En conclusion, ces résultats d’épidémiologie mdbkioel a grande échelle confirment
le réle majeur du porc dans la transmission du V&Ehomme. Cette étude souligne la
nécessité de mettre en place un contréle, soitigam de la production porcine, soit au
niveau de la transformation alimentaire, afin deiter I'exposition humaine au VHE par la

consommation de porc.
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Frequent zoonotic transmission of hepatitis E virus
(HEV) has been suspected, but data supporting the animal
origin of autochthonous cases are still sparse. \We assessed
the genetic identity of HEV strains found in humans and
swine during an 18-month period in France. HEV sequences
identified in patients with autochthonous hepatitis E
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infection (n = 108) were compared with sequences
amplified from swine livers collected in slaughterhouses (n
= 43). Phylogenetic analysis showed the same proportions
of subtypes 3f (73.8%), 3¢ (13.4%), and 3e (4.7%) in
human and swine populations. Furthermore, similarity of
>99% was found between HEV sequences of human and
swine origins. These results indicate that consumption of
some pork products, such as raw liver, is a major source of
exposure for autochthonous HEV infection.

I I epatitis Evirus (HEV)is a causative agent of enterically
transmitted acute hepatitis in humans (7). It is a major
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public health issue in developing countries. where it causes
large waterborne epidemics (2). In industrialized countries.
it is an emerging problem. as an increasing number of
sporadic cases for which the origins are still unclear (3)
have been reported for patients who have not traveled to
HEV-endemic areas.

HEV is a nonenveloped virus with a single-stranded
positive RNA genome of 7.2 kb composed of 3 open
reading frames (ORFs). HEV is the sole member of the
family Hepeviridae (4) and has been classified into 4 major
genotypes and 24 subtypes. Genotype 1 is divided into 5
subtypes (la to 1e). genotype 2 into 2 subtypes (2a and 2b).
genotype 3 into 10 subtypes (3a to 3j). and genotype 4 into
7 subtypes (4a to 4g) (5). Although genotypes 1 and 2 are
endemic to developing countries, genotypes 3 and 4 are the
cause of sporadic cases. HEV is the only hepatitis virus that
is also found in a wide variety of animals (6). Genotype 3
can infect humans as well as swine. wild boar. deer. and
mongoose (7—10). It is generally agreed that swine are
widely infected all over the world (6). HEV seroprevalence
varies greatly depending on countries: 22.7% to 88.4% of
pigs are seropositive at 6 months of age (/7,/2). Among
pigs slaughtered at =25 weeks of age. the prevalence of
HEV fecal excretion ranges from 4% to 41% (/3,14). Viral
RNA sequences from pigs and humans can be closely
related (75,16). and cross-species infection of genotypes
3 and 4 from human to pig and pig to nonhuman primate
has been demonstrated experimentally (/7). To date. only
2 cases of zoonotic transmission from consumption of raw
or undercooked sika deer and wild boar meat have been
clearly identified in Japan with near or 100% homology
between the sequences from the patient and the consumed
meat (7,8).

A few reports have shown close phylogenetic
relationships between sequences identified in swine and
in humans. However. these studies were based on limited
numbers of sequences with little geographic or temporal
data (18-21).

In France. HEV seroprevalence in the human
population ranges from 3.2% to 16.6%. depending on the
geographic regions studied (22,23). The number of reported
viral hepatitis E cases is increasing. Although only 38 cases
were reported in 2006, a total of 340 cases were diagnosed in
2010. of which 70% were declared autochthenous with no
recent history of patients traveling abroad (French National
Reference Laboratory. unpub. data). In the swine reservoir.
a recent nationwide survey performed at slaughterhouses
showed high prevalence of HEV. HEV seroprevalence in
swine ranges from 31% at the individual level to 65% at
the farm level. In that study. HEV prevalence in pig liver
was estimated at 4%. meaning that HEV-infected pig livers
can enter the food chain (24). Moreover, it has been shown
that regional products made from raw pig liver may contain

Emerging Infectious Diseases » www.cdc gov/eid « Vol. 17, No. 11, November 2011

Hepatitis E Virus from Humans and Swine, France

HEV (25). In France, pork is the most widely eaten type of
meat (26) and could represent an HEV reservoir with a high
risk for zoonotic transmission,

To assess the zoonotic risk for transmission from
swine to humans in France, we studied HEV sequences in
both hosts. HEV sequences collected from every human
autochthonous case of hepatitis E infection and HEV-
positive pig livers collected at slaughterhouses. both within
18 months. were analyzed. Epidemiologic and spatial—
temporal data corresponding to phylogenetic analyses of
partial ORF2 sequences were used to investigate whether
swine are a major source of HEV contamination in France.

Materials and Methods

HEV Patients

Persons who had autochthonous hepatitis E wvirus
infection during May 2008-November 2009 and had no
travel history outside France were included in the study.
RINA was extracted from patient serum or fecal samples by
using a MagNA Pure LC RNA Isolation Kit (MagNA Pure
LC Instrument: Roche Diagnostics. Basel. Switzerland)
according to the manufacturer’s instructions. HEV RNA
was amplified by using a nested reverse transcription PCR
for the ORF2 gene as described (27). Sequencing was
performed on amplified strands with an automated DNA
sequencer (CEQS8000: Beckman-Coulter Inc., Fullerton.
CA. USA). Patients’ demographic and epidemiologic
features were collected anonymously from a questionnaire
on age. sex. recent travel (within the past 4 months). and
medical history.

Swine Sample Collection

As part of a national survey on the prevalence of swine
infected with HEV. 3.715 liver samples were collected at
slaughterhouses from May 2008 through November 2009.
Pig farms were selected through random sampling from
35 slaughterhouses accounting for 95% of the national pig
production. Herds were selected randomly from a database
table indicating dates and times of slaughter regardless of
the herd size. leading to a random distribution of small and
large types of farms (24). Thirty milligrams of liver was
excised with sterile surgical blades. Tissues were disrupted
in bead-milling tubes (FastPrep 24: MP Biomedicals.
Hlkrish. France). RNA was extracted by using the RNeasy
Viral RNA extraction kit (QIAGEN. Courtaboeuf. France)
according to the manufacturer’s instructions.

HEV RNA was detected by nested reverse transcription
PCR with the same primers used for human HEV
amplification (27). Positive samples were sequenced by the
Sanger method (Cogenics. Grenoble. France or Eurofins
MWG Operon. Ebersberg. Germany).
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Phylogenetic Analysis

We deposited 106 HEV sequences from human patients
(1 sequence/patient) in GenBank under accession nos.
JF730329-JF730434 and 43 HEV sequences from swine
livers (1 sequence/farm) under accession nos. JE718787—
JF718829. Human and swine HEV RNA sequences of 204
to 306 nt were analyzed by using MEGA4 (28). with a set
of sequences available from GenBank (online Appendix
Table. wwwnc.cde.gov/EID/article/17/11/11-0616-TA1.
htm). to determine genotypes and subtypes as described by
Lu et al. (5). Alignment was performed by using ClustalW
(MEGA4. www.megasoftware.net). Phylogenetic trees
were built by using the neighbor-joining method with a
bootstrap of 1.000 replicates.

Statistical Analyses

Statistical analyses were performed by using a 3’
distribution with 1 df and the Fisher exact probability test
to compare proportions between the 2 groups. Differences
were considered to be statistically significant when p<0.05.

Results

Epidemiologic Data

During May 2008—November 2009. hepatitis E was
diagnosed for 305 patients in France. Only the 106 patients
who had answered and returned the questionnaire and who
had no recent history of traveling abroad were included in
the study.

Of the 106 patients with HEV viremia. information on
sex and age was available for 103 patients. of whom 72%
were men: the mean age was 55 years (Figure 1). The 40—
69-year age group had a significantly predominant number
of male patients (81%). All patients had acute resolving
hepatitis E. except for 1 in whom chronic hepatitis E
developed after a liver transplant.

Geographic Distribution of Human Cases
and HEV-positive Swine Herds

Geographic data on place of residence were available
for 100 patients. Most human HEV cases were diagnosed
in southern France (67%). especially in the southeastern
region. Provence-Alpes-Cdte-d”Azur. which accounted

for 30% of the cases (Figure 2) and contains 7.6% of

the national population. In northern France. where 33%
of the cases were observed. a high density of HEV cases
(11%) were clustered in the Paris region (Figure 2). The
Paris area. Ile-de-France. is the most populated region
and contains 18% of the total population (29). In contrast,
most of the HEV-positive swine herds were found in
northern France (77%). particularly in the western region.
Brittany. which is the largest swine-producing region,
accounting for 52% of national production (Figure 2).
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Figure 1. Distribution of age and gender for 103 hepatitis E virus
(HEV) viremic patients, France, May 2008—November 2009.

Fewer positive swine samples were found in southern
France (23%), where there is a lower density of pig herds
than in Brittany (24).

Human and Swine HEV Sequences

To characterize HEV circulating in humans and
swine from May 2008 through November 2009. we
subjected partial ORF2 HEV sequences. amplified for
both populations. to phylogenetic analysis. This ORF2
genomic region seems to match the classification of full-

Brittany

North
Human = 33%
Swine = 77%

Human = 67%
Swine = 23%

South

| Provence-Alpes- &
& Céote-d'Azur v

“H00km T RS
Figure 2. Geographic distnibution of hepatitis E virus (HEV)
subtypes recovered from humans (n = 100) and swine (n = 43),
France, May 2008-November 2009. Black, human HEVs; red,
swine HEVs; triangles, subtype 3c; squares, subtype 3e; dots,
subtype 3f; diamonds, strains of undefined subtype. Regions with a
high density of HEY are named.
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length HEV sequences according to Lu et al. (5) and gives
similar phylogenetic topologies to the ORF1 region RdRp
(30). For each human case. a single HEV sequence was
retrieved (n = 106). One HEV RNA sequence from each
positive farm was included when the same sequence was
recovered from several pig livers from the same farm (n
= 43). To define genotypes and subtypes. we added 22
reference sequences of human and swine origins to the
analysis (online Appendix Table). Genotype 4 HEV was
used as the outgroup.

Human and swine strains were scattered homo-
geneously on the phylogenetic tree (Figure 3): no specific
cluster in relation to the host was considered. All sequences
belonged to genotype 3 and more specifically to subtypes
3f. 3c. and 3e. There was some difficulty in identifying
a specific subtype to a cluster of 12 sequences, 8 from
humans and 4 from swine. These sequences were close
to 7 subtypes (3a. 3b. 3c¢. 3d. 3h. 3i. and 3j) but shared
<00% homology with any of them (5). The term undefined
subtype was given to this cluster (Figure 3).

Subtype Proportions and Distribution

A comparison of subtype proportions in swine
and human populations did not reveal any significant
differences (p>0.05) (Table 1). Subtype 3f was the largest
cluster. accounting for 73.8% of the strains sequenced
(72.6% in humans and 76.7% in swine). Subtype 3¢ was
the second largest group. accounting for 13.4% of HEV
strains (15.1% in humans and 9.3% in swine). The set of
sequences of undefined subtype accounted for 8.1% of
the total strains and was also homogeneously represented
(no statistical difference in proportion) between human
(7.6%) and swine strains (9.3%). Finally. the proportion
of subtype 3e was smallest. 4.7% in the swine and the
human groups.

Geographic distribution of subtypes showed that 3f
was found all over the territory: 3c seemed to be missing
in Brittany. where the largest number of samples was
collected (1.760 livers). Most sequences of the undefined
subtype originated from southern France (Figure 2).

Nucleotide Variations among Human
and Swine HEV Sequences

To investigate whether some nucleotide positions
would be host strain specific. a p-value was calculated
for each nucleotide position. No significant difference
(p<0.05) between human and swine HEV was obtained
for the short nucleotide sequence studied (data not shown).
The same observation was made at the amino acid level.
where there was no significant difference at any position
between human and swine HEV (data not shown).
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Figure 3. Phylogenetic free of hepatitis E virus (HEV) detected in
human and swine constructed by the neighbor-joining method with
a bootstrap of 1,000 replicates based on the Clustal\W alignment
(MEGA4, www.megasoftware net) of 204- to 306-nt sequences
within open reading frame 2. The 106 HEY sequences recovered
from patients from France are displayed as black dots (GenBank
accession nos. JF730329-JF730434), the 43 HEY sequences
recovered from swine from France are displayed as red dois
(accession nos. JF718787-JF718829), and the 22 reference strains
from GenBank are displayed as white dots (GenBank accession
nos. in online Appendix Table, wwwnc_cdc.gov/EID/article/17/11/11-
0616-TA1.). Genotype 4, subtypes 3f, 3¢, and 3e, as defined by Lu
et al. (8), are encircled by a solid black line; undefined subtype
is encircled by a dashed black line. Bootstrap values >70% are
indicated on respective branches. Scale bar represents nucleotide
substitutions per site.

HEV Sequence Similarities

Human Sequence Similarities

The 106 sequences recovered from human patients
were compared with each other at the nucleotide level. The
percentage of nucleotide sequence identities ranged from
67.8% to 100% (Table 2). Four groups of 2-3 patients
had 100% nt similarity. These sequences were detected
in patients living in different regions. at intervals ranging
from 6 days to 6 months (Figure 4).
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Table 1. Proportions of subtypes of HEV strains identified in 106 humans and 43 swine, France, May 2008—November 2009

No. (%) isolates

Sequences Subtype 3c Subtype 3e Subtype 3f Undefined subtype Total no.
Human HEVY 16 (15.1) 5(4.7) 77 (72.6) 8 (7.6) 106
Swine HEV 4 (9.3) 2(47) 33(76.7) 4(9.3) 43
Total HEV 20 (13.4) 7(4.7) 110 (73.8) 12 (8.1) 149

*HEV, hepatitis E virus.

Swine Sequence Similarities

First. to evaluate HEV within-farm homology.
we compared 10 sequences recovered on the same day
from 10 animals from the same farm. Similarities of
99% to 100% were found (Table 2). The 43 sequences
recovered from independent farms all over France were
then compared with each other. Similarities ranged from
71.7% to 99.3% (Table 2). Three pairs of sequences were
found with similarities of >99% (Figure 4). These pairs
of sequences originated from neighboring farms (Figure
4). Two pairs of sequences were samipled on the same day
(August 30. 2008 or November 18. 2009). and the third
pair was sampled at a 6-month interval (June 10. 2008.
and November 24. 2008).

Similarities between Human and Swine Sequences

Similarities ranged from 68.4% to 99.3% (Table
2). These minimum and maximum similarities do not
significantly differ from those found in each separate
population (p<0.05).

Two pairs of sequences were found to have >99%
similarity. In both cases. human and animal HEV sequences
were identified in different geographic regions at intervals
of 5 months (human. August 3. 2008; and swine. April 9.
2008) to 1 yvear (human, May 22. 2009: and swine. May 27,
2008). In both cases. swine sequences were sampled first.
before the onset of the disease in the patient.

Discussion

Although zoonotic transmission of hepatitis E virus
from swine to human has been well accepted. little
data are available on HEV sequences circulating in
human and swine populations within a country during a
restricted period. We investigated a large number of HEV
sequences, collected from 106 patients and 43 swine over
an 18-month period. The patients were mostly male (72%)

Table 2. Percentage nucleotide similarities of 204 to 306 HEVY
nucleotide sequences from 106 humans and 43 swine, France,
May 2008—November 2009*

Sequences Minimum Average Median Maximum
Human HEV 67.8 852 87.7 100
Swine HEY
Same farm 99.0 997 g99.7 100
Different farms 717 86.1 88.2 99.6
Human and swine HEV 684 854 87 .6 993

*HEV, hepatitis E virus.

2022

and >55 years of age. This finding is in agreement with a
previous report on acute HEV infection in France. which
found that men accounted for 68% (36/53) of the cases
(31). The situation in industrialized countries contrasts
with that in regions where attack rates for waterborne
outbreaks of HEV genotype 1 are higher among young
adults (15—40 vears of age) (/). This observation suggests
that the 2 epidemiologic profiles may involve different
contamination routes. There are differences in hygiene
and meat consumption habits in these regions. Moreover.
no animal reservoirs have been yet described for the
genotypes involved in waterborne outbreaks (genotypes 1
or 2) (6). suggesting that zoonotic transmission might be
limited in any HEV-endemic areas.

All 149 HEV sequences belonged to genotype 3
and were divided into at least 3 subtypes according to
the classification elaborated by Lu et al. (§). Sequences
sharing a minimum of 90% similarity were considered as
belonging to the same subtype. Among these sequences.
137 belonged to subtypes 3f. 3c. and 3e. For 12
sequences. 8 human HEV and 4 swine HEV. there was
some classification uncertainty because they were close
to 7 different subtypes but shared <90% homology. The
difficulty in classifying this undefined subtype might be
because of partial sequencing of the strains identified.
although Lu et al. showed that the 5' end of the ORF2
region matches the complete genomic sequence for HEV
classification better than other regions of the HEV genome
(5). Using the nucleotide BLAST database (http://blast.
ncbinlm.nih. gov/Blast). sequences from this undefined
subtype are close but share <90% homology to 3a and
3¢ sequences detected in the Netherlands or 3h and 3i
sequences detected in Germany. This undefined subtype
also clusters on its own (>90% homology) and could
be a new subtype that is specific to France. Comparison
of autochthonous HEV from France with HEV from
neighboring countries shows that the same main
subtypes are found: 3f is found all over Europe: 3¢ in the
Netherlands, Ttaly, and Hungary: and 3e in the UK, the
Netherlands. Germany. and Hungary (75,18,32—335). This
finding suggests that some subtypes may have emerged
and evolved locally through animal trading.

The proportion of each subtype in both species was
then estimated. and the proportions of subtypes 3f. 3c.
and 3e were found to be almost the same. Such a similar
distribution of subtypes suggests an active circulation
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of the virus between the 2 host species in France. In the
Netherlands. proportions of subtypes in human compared
with animals or environmental strains were found to differ
markedly. 6% versus 43% for 3f and 75% versus 35% for
3¢ (I18). suggesting a limited number of contamination
events through these 2 possible contamination pathways in
this country.

Although HEV is widely distributed across France.
some geographic regions showed higher rates of infection
in humans. Most (67%) cases of autochthonous hepatitis
E were found in southern France and particularly in the
Provence-Alpes-Cote-d’ Azur region (30%). These results
are consistent with HEV seroprevalence in blood donors
being higher in southern (16.6%) than in northern France
(3.2%) (22,23). Furthermore, this observation correlates
with results of a previous national survey in France
showing an increasing north-to-south gradient of acute
hepatitis E (37). In contrast. in the animal reservoir, most
HEV sequences were detected in the main pig-producing
area located in northwestern France. Nevertheless, the low
number (only 2) of human cases observed in this region
with a high density of pig farms suggests that the number of
contamination events through the environmental pathway
is limited. In the Tle de France region (Paris area), a high
number (11%) of cases of hepatitis E was also reported.
This finding could be partially explained by the high
population density (18%) in this area: a few cases were
reported after traveling and eating uncooked pork products
in southern France.

To further analyze sequence similarities between
human and swine HEV strains, we defermined the
similarities in nucleotides between human and swine
sequences. HEV has a high mutation rate because of its
error-pronie RNA-dependent RNA polymerase and is
probably present as a quasispecies in an infected host (36).
Thus. low (<1%) variability in nucleotides may correspond
to a unique strain. Analyvzing human HEV sequences. 100%
nt similarity was found in 4 groups of 2—3 patients. These
patients were not related. but they may have been exposed
to an unknown common source of contamination.

Swine sequences amplified from livers of animals
within the same herd were found to be homogeneous. with
a maximum difference of 3 nt along the 306 nt sequenced.
Except for 3 groups of 2 herds. all the sequences were
different (<99%). These 3 groups included herds that
were sampled at the same time or 5 months apart and that
were geographically close (a few kilometers). This high
similarity of partial sequences might be explained by a
possible exchange of animals between nearby herds. which
is a common practice. However, it cannot be excluded that
movements of farm workers and veterinarians or spreading
of infected slurry might contribute to HEV transmission
between herds. Swine HEV infection spreads easily within
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Figure 4. Geographic distribution and sampling date of human and
swine hepatitis E virus (HEV) sequences sharing >99% identities,
France, May 2008—November 2009.

a herd through the fecal-oral route (37). This geographic
clustering of HEV strains detected in animals was also
observed in Sweden (79).

Because animals from the same herd can have a
difference of 3 nt over the same amplified sequence. human
and porcine HEV sequences with >99% similarities may be
considered as coming from related strains. A comparison
of human and swine sequences showed that 2 pairs of
sequences were similar (99.3%). In both cases. swine and
human sequences were defected in different geographic
areas. The swine sequences were identified first and later
in humans. Pork meat is the most widely eaten meat in
France (34.7 kg/inhabitant/year). and it is distributed and
consumed throughout France (26). In our study. HEV
sequences were amplified from liver. but other meat might
be a vector for HEV infection because it has been shown
that other organs such as muscles can be HEV positive (38).
Considering the geographic distances and the detection of
these HEV sequences in animals first, it seems reasonable
to assume that foodborne infection may play a major role
in autochthonous cases of hepatitis E. The high similarity
observed suggests that these 2 cases could be the result of
zoonotic transmission. Furthermore, because since these
sequences are not geographically linked. contamination
through environmental exposure can be ruled out.
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In addition to the high degree of similarity observed
between human and swine sequences and the identical
proportion of each subtype in both hosts, no specific
nucleotide substitutions have been identified when
sequences from different host species were compared. These
results are in line with the possible absence of a species
barrier for HEV strains of genotype 3. However, before
concluding that there are no host restriction determinants,
further analysis of longer sequences is required.

This unique large-scale study on human and swine
sequences with spatial-temporal data suggests that zoonotic
transmission of HEV is involved in autochthonous cases.
The swine reservoir is widely infected with HEV, and
mfected livers enter the food chain. Living in southern
France seems to be associated with more frequent exposure
to HEV (67% of cases). This observation might be linked
to cultural food habits specific to southern France and
frequent consumption of products made from raw swine
liver (25).

Shuty from swine is often spread onto local fields, but
there are few (only 2) cases reported in Brittany compared
with other regions. The spread of HEV into the environment
may not have major consequences but cannot be ignored.
Contact with animals; consumption of contaminated water,
vegetables, or shellfish: or unknown routes of transmission
need to be investigated. In conclusion, taken together. these
results confirm the major role played by the swine reservoir
of HEV in autochthonous cases of hepatitis E. This study
underlines the need for a surveillance and control plan.
either at the level of pig production or at the level of food
processing, to limit human exposure to HEV through
consumption of pork products.
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II - Séquences consensus identiques et polymorphisme
génomique conservé lors d’'une transmission inter-especes
controlée du virus de I’hépatite E

La présente étude a été menée afin d’évaluer lalfications génomiques du VHE
suite a un changement d’héte. En effet, la companatle séquences partielles de génotype 3
isolés chez 'homme et le porc, et les infectiormsges porc-primate par les génotypes 3 et 4
suggerent une absence de barriere d’espece (MatigyutiShapiro, et al., 1998; Arankalle et
al., 2006). De plus, le degré de variabilité généi du génome consensus et de la
quasiespéece du VHE de génotype 3 lors d’une traassomi inter-espece n’a pas été exploré.

Un échantillon provenant d’'un patient ayant dévpéopne hépatite E autochtone de
génotype 3 a été inoculé a 2 porcs par voie otaldection expérimentale par voie orale a
été suivie par RT-PCRq et un pic d’excrétion féchle/HE chez les porcs a été observé a 15
jours post-infection. Trois échantillons concente@svirus ont été choisis pour une étude de
séquencage haut-débit : I'échantillon humain, umaétillon de féces de porc et un
échantillon de bile de porc. Le séquencage haut-deété réalisé sare priori et a donné
environ 25x10 séquences d’environ 80 nucléotides. Entre 2xt03x1G séquences ont
permis d’assembler un génome consensus VHE pour3léshantillons. Les génomes
consensus obtenus présentent 100% d’identité nminwae parfaite adaptation de la
population majoritaire du VHE de génotype 3 auxxdespeces hotes. Le nombre d’erreurs
dues a la technique de séquencage haut-débit évaliéé a partir des genes conservés des
hétes se trouvant dans les échantillons afin dielerales sites polymorphiques du VHE. Un
nombre variable de sites polymorphiques validése-4&@ a 614 — a été trouvé selon
I'échantillon considéré ; ces variations étantdiéela profondeur de séquencage de chaque
échantillon. Jusqu’'a 20,7% de la population viratenportent des mutations menant a un
codon stop ou une proline, mutations généraleméldtétes. Il existe ainsi une pression de
sélection négative le long du génome purifiant lajamnté des mutations aléatoires de la
population virale. En revanche, 12 sites polymagpbs sont conservés dans les 3
échantillons au cours de la transmission inter-@speEnfin, la diversité nucléotidiqgue a pu
étre calculée pour le VHE de génotype 3 et comparéautres virus a ARN. La diversité
nucléotidigue du VHE est de l'ordre de 0,028% a7%0 Ces valeurs correspondent a la

gamme inférieure des virus uniqguement humain, comenvd@H, dont la gamme va de 0,04%
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a 2,5% et est supérieure aux virus zoonotiqueorieés, comme le Virus du West Nile, dont
la gamme va de 0,021% a 0,034% selon I'espécetédec
En conclusion, les résultats ont montré que la dormoculation orale, voie d’infection

naturelle, s’est montré efficace dans la transmmmssiu VHE de génotype 3 de 'homme au
porc. Etonnamment, il n'y a pas eu de modificatidnsgénome consensus du VHE lors du
passage d’hdte et 30% des sites polymorphiquesHia Mumain se sont retrouvés dans la
population virale chez le porc. La transmissionMHE de génotype 3 ne semble donc pas
soumise a une restriction d’héte entre le porc’l@nime, soulignant la compétence des

souches virales circulant sur le territoire etidgue zoonotique associé.
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Identical Consensus Sequence and Conserved Genomic Polymorphism
of Hepatitis E Virus during Controlled Interspecies Transmission

Jerome Bouquet,>™< Justine Cheval,? Sophie Rogée,>™< Nicole Pavio, "< and Marc Eloijt>®<d=

UMR 1161 Virology, ANSES, Laboratoire de Santé Animale, Maisons-Alfort, France®; UMR 1161 Virology, INRA, Maisons-Alfort, France™ UMR 1161 Virclogy, Ecole Nationale
Vétérinaire d'Alfort, Maisons-Alfort, France®; Pathoquest, Paris, France®; and Department of Virology, Institut Pasteur, Paris, France®

High-throughput sequencing of bile and feces from two pigs experimentally infected with human hepatitis E virus (HEV)
of genotype 3f revealed the same full-length consensus sequence as in the human sample. Twenty-nine percent of polymor-
phic sites found in HEV from the human sample were conserved throughout the infection of the heterologous host, The
interspecies transmission of HEV quasispecies is the result of a genomic negative-selection pressure on random mutations
which can be deleterious to the viral population. HEV intrahost nucleotide diversity was found to be in the lower range of
other human RNA viruses but correlated with values found for zoonotic viruses. HEV transmission between humans and
pigs does not seem to be modulated by host-specific mutations, suggesting that adaptation is mainly regulated by ecologi-

cal drivers.

epatitis E virus (HEV) is a causative agent of acute hepatitis in

humans. The disease is usually self-limited but is a major
public health concern both in developing countries, where it
causes large waterborne epidemics, and in industrialized coun-
tries, where sporadic autochthonous cases of unclear origin are
reported. It is the only hepatitis virus that infects animals other
than primates, such as swine, wild boars, and deer (28). Direct
zoonotic transmissions through consumption of contaminated
food were observed in a few cases in a region where HEV is not
endemic (20, 38).

HEV is a positive single-stranded RNA virus. It is the sole
member of the Hepeviridae family and the Hepevirus genus (25).
HEV isolates have been divided into at least four genotypes, two
putative genotypes, and 24 subtypes (12, 16, 22, 25). Genotype 1
and 2 are present in humans only, while genotypes 3 and 4 can
infect both humans and animals (28). The 7.2-kb genome of HEV
is composed of three open reading frames (ORF). ORF1 encodesa
nonstructural polyprotein with six conserved domains and one
hypervariable region (14, 19). ORF2 encodes the capsid protein,
and ORF3 encodes a phosphoprotein necessary for infection in
vivo (9).

Many RNA viruses circulate as a population of heterogeneous
but closely related genomes within the same individual. The emer-
gence of such quasispecies is the consequence of a high mutation
rate engendered by the activity of nonproofreading RNA-depen-
dent RNA polymerases (RARP), coupled with a high replication
rate.

To date, the only description of the HEV quasispecies has
been obtained by restriction fragment length polymorphism
and sequencing of a 448-bp fragment from HEV genotype |
(10). Since genotype 1 is restricted to humans, the results of
this study had limited significance for HEV population vari-
ability in other host species and for the existence of a putative
species barrier for genotypes 3 and 4 (22). Swine isolates of
genotype 3 and 4 HEV can infect primates, and human isolates
of genotype 3 and 4 HEV have been shown to replicate in pigs
(1, 8, 11, 23, 24). The objective of the present study was to
analyze the genomic diversity of full-length HEV genotype 3
during a single passage between the two different host species
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using high-throughput sequencing (HTS) techniques and deep
genomic variability analysis.

MATERIALS AND METHODS

Experimental infection. Human fecal samples were collected from a
French patient with no recent travel history outside France who had de-
veloped an acute autochthonous hepatitis E of subtype 3f, according to the
classification of Lu et al. (22).

Two 3-month-old pigs were orally inoculated using industrially ster-
ilized pet food mixed with 1 g of human sample infected with 2 x 10°
copies of HEV RNA. After inoculation, feces of pigs were collected every 2
days for 1 month, and bile samples were collected after a light surgical
procedure at 15 days postinfection (dpi) (Fig. 1). This experimental pro-
tocol was validated by the ethics committee (ComEth; saisine number
10-0041) from the National Veterinary School of Alfort, the National
Agency for Safety, and University Paris 12.

Serological analyses. Serological analyses were conducted as previ-
ously described (32). Briefly, serum samples were tested with an anti-HEV
total immunoglobulin kit for human diagnosis (EIAgen HEV Ab Kit;
Adaltis, Ingen, France), replacing the secondary antibody by a peroxidase-
conjugated rabbit polyclonal anti-pig lgG(H+L) (Abcam, France). Sam-
ples were considered positive when the optical density at 450 nm (OD ;)
ratio of the sample to the cutoff value (equal to the value of the negative
control + 0.350) was >1.

RNA extraction and quantitative RT-PCR. HEV load was estimated
by real-time reverse transcription-PCR (RT-PCR). Total RNA was ex-
tracted from 200 pl of fecal samples in 10% phosphate-buffered saline
(PBS) or bile samples using a viral QiAmp kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France) according to the manufacturer’s instructions, and real-time RT-
PCR, as developed by Jothikumar et al., was performed on 2 pl of RNA
using a Quantitect RT-PCR probe (Qiagen, Courtaboeuf, France) (17). A
LightCycler apparatus (Roche Molecular Biochemicals, Meylan, France)
was used for sample analysis. Standard quantification curves were calcu-
lated with standard HEV RNA of subtype 3f. The standard plasmid was
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FIG 1 Experimental infection of two pigs with human HEV. The HEV load of initial human fecal sample inoculated to pigs is plotted as a black square. Excretion
of the virus in the feces of pigs is plotted as white squares for pig 1 and as gray squares for pig 2. The HEV load in the bile is plotted as white dots for pig | and as
gray dots for pig 2. The presence of anti-HEV IgG in serum is indicated by black diamonds. Samples used in high-throughput sequencing are boxed in black.
Times of inoculation, surgery, and euthanasia are indicated on the axis for days postinfection.

constructed by cloning a fragment corresponding to the genomic region
from nucleotides (nt) 5190 to 5489 of a French swine HEV sequence of
genotype 3f (accession number JF718793) into the Nhel/Xhol-digested
pCDNA 3.1 (Life Technologies, Villebon sur Yvette, France) Amplifica-
tion and cloning were performed using forward (5’ -Nhel-CTGCATCGC
CCATGGGATCGC-3") and reverse (5'-Xhol-CGCTGGGACTGGTCAC
GCC-3') primers.

The HEV-positive human fecal sample, a pool of swine fecal samples
collected at 16 dpi, and a pool of swine bile samples collected at 15 dpi
were subjected to HTS.

Sequence-independent amplification. After DNase treatment for 2 h
at 37°C (0.33 U/l of sample; Qiagen, France), total nucleic acids were
extracted using a Nucleospin RNA virus kit (Macherey-Nagel, Germany)
and then amplified without use of HEV-specific PCR primers, as de-
scribed previously (6). Briefly, bacteriophage ®29 polymerase-based mul-
tiple-displacement amplification was preceded by a cDNA synthesis step
performed with random hexamer primers. Ligation and whole-genome
amplification were then performed with a QuantiTect whole-transcrip-
tome kit (Qiagen, France) according to the manufacturer’s instructions.

High-throughput sequencing. Illumina GAII sequencing was sub-
contracted to GATC (Constance, Germany). High-molecular-weight
DNA (5 g), resulting from genomic RNAs as described above, was frag-
mented into 200- to 350-nt fragments, to which adapters were ligated.
Adapters included a nucleotide tag allowing for multiplexing of the three
samples in one channel.

Data filtering and establishing consensus sequences. [llumina se-
quencing data were processed by using a bioinformatic analysis pipeline as
described previously (6). Briefly, Illumina sequence reads were trimmed
of their low-quality score extremities, and host genome sequences (Homo
sapiens and Sus scrofa) scanned with SOAPaligner (http://soap.genomics
.org) were discarded. A quick and very restrictive BLASTN study was also
performed to eliminate additional host reads. BLASTN and BLASTX were
used to scan dedicated specialized viral, bacterial, and generalist databases
maintained locally (GenBank viral and bacterial databases) (6). Reads and
contigs matching HEV sequence were mapped over the closest sequence
hit using relaxed alignment settings (length fraction, 0.5; similarity, 0.8) in
the CLC Genomics Workbench (CLC bio, Cambridge, MA).
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Validation of polymorphic sites and analysis of sequence diversity.
To eliminate overmutated reads generated by the technique, a new map-
ping of reads matching HEV sequences was performed with SOAPaligner
(http://soap.genomics.org) on the newly assembled HEV consensus se-
quences, removing reads with more than two mismatches.

The error rate due to the amplification and sequencing processes was
established by observing the variability of conserved genes from host spe-
cies and bacteria present in the samples following the same filtering pro-
cess as HEV sequences. The number of sequencing errors was plotted
against the number of nucleotides mapped over a consensus sequence to
uncover the error rate. A theoretical number of mutations generated by
the technique was calculated for each nucleotide position of HEV quasi-
species by multiplying the error rate with the coverage at each position
and rounded to the immediate upper whole number. Polymorphic sites
were validated when the observed number of a base (or gap) different
from the consensus sequence was superior to the theoretical number of
mutation errors.

Polymorphism parameter calculation. To define the intrahost diver-
sity of HEV quasispecies, the genome-wide data of validated nucleotide
sites were analyzed to measure the average nucleotide diversity and mean
diversity. Nucleotide diversity as developed by Nei and Li (27) was calcu-
lated as the average percentage of single nucleotide polymorphism (SNP)
over the genome, whereas mean diversity corresponds to the percentage of
the number of substitutions divided by the total number of nucleotides.

For each sample, a theoretical sequence containing all validated mu-
tations was created. Selective pressure along the three ORFs was calculated
with the random effects likelihood method from Datamonkey (http:
/lwww.datamonkey.org), and the average ratio of nonsynonymous to
synonymous changes (dN/dS) was calculated using an online calculation
tool (http://services.cbu.uib.no/tools/kaks). A dN/dS ratio above 1 im-
plies a positive or directional selection in which advantageous mutations
are being fixed, and a ratio of less than 1 implies a negative or purifying
selection, suggesting the removal of deleterious mutations. Finally, qua-
sispecies complexity was calculated using normalized Shannon entropy
(Sn) as follows: Sn = =3, [p, - In(p,)]/In(N), where N is the total number
of sequences analyzed, and p, is the frequency of each sequence in the
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TABLE 1 Properties of sequenced data from human and pig samples

Value by sample type
Process and/or parameter Human Pig feces Pig bile
No. of reads
Total 28,726,064 27,146,966 25,022,058
After quality filtering 26,846,188 24,846,942 21,888,778
After host filtering 26,820,255 24,834,733 21,285,465
Matching HEV sequence 4,256 13,267 3,455,265
Assembling of HEV consensus sequences
No. of nucleotides mapped over the HEV genome 334,924 1,035,285 269,207,053
Length of consensus HEV genome (nt) 7,261 7,259 7,317
Depth coverage (mean no. of reads per nucleotide position) 46 143 36,792
Mapping of HEV quasispecies
No. of nucleotides mapped over the HEV genome 297,263 925,501 243,773,002
Length of consensus HEV genome (nt) 7,234 7,231 7,316
Depth coverage (mean no. of reads per nucleotide position) 41 128 33,316

viral quasispecies. Sn varies from 0 (no complexity) to 1 (maximum
complexity).

Detection of nonviable mutations. In order to have an estimate of the
percentage of the nonviable HEV population, mutations creating internal
stop codons and mutations changing an amino acid into a proline were
considered. We assumed that any stop codon within one ofthe three ORFs
would produce a nonviable virion. Prolines are known to disrupt second-
ary structures and thus affect proper folding of proteins. ORF2 of HEV has
been fully characterized (31) as coding for the capsid protein. Any muta-
tions creating an additional proline in ORF2 would disrupt the structure
of the capsid monomers, preventing its oligomerization and yielding non-
viable virions. The range of frequency of these disruptive mutations was
approximated from the highest mutation frequency observed in all sites to
the sum of all frequencies, considering whether all disruptive mutations
are situated on the same sequence or whether all disruptive sites are on
different sequences.

Nucleotide sequence accession numbers. The consensus sequences
for the full-length genomes of human HEV, swine HEV from feces, and
swine HEV from bile were deposited in the GenBank under accession
numbers IN906974, IN906975, and JN906976, respectively.

RESULTS

Experimental infection. Prior to inoculation, both pigs tested se-
ronegative and negative for HEV RNA (Fig. 1). Oral inoculation of
2 X 10” copies of human HEV was successful, leading to virus
excretion in both pigs from 2 dpi and seroconversion at 21 dpi in
pig 2 (Fig. 1). Peak viral excretion reached 4 X 10® copies of HEV
RNA/g of feces at 11 dpi. Shortly after the peak of excretion, light
surgery was performed to collect the bile of the two infected ani-
mals. Bile samples of pig 1 and pig 2 contained 2 X 10°and 4 X 10°
copies of HEV RNA/ml of bile, respectively. Subsequent feces
samples of pig 1 and pig 2 collected at 16 dpi reached 8 X 107 and
3 X 10° copies of HEV RNA/g of feces, respectively (Fig. 1).
Generation of HEV consensus genomes from Illumina se-
quencing data. Illumina sequencing generated around 27 X 10°
reads per sample. An average of 10% of the reads was discarded
after quality filtering and mapping over the host species genomes;
0.15% to 15% of these reads matched HEV sequences (Table 1).
For each of the three samples, numerous contigs were assembled,
and three consensus sequences were derived with 4.3 X 10° to
3.5 X 10° reads. HEV consensus genomes differed in length (Table
1), with sequences from human feces and pig feces being shorter

6240 jviasm.org

than the one from pig bile of 3 nt at the 5 untranslated region
(UTR) and 53 to 55 ntat the 3" UTR. These differences correspond
to a lower coverage of the extremities due to the trimming process
of each read.

The HEV consensus sequences of the three samples were 100%
identical. As expected, they were found to be of genotype 3, sub-
type 3f. HEV genome coverage ranged from 2 to 146,597 reads per
nucleotide position, depending on sample and genomic region
(Fig. 2). The pool of swine bile samples had the highest HEV load:
2.56 X 107 copies of HEV RNA/ml after amplification compared
t0 7.42 X 10* and 6.44 X 10° copies of HEV RNA/ml for the pool
of swine feces and the human sample, respectively (data not
shown). As a result, the pool of swine bile sample had the highest
genome coverage, with a mean coverage of 36,792 reads per nu-
cleotide position compared to 143 and 46 reads for swine feces and
human feces, respectively (Table 1).

HEV polymorphism parameters. The number of sequencing
errors was plotted against the number of nucleotides mapped over
conserved genes of host species and bacteria. The error rate was
found to be 0.28% (Fig. 3). Because of the coverage differences, the
number of polymorphic sites above the error rate found in each
sample varied according to the coverage of HEV sequences in each
sample: 42 SNPs for the human sample, 172 SNPs for the pool of
pig feces, and 614 SNPs for the pool of pig bile, which represented
0.5%, 2.4%, and 8.3% of the genome, respectively (Table 2). Mu-
tations occurring at a frequency aslittle as 1/356 could be detected,
and the proportion of the HEV population displaying one partic-
ular SNP could be as high as 33% (Fig. 4).

This polymorphism is not constant along the genome (Fig. 4).
The HEV quasispecies from the pool of pig bile presented values of
intrahost nucleotide diversity higher for the 5" untranslated re-
gion (UTR) and hypervariable region than for the region coding
for the RARP (1.4%, 0.093%, and 0.044%, respectively) (data not
shown).

Mean diversity ranged from 0.03% for the human sample to
0.18% for the pool of pig bile, whereas intrahost nucleotide diver-
sity ranged from 0.028% to 0.07%. The type of mutations found in
the three samples gave an unusual rate of transition/transversion
of around 0.6. From 50 to 85% of SNPs resulted in nonsynony-
mous mutations, which represented 1.4% to 14.1% of the total
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FIG 2 Coverage of the HEV genome by high-throughput sequencing. A schematic representation of the HEV genome is shown at the top of the figure. ORFs are
drawn to scale, and the UTR, the hypervariable region (HVR}, and the region coding for the RNA polymerase (RP) are highlighted. Numbers of reads are
projected along the genomic position. Black line, bile samples pooled from the two pigs; plain gray line, feces sample pooled from the two pigs; dotted gray line,

human sample.

length of the three combined ORFs (Table 2). Selective pressure
along the three ORFs was mainly neutral, with a few negatively
selected sites in ORF2; no positively selected sites (dN > dS) could
be detected (data not shown). The average genome-wide dN/dS
ratio ranged from 0.91 to 0.51 (Table 2), suggestive of a negative
selection. Finally, genome-wide normalized Shannon entropy was
fairly low, ranging from 0.006 to 0.011 (Table 2).

A total of 5 to 32 sites with mutations creating internal stop
codons or additional prolines could be detected in the HEV se-
quences of the three samples. The frequency of these disruptive
mutations in the HEV population ranged from 2.7 to 20.7% (Ta-
ble 2).

1500

1000

No. errors

500 4

Conserved polymorphism. Ninety-two SNPs were shared by
the sequences from the pool of pig bile or feces, but, more impor-
tantly, 22 polymorphic nucleotide positions were shared by the
sequences from human and pig bile; and 12 SNPs were shared by
the sequences of all three samples (Fig. 4 and Table 3). Of these 12
SNPs, 6 were situated in ORF1, 3 were in the overlapping fragment
of ORF2 and ORF3, and 3 others were in ORF2 alone. Only two of
these mutations were transitions, and only two resulted in synon-
ymous amino acid changes. The average frequency of these 12
shared SNPs were, respectively, 1.6, 3.5, and 4 times higher than
the average SNP frequency in the human sample, the pig feces, and
the pig bile samples (Tables 2 and 3).

y = 0,0028x
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FIG 3 Plot of the number of sequencing errors versus the number of nucleotides mapped over conserved genes of host species and bacteria from our HEV
samples. The black line represents the linear regression resulting in an error rate of 0.28%.

June 2012 Volume 86 Number 11

68

jviasmorg 6241



Résultats

Bouquet et al.

TABLE 2 Statistics on polymorphism of HEV from human and pig samples

No. of Frequency of
No.of SNPs  Avg SNP Mean No. of variable sites with deleterious
(% of the frequency  diversity amino acid deleterious  mutations
Sample source genome) (%) (%%)" T (%)° TsfTv" sites (%) dAN/dS? Sn* mutations’ (%)
Human 42 (0.5) 493 0.03 0.028 0.35 36(1.4) 0.91 0.006 5 7-19.6
Pig feces 172 (2.4) 1.17 0.19 0.047 0.67 110 (4.3) 0.72 0.008 6 8.1-17
Pig bile 614 (8.3) 0.83 0.18 0.070 0.74 355 (14.1) 0.51 0.011 32 2.7-20.7

“ Calculated as the percentage of the number of substitutions divided by the total number of nucleotides.

b

© Transition/transversion ratio.

4 Ratio of nonsynonymous to synonymous mutations.
¢ Shannon entropy.

f Internal stop codons and disruptive proline.

Comparison of polymorphism with other viruses. The values
for intrahost nucleotide diversity () are consistent with those of
other viruses (Fig. 5). The average 7 of the full-length HEV ge-
nome varied according to the coverage of HEV sequences in each
sample and ranged from 0.028% in the human sample to 0.07% in
the pool of pig bile. These values are in the range of the values
obtained for zoonotic viruses, such as the West Nile virus (WNV)
(0.021% in birds to 0.034% in mosquitoes) (15), but are in the
lower range of viruses present in humans, such as the human
immunodeficiency virus (HIV) (range, 0.04 to 2.5%), or even five
times lower than values found for hepatitis C virus (HCV) (range,
0.04 to 4.1%) (33, 34).

DISCUSSION

Zoonotic transmissions between humans and swine have been
highly suspected since partial HEV sequences from both hosts can
share more than 99% identity (4) and since experimental cross-
infection of subtype 3a HEV in pigs and primatesleads to produc-
tive HEV infections (24). Subtype 3f HEV is the most common
subtype in France and Europe (4, 22, 40) and has been shown to be
circulating actively between humans and swine (4). This subtype
was selected to study the effect of an interspecies transmission on
the genomic adaptation of HEV in its full-length consensus se-
quence and its quasispecies.

The oral route mimics natural infection of this enterically
transmitted disease but has been shown to be less efficient than
intravenous or intrahepatic routes (18). In the present study, oral
exposure of pigs to human subtype 3f HEV led to a productive
HEYV infection. A previous observation that oral exposure to hu-
man genotype 1 did not give rise to infection may thus have been
related to the restriction of genotype 1 to humans rather than to
the route of inoculation (2, 21).

Surprisingly, no nucleotide mutations could be found over the
full-length consensus sequence amplified after the interspecies
transmission, which demonstrates a clear adaptation of genotype
3 HEV to both humans and swine. Additionally, 29% (12/42) of
polymorphic sites of HEV from the human sample were effec-
tively infectious and found to be excreted in the feces of pigs at 16
dpi. As demonstrated in other studies, this spectrum of mutations
does not necessarily increase fitness of one virion but might rather
lead to increased infectivity and zoonotic potential through the
diversity of HEV quasispecies population (7, 39).

Conversely, not all polymorphic sites could be transmitted
since a large number of mutations were deleterious. At least 2 to
20.7% of HEV quasispecies population have been found to be
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" is the nucleotide diversity calculated as the average percentage of SNPs over the genome (27).

nonviable. These results represent the lowest range of nonviable
sequences since no mutations other than stop codons or proline
were considered. Sanjuan et al. estimated that up to 40% of ran-
dom mutations in RNA viruses are lethal (35).

The ratio of transitions/transversions observed in the present
study is indicative of whether or not the mutations observed are
random. In phylogeny, a bias toward a ratio of 1 is commonly
observed since transitions seem favored over transversions, possi-
bly as a result of the underlying chemistry of mutation. In the
present study, a ratio closer to 0.5 has been observed, suggesting
that mutations seem to occur at random. It is then possible to infer
that the development of HEV quasispecies occurs at random, re-
sulting in a high proportion of deleterious mutants, as stated by
Sanjuan et al. (35). HEV quasispecies is then purified of its dele-
terious mutations, as shown by the negative dIN/dS ratio.

As Belshaw et al. discussed, mutations and substitutions occur
at different tempos and at different biological levels (3). Substitu-
tions are defined as mutations which are fixed in a population. The
present study dealt with nonfixed mutations undetectable at the
level of the consensus sequence but observed at the level of
the quasispecies and therefore expressed as the average percentage
of SNPs. Nonetheless, a correlation in the variation of the muta-
tion rate along the genome observed in this study could be made
with a previous report studying the substitution rate along HEV
genomes. Variation in the substitution rate along the genome of
HEV has been predicted previously as being lower for the region
encoding the RARP (8.4 % 10~ substitutions per site per year)
than for the complete genome (1.51 X 10 ° substitutions per site
per year) (30). In the present study, the mutation rate was also
observed to be significantly lower in the RARP (0.044%) than in
other parts of the genome (up to 1.4%), which may be explained
by higher functional constraints on this coding region.

In the end, HEV quasispecies resulted in a low-diversity and
low-complexity population compared to other human RNA vi-
ruses such as HIV or HCV (33, 34). HEV intrahost nucleotide
diversity is closer to what has been found for the zoonotic virus
WNV. Indeed, viruses that need to infect diverse hosts to produce
a full viral cycle, like arboviruses, are subjected to higher con-
straints and thus evolve more slowly than other RNA viruses (15).

In addition to being a useful tool for discovering new patho-
gens (5, 36, 37), HTS is also of great interest in delineating the
quasispecies of viruses since the use of specific PCRs to amplify
subgenomic regions of the virus, which could introduces bias, is
avoided. But great care should be put into the handling of poly-
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TABLE 3 Single nucleotide positions shared by HEV sequences from human and pig

Consensus sequence Human Pig feces Pig bile
Position (nt)
and/or ORF  Nucleotide Amino acid SNP (%) Nucleotide Aminoacid SNP (%) Nucleotide Aminoacid SNP (%) Nucleotide Amino acid
297 C A 5.26 G C 1.05 G/A C/D 0.34 G C
820 A L 571 E F 4,50 CIT E/F 3.60 C F
1474 i C 11.76 G W 1.04 G w 0.91 G A
3404 C H 17.65 T H 7.41 o H 6.70 T H
3519 T v 18.18 G G 10.71 G G 13.72 G G
4809 ik v 3.64 G G 222 G G 0.88 G G
53257 G 2.06 T/C 3.03 T/C 1.74 T/C
ORF3 R R/R R/R R/IR
ORF2 A S/P S/P S/P
5481% A 2.94 L 3 5.75 C 1.73 C
ORF3 E D D D
ORF2 T P B P
55687 A 3.57 E 2.94 G 1.37 C
ORF3 L L L L
ORF2 T P A P
5743 A N 10.00 C iF 2.75 C T 5.43 [ T
5749 T L 7.04 C P 1.80 C P 1.57 c P
6407 G G 8.89 C G 3.23 C G 2.82 G G/G

“ Position situated in the overlapping region of ORF2 and ORF3.

morphic data since various biases are reported for HTS techniques
(13, 26).

Sequence coverage depth is, for example, critical when differ-
ent samples are compared. Variations of polymorphism observed
in this study between the three samples should not be considered
as properties of HEV quasispecies in different hosts or sampling
points but as a consequence of the differences in nucleotide cov-
erage. A higher sequence coverage contains more information and
is therefore more accurate in detecting low-frequency variants.
The lower number of SNPs and the smaller intrahost nucleotide
diversity observed for HEV from the human sample than from the
pig samples are only the results of its lower coverage.

Interestingly, the mutation error rate for Illumina Gallx calcu-
lated in this study as being 0.28% was the same as previously
reported (26). A number of insertions/deletions were found in the
HEV sequences, all of which fell under the mutation error rate.
The insertion/deletion rate generated by the amplification and
high-throughput sequencing processes could be calculated as be-
ing 5.7 X 1077 (data not shown), which is lower than what has
been previously established (4 X 107%) (26). This insertion/dele-
tion rate was very likely reduced by the second mapping of HEV
sequences, which removed all reads containing more than two
mismatches.

Here is presented the first report on the use of HTS for the
study of full-length genomes of HEV and, more generally, on the
use of HTS to analyze viral variability upon interspecies transmis-
sion. The observation that the full-length consensus sequence of
HEV is conserved in spite of a change of host demonstrates the
absence of a species barrier and the clear adaptation of genotype 3f
HEV to both hosts. Moreover, this study confirms that HEV exists
as a quasispecies in the in vivo setting and that genetic variability
extends throughout its genome. Finally, major SNPs were con-
served during the interspecies transmission. These results may
suggest that transmission of swine HEV to humans would result in
the absence of adaptation and in a productive HEV infection.

In conclusion, the transmission of human HEV to pigs did not
seem associated with a restriction in genetic diversity, most likely
because HEV infection of either host does not impact its viral
cycle. According to the typology of zoonosis proposed by Pepin
et al. (29), the transmission of some zoonotic agents can be gov-
erned only by ecological drivers. In this case, all viral genotypes
circulating in the reservoir are already competent for transmission
in the new host. Founder effects or adaptative fine-tuning in the
new host could explain the variability of the strains. These results
suggest that HEV could belong to this category of viruses.

WY WNV HEV HIV
bird mosquito pig feces max
0.021%  0.034% 0.048% 25%

0.028% | 0.04% 0.07% 0.37% 4.1%

HEV HIV HEV HCV HCV

human min pig bile min max

FIG 5 Viral intrahost nucleotide diversity () of viruses. Values of 7 are displayed as percentages on a logarithmic number line for HEV alongside the West Nile
virus (WNV), human immunodeficiency virus (HIV), and hepatitis C virus (HCV) (15, 33, 34).
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III - Nouvel éclairage sur la distribution génotypique, la
restriction d’hote et I’évolution des génomes du VHE par
caractérisation génétique du biais de I'usage des codons de
séquences completes

Afin d’'aider a la classification des séquences dHEYIles génotypes majoritaires ont
éte divisé en 24 sous-types (Lu et al., 2006). Eande, 3 sous-types majeurs ont été
retrouvés en proportions égales chez 'homme gqiole. Mais alors que le sous-type 3f
correspond a 73.8% des isolats, le sous-type 3@topour 13.8% et le sous-type 3e pour
4.7% des isolats. Il existe aussi des difféereneesligtribution régionale. En Bretagne, 96%
des animaux infectés sont infectés par du sous-3ypees differences de distribution des
sous-types sont-elles liées a des differenceswdmnid’exposition ou bien a des déterminants
de virulence spécifiques a un sous-type ou a cegasouches de ce sous-type? D’autre part,
I'évolution moléculaire des génomes peut étre émida travers le biais nucléotidique et
'usage des codons afin d’identifier I'existenceddterminants liés a la restriction d’héte pour
les agents zoontiques.

Trois isolats porcins de VHE précédemment idergtiiémme appartenant aux sous-
types 3f, 3c et 3e sur la base de leurs séqueraréslles ont été entierement séquencés a
I'aide d’amorces dégénérées. Les 3 génomes conguietsé comparés a 45 autres séquences
VHE disponibles publiguement dans une banque denéis (Genbank). Une étude
phylogénétique, suivi de I'étude de leur biais gotidique, dinucléotidique et de I'usage des
codons a été réalisé. Enfin, une analyse de camesmce sur l'utilisation des codons
synonymes selon le génotype, I'héte et l'origin@gr@phique des génomes de VHE a été
menée.

Les 3 génomes de 7238 a 7249 nucléotides ne différetaille que par leur partie 3’
non codante, ainsi que par la délétion d'un acidené@ dans I'ORF1 du génome
premierement catégorisé comme 3c. La phylogénietrmaque les 3 nouveaux génomes
complets sont bien de génotype 3. Alors que lesW@aux génomes appartiennent bien aux
sous-types 3f et 3e, le troisieme génome déctitiiement par séquencage partiel comme de
sous-type 3c est en réalité plus proche d’'un génersous-type non-défini et de 2 génomes
de sous-type 3i. La classification actuelle en dgpses montre qu’elle ne permet pas de

classer toutes les séquences complétes identifiées.
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La composition nucléotidique des différents génesyplu VHE a aussi été évaluée
pour chaque séquence de longueur génomique et émonbiais sous-représentant le A et

sur-représentant le C. Ce biais a été observétpaares géenotypes 1 a 4 et de maniére quasi
homogenes sur les 3 positions des codons. Alordagquaemposition en dinucléotides AA et
CC refléte le biais nucléotidique, un biais dinotidique est observé a I'encontre de CG.
Enfin, les valeurs d'utilisation relative des cod@ynonymes montrent un biais plus marqué
pour le génotype 1 que pour les génotypes 2, 3 étathalyse de correspondance de ces
dernieres valeurs montre que I'hdte ou l'origine@g@phique de l'isolat ne sont pas des
déterminants de la composition du génome. De pteste analyse a montré que la
classification en sous-types 3a, 3b, 3c et 3i nfg$s soutenu par les nouveaux génomes
complets séquences.

En conclusion, les nouveaux génomes VHE isolés @e¢ pe comportent pas de
déterminants génétiques prédictifs de I'h6te diagg La délétion d’'un acide aminé au
génome proche du sous-type 3c est retrouvée damgrieme de plusieurs sous-types
correspondant a une des branches phylogénétiguiegedeur du génotype 3, sans marquer
de spécificité d’hbte. La comparaison des compmsstides génomes des différents sous-types
permet d’éclairer I'évolution particuliere du VHEIors que tous les virus & ARN présentent
un biais des nucléotides U et G, le VHE, ainsi gueirus de la rubéole, présentent un biais
contraire envers les nucléotides A et C (Auewarak@05). Par contre, comme la plupart des
virus a ARN, le VHE sous-exprime le nucléotide Qs nucléotides CG peuvent étre
méthylés chez les mammiféres et permettent un @ent&pigénétigue des genes et une
reconnaissance de ’ADN microbien. Il a été sugggre les virus & ARN miment leur héte
afin d’échapper au systeme immunitaire et amélideer efficacité de transcription et
traduction (Greenbaum et al., 2008). Le biais dedons du VHE est relativement faible,
conférant un avantage a la réplication dans dift&réaétes comportant des préférences de
codons différentes. Le fait que le génotype 1 pri&sein biais d'usage des codons plus
proches de son héte serait lié a sa plus longyetatitan a I’'homme. Enfin, cette étude a aussi
permis de mettre en avant, par phylogénie et palys@e de correspondance des valeurs de
biais d’'usage des codons, le besoin de revoirdssdication des différents sous-types. Il est
envisageable de diviser le génotype 3 en 2 braruindegénétiques majeures regroupant les
sous-types « 3a, 3b, 3c, 3i, 3g et non-définisum d6té et les sous-types « 3e, 3f » de l'autre.
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Hepatitis E virus (HEV) is present in different species and ecological niches. It has been divided into 4
major mammalian genotypes. In this study, 3 new full-length genomes of swine HEV were sequenced
and the results did not reveal any particular host determinant in comparison with human isolates belong-
ing to the same genotype. Nucleotide composition and codon usage bias were determined to characterize
HEV host restriction and genome evolution. Peculiar nucleotide bias was observed for A and C nucleotides
in all HEV genotypes. Apart from the ORF1 hypervariable region and the ORF2/3 overlapping region, no

f{zy‘:z:‘lf::E virus nucleotide bias was observed between the 3 codon positions. CpG dinucleotides were also shown to be
Ph;.logeny under-represented in HEV as in most RNA viruses. The effective number of codon used in HEV genome

was high, indicating a lack of codon bias. Correspondence analysis of the relative synonymous codon
usage was performed and demonstrated that evolution of HEV is not driven by geographical or host fac-
tors, but is representative of HEV phylogeny. These results confirm that HEV genome evolution is mainly
based on mutational pressure. Natural selection, for instance involving fine-tuning translation Kinetics
and escape from the host immune system, may also play a role in shaping the HEV genome, particularly
in the ORF1 hypervariable region and the ORF2/3 overlapping region. These regions might be involved in
host restriction. Finally this study revealed the need to re-evaluate the possible subtyping classification.

© 2012 Published by Elsevier B.V.

Codon usage bias
MNucleotide composition
Genoltype

Zoonosis

1. Introduction

Hepatitis E virus (HEV) is a causative agent of enterically trans-
mitted acute hepatitis (Panda et al., 2007). It is an emerging public
health issue in tropical and subtropical countries where it causes
large scale waterborne epidemics, but is also the cause of an
increasing number of sporadic cases, whose origin has not yet been
determined, in industrialized countries (Purcell and Emerson,
2008). It is the only hepatitis virus found in animals other than pri-
mates, such as chicken, rat, rabbit, swine, wild boar and mongoose
(Pavio et al., 2010).

HEV is a non-enveloped virus with a single-stranded positive
RNA genome of 6.6-7.3 kb composed of 3 open reading frames
(ORFs). The ORF1 encodes for a non-structural polyprotein contain-
ing a hypervariable region (HVR), also called polyproline rich re-
gion (Purdy et al, 2012). The ORF2 encoding for the capsid

# Corresponding author at: UMR 1161 Virology, ANSES, Laboratoire de Santé
Animale, 94706 Maisons-Alfort, France. Tel.: +33 143 96 72 09; fax: +33 14396 73
96.

E-mail address: npavio@vet-alfort.fr (N. Pavio).

1567-1348/$ - see front matter © 2012 Published by Elsevier B.V.
http://dx.doiorg/10.1016/j.meegid.2012.07.021

protein overlaps the ORF3, which encodes a small phosphoprotein,
with unknown function but possibly involved in viral release
(Emerson et al., 2010). HEV is the sole member of the family Hepe-
viridae (Meng et al.,, 2011) and has been classified into 4 major
genotypes. Genotypes 1 and 2 are endemic to developing countries,
whereas genotypes 3 and 4 are the cause of sporadic cases in hu-
mans. Genotypes 1 and 2 are only present in humans, whereas
genotypes 3 and 4 are zoonotic and widely found in swine and wild
boar (Pavio et al., 2010). In addition to these 4 major genotypes,
divergent HEV isolates from chicken and duck have been classified
as an avian genotype (Meng et al., 2011) and it has been suggested
that new complete HEV genomes found in rat and in rabbit be clas-
sified respectively as a rat genotype and a rabbit genotype (Zhao
et al,, 2009; Johne et al., 2010). Lu et al. further divided HEV clas-
sification into 24 subtypes based on complete and partial HEV se-
quences available at the time. Genotype 1 is divided into 5
subtypes (1a-1e), genotype 2 into 2 subtypes (2a and 2b), geno-
type 3 into 10 subtypes (3a-3j), and genotype 4 into 7 subtypes
(4a-4g) (Lu et al, 2006). This classification is widely used but
has not yet been approved by the International Committee on Tax-
onomy of viruses (ICTV).
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In France, there are 3 major subtypes, namely subtypes 3c, 3e
and 3f, which are found in the same proportions in human and
swine populations. While subtype 3f accounts for 73.8% of HEV iso-
lates, 3¢ accounts for 13.4% and 3e for 4.7% (Bouquet et al., 2011).
The differences of distribution could be due to putative genomic
determinants modifying the infectivity in one host or simply to
opportunity of infection. To understand the extent of subtype
determinants on their distribution, more thorough analysis of
new full-length genomes of these different subtypes is required.

New HEV genomes might also be of help for revealing the
molecular evolution of HEV. Molecular evolution corresponds to
the evolution in genome size, the number of genes, accumulation
of mutations and changes in nucleotide and dinucleotide composi-
tion or in codon usage. Due to the degeneracy of the genetic code,
most amino acids are coded by more than one codon (synonymous
codon usage). These synonymous codons are not used randomly.
On the other hand, some codons are used more frequently than
others. Mutational pressure and translational selection are thought
to be among the main factors that account for codon usage varia-
tion among genes in different hosts (Vetsigian and Goldenfeld,
2009). Understanding the extent and causes of biases in codon
usage is essential for understanding viral evolution and ecology,
especially with zoonotic pathogen (Jenkins and Holmes, 2003 ).

In this study, the full length genomes of 3 swine HEV isolates
from France were amplified, sequenced and compared to 45 HEV
strains representing all known genotypes of HEV. Sequence align-
ments and phylogenetic analysis were performed to identify puta-
tive genomic differences of HEV responsible for the host range.
Nucleotide composition, codon usage bias, protein hydropathy
and aromaticity of the 48 HEV genomes were analyzed to gain in-
sight into the possible key determinants of HEV evolution.

2. Materials and methods
2.1. Full-length sequencing of swine HEV isolates

One fecal sample from a pig found to be infected with subtype
3c HEV (EF494703) and 2 bile samples from pigs experimentally
infected with isolates of subtype 3e and 3f (EF494700 and
JF718793) were selected for full-length amplification and sequenc-
ing of their HEV genomes. Total RNA was extracted from 200 pL of
fecal samples in 10% PBS or bile samples using the viral QiAmp kit
(Qiagen, Courtaboeuf, France) according to the manufacturer’s
instructions.

Reverse transcription was performed on 5 pL of total RNA using
Takara PrimeScript Reverse Transcriptase in RT buffer (Ozyme, St.
Quentin en Yvelines, France). The nearly full-length genomes were
amplified by nested PCR using the Finnzymes Phusion® Hot Start
DNA Polymerase (Ozyme, St. Quentin en Yvelines, France) accord-
ing to the manufacturer’s instructions with newly designed degen-
erate primers (Table 1). The Invitrogen 5 and 3’ RACE system kits
for Amplification of cDNA ends (Life Technologies, Villebon sur Yv-
ette, France) were used to amplify the extreme sequences of 5" and
3’ ¢cDNA ends according to the manufacturer’s instructions.

2.2. Sequence data

Sequence assembly was accomplished manually using the
MEGAS program (Tamura et al., 2011). The 3 newly sequenced
HEV genomes from swine were deposited in Genbank under the
Accession Nos. JQ953664, JQ953665 and JQ953666. For compara-
tive analysis, 45 complete HEV genome sequences were down-
loaded from the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.goc/Genbank/) and details about
the viruses are given in Table 2. Sequences included in the analysis
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Table 1
Primer sequences.

Primer set  Primer name  Nucleotide sequence (5 — 3') Position®

1 HEVI1F AAGGCTCCTGGCATWACTAC 31-50
HEV1Fn TACTACTGCCATHGAGCAGGC 45-65
HEVIR TAHGCHGCCTCNAGYCTCTT 2647-2666
HEV1Rn TCTTNGGRTTCTGCTCAACC 2631-2650

2 HEV2F RTGGYTRCACCCTGAGGG 2013-2030
HEV2Fn GGRCAYMTYTGGGAGTCTGC 2062-2081
HEV2R AATGGCRCGGAACCACGG 4300-4317
HEVZRn TCCTGDCCCTTCTCCACCAT 4117-4136

3 HEV3F TGYCCYGARCTYGAGCAGG 3841-3859
HEV3Fn ATAGTYCAYTGYCGNATGGC 3925-3944
HEV3R GGCTCGCCATTGGCYGAGA 6375-6393
HEV3Rn GACGAAATYAATTCTGTCGGYA 6318-6339

4 HEV4F GGTTGATTCTCAGCCCTTCG 5305-5324
HEV4Fn CCCTATATTCATCCAACCAACC 5330-5351
HEV4R AGGGAGCGCGRAAAGCAG 7158-7173
HEV4Rn GCTGAAGCTCAGCRAYAGTR 7096-7115

5'RACE HEV5'R1 GTRGAGCAGGCTGATGGGAA 913-932
HEVS5'R2 GTRTGRTAAGTGCCAGGTGG 604-624

3'RACE HEV3'R1 GTCTCAGCCAATGGCGAGCC 6374-6393
HEV3'R2 TCCCTTGACTGGTCTAAGGT 6707-6726

# Position on swine HEV (AF0B82843).

were genetically or epidemiologically unrelated. They were chosen
as representative of their respective genotype regarding human or
animal origins and country of identification. Since genotype 3 is
the genotype of interest in this particular study, a larger number
of sequences was included.

2.3. Phylogenetic analysis

Alignments were carried out with ClustalW, genetic distances
were calculated with the Kimura 2-parameter method and phylo-
genetic trees were constructed after pairwise deletion of gaps
using a neighbor-joining method with a bootstrap of 1000 repli-
cates (MEGAS5, http://www.megasoftware.net) (Tamura et al,
2011). Substitution saturation of the aligned sequences was per-
formed using Xia’'s test (DAMBE, http://dambe.bio.uottawa.ca/soft-
ware.asp) (Xia et al, 2003).

2.4. Nucleotide composition and codon usage bias

HEV genome contains 2 overlapping ORFs. The overlapping re-
gion of ORF2 and ORF3 was duplicated in order to create a combi-
nation of ORF1-ORF3-ORF2 sequences for each of the analyzed
genomes. The nucleotide composition at every codon position, the
dinucleotide frequency and all codon usage analyses were calcu-
lated from the HEV combined ORFs by the CodonW program imple-
mented via the Mobyle portal (http://mobyle.pasteur.fr). The
relative synonymous codon usage (RCSU) is the observed frequency
of a codon divided by the frequency expected if all synonymous co-
dons were used equally for the amino acid in question. The effective
number of codons (ENC) method was used to quantify the absolute
codon usage bias of an ORF. The ENC values range from 20 to 61
with 20 representing the most biased gene when only one codon
is used for each amino acid and 61 representing the most unbiased
gene when all codons are evenly used for each amino acid (Wright,
1990). The frequency of G and C nucleotides at the synonymous
third codon position (GC3s) was plotted against the ENC and com-
pared with the theoretical ENC (or ENC') resulting from a GC con-
tent which was solely responsible for the codon biases, calculated
as ENC' =2 + GC3s + {29/[(GC3s)? + (1 — GC3s)?]}. Protein hydropa-
thy and aromaticity scores were also calculated for each individual
ORFs by the CodonW program. The hydropathy score or
GRAVY (grand average of hydropathy) is calculated by adding the
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Table 2
HEV sequences information.

Accession Isolate name Genotype Host Country
No. species
M73218 Burma 1 Human Burma
M94177 HeBei 1 Human China
AF076239  Hyderabad 1 Human India
AY230202  Morocco 1 Human Morocco
AF051830  TK15/92 1 Human Nepal
M74506 Mexico 2 Human Mexico
AFO60668  US1 3 Human USA
AF0B2843 Meng 3 Swine USA
Fl426403 swKOR-1 3 Swine Korea
AB301710  JED3-1760F 3 Human Japan
AB236320  JMNG-0kio2C 3 Mongoose  Japan
F]527832 SAAS-IDY5 3 Swine China
F]998008 BBO2 3 Wild-boar Cerman
F]705359 wbGER27 3 Wild-boar Germany
AB290312  swMNOG-A1288 3 Swine Mongolia
Fj998015 SA21 3 Swine Germany
HMO055578 HEV072/sw/HUN- 3 Swine Hungary
05
AB248520  HE-JA04-1911 3 Human Japan
AB248522  sw]12-4 3 Swine Japan
AB481226  sw|B-E10 3 Swine Japan
AB291958  NH-Ehi04L 3 Human Japan
EU495148  TLS25 3 Human France
EU723512  SW626 3 Swine Spain
EU723514  SWP6 3 Swine Spain
EU723516  SWP8 3 Swine Spain
EU360977  swX07-El 3 Swine Sweden
EU375463  Thai-swHEV07 3 Swine Thailand
FJj956757 HEV-RKI 3 Human Germany
AB290313  swMNO6-C1056 3 Swine Mongolia
F]653660 cuoo1 3 Human Thailand
AB220971 HE-]F3 4 Human Japan
DQ279091 swDQ 4 Swine China
AB108537  CCC20 4 Human China
AYT723745 INDSWO0001 4 Swine India
ABO9781 sw]13-1 4 Swine Japan
AB097812  HE-JAl 4 Human Japan
AYS535004  AvianHEV Avian Chicken UsA
EF206691 Avirulent- Avian Chicken usA
AvianHEV
AMO43646 05-5492 Avian Chicken Hungary
GU345042  HEV-rat/R63/DEU/ Rat Rat Germany
2009
GU345043  HEV-rat/R68/DEU/ Rat Rat Germany
2009
FJ906896 GDC46 Rabbit Rabbit China
F|906895 GDhCo Rabbit Rabbit China
GU937805 ch-bj-n1 Rabbit Rabbit China
ABG02441 whb]0Y-06 Divergent wild Wild-boar Japan
boar

hydropathy value of each residue and dividing by the length of the
sequence. Hydrophilic peptides have a negative score and hydro-
phobic peptides have a positive index (Kyte and Doolittle, 1982).
The aromatic score (AROMA) gives an indication on the frequency
of aromatic amino acids (Phe, Trp, Tyr) in a sequence.,

The codon adaptation index (CAI) measures the deviation of a
given protein coding gene sequence with respect to a reference

Table 3
New complete HEV sequences length.

set of genes. CAI values ranges from 0 to 1, a value of 1 indicating
a total adaptation of the codon usage of the studied protein to the
reference codon usage (Sharp and Li, 1987). The CAI of HEV ORFs
was calculated with the online program CAl-calculator (http://gen-
omes,urv.es/CAlcal/E-CAl/) in respect to its hosts’ codon usage.

Codon usage tables for human and swine genes were down-
loaded from the codon usage database (http://www.kazusa.or.jp/
codon/) (Nakamura et al., 2000).

2.5. Correspondence analysis

Correspondence analysis (CA) is an ordination technique that
identifies major trends in the variation of the data and distributes
genes along a series of orthogonal continuous axes with each sub-
sequent axis explaining a decreasing amount of the variation
(Greenacre, 2010). Each ORF is represented as a 59-dimensional
vector (all codons apart from AUG, UGG and Stop codons). The re-
sults were calculated using the CodonW program implemented via
the Mobyle portal (http://mobyle.pasteur.fr).

2.6. Statistical tests

Mann-Whitney U test for unpaired samples was used to com-
pare nucleotide composition data. Student t-test for unpaired sam-
ples was used to compare RCSU data. Wilcoxon's test for paired
data was used to compare CAI values. Correlation analyses were
carried out using Spearman’s rank correlation analysis method.
All statistical analyses were performed using the online BiostaTGV
protocol (http://marne.u707.jussieu.fr/biostatgv/).

3. Results
3.1. Sequence analysis

The 3 full-length HEV sequences were named FR-SHEV3c-like,
FR-SHEV3e and FR-SHEV3f respectively and deposited in Genbank
under Accession Nos. JQ953664, JQ953665 and JQ953666. FR-
SHEV3c-like, FR-SHEV3e and FR-SHEV3f genomes were determined
to be 7238, 7244 and 7249 nt in length, respectively. Analysis of the
sequences showed the presence of a constant 26 nt 5'UTR, 86-94 nt
3'UTR and 3 overlapping ORFs. The ORF1 of FR-SHEV3c-like was
shorter by 3 nt (in frame and coding for 1 aa) than the 5112 nt
ORF1s of FR-SHEV3e and FR-SHEV3f, encoding for 1704 aa. The
ORF2s were 1980 nt in length, encoding for 660 aa. The ORF3s were
366 nt in length, encoding for 122 aa. The ORF2 and ORF3 over-
lapped by 328 nt (Table 3).

3.2. Phylogenetic analyses

Comparative analysis with 45 complete or near-complete HEV
genome sequences showed that FR-SHEV3c-like shared the highest
sequence identity with swMNO0G-A1288 (85.1%), an HEV isolate
from a swine in Mongolia, while FR-SHEV3e shared the highest se-
quence identity with HE-JA04-1911 (90.2%), an HEV isolate from a

Genome 5'UTR position ORF1 position (length) ORF3 position (length) ORF2 position (length) F'UTR position
length (length) (length)
FR-SHEV3c- 7238 1-26 (26nt) 27-5135 (5109nt; 5135-5500 (366nL; 5173-7152 (1980nt; 7152-7238 (86nt)
like 1703AA) 122AA) BGDAA)
FR-SHEV3e 7244 1-26 (26nt) 27-5138 (5112nt; 5138-5503 (366nt; 5176-7155 (1980nt; 7155-7244 (89nt)
1704AA) 122A4) B660AA)
FR-SHEV3f 7249 1-26 (26nt) 27-5138 (5112nt; 5138-5503 (366nt; 5176-7155 (1980nt; 7155-7249 (94nt)
1704AA) 122AA) 660AA)

s
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Genotype 3

Rabbit HEV (New
Genotype Candidate)

Genotype 1

Genotype 2

Wild Boar HEV (New
Genotype Candidate)

Genotype 4

Rat HEV (New Genus
Candidate)

Avian HEV

—t
0.08

Fig. 1. Phylogenetic tree of 48 complete HEV sequences. Tree constructed by the neighbor-joining method, based on the Clustal W alignment of 45 HEV isolates retrieved
from Genbank and 3 new HEV genomes sequenced in this study (black dots). Bootstrap values obtained from 1000 replicates and over 70% are indicated at each node.

Potential genotypes and branches are also indicated.

human patient in Japan and FR-SHEV3f with TLS-25 (90.9%), an
HEV isolate from a human patient in France (see Appendix 1 for
the full table of sequence identities). Alignment of HEV genomes
chosen in this study showed only little substitution saturation

78

(Iss =0.18 < Iss.c = 0.82; p < 1.10 ?). This result allowed performing
further analysis based on the phylogenetic tree. The phylogenetic
tree (Fig. 1) showed that genotypes 1-4 and the avian genotype,
as well as the new genotype candidates of HEV from rat, rabbit
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and wild boar were separated into corresponding lineages (Zhao
et al, 2009; Johne et al, 2010; Meng et al, 2011; Takahashi
et al., 2011). FR-SHEV3e and FR-SHEV3f clustered within geno-
type-3, in subtypes 3e and 3f, respectively, according to the classi-
fication of Lu et al. (2006).

Although partial subtyping showed a closer phylogenetic rela-
tion of FR-SHEV3c-like with subtype 3c as defined by Lu et al
(89.1% identity with AF336290), its full-length sequence clustered
with 1 isolate of undefined subtype and 2 isolates that had been
previously classified in subtype 3i (Adlhoch et al., 2009; Schielke
et al., 2009). Subtypes clusters were partly established on short se-
quences and do not properly support the classification of new full-
length sequences (Lu et al., 2006). Nonetheless, upon observation
of various phylogenetic trees (Schlauder and Mushahwar, 2001;
Lu et al., 2006; Purdy and Khudyakov, 2010), one common feature
seems to arise within genotype 3. It would appear that genotype 3
follows 2 evolutionary branches with subtypes 3a, 3b, 3¢ and 3i on
one side (3.1) and subtypes 3e and 3f on the other (3.11).

3.3. Nucleotide composition

Nucleotide composition was calculated for all HEV ORFs in-
cluded in this study. Nucleotides G and T(U) were distributed at
random (~25% of each). Nucleotide A was under-represented,
whereas C was over-represented. (Fig. 2). Composition in nucleo-
tides A, C, and T(U) were significantly different between human
and zoonotic genotypes (p < 0.01), but there were no differences
in G content between human and zoonotic genotypes (p > 0.05).
No major differences were observed between nucleotides at differ-
ent codon positions.

Nucleotide composition of the hypervariable region (HRV) lo-
cated in the ORF1 and the overlapping region of ORF2 and ORF3
(ORF2/3 OLR) were also analyzed separately (Fig. 2). Nucleotide G
was favored at the 1st codon position, nucleotide C composition is
very highly favored at the 2nd codon position in the HRV and
nucleotide T(U) is favored at the 3rd codon position. The AJC bias
observed in all ORFs was even higher in the overlapping ORF2/3 re-
gion (average A: 12% vs 17% ; average C: 39% vs 30%).

55.0 - A 1A
mA2
45.01 A3
35.0 4
25.0
il B NI
oo | ol [om
HU Z00 HU 200 HU Z00
Genome HVR ORFZ/3 OLR
55.0 - 1G-1
9 mG-2
450 1 mG-3
350 -
260 ¢
15.0 4
5.0+ T
HU 200 HU 200 HU Z00
Genome HVR ORF2/3 OLR

3.4. Dinucleotide frequencies

Dinucleotide bias was calculated for all HEV ORFs included in
this study. AA dinucleotides were found to be under-represented
[0.027-0.032%], while CC dinucleotides were over-represented
[0.092-0.114] compared to a random distribution (1/16 = 0.0625)
(Table 4). These values were not surprising since A only accounted
for 18.4% of all nucleotides in HEV, while C was favored in HEV
genomes (29.5%). The values of observed dinucleotide frequencies
relative to their expected frequencies (i.e. the product of frequen-
cies of their individual nucleotides, pNN) were also calculated. Val-
ues of pAA and pCC were close to 1, showing that their respective
single nucleotide frequencies were predictive of their observed
dinucleotide frequencies. On the other hand, although TC, CG and
TG observed frequencies were close to a random distribution,
pTC, pCG and pTG were the most biased dinucleotides (Table 4).
No dinucleotides was found to be biased significantly (p=>1.23 or
<0.78).

3.5. Mutation pressure versus codon selection

To understand the relation between nucleotide composition
and codon bias of HEV sequences, the values of effective number
of codons (ENC) were plotted against the percentage of GC at the
third codon position (GC3s) (Fig. 3). ENC values ranged from 48.5
to 53.9, revealing a weakly biased codon usage. HEV sequences
of genotypes 1 had a codon usage that was significantly more
biased than other genotypes (Student t-test; p=1.3 » 10~ ). There
were no significant differences in ENC values between the 2 major
branches within genotype 3.

The values of ENC plotted against those of GC3s were compared
to the curve of expected ENC values if nucleotide composition was
the only factor influencing codon bias. None of the observed ENC
values were located on the curve of the theoretical ENC values.
Therefore, nucleotide composition was not solely due to codon
bias. Mutation pressure must also influence codon selection.

Values of GC12s and GC3s of all HEV ORFs correlated (r= 0.45;
p < 0.004) weakly. These results suggest that mutational pressure

55.0 - T(U) aT-1
45.0 m|T-2
] mT-3
35.0
25.0 4
16.0
5.0 4
HU 200 HU £00 HU 200
Genome HVR ORF2/3 OLR
55,0 - oc-1
G mC-2
45.0 - mC-3
35,0 -
25.0
15.0 4
5.0 1
HU Z00 HU Z00 HU £00
Genome HVYR ORF2/3 OLR

Fig. 2. Nucleotide composition of HEV ORFs depending on genotypes. Frequency of A, T(U), G and C is given at each codon position. Values of nucleotide composition for
Human (HU) and zoonotic (Z00) genotypes are displayed. Values of nucleotide composition for the entire HEV genome, the hypervariable region (HVR) and the overlapping

region of ORF2 and ORF3 (ORF2(3 OLR).
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Table 4

Dinucleotide frequency (A) and dinucleotide bias (B) of HEV sequences depending on genotypes.
(A) TT TC TA TG cT cC CA cG AT AC AA AG GT GC GA GG
Genotype 1 0.065 0.068 0.038 0.079 0.082 0.114 0.056 0.070 0.046 0.051 0.027 0.042 0.057 0.090 0.045 0.070
Genotype 2 0.072 0.062 0.037 0.082 0.079 0.100 0.061 0.065 0.045 0.052 0.031 0.047 0.057 0.091 0.046 0.073
Genotype 3.1 0.068 0.062 0.045 0.083 0.078 0.100 0.058 0.062 0.051 0.053 0.031 0.046 0.061 0.083 0.047 0.072
Genotype 3.1 0.069 0.062 0.046 0.080 0.080 0.101 0.058 0.062 0.051 0.054 0.032 0.048 0.058 0.082 0.049 0.069
Genotype 4 0.071 0.066 0.045 0.083 0.082 0.092 0.057 0.064 0.051 0.052 0.031 0.046 0.062 0.083 0.047 0.069
(B) pIT pTC pTA pTG pCT pCC pCA pCG pAT pAC pAA pAG pGT pGC pGA pGG
Genotype 1 1.02 0.84 0.89 1.21 1.03 1.13 1.03 0.85 1.06 0.94 0.92 0.96 0.86 1.09 1.02 1.03
Genotype 2 1.11 0.81 080 1.21 1.04 1.12 1.13 0.82 0.98 0.96 0.95 0.98 0.84 115 0.96 1.03

Genotype 3.1 1.00 0.81 093 1.22 1.02 1.18 1.08
Genotype 3.11 1.02 0.81 0493 119 1.04 117 1.05
Genotype 4 0.98 0.86 092 118 1.05 1.11 1.08

0.81 1.05 0.98 0.90 0.96 0.89 1.09 0.96 1.06
0.82 103 0.98 0.92 0.99 0.86 1.09 1.02 1.03
0.85 1.04 1.00 0.93 0.96 0.88 111 0.99 1.01

Extreme dinucleotide frequencies and biases are shown in bold.

ENC

02 04

06 08

GCls

Fig. 3. Effect of nucleotide composition on codon usage bias of HEV sequences. Distribution of the effective number of codon (ENC) values and GC frequency at 3rd codon
position (GC3s) compared with theoretical ENC (ENC"). HEV isolates of genotype 1 are indicated by white squares, genotype 2 by a white triangle, genotype 3 by diagonal
crosses and genotype by vertical crosses. Hepatitis A virus is indicated by a black diamond and Hepatitis C virus by a black triangle corresponding to previously published data

(Jenkins and Holmes, 2003).

significantly contributes to the codon usage bias in HEV strains, but
that additional factors contribute as well to this bias, such as fine-
tuning translation kinetics and escape from the cells’ immune
reSponse.

3.6. Relative synonymous codon usage

The relative synonymous codon usage (RSCU) values of each co-
don of the 48 HEV complete coding sequences indicated that all
abundant codon were U/C ended (Table 5). Zoonotic genotypes 3
and 4 HEV had a preference for U-ended codons, whereas human
genotypes 1 and 2 HEV had a slight preference for C-ended codons.
Human and swine genes had RCSU values indicating a bias towards
C-ending codons.

3.7. Codon adaptation index of HEV in human and in swine
The codon adaptation index (CAI) was calculated for each HEV

ORFs (Table 6). The CAI values of all ORFS were >0.5, which
indicates that the codon usage of HEV is well adapted to its hosts.
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Differences of CAI between the different ORFs were non-signifi-
cant. CAI of HEV was significantly lower in swine compared to hu-
man (p <0.05). Genotypes 1-2 and 3-4 presented non-significant
differences of CAI values between human and swine.

3.8. Correspondence analysis

For large multi-dimensional datasets, correspondence analysis
(CA) allows a reduction in the dimensionality of the data to enable
efficient visualization of most of the variation. CA was used on the
RCSU values of the different HEV sequences studied in this work.
Projection of HEV codon usage onto the 2 first axes after CA
revealed that HEV genotypes had different codon usage biases
(Fig. 4A). Each genotype formed a different cluster on the CA chart.
Codon usage bias did not depend on the host of the HEV isolate or
on its geographical origin (Fig. 4B and C). Genotype 1 HEV had a
codon usage distinct from the 3 other genotypes. Codon usage of
genotype 2 isolate is closer to those of genotypes 3 and 4, which
might reveal a closer phylogenetic relationship or a closer evolution
between genotype 2 and genotypes 3 and 4 than with genotype 1.
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Table 5 Table 6
Relative synonymous codon usage of HEV sequences and human and swine genes. Codon adaptation index of HEV ORFs in human and swine.
Genotype Genotype Branch Branch Genotype Human Swine HEV Host CAl
1 2 31 3. 4 genes  genes ORF1 ORF2 ORF3
Btjllcj([ll;)) ?3? ;;? é; ;gg ;5; ?gi ?;? CGenotypes 1 and 2 Human 0.697 0678 0.695
UUAL) 0.25 04 046 052 036 046  0.32 . Swine 0.562 068 0:631
QUGL) 0.77 0.02 105 1.0 0.7 077 0.67 Genotypes 3 and 4 Human 0.692 0679 0.695
: - : : : : - Swine 0.603 0584 0.644
cuu(L) 1.57 1.46 157 149 193 079 065 - ———
cucy) 172 149 109 119 128 117 135 Hypothetic situation.
CUAL) 0.5 0.47 045 056 05 043 033
CUG(L) 1.18 126 139 121 121 237 268
AUU) 1.3 144 137 132 141 108 091 However, the RCSU values for genotype 2 in the ORF3 alone are clo-
AUCl) 1.2 091 093 091 095 141 167 ser to those of genotype 1 (Fig. 5). The restriction of genotype 1 and
AUA() 051 0.66 07 077 064 051 042 2 infection to humans could thus maybe be determined by the
AUG(M) 1 1 1 1 1 1 1
ORF3.
Guurv) a1 142 147 146 153 072 057 Within genotype 3, HEV sequences of subtypes 3e and 3f
GUC(V) 1.24 1.15 106 125 122 096  1.06 i i
CUA(V) 0.24 027 033 025 029 0.47 034 formed distinct clusters as compared to subtypes 3a, 3b, 3c and
GUGHY) 1.1 115 114 104 102 185 203 3i (Fig. 6). The latter subtypes appear to be ill-defined in relation
ucu(s) 1.71 153 181 19 1.86 112 099 to the respective RCSEF ValUics.
uccs) 1.67 1.66 131 132 118 131 150
UCA(S) 0.66 0.76 088 0.66 0.82 090 072 3.9. Peptide hydropathy and aromaticity
UCG(S) 0.94 09 084 084 094 033 039
ccup) 1.2 121 133 123 134 115 1.05 Hydropathy (GRAVY) and aromatic (AROMA) scores of each
cc(p) - 1.23 ! iy ddd 0 150 14a HEV ORFs were calculated (Table 7). GRAVY of the ORF1 and
COME), 925 8 e S IR b e ORF2 were negative indicating a majority of hydrophilic amino
CCGIP) 1.01 1.06 09 091 089 045 055 e | gative indl ) jority ydrophilic ami
O 168 Tk - _— acids in the sequence. GRAVY of the ORF3 was positive indicating
ACCT) 1.95 155 195 A% 136 1as:  AER that the pr_otem is rather hydfophobm. GRAW scores of hum_an
ACA(T) 0.59 0.92 086 083 089 114 091 and zoonotic genotypes were significantly different. A random dis-
ACG(T) 0.41 035 058 044 04 046 057 tribution of codons would give an AROMA around 0.078. Aromatic
GCU(A) 1.2 115 133 127 133 106 0095 scores of ORF1 and ORF2 (0.088 and 0.076 respectively) were close
GCC(A) 1.96 168 165 158 147 160 180 to a random distribution. The ORF3 of human and zoonotic geno-
GCA(A) 0.38 045 05 052 1055 081 074 types had an AROMA lower than expected (0.042 and 0.039,
GOG(A) 0.47 Rl 052 063 065 043 051 respectively). There were no differences in AROMA between hu-
UALCY) 0.99 1.16 11 117 111 089 073 man and zoonotic genotypes (p > 0.05).
UACY) 1.01 0.84 09 0.83 089 11 127
UAA(%) +* B B o e 5 = : ’ .
UAG(+) +* o 95 o i s i 3.10. Factors influencing codon bias
CAU(H) 1.08 091 113 104 109 084 071 . ) ) .
CAC(H) 0.92 1.09 087 096 091 1.16 1.29 Correlation analysis of the correspondence analysis values with
CAA(Q) 0.31 0.44 0.4 0.44 035 0.53 0.44 the GC3s content, the ENC values, the GRAVY and the AROMA
CAG(Q) 189 156 16 156 1.65 147 156 scores was performed (Table 8). The GC content at the 3rd codon
AAU(N) 1.18 12 109 11 1.16 084 079 position and the frequency of aromatic residues of the HEV
AACINY 10,82 08 091 09 084 106 121 ORFs did not correlate with the correspondence analysis values.
AANK] 037 s 0ha 0565 08 g 076 The overall GC content, ENC values and GRAVY scores correlated
AAG(K) 1.63 146 138 144 131 113 124 ey : : :
significantly with the codon bias of the HEV sequences studied
GAU(D) 0.99 1 118 112 124 093 080 here (Table 8)
GAC(D) 1.01 1 082 088 076 1.07 1.20 :
GAA(E) 0.28 04 044 039 036 085 073
GAG(E) 1.72 16 156 161 164 115 127 4. Discussion
UGU(C) 0.82 1 084 088 115 091 078
uGc(c) 118 1 L16 112 085 109 122 New full-length sequences are necessary to study host species
Sgém) ’1’* :* ‘1’* ‘1"‘ ;* ‘1‘* ’1’"’ determinants of HEV. Previous study of human and swine HEV
cGR 13 125 N, . 0.48 044 isolates in France used sequences of only 306 nt (Bouquet et al,
CCOR) 254 P S5ii Boe 150 Ti5.  asi 2011). Even though they were amplified from a region reﬁgcu_ng
CGARR) 0.23 0.44 039 051 04 066 0.6l the phylogeny of full-length sequences, they were not predictive
CGG(R) 1.23 1.48 1.1 0.74  1.38 121 1.29 of sequence insertions or mutations that might have occurred in
AGU(S) 0.49 038 054 063 045 090 097 the full-length sequence of isolates from different host species.
AGC(S) 0.52 0.76 062 065 073 144 162 The 3 new HEV full-length sequences from swine in this study
AGAR) 0.15 0.13 015 027 011 120 112 are informative in regard to isolates from human belonging to
AELAR) (052 054 hag A6E  MAs 1.27 1.23 the same genotype and subtype. FR-SHEV3f is the closest to
GGU(G) 107 122 125 115 128 0.65 0.57 TLS25 (EU495148), a human isolate. TLS25 contains an insertion
GGEG) 192 g e Aes e L of 87 nt situated in the hyper-variable region of ORF1, but this
GGA(G) 0.13 0.17 026 023 015 1 0.91 i TN dicti f the h E isolated
GCG(C) 0.87 087 092 098 097 1 1.05 insertion is not predictive of the host species it was isolate
- from, since it has also been discovered in swine HEV from Spain
Favored codons are:shown.in bold. (EU723514, EU723515 and EU723516). FR-SHEV3c-like was short
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Fig. 4. Comrespondence analysis of the codon usage patterns of HEV genotypes 1-4. Positions of 39 HEV sequences in the plot of the 2 first major axes by correspondence
analysis (CA) of relative synonymous codon usage (RCSU). The first and second axes account for 23.2% and 13.8% of the total variation respectively. (A} HEV ORFs are displayed
according to their genotype: genotype 1 isolates are indicated by a white triangle, genotype 2 by a white diamond, genotype 3 branch | by a black triangle, genotype 3 branch
1l by a grey square and genotype 4 by a white circle. (B) HEV ORFs are displayed according to their host species: human isolates are indicated by a white triangle and isolates
from animals other than primates by a black triangle. {C) HEV ORFs are displayed according to their continent of isolation: Asian isolates are indicated by a white triangle,

American isolates by a white drcle and European isolates by a black triangle.

of one amino acid in the ORF1 as compared to FR-SHEV3e and
FR-SHEV3f. This deletion is common amongst sequences of geno-
type 3 branch II. In this case sequence insertions/deletions were
not related to any host species determinant. A recent study
established the full genomic adaptation of subtype 3f HEV to
both human and swine (Bouquet et al, 2012). Subtype 3f HEV
might not require any mutations to readily infect both human
and swine, but there is as yet no general information on the evo-
lution patterns of zoonotic HEV.
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Investigation of nucleotide composition and codon usage bias is
another way of studying the evolution of HEV.

When comparing the frequency of the 4 nucleotides in all HEV
genotypes, G and T(U) were found to be distributed at random,
while A and C were biased. Frequency of A was found to be as
low as 15% and Frequency of C as high as 33%. This is surprising,
since most RNA viruses display higher A frequencies and lower C
frequencies (Auewarakul, 2005). The reasons for this bias still have
to be determined. Hepatitis C virus, GB-virus C and Rubella virus
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Fig. 5. Correspondence analysis of the codon usage patterns of HEV genotypes 1-4 depending on the ORF, Positions of 39 HEV sequences in the plot of the 2 first major axes
by correspondence analysis (CA) of relative synonymous codon usage (RCSU). HEV ORFs are displayed according to their genotype: genotype 1 isolates are indicated by a
white triangle, genotype 2 by a white diamond, genotype 3 branch I by a black triangle, genotype 3 branch Il by a grey square and genotype 4 by a white circle.

share the same nucleotide bias with HEV (Auewarakul, 2005).
These 4 viruses might have shared a common ancestor or a com-
mon host in which adaptation required this A/C bias.

Nucleotide composition is not constant along the genome. The
HVR in the ORF1 presents a very high bias towards C, especially
at the 2nd codon position. The HVR has also been described as a
polyproline rich region (Purdy, Dell'amico, et al., 2012). Proline res-
idues represent 23% of all amino acids in this region and is encoded
by CCN codons. Serine and alanine are also highly represented in
this region, 13.5% and 10.8%, respectively. These 3 amino acids ac-
count for the high G-1, C-2 and T-3 observed. Proline, serine and
alanine are polar and charged amino acids that have been sug-
gested to be found at the surface of the protein encoded by the
hypervariable region. It has proposed that the polyproline rich re-
gion corresponds to a peptide involved in protein-protein interac-
tions, which regulates viral replication (Purdy, Dell’'amico, et al,
2012). Although this region is described as hypervariable, the pres-
ence of a high density of sites with convergent evolution in zoo-
notic genotypes suggests the operation of recurrent selection

pressures on this particular region of ORF1, which could be related
to shuttling HEV infection among various susceptible host species
in order to retain its function (Purdy, Dell’amico, et al., 2012). The
finding of recurrent selection pressures in this region is consistent
with the high nucleotide bias between all codon positions of this
region observed in this study.

The overlapping region of ORF2 and ORF3 also presents a partic-
ular nucleotide bias, with low A frequencies and high C frequency.
An A/C bias is observed along all ORFs. The ORF2/3 OLR is thus sub-
jected to a double bias from the 2 ORFs, which probably accounts
for the higher A/C bias observed.

Overall, the pattern of nucleotide bias in the combined ORFs
was similar when 1st, 2nd and 3rd codon positions were analyzed.
This suggests that mutation pressure is likely to be the cause of
nucleotide bias.

Mutation pressure also explains the extreme frequencies of AA
and CC dinucleotides. On the other hand, TC, CG and TG were
biased compared to the relative frequency of their respective
nucleotides. CG bias is in accordance with what has previously
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Fig. 6. Correspondence analysis of the codon usage pattems of genotype 3 subtypes of HEV. Positions of 27 HEV sequences in the plot of the 2 first major axes by
correspondence analysis (CA) of relative synonymous codon usage (RCSU). The first and second axes account for 15.6% and 14.1% of the total variation, respectively. HEV ORFs
are displayed according to their subtype: subtype 3a isolates are indicated by a white circle, subtype 3b by a white square, subtype 3e by a black triangle, subtype 3f by a black
square, subtype 3i by a white triangle and 2 sequences of undetermined subtype within genotype 3 by a white diamond. HEV ORFs of genotype 3 branch | are displayed in

white and HEV ORFs of genotype 3 branch Il are displayed in black.

Table 7
Hydropathic and aromatic scores of HEV ORFs.
ORF1 ORF2 ORF3
GRAVY  AROMA GRAVY AROMA  GRAVY AROMA
Genotypes —0.067 0.088 —-0.201 0.075 0347 0.042
1and 2
Genotypes —0.088 0088 -0.240 0.076 0470 0.039
3 and 4
p<001 NS p<0.001 NS p<0.001 NS
Table 8

Correlation analysis of the correspondence analysis values of HEV codon bias with
GC3s, ENC, hydrophobic and aromatic scores.

GC GC3S8 ENC GRAVY AROMA
CA values [1st axis) 0.410 0304 —0.796 0.645 0.057
p<001 p>005 p<0001 p<0.001 p>005

been found in one HEV sequence (Karlin et al,, 1994). Cytosines in
CG dinucleotides, or CpG, are methylated in mammalian DNA to
turn a gene off. Unmethylated CpG in the DNA from infectious
agents can be detected by Toll-Like Receptor 9 (TLR 9) on plasma-
cytoid dendritic cells and B cells in humans. Most DNA viruses with
small genomes, as well as retroviruses, have a CpG content which
falls below expected values, as a way of escaping the host immune
response (Zsiros et al., 1999; Shackelton et al., 2006). However,
RNA viruses with no DNA intermediate have also been reported
to have low CpG content (Auewarakul, 2005; Woo et al., 2007;
Greenbaum et al., 2008; D" Andrea et al., 2011). No receptors have
yet been shown to detect unmethylated RNA, but it has been sug-
gested that RNA viruses evolve by mimicking their host's genes and
corresponding mRNAs so that they can avoid immune detection
(Greenbaum et al., 2008). Since human and pigs are both mam-
mals, they display similar CpG mechanisms. Consequently, no
adaptation of HEV CpG frequency is required when switching from
swine to human.

Codon bias in RNA viruses is generally low (Jenkins and Holmes,
2003). The ENC value of one HEV sequence had previously been re-
ported as being 48.2 (Jenkins and Holmes, 2003). This is consistent
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with our findings for genotype 1 HEV. Other genotypes displayed
higher ENC values ranging from 50.3 to 53.9. These values are con-
sistent with what has been found for hepatitis C virus (51.9), but
higher than for hepatitis A virus (38.9) (Jenkins and Holmes,
2003) (Fig. 3). The different values of codon usage bias observed
are thus not related to the type of cells infected or the mode of
transmission. Low codon usage bias is advantageous to viruses that
replicate in different cell types with potentially distinct codon
preferences. Even though codon preferences of human and swine
are very close, lower codon usage bias was observed for zoonotic
HEV. Upon comparison of RCSU values, genotype 1 HEV has codon
preferences closer to human and swine genes compared to the 3
other genotypes.

The CAI calculated with the general codon usage table of human
and swine were >0.5 which indicates a good adaptation of HEV to
its hosts. Even though, the synonymous codon usage differs signif-
icantly between the tissues, this variability is weak accounting for
only 2.3% of the total synonymous codon usage variability in
human (Sémon et al., 2006). Thus, the general codon usage table
used for the calculation of HEV CAI in human cells should corre-
spond to values calculated with the codon usage table of genes
expressed in the liver, which are not currently available. Moreover,
CAl is thought to correlate with the level of gene expression. This
has been confirmed in human tissues. The tRNA adaptation index
in the liver has been calculated from the general codon usage table
and correlated well with the gene expression level (Waldman et al.,
2010). Therefore, it can be assumed that gene expression of HEV of
human and zoonotic genotypes is very well adapted to transla-
tional kinetics in human. Because of a lack of studies on the codon
adaptation of swine genes, it can only hypothesized that the
general codon usage table should resemble, like human genes, to
the codon usage table of genes expressed in the liver and correlate
to translational efficiency. The reason behind the lower CAI of HEV
in swine could be that the approximation made from the general
codon usage table is not appropriate for this host species. However,
the CAl values of HEV in swine are still high in comparison to CAI
values of wild type hemagluttinin sequences from the Influenza
virus (0.255 +0.020), but lower than the same optimized se-
quences (0.811 +0.013) (Mani et al., 2011).

In order to better visualize the extent of the numerous RCSU val-
ues, correspondence analysis (CA) was performed. Segregation of
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HEV sequences by CA of RCSU corresponded to their genotypic clas-
sification. Codon preferences correlated with sequence homologies
and genotypic segregation was obtained along the 2 first axes of the
CA. Interestingly, the 2 phylogenetic branches of genotype 3 clearly
segregated as well. This latter observation was also seen in Fig. 5 in
which subtypes 3a, 3b, 3i and undefined did not segregate along
either of the CA axes, but formed a cluster corresponding to phylo-
genetic branch 3.1, whereas subtypes 3e and 3f formed another
cluster corresponding to phylogenetic branch 3.1 Unlike cardiovi-
ruses for which codon preferences ofisolates are geography specific
(Liu et al,, 2011), and unlike Influenza viruses for which RCSU are
host dependent (Wong et al., 2010), host species or regions of isola-
tion were not predictive of the RCSU of HEV. It should be noted that
the RCSU values of the genotype 2 ORF1 are closer to zoonotic geno-
types, revealing a close evolutionary relationship of this region. In
contrast, the values for the genotype 2 ORF3 are closer to those of
genotype 1, which could be linked to host species determinants
within this later region. However, a recent study based on the evo-
lutionary analysis of the polyproline-rich region from the ORF1, re-
vealed the implication of this particularregion in viral adaptation to
different hosts (Purdy et al., 2012), It is probable that host species
determinants are polygenic. Surveillance may be required to detect
any evolution of HEV genotype towards zoonosis.

The hydropathy of the ORFs of human and zoonotic HEV geno-
types was significantly different. Changes in the hydropathy of a
protein might alter its interactions with cellular factors. A higher
adsorption of a virus to its host cell can be linked to a higher viru-
lence. The modification of a single amino acid putatively involved
in the interaction of the virus with the cell membrane resulted ina
reduction in adsorption of the Japanese encephalitis virus and in its
loss of neurovirulence (Chen et al., 1996). The differences in
hydropathy of HEV proteins between human and zoonotic geno-
types could be linked to the higher virulence observed of genotype
1 (Emerson and Purcell, 2003). On the other hand, no difference in
the frequency of aromatic residues could be observed between hu-
man and zoonotic genotypes. Aromatic amino acids support inter-
actions of the secondary and tertiary structure of self-assembling
peptides (Doran et al,, 2012), which could explain their relative
conservation across all genotypes.

ENC values correlate with the CA values. Since CA was
performed on RCSU values, both ENC and RCSU are different mea-
sures of the codon bias. The correlation is not perfect since ENC
represents an oversimplification of the codon bias and that only
the 1st axis of CA values was considered. CA values did not corre-
late with GC3s, whereas it correlated with the overall GC content.
Mutational pressure rather than natural selection plays a role in
shaping HEV nucleotide composition. However, natural selection
seems to play a major role in shaping the codon composition as ob-
served by the correlation of CA values with the hydropathy of the
proteins. CA values did not correlate with frequency of aromatic
residues, which shows that aromatic residues alone do not play a
major role in shaping the coden bias, but that all amino acids are
involved in the bias. Consequently, there is a balance between
the mutational pressure exerted on HEV nucleotide sequences
and the natural selection shaping HEV amino acids sequences.

Subtyping is a useful method for studying viral distribution in
different populations (Rutjes et al., 2009; Bouquet et al., 2011;
Widén et al., 2011; Liu et al., 2012), but has also been shown to
useful for predicting the outcome of a treatment for HCV (Cheva-
liez et al., 2009), or to determine whether HAV infection is endemic
or imported (Robertson et al., 1992). However, there is as yet no
consensus on HEV classification and the most comprehensive clas-
sification to date (Lu et al., 2006) is beginning to show its limits.

Although FR-SHEV3c-like partial sequence from the 5 end of
ORF2 showed a maximum homology of 89.1% with 2 sequences
described as subtype 3c, its full-length sequence now reveals a

maximum homology of 85-87% with isolates described as belong-
ing to subtypes 3a, 3b, 3g, 3i or undefined. Lu et al. defined sub-
types within genotypes 3 and 4 by 12.1-18% nucleotide
differences over complete sequences (Lu et al., 2006). FR-
SHEV3c-like sequence homologies fall into the range of subtype
classification with a number of sequences of various subtypes,
making classification by Lu et al. impossible in this case (Lu
et al.,, 2006).

The ICTV has recognized 4 major genotypes for HEV (Meng
et al, 2011), but it is beyond the limit of the ICTV to extend classi-
fication proposals below the level of species. However, taking HCV
as an example (Simmonds et al, 2005), a standardized arrange-
ment could be proposed.

In the light of a subtype classification of genotype 3 HEV that is
no longer adapted to the new fully sequenced isolates, and until a
consensus proposal has been made for a unified system for HEV
nomenclature, designation of genotype 3 sub-classification could
be divided into the 2 major phylogenetic branches observed in this
study as well as in previous HEV classifications (Schlauder and
Mushahwar, 2001; Lu et al, 2006; Purdy and Khudyakov, 2010)
and named here: branch 3.1 (subtypes 3a, 3b, 3¢, 3i, 3g and unde-
fined) and branch 3.1I (3e and 3f).

It has previously been demonstrated that mutation pressure
rather than natural selection is the most important determinant
of codon bias in RNA viruses (Jenkins and Holmes, 2003). HEV is
not an exception, but even though its codon bias is mainly
explained by its nucleotide composition, other pressures
than mutational must have been at work to cause the peculiar
under-representation of CpG dinucleotides or on the changes of
protein hydropathy. In vitro experimentations of the pressure ex-
erted by natural selection, such as fine-tuning translational kinet-
ics or escape from the immune system, should be investigated
further if we are to fully understand HEV evolution. Finally, HEV
subtyping classification should be reconsidered in regards to the
newly sequenced HEV genomes.
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IV - Mise en place d’'une alternative a la culture cellulaire :
développement de systémes de réplicons du VHE

V.1 — Introduction

Afin de relier les variations génétiques observéates phénotypes particuliers, des
modéles de génétique inverse et des modeles d’@wdHE in vitro sont nécessaires. A ce
jour, il n'existe pas de systeme de culture du Véfficace. En effet, la propagation et la
production du VHEN vitro a été tenté sur des hépatocytes primaires de f@sides lignées
hépatocytaires ou non-hépatocytaires humaines @taath, 1997; Tanaka et al., 2007). Mais
la production virale et I'utilisation de ces modgelsont limitées par au moins un de ces
facteurs : nécessité d’'inoculum viral tres conaantemps de latence long avant production
virale, titres relativement faibles, impossibilide passage ou modele cellulaire non
représentatif du type cellulaire naturellement ¢tfe Deux nouveaux modeéles de réplication
du virusin vitro ont été développés au laboratoire, dans la lige@elaire humaine HepaRG
dérivée d'un hépatocarcinome et la lignée cellalgmorcine PICM-19 dérivée de la
différenciation d’'une culture primaire de celluesbryonnaires (Rogée et al., 2012). Ces 2
lignées possedent des caractéristiques morpholegiget fonctionnelles proches des
hépatocytes primaires et semblent étre des mopedesetteurs (voir Annexe-I).

La technologie de I'’ADN recombinant, ou génétiqueverse, a rendu possible
I'analyse, la modification et I'expression des genees virus, de part la taille réduite de leur
génome, sont particulierement souples pour destedieherches. Bien que les virus a ARN
positifs ne comptent pas d’intermédiaires ADN, @ssibilité d’'obtenir des ADNc de ces
virus a considérablement augmenté le potentiebdgéhétique inverse. Ainsi le clonage de
’ADNc du génome entier du virus de la polio a ébéenu dées 1981 et la transfection de son
ADNCc sur des cultures de lignées cellulaire de dairsinge (CV-1) et de cancer du col utérin
humain (Hela) a révélé l'infectiosité de ce cloamsi que I'importance des séquences non
codantes en 5’ et 3' du génome dans la producti@iev(Racaniello and Baltimore, 1981).
Mais peu d’ADNc de génomes de virus sont directénmdactieux. La transcriptiom vitro
de ces ADNc en ARN est le plus souvent nécessapiig proche de la structure réelle des
virus a ARN étudiés. La transfection des ARN traitsdn vitro permet de contourner

I'entrée, la décapsidation virale et d'initier @pfication, mais ne permet pas pour certains
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virus de créer de particules virales néoforméesdgeniéaliser un cycle complet d’infection
vitro.

L’étude duVirus de I'Hépatite QVHC) a ainsi longtemps été restreinte par I'albsen
de systeme de production efficanevitro. Des mutations adaptatives des réplicons VHC ont
été nécessaires a I'obtention de fort niveau destrdption (Blight and Norgard, 2006). Mais
I'utilisation d’un réplicon provenant d’une séquerisolée d’'une hépatite fulminante (le clone
JFH1) a finalement permis d’obtenir un haut nivdauéplication associé a une production de
particules virales entieres (Wakita et al.,, 20068n autre facteur majeur associeé a
I'infectiosité in vitro des réplicons du VHC a été I'utilisation de sagsée des cellules Huh-

7. Les sous-lignées Huh-7.5 et Huh-7.5.1 ont étierls apres élimination de réplicons
subgénomiques du VHC gréace aux traitements prokaganterférone (IFN-a) et 'lFN-y.
Ces lignées possedent un défaut d’activation danunité innée (Blight et al., 2002; Zhong
et al., 2005).

Des réplicons ont déja été développés pour le EHS. réplicons de taille génomique
sont basés sur des séquences de génotype 1 isoldese ou au Pakistan, une séquence
aviaire, une séquence humaine de génotype 3, gpassb isolé au Japon et une séquence
porcine de génotype 3, sous-type 3a isolé au USAJ® et al., 2000; Emerson et al., 2001;
Huang, Haqgshenas, et al., 2005; Huang, Piersoal,,e2005; Yamada, Takahashi, Hoshino,
Takahashi, Ichiyama, Tanaka, et al., 2009). Celicoays ne sont pas représentatifs des sous-
types circulant en France, a savoir les sous-types3e, 3c et/ou 3c-like. L'étude
phénotypique des différents sous-types pourrainptre d’expliquer leur distribution ou de
confirmer leurs différences de pathogénicité évegqu@ouquet et al., 2011; Renou et al.,
2011). De méme, certaines études ont cherché wetrdess facteurs génétiques liées a des
facteurs de virulence ou de fulminance du VHE, a&vdrs une comparaison des géenomes
(Inoue et al., 2006, 2009). Cependant, les diffggsrgénotypiques identifiées ne peuvent pas
étre associées a des différences phénotypiquesrsatide de génétique inverse.

L'utilisation conjointe d’un réplicon issu d’'une preitite E fulminante transfectée dans
les lignées de Huh7.5 ou Huh7.5.1 réunirait potdletnent des facteurs favorables a une
efficacité de transfection et de réplication du Vbiiiimale, voir a I'établissement d’'un cycle

viral complet.

V.2 — Objectifs
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L’objectif de ce projet est de cloner des génonmspiets du VHE représentatifs des
souches circulant en France chez 'homme et le pincd’obtenir des outils de génétique
inverse. Ces réplicons permettront d’étudier leferdd@nants zoonotiques et les facteurs de

virulence associées aux différences génotypiques.

V.3 — Matériels et méthodes

Tableau 5 - Liste d'amorces
Liste des amorces utilisées pour I'amplificatiors déquences FR-SHEV3c-like et FR-
FulmHEV3f

Set d'amorce Nom de I'amorce Séguence (5' --> 3) Position*
1 HEV1F AAGGCTCCTGGCATWACTAC 31-50
HEV1Fn TACTACTGCCATHGAGCAGGC 45 -65
HEV1R TAHGCHGCCTCNAGYCTCTT 2647 - 2666
HEV1Rn TCTTNGGRTTCTGCTCAACC 2631 - 2650
2 HEV2F RTGGYTRCACCCTGAGGG 2013 - 2030
HEV2Fn GGRCAYMTYTGGGAGTCTGC 2062 - 2081
HEV2R AATGGCRCGGAACCACGG 4300 - 4317
HEV2Rn TCCTGDCCCTTCTCCACCAT 4117 - 4136
3 HEV3F TGYCCYGARCTYGAGCAGG 3841 - 3859
HEV3Fn ATAGTYCAYTGYCGNATGGC 3925 - 3944
HEV3R GGCTCGCCATTGGCYGAGA 6375 - 6393
HEV3Rn GACGAAATYAATTCTGTCGGYA 6318-6339
3a HEV3Fa GAAGCCCAGGGTGCCACGTT 3498 - 3517
HEV3Fan CACGGCCGATGCTCGAGGTC 3539 - 3558
HEV3Ra GTTATGCACCAGCCCGGGGC 5051 - 5032
HEV3Ran AACTGTTCGGCGCGCTCAGG 4945 - 4926
3b HEV3Fb GCCATTTCTGGGGCTGGCTCC 4413 -4433
HEV3Fbn GTGGCATGCCCCAGTGGCTT 4522 - 4541
HEV3Rb GAGCCCCAGCGCCCCAGTAT 6087 - 6068
HEV3Rbn TCCTCGGCCACACCCGATGT 5996 - 5977
4 HEV4F GGTTGATTCTCAGCCCTTCG 5305 - 5324
HEV4Fn CCCTATATTCATCCAACCAACC 5330 - 5351
HEV4R AGGGAGCGCGRAAAGCAG 7158 - 7173
HEV4Rn GCTGAAGCTCAGCRAYAGTR 7096 - 7115
5RACE  HEV5'R1 GTRGAGCAGGCTGATGGGAA 913-932
HEV5'R2 GTRTGRTAAGTGCCAGGTGG 604 - 624
3'RACE  HEV3'R1 GTCTCAGCCAATGGCGAGCC 6374 - 6393
HEV3'R2 TCCCTTGACTGGTCTAAGGT 6707 - 6726

*position sur la séquence 'swine HEV' (AF082843)

Deux isolats ont été choisis pour générer ces slorfectieux, I'un provient d’un porc
infecté par un sous-type 3c-like et I'autre protidiun cas humain d’hépatite fulminante de
sous-type 3f. Le génome du sous-type 3c-like cpoed a la séquence FR-SHEV3c-like

amplifié et séquencé précédemment (voir Résultatpitre II). Le génome du sous-type 3f
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fulminant a été amplifié a partir du sérum d’unigatt; séquence appelée FR-FUlmHEV3f.
Brievement, les ARN totaux ont été extraits a palei 2001 de sérum a l'aide du kit QIAmp
viral RNA (Qiagen, Courtaboeuf, France) en suivéed instructions du fabricant. La
transcription inverse a été réalisée sur 5 pl d’Aletdux en utilisant la Reverse-transcriptase
Primescript de Takara dans son tampon réaction@elyrfie, St-Quentin-en- Yvelines,
France). Les génomes ont été amplifiés par PCReaighace a une polymérase haute-fidélité
Hot Start Polymerase Phusion de Finnzymes (Ozyt@u8ntin-en- Yvelines, France) et des
amorces dégénérées (Tableau 5). Les kits 5’RACE3'eRACE d'Invitrogen (Life
Technologies, Villebon-sur-Yvette, France) ont éiésés pour amplifier les extrémités 5’ et

3’ selon les instructions du fabricant.

Les fragments amplifiés de FR-SHEV3c-like et FRHEN 3f ont été clonés comme
décrit sur les Figure 29 et Figure 30. Brievemdes, fragments ADN amplifiés par la
polymérase Phusion ont été incubé 20 min a 72°C kvdaq polymérase Invitrogen (Life
Technologies, Villebon-sur-Yvette, France) ayanvisa I'amplification des extrémités 3’ et
5’, afin d’ajouter des A en 3'. Les kits TOPO-TABDPO-XL (Life Technologies, Villebon-
sur-Yvette, France) ont été utilisés afin d’'insdesr amplicons comprenant des A en 3’ dans
le plasmide pCR2.1 selon les instructions du famticUne mutagénese dirigée des extrémités
5 et 3’ a été realisé par PCR afin d’introduiresite de restriction Xbal suivi du promoteur
T7 directement en amont du génome et un site Xbbalval du génome. Les 5 a 7 fragments
partiellement chevauchants formant chaque génorétérensuite séquentiellement digérés
et ligués 2 a 2. Les digestions ont été effect&y°C sur la nuit par les enzymes de
restricion New England Biolabs et Takara (Ozymé&,Q8entin-en- Yvelines, France),
coupant en un site unique dans la partie chevatelths 2 fragments a assembler et un site
unique dans les plasmides vecteurs pCR2.1, pCRUE19. Les fragments d’intérét ont
été séparés par électrophorese sur gel d’agarospuid/purifiés par le kit Nucleospin Gel
and PCR clean-up (Macherey-Nagel, Hoerdt, Franas.ligations ont été réalisées pendant
1 h a température ambiante grace a I'enzyme T4 Dd&se de Takara (Ozyme, St-Quentin-
en- Yvelines, France). Les bactéries One shot Togl@vitrogen (Life Technologies,
Villebon-sur-Yvette, France) ont servi a la tramsfation et 'amplification des produits de
ligation selon les instructions du fabricant. Leteair final des génomes complets clonés est
le vecteur pUC19 et le site Xbal final en 3’ a ét@difié par mutagénese dirigée pour devenir
un site Swal. Le site Swal est un site unique deiotion qui a été inséré afin de permettre la
linéarisation du plasmide directement en 3’ de dguence VHE. Le vecteur pUC19 ne
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contient pas de promoteur T7, ce qui permet grages&rtion par mutagéenénese dirigé d'un
promoteur T7 directement en 5’ de la séquenceéi@nt de transcrire uniquement le génome
VHE d'intérét.

FR-SHEV3c-like

0 1 2 3 4 5 6 7
5'RACE Fragment 1 Fragment 2 Fragment 3 Fragment 4 3'RACE
0.3 kb 2.6 kb 2.1 kb 24 kb 1.9 kb 0.7 kb

l RT-PCR nichée

5 F1 F2 F3 F4 3’
I I I . . —
l TOPO.TA l PCR lTOPO-TA
IpCR2,1| I pCR2 1 | ' pCR2.1 |
Mutagénése TOPO.XL Mutagénése
l dirigée dirigée l
Xbal-T7_| Sed Nhel Xbal
PCR2.1 pCR2.1 l | pCR-XL pCR2.1
Digestion/ Digestion/
ngatlon \ngatlon

Xbal-T? Bsu36l Xbal
pCR2.1 pCR2.1 ' pCR-XL I
Digestion/
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Figure 29 - Stratégie de clonage du réplicon FR-SHEc-like
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FR-FulmHEV3f
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Figure 30 - Stratégie de clonage du réplicon FR-FoiHEV 3f

La production d’ARN de taille génomique et cappésea partir des génomes clonés
est réalisé comme décrit dans la Figure 31. Afinpdevoir étre transcritén vitro, les
réplicons sont linéarisé en 3’ grace a I'enzymeagtriction Swal par digestion sur la nuit a
25°C. Les plasmides linéarisés sont ensuite parga le kit Nucleospin Gel and PCR clean-
up (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). La transaipin vitro pour I'obtention d’ARN non

cappés pour linfection de cultures cellulaiiasvitro est réalisée par le kit T7 Megascript
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Ambion (Life Technologies, Villebon-sur-Yvette, @) a partir de 5 ug de plasmide
linéarisé grace au promoteur T7 situé en 5’ deglguence virale, selon les instructions du
fabricant. La transcriptiom vitro pour I'obtention d’ARN cappés nécessaires a lgtitan in
vivo est réalisée par le kit Ambion mMessage mMaching Transcription (Life
Technologies, Villebon-sur-Yvette, France) a paatir20 ug de plasmide linéarisé grace au
promoteur T7 situé en 5’ de la séquence viral@rskls instructions du fabricant. La taille et

la qualité des transcrits est veérifié par électoypbe sur gel d’agarose 1%.

7 ﬁwal

pUC19-FR-SHEV3c-like ou pUC19-FR-SHEV3c-like

l Linéarisation
5’ 3

—

Plasmide linéarisé (ADN)
/

lTranscription in vitro et traitement DNase

5 3
|
ARN génomique

lCapping
5’-Cap 3

-
Génome complet cappé FR-SHEV3c-like ou FR-FulmHEV 3f

Figure 31 - Production d’ARN génomique cappé du VHEA partir des réplicons

IV.4 — Résultats préliminaires : obtention des répl  icons

Les différents fragments nécessaires a la congirudes 2 différents réplicons ont été
obtenus et assemblés comme indiqué dans le Matétidlléthodes (Figure 29 et Figure 30).
Pour chaque réplicon des ARNs de longueur génomique été obtenus apres transcription
in vitro. Ainsi, la transcriptiorin vitro permet de produire expérimentalement les génomes

ARNSss(+) consensus entiers et cappés en 5’ degséegide VHE clonées (Figure 31).

IV.5 — Perspectives

La deuxieme étape de I'étude sera de vérifierdatibsité des ces ARN transcrits
vivo. En effet, les réplicons de génotype 1 sont iigegtchez le macaque et le réplicon de
VHE porcin de génotype 3, sous-type 3a est infaktiechez le porc par injection intra-

hépatique des ARN transcrits vitro ou des ARN extraits aprés passage en culturelaiedu
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(Emerson et al., 2001; Huang, Hagshenas, et d@5)2Ces études ont montré I'importance
du cap 7m-GTP en 5’ du génome viral pour permditréection in vivo. Afin de vérifier
I'infectiosité des réplicons vivo, ceux-ci seront injectés en intra-hépatique apiess. Les
porcs sont le réservoir majeur du VHE en Franceoeit permissifs a l'infection par le
réplicon pSHEV3 précédemment établi (Huang, Haoshert al.,, 2005). Le réplicon
PSHEV3 nous servira de contrble positif.

les réplicons existants permettent la réplicaiatonome du génome sans produire de
particules virales entieres dans les lignées eatkd HepG2, PLC/PRF/5, A549, Caco-2 et
Huh-7 (Panda et al., 2000; Emerson et al., 200&nguHagshenas, et al., 2005). Cependant,
ces modeles ne permettent pas de fort niveaux pleatton virale ou bien ne sont pas
représentatifs des infectiofs vivo. Trois modeles seront utilisés pour I'étude dedigéns
nouvellement produits. La lignée cellulaire Huhdérivé d’un hépatocarcinome humain et
présentant un défaut de la voie de linterféroreanis de surmonter les faibles titres viraux
observés lors de la réplication du VHCvitro et pourrait donc étre un modéle approprié pour
une productionn vitro efficace du VHE. Les modeles cellulaire humaing&RG) et porcin
(PICM-19) mis en place au laboratoire présentend daractéristiques hépatocytaires
similaires aux cultures de cellules primaires.réiprésenteront donc des modeles proches de
I'infection chez 'homme et le porc afin d’étudiess mécanismes dépendant de I'espece hbte
étudiée. Le suivi des cinétiques de réplicatiorvanii la transfection des réplicons dans les
cellules Huh7.5 permettront d’évaluer dans un peertemps les différences phénotypiques
associées a deux sous-types majeurs circulantarcérpuis de déterminer des facteurs de
restriction d’héte a travers I'utilisation de ligeed cellulaires humaines HepaRG et porcines
PICM-19. La génétique inverse du VHE permettra dléer I'importance de certaines
mutations associées a des facteurs de virulenégydiér les interactions virus/cellules ou
encore de comprendre I'importance des quasiespé@des du VHE dans la pathogénicite.
Le développement de la quasiespéce a partir dameckiral pourra étre obserirévitro ouin

vivo et la virulence évaluée au regard de la diveg@tétique.
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DISCUSSION

I - Variabilité génétique du VHE

Les travaux réalisés au cours de cette thése antipale confirmer et compléter
'estimation de la diversité génétique (inter-scegh de la variabilité génétique (intra-
souches) et de I'évolution du VHE. Alors que laetsité génétique du VHE est comparable a
certains autres virus zoonotiques a ARN, sa diteermiésente tout de méme certains traits
particuliers liés a son épidémiologie particuliere.

Une premiére étude sur 42 séquences de VHE aotwhisolées de patients dans la
région de Toulouse avant 2008 avait montré queesolgs séquences appartenaient au
génotype 3. De méme, I'étude menée sur 149 séguelc&HE autochtones isolées chez
'homme et le porc sur toute la France entre 2008089 a montré la présence unique de
génotype 3. Or, en 2008, la présence de génotypat@chtone a été rapportée pour la
premiere fois en Europe (Wichmann et al., 2008). démotype 4 était jusqu’a présent
uniquement rapporté en Asie. Depuis, un cas ditrda humaine au VHE de génotype 4 a
été noté dans I'Est de la France (Tessé et al2)20Qes cas pourraient étre liés a la détection
de VHE de génotype 4 dans un élevage porcin eniddelg(Hakze-van der Honing et al.,
2011) et a sa probable introduction récente, saggéue la circulation des personnes et des
animaux de rente pourrait jouer un réle dans |sétisnation du virus et donc dans la
diversité des souches autochtones du VHE en France.

Il a été précédemment rapporté que les sous-tyip@s=37), 3e (n=2), 3c (n=2) et 3b
(n=1) circulaient dans la région de Toulouse (Ledrabravanel et al., 2009). L'étude menée
dans ce manuscrit sur 106 séquences VHE humaink3 stquences VHE porcines isolées
sur toute la France rapporte la circulation deusdgpes : 3f (n=110), 3c (n=20), 3e (n=7) et
non-défini (n=12). Le sous-type 3f est bien le sgywe prédominant en France, comme
montré précédemment dans la région de ToulousedhdegAbravanel et al., 2009). Le fait
gu’'aucun sous-type 3b n’ait été retrouvé, pouwvaiir de la difficulté a classer certaines
séquences selon la classification établie par lal.€t.u et al., 2006). En effet, une partie des

résultats montrent la nécessité de revoir la dlaaibn au vu des nouvelles séquences.
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L’étude de 3 nouveaux génomes entiers des différsotis-types circulant chez le
porc en France présentent entre 78,5% et 83.2%rdité entre elles et au maximum 90,9%
d’identité avec les génomes connus et disponibleiquement. Les génomes VHE isolés du
porc en France possedent une structure similaltex@ption de la taille de leur partie 3’ non
codante et d'un codon de difféerence dans 'ORF1teQ#létion d’'un codon intervient dans la
partie hypervariable de 'ORF1. Une insertion den8&st observée dans cette méme partie
hypervariable du génome du virus étudié dans kitde expérimentale. Cette insertion est
aussi retrouvée dans d’'autres génomes d’origineameren France et d’origine porcine en
Espagne. La région hypervariable correspond a égem riche en proline dont I'étude
bioinformatique a révélé une structure comprenastgites putatifs de protéases, de kinases
et de liaisons aux protéines qui permettrait ugelegion de la réplication (Purdy, Lara, et al.,
2012). La découverte d’insertions d’oligonucléosidie I'hote (Shukla et al., 2011; Nguyen et
al., 2012) et I'évolution de cette région par common des génotypes 1, 3 et 4 suggerent
gu'elle aurait un réle dans l'adaptation virale 'Aéte (Purdy, Lara, et al., 2012). Les
mécanismes de cette adaptation pourront éventusilierdtre étudiés par l'utilisation de
réplicons modifiés dans cette partie hypervariable.

La grande diversité génétique des souches du \&fl&te les variations de séquence
intra-souche. En effet, alors que des porcs d'umen&levage sont vraisemblablement
infectés par la méme souche de VHE, la comparaiesnséquences isolées ne donnent pas
nécessairement d’'identité parfaite a 100%. Ce¢é aeassi observé chez 'lhomme lors d’'une
épidémie de VHE de génotype 1 en Algérie (Grandaefaal., 2004). Conceptuellement, les
souches virales sont des virus appartenant au nganes et qui ont des différences
moléculaires héréditairement stables. La strualesepopulations virales en quasiespéce rend
donc difficile la classification des souches, @& fjuasiespeces ne sont pas moléculairement
stables par définition. La classification en sosctiépend du genre viral. Lors de I'étude des
différents isolats de VHE de génotype 3 d’'un ménexage porcin, un minimum de 99%
d’identité a été obtenu. Lors de I'étude d’'une épick de VHE de génotype 1 en Algérie, les
isolats avait un minimum d’identité de 98,7%. llrae donc possible d'établir une
classification des souches du gehigpeviruslorsque les séquences présentent plus de 98%
d’identités. Le taux de mutation du VHE pourraiteécalculé a partir d’'un réplicon,
représentant une séquence unigue, et I'observatola variabilité résultante de passages
multiples, afin d’évaluer la stabilité des souctasvHE.

La structure en quasiespece du génome entier étédée lors d’'un passage entre

I’'homme et le porc pour évaluer le degré d’adaptatiu VHE de génotype 3. Bien que le

98



Discussion

polymorphisme soit observé sur toute la longueugéinome, aucune modification majeure
de la population virale n’a été observée. Au corgrdianalyse phylogénétique des séquences
du VHE de génotype 3 ayant opéré un changementopésme du foie vers le systéme
nerveux rapporté chez un patient a montré quedgeences isolées a 2 reprises du sérum
étaient clairement distinctes de celles isoléedigluide céphalo-rachidien (Kamar et al.,
2010). Enfin, un plus grand polymorphisme de lasipgpéce a été observé chez les patients
dont I'infection devient chronique par rapport aankections aigtes, la diversification de la
quasiespéce correspondant a une diminution dekiogt inflammatoires (Lhomme et al.,
2012). Alors que le passage d’héte ne requiert dadaptation génétigue du VHE de
génotype 3, I'adaptation génétique est nécessairehangement de tropisme cellulaire. Le
degré de réplication du VHE et de la variabilitengque résultante est controlé par
l'intensité de la réponse immunitaire.

La pression de sélection négative le long du génarété tout d’abord montrée lors de
I'étude génomes porcins isolés en Espagne (Paxadth, 2009), puis confirmé ici par I'étude
du polymorphisme de population virale lors d'un gzage inter-espece. L’étude du biais de
'usage des codons a aussi montré que la pressionudation, responsable d’'une pression de
sélection neutre ou négative, était un des factéterminants de I'évolution des génomes du
VHE. Mais une pression de sélection naturelle sga@ sur I'évolution des génomes a été
aussi observée. Celle-ci s’exercerait tout d’alamds 'ORF3 et la partie hypervariable de
'ORF1 qui comprennent un plus grand nombre des @ymorphiques et sont sujets a une
pression de sélection positive. Ces régions somtc ddés dans I'évolution du VHE,
probablement de par leurs fonctions régulatrice. effet, il a été suggéré que la partie
hypervariable de 'ORF1 aurait un réle dans l'adéipn virale a I'h6éte (Purdy, Lara, et al.,
2012) et 'ORF3 serait impliquée dans I'atténuatienia réponse immunitaire (Chandra et al.,
2008).

La diversité génétique observée des souches de igbl& de 'homme et du porc
circulant sur un méme territoire est particulierametlevée. Les séquences isolées
présentaient entre 67,8% et 100% d’identité nudé&pte. Or, Par comparaison, 89 séquences
du virus de la rage isolées au Mexique d’'un plendrnombre d’espéces hbétes (chauves-
souris, bétail, de chat ou patients) et durantplas longue période (1995-2004) présentaient
une diversité génétique plus restreintes, compesgre 83,1% et 100% d’identité

nucléotidique (Velasco-Villa et al., 2006). Les 1§&juences du virus West Nile isolés de
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donneurs de sang dans 25 états des USA et 3 pesvaanadiennes en 2003-04 présentaient
une identité encore plus forte, comprise entre®%,6t 99,8% (Herring et al., 2007).

Le degré de polymorphisme des quasiespéces desaonnotiques a ARN est aussi
variable. Ainsi la diversité nucléotidique du VHEE® calculée ici allant de 0,028% a 0,07%.
Par comparaison, le virus du West Nile a une ditéersicléotidique plus faible et dépendante
de I'espéce infectée. Alors que chez I'oiseaujvardité nucléotidique est de 0,021%, chez le
moustique, celle-ci est de 0,034% (Jerzak et 805 Par contre, le virus de la Dengue,
agissant sur un mode épidémique entre I’'homme miolestique, a, quant a lui, une diversité
nucléotidique intra-héte bien supérieure, estim@e386 dans le sérum de patients atteints de
fievres aiglies (Holmes, 2003).

Les gammes de diversité des souches virales etedte dde polymorphisme des
quasiespéces sont vastes. Les contraintes mol@sulEiexercant sur un virus sont d’autant
plus forte que les espéces qu'il infecte sont djgetes, mais ces contraintes dépendent aussi
de son mode de transmission et de sa virulencpparait que le VHE présente une plus
grande diversité de souches que les arbovirus iceogurait étre expliqué par les contraintes
moléculaires s’exercant sur les virus infectant @speces hotes trés hétérogenes, du
mammifére a I'arthropode. Pourtant, la quasiesphc&HE est moins diverse qu’un autre
arbovirus, le virus de la dengue. Ceci pourraie &xpliqgué par le mode épidémique par
lequel le virus de la dengue se propage, produidast infections courtes mais aigles
permettant d’accumuler un grand nombre de mutatibest aussi a noter que le calcul de la
diversité nucléotidique du virus de la dengue a réisé sur le géene d’enveloppe E,
déterminant du tropisme cellulaire et cible dedpanse immunitaire et donc soumis a une
forte pression de sélection positive. Mais le VHEEgit aussi plus diversifié que le virus de la
rage. En effet, I'extréme virulence du virus dedge prévient la transmission méme de ses
phénotypes virulents en éliminant son hote. Largdit@ génétique est donc aussi liée au seulil
de virulence du virus et de son équilibre avecesaigtance et sa transmission (Lancaster and
Pfeiffer, 2012). Le VHE parait asymptomatique clianimal, ce qui pourrait expliquer sa
plus grande diversité. Il entraine aussi tres pewas d’hépatites aiglies ou fulminantes en
comparaison des séroprévalences €levees atteigd23% dans le Sud de la France (Mansuy
et al.,, 2011). Pourtant, alors que les infectionsvaus du West Nile sont elles aussi
majoritairement asymptomatique (75-80%) (De Filet#e al., 2012), les nombreuses
séquences isolées en 2003-04 en Amérique du Na@skmiaient des identités tres fortes
dépassant les 99%. Dans ce cas, I'absence de ithveescorrespond pas a une tres forte

virulence ni a des contraintes moléculaires fostesson génome, mais correspond en réalité a
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la présence d’'une seule souche virale. En effefy MV n’a été introduit en Ameérique du
Nord gu’a partir de 1999 et les infections résuiarproviendraient de l'introduction et de la

propagation d’une souche unique dans un réseradfi(Kilpatrick, 2011).

En résumé, la diversité genétique du VHE retrouvdesterritoire francais est grande,
alors que la variabilité génétique de sa quasiespars d'un passage d’hote est modérée.
Ainsi, il semble que le taux de substitution du VISBit grandement restreint par des
contraintes moléculaires sur I'ensemble de son ména I'exception de la partie
hypervariable de 'ORF1 et de la partie chevauchald 'ORF2 et 'ORF3, mais que sa
grande diversité génétique dénote une longue égnlatvec les populations infectées et des

mouvements d’hétes augmentant sa dispersion suletterritoire.

II - Transmissions zoonotiques du VHE

Une particularité du VHE est son spectre d’hote.l'éxception du virus de
I'encéphalomyocardite, au risque zoonotique faibteju virus de la grippe A nécessitant des
réassortiments pour passer de I'animal a 'lhomm&HE est le seul virus zoonotique a ARN
dont le réservoir animal majeur est domestiquesaeglier et le cerf, especes de la faune
sauvage des zones tempérées sont aussi porteltilEleadbnotique. Bien que la chasse et la
consommation de gibier sont des facteurs de risggecié a une séroprévalence plus élevé
gue dans la population normale (Mansuy et al., ROlEE cas d’hépatites E ne sont pas
frecquemment lies a ces activitées. En effet, sur 166 patients inclus dans [I'étude
d’épidémiologie moléculaire du VHE en France, s&dlentre eux reportaient étre chasseurs
(données non publiées).

Les réservoirs animaux de la majorité des virummtiques a ARN sont les rongeurs
(Arena, Hantavirus et Bunyviridag, les oiseauxHlavi-, Alphavirug et les chauves-souris
(Lyssa, Corona, Henipaviruset Filoviridae). Un intérét grandissant est porté aux chauves-
souris suite a 'émergence des virus Hendra, Nig&AScoV et Ebola. Les chauves-souris et
les rongeurs forment les 2 plus grands ordres denmifgres, leur diversité reflétant
potentiellement la diversité des virus les infettaes oiseaux et chauve-souris comprennent
des especes formant de larges colonies, facteprog@gation et persistance des virus (Wang
et al., 2011).

Ces familles d’animaux sont aussi infectées patH&, mais de genres divergents des
VHE zoonotiques, a savoir le VHE rat, le VHE awaaét le VHE chauve-souris. Les VHE rat
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et aviaire ne présentent pas de risque zoonotiduang et al., 2004; Purcell et al., 2011). Le
VHE chauve-souris a été tres récemment trouvé édepte entre 54,6 et 64,2% d’identité
nucléotidique avec le VHE humain, ce qui est coralplara la distance des genres VHE rat et
aviaire. De plus, aucune séquence de VHE chauwisspia été retrouvé dans I'étude de
90,000 sera humains (Drexler et al., 2012). ldestc peu probable que le VHE chauve-souris
puisse passer la barriere d’'espéce. Le SRAScoVdi&echauve-souris présente 88-92%
d’identité nucléotidique avec le SRAScoV et segaltorigine de ce nouveau virus a travers
son passage par la civette ou un autre mammifemedéterminé (Shi and Hu, 2008). Une
surveillance du VHE chauve-souris pourrait étreisagee afin de prévenir I'apparition de

VHE chez 'homme.

Bien gu’il semble acquis maintenant que le VHEwsVirus zoonotique, l'origine et
le mode de contamination par le VHE en France étgdt a questionnement au début de ce
travail de thése.

En 2010, le centre national de référence du VHEFmEmce dénombrait 340 cas
d’hépatites E, dont 70% étaient déclarés autockt@@BR VHE, données non publiées). Une
enquéte nationale réalisée au laboratoire a rége& le réservoir porcin est largement
contaminé, avec une séroprévalence allant de 31%ivaau individuel, jusqu’a 65% au
niveau des élevages (Rose et al., 2011). La vidad®orc est la viande la plus consommeée en
France (Ministere de I'Economie, des Finances ef’'lddustrie, 2010). Cette enquéte a
également montré que 4% des foies rentrant dambdine alimentaire sont positifs pour
'ARN viral (Rose et al., 2011). Les résultats de tcavail de thése montrent que les cas
autochtones francais et les porcs positifs sorgct@s sur tout le territoire par le méme
génotype et les mémes sous-types de VHE. Le géa@tyyumain permet d'ailleurs d’infecter
expérimentalement des porcs par voie intraveinexame montré précédemment aux USA
(Meng et al., 1998), mais aussi par voie oraleydeae naturelle d’infection (Casas et al.,
2009), comme montré ici.

La présence d’'un méme génotype chez le porc embhe dans un méme territoire
n'est pas nécessairement associée a des transmigsionotiques. En effet, il a été reporté en
Chine et en Bolivie que le VHE de génotype 3 eirdutaient dans les populations humaines
et porcines. Or, dans les 2 cas, les sous-typesugts étaient différents selon I'héte (Zhang
et al.,, 2009; DellAmico et al.,, 2011; Purdy, Dalhico, et al., 2012). Ici les sous-types
retrouvés chez 'homme et le porc sont les mémesoet présents dans les mémes

proportions, indiquant la circulation active duugrd’un hote a l'autre.
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De plus, la comparaison des séquences partielldées indépendamment chez
I’'homme et le porc montre des identités supériear89%. Ce n’est pas la premiére fois que
de telles homologies sont détectées sur des seéspiésmées indépendamment. Au Japon
notamment, une paire de séquences VHE de génotigméés chez 'lhomme et le porc ont
montré 99% d’identité sur le génome entier (Nisiaat al., 2003). L'étude des 3 nouveaux
génomes porcins francais a montré que celui de-types 3f présentait son maximum
d’identité (90,9%) avec le seul génome VHE humaamgais disponible (Legrand-Abravanel
et al., 2009). Bien que le génotype 3 soit prédant toute 'Europe, en Amérique et en Asie,
I'origine de la majorité des contaminations en Emrsemble liée fortement au réservoir
porcin francais. De plus, il a été montré une absele lien géographique entre les séquences
isolées de cas humains et chez le porc présentantlp 99% d’identités. Les séquences ont
éte isolées des porcs préceédemment a la décladgisymptomes chez les patients étudiés.
Ces infections pourraient donc correspondre a uderde transmission alimentaire par la
viande de porc. En effet, certaines spécialitéaléscfrancaises a base de foie de porc cru sont
a fort risque de transmission du VHE (Colson et24110; Mansuy et al., 2011).

Enfin le VHE de génotype 3, sous-type 3f montre émelution neutre lors d’'un seul
passage inter-espéce, par conservation de son gé&mmensus et de 30% de la quasiespeéce,
démontrant I'adaptation compléte de son génomeisiqulrs hétes. La possibilité d’existence
de déterminants spécifiques d’espéce n'a pas &é am évidence a l'intérieur d'un méme
génotype. En effet, dans notre analyse, seul |lotgpa 1 présente un biais d’'usage des
codons en faveur de I'espéce humaine. Le VHE detgpa 3 présente donc un risque réel de
transmission zoonotique.

Les transmissions du VHE du porc a 'homme ont dét&ici clairement établies,
mais le mode de transmission dépend d’'une opptétdfinfection qui est différente selon
les régions. En France, les produits locaux a dadeie de porc cru consommeés crus sont un
risque vraisemblable d’'une majorité d’infectionsaisnne peuvent expliquer tous les cas
d’hépatites E. Il est possible que d’autres espao@males que le porc, le cerf, le sanglier
puissent étre a l'origine d’infection au VHE. Eretfdes anticorps anti-VHE ont été détectés
chez le chat, le chien, le cheval, le mouton doéliail, mais sans traces d’ARN viral (Pavio et
al., 2010). Reste a savoir si I'infection de cesemuréservoirs potentiels correspondent a des
sources zoonotiques.

L’étude des cas humains francais en 2008-09 corajirane personne végétarienne.
Des contaminations environnementales ne sont paslare non plus. Il a été montré que les

lagunes de décantation du lisier sont contaminéesip VHE (Kasorndorkbua et al., 2005;
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McCreary et al., 2008). L'épandage de lisier pausreaisemblablement étre a I'origine des
contaminations des eaux de surface (Rutjes €@9) ou des champs de fraises (Brassard et
al., 2012). Malgré tout, alors que la Bretagneuestrégion a haute densité d’élevage de porcs
contaminés et que les épandages de lisier y séqudnts, seul 2 cas y ont été enregistré en
2008-09. Une étude sur la persistance du VHE dansgitonnement permettrait d’évaluer ce
risque.

Les mollusques sont des organismes filtreurs péamteta fixation spécifique de
virus, tels que ledlorovirus(Maalouf et al., 2010). Ainsi du VHE de génotypa 8té détecte
dans des organismes bivalves de riviere au Jagaet @l., 2007). Des cas d’hépatites E lors
d’une croisiére ont été épidémiologiquement liégs éonsommation de crustacés (Said et al.,
2009). Enfin, récemment, des moules ont été uils@mme bio-moniteurs de la pollution
virale marine en Méditerranée ; 8.1% des échansllise révélant positifs pour TARN VHE
(Donia et al.,, 2012). Une étude de la prévalence/HE dans les mollusques en France
devrait permettre de compléter I'estimation dedatamination environnementale au VHE et

d’évaluer le risque associé a la consommationuesfde mer.

Le mode de transmission du VHE est différent deseawirus zoonotiques a ARN.
Alors que linfection au VHE se fait par voie eritiere, les autres virus nécessitent un vecteur
ou se font par contact direct ou indirect de sémméavec une muqueuse ou une plaie. Cette
différence de transmission s’explique par le faie de VHE est un virus nu, contrairement
aux autres virus zoonotigues a ARN qui sont enyelep Son mode de transmission est a
rapprocher duVirus de I'hépatite A des Rotavirus et desNorovirus Les origines des
contaminations humaines par les virus entériqueds,que le VHE de génotype 1 et 2, sont
I'eau et les aliments souillés ou tout contact fécal direct ou indirect. Le VHE de génotypes
3 et 4 est particulier. En Europe, bien que le \fiiisse étre retrouvé dans I'environnement
(Rutjes et al., 2009; Brassard et al., 2012), ihlsie qu’il ait majoritairement une origine
alimentaire non féco-orale. De plus, aucun casatesmissions secondaires n’a été rapporté a
ce jour. En revanche, en Chine Centrale et en EBolies profils de contamination par les
génotypes 3 et 4 sont différents. En effet, lessdgpes circulant chez 'homme et le porc
sont différents révélant une absence de contaromatioisée (Zhang et al., 2009; Purdy,
Dell’amico, et al., 2012). Les contaminations humeai dans ces régions au moyens sanitaires
réduits ont donc probablement une origine fécoeoral

Ce dernier mode de transmission pourrait avoir amgication sur I'évolution du

virus. En effet, dans les régions aux moyens sagsta€duits, ou plusieurs virus apparentés
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pourraient circuler, les contaminations environnetales croisées peuvent survenir et mener,
a travers une infection multiple, & la recombinaisie 2 virus. Ainsi les recombinaisons des
souches vaccinales du poliovirus, excrété chromigun par des personnes immunodeéprimes,
avec d’autres entérovirus naturels a mené a laeggance de nouveaux poliovirus virulents
(Combelas et al., 2011). Des contaminations enugmentales par plusieurs types de VHE,
comme les génotypes 1 et 4 en Inde et en Chinergrent survenir. Il a été montré que des
contaminations d’'une méme personne par plusiews-gpes de VHE peuvent avoir lieu
(Moal et al., 2012). Les phénomenes de recombinaisi VHE, bien que peu étudiés, ont
été notés pour le génotype 1, mais n'ont pas ena@érelétecté dans les génotypes 3 et 4 ou
entre différents génotypes par un manque de génam@soment de I'étude (van Cuyck et
al., 2005). Néanmoins, des recombinaisons du VHE a@es genes humains ont été observée
in vivo etin vitro et conférerait au VHE une capacité de réplicatiolioréan vitro (Shukla

et al., 2011, 2012; Nguyen et al., 2012).

Le VHE aurait une longue évolution avec ses hé@srisant sa transmission plutot
que sa virulence. L’étude de I'histoire évolutive WHE montre qu’il aurait évolué par une
série d'étapes durant lesquels les ancétres du $#lEBeraient adaptés a une succession
d’hétes animaux menant a I'hdéte humain. La divecgedu génotype 3 daterait de 1668 a
1745, tandis que la divergence du génotype 1 datkyd 811 a 1923 (Purdy and Khudyakov,
2010). Le VHE de génotype 1 aurait donc évolué Varperte de compétence d’infection
d’animaux non-humains. Le déterminant de barriéespce du génotype est a déterminer.
La création de chimeéres de réplicons de génotyps3lpourrait permettre de déterminer les
facteurs génétiques responsables de la barriespéte. Pour comparaison, I'émergence du
SRAScoV chez 'lhomme a partir de la civette ou @'wutre espece non-identifiee est un
événement trés récent et daterait de 1996 a 2064 siéciation a partir du SRAScoV-like de
la chauve-souris de 1965 a 1995 (Hon et al., 2008)SRAScoV a connu une émergence
récente chez 'homme. L’'adaptation du SRAScoV-tlks chauves-souris a I’'homme se serait
fait par I'adaptation chez la chauve-souris ou @étehntermédiaire au nouveau récepteur
cellulaire ACE2 présent aussi chez 'lhomme (Demegiet al., 2012). Le virus de la rage
aurait une origine antique, la premiére mentiont&cie ses symptémes violents datant d’il y
a 2000 ans avant notre ere (Adamson, 1977). llanpas eu d’adaptation du virus vers un
phénotype moins virulent. L'homme n’est qu’'un hoétxasionnel, chez qui I'évolution du

virus de la rage est une impasse. La faune sauvaglus de connaitre quelques cas
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d’infection asymptomatique (Warrell and Warrell,02), est assez diverse et large pour

permettre la persistance du virus.

Enfin, le degré d’adaptation zoonotique du VHE démhc particulier. Comme décrit
dans la partie introduction, I'évolution d’'un virusiquement animal a un virus uniqguement
humain peut étre classée en 5 degrés d’adaptatiors que la plupart des virus semblent
correspondre a un seul stade, le VHE pourrait @assé dans plusieurs de ces stades. En
effet, Le VHE rat et aviaire semblent infecter wament des especes de leur ordre et
correspondrait a un pathogéne de stade 1. Le VHgedetype 1 et 2 infectent uniquement
'homme et seraient donc des pathogenes de stale YHE de génotypes 3 et 4 infecte
I’'homme, le porc, le sanglier et le cerf. CependantChine et en Bolivie, le VHE circulant
chez 'homme est de sous-type différent a celautamt chez le porc, donc la transmission du
VHE a 'homme se fait par 'lhomme. Le VHE de gémmy3 et 4 est, dans ce cas la, un
pathogene de stade 4. En Europe et au Japon, dekesoprovoquant des cas sporadiques
chez 'hnomme sont identiques aux souches circudacttez le porc, le sanglier et le cerf, sans
qgue des infections secondaires soient reportéespr@fé épidémiologique correspondrait
donc a un pathogéne de stade 2. La raison pour detparité de classement du degré
zoonotique du VHE de génotypes 3 et 4 pourrait e a une opportunité de passage en
I'absence de dispositif d’assainissement plutdtiquie restriction d’hdte entre les porcs et
'homme. En effet, I'extréme hétérogeneéité des sédgas du VHE fait que jusqu'a un
cinquieme du génome peut différer d’'un isolat atfa a I'intérieur d’'un méme génotype. Or
la restriction d’hbte peut étre liée a des changesnmineurs de séquence. Par exemple, la
mutation de seulement 2 acides aminés dans lawoiesPB2 de la polymérase et dans
I’'hémagglutinine du virus de la grippe A aviaire Wb détermine la transmission aux
mammiféres (Gao et al., 2009). De méme, la virdeaccrue du Virus West Nile chez le
corbeau américain est lié a la mutation d’'un seideaaminé de la protéine hélicase NS3
(Brault et al., 2007). Le développement de nouveawtds de génétique inverse du VHE

pourra permettre de répondre a ces questions demdgants d’espéce et de virulence.

La globalisation et les changements climatiquest susceptibles de modifier le
contexte épidémiologique du VHE. Ainsi I'apparitia® cas récents d’hépatites E liés au
sous-type 3e au Japon serait liee a I'importatierpdrcs européens (Nakano et al., 2012).
L’augmentation des échanges mondiaux risque sandoute d’affecter la distribution des

différents génotypes et sous-types. De méme, lasgements climatiques pourraient étre la
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source de la propagation accrue du VHE (voir AnAg@xeC’est pourquoi une connaissance
accrue de la biologie du VHE est nécessaire afipréeenir des crises sanitaires potentielles.

III - Perspectives

Les perspectives de ce travail seraient d’'une garrendre compte de toutes les
origines et tous les modes de contaminations pessdn France et d’autre part d’améliorer

les connaissances sur la biologie du virus.

Une premiére perspective serait d’évaluer la penad en France des autres réservoirs
connus du VHE, tels que chez le sanglier et le témé étude nationale récente a montré une
sérologie positive chez 14% des sangliers (Carpeatial., 2012). Une étude sur les sangliers
du Sud-Est a pu amplifier de 'ARN viral de 2,5%sd&ngliers étudiés (Kaba et al., 2009).
Une étude compléte de prévalence du VHE chez lglisamanqgue a ce jour. De méme, bien
que les cerfs aient été trouveé positifs au VHE d#iagtres pays européens, des données de
prévalence chez cet hdte en France manquent encore.

Une étude des autres réservoirs potentiels du VéiEadt étre envisagée. Le contact
avec des chats est significativement associé sémogie positive au VHE (Mansuy et al.,
2011). Une enquéte sur la présence d’ARN viral ¢bezhats avait été démarrée lors de cette
thése, mais n'a pas donné de résultat positif jaspguésent. Les raisons de cette absence de
détection d’ARN viral pourraient étre que les chetisdiés étaient majoritairement des chats
d’appartement qui ne sont pas naturellement indept& le VHE, que les amorces utilisées
pour I'amplification ne peuvent pas amplifié le Vidd chat ou enfin que les résultats positifs
de sérologie correspondent a une réaction croigéest. L'utilisation de paires d’amorces
dégénérée sur des échantillons provenant de civatst en milieu rural est en perspectives.

La recherche des contaminations environnementa@ge®dux de surface, des champs
et des effluents sont a envisager. La prévalence€Hla dans les mollusques ainsi que leur
utilisation comme bio-moniteurs de la populatioral@ marine serait a évaluer en France.

Une meilleure connaissance de la persistance du YWHIES I'environnement par
I'étude de sa dynamique entre les réservoirs aningad’environnement, sa résistance aux
températures, a la dessiccation, aux détergerasxetayons UV permettraient de considérer
les mesures de prévention les plus appropriéeseouantt toutes les voies de contamination
possibles du VHE.
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Une deuxieme perspective de ce travail passerd’yidisation des réplicons afin
d’améliorer les connaissances jusqu’a présentdengur la biologie du VHE. L’infectiosité
des réplicons sera prochainement vérifiée chepdess. Les variations d’infectiosite vivo
des réplicons de 3 sous-types différents serondiéga afin de relier aux différences
génotypiques observées. De mémeyitro, les différences de réplication et de productien d
protéines virales pourront étre étudiées selon siegs-types et les modeles cellulaires
considérés. Le développement de la quasiespecetia ggan clone unique pourrait étre
étudié, afin de mieux comprendre I'évolution du VEiEde lier les degrés de polymorphisme
au passage d’hote ou a la virulence. Enfin, la iptsé de manipulation du matériel
génétique du virus et de vérification du phénotyprespondant ouvre de larges perspectives
sur I'étude des interactions aux facteurs cellakgites déterminants de tropisme, de virulence
et de fulminance ; études essentielles a la corepstbn et la prévention des passages
d’espéce du virus, de ses symptdomes associés. t@dsséourraient a terme permettre de
développer des molécules inhibitrices spécifiguersnettant de contrdler ses infections.
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CONCLUSION

Les 4 projets décrits dans ce manuscrit couvrena$pects zoonotiques du virus de
I'hépatite E par différentes études de génomiqai,|'€tude des génomes d’'un organisme.
Ces études ont couvert les aspects phylogénétique¥HE en France, ses variations
adaptatives intra-génomiques, la composition etoligtion de ses génomes et la mise en
place d’outils de génomique fonctionnelle. Les otife de ces travaux ont été d’estimer la
variabilité génétique et les aspects zoonotiquesVHiEE, démontrant sa particularité par

rapport aux autres virus zoonotiques a ARN connus.

Dans la premiére partie de ce travail, il a éténtmo que les séquences de VHE
autochtones circulant en France entre 2008 et 2606nt toutes de génotypes 3. Les 4 sous-
types trouvés sur le territoire sont présents demsnémes proportions dans les populations
humaine et porcine, indiquant une circulation a&tiv virus entre les 2 hotes. Les séquences
de VHE isolées au sein d'un méme élevage présantpigs de 99% d’identité, reflétant le
degré de diversité intra-souche. Trois paires deesgces isolées d’élevages différents ont été
trouvées présentant plus de 99% d’identité. Lega@les d’isolement de ces séquences étaient
géographiquement proches, laissant penser quentammation des élevages se ferait par
échange d’animaux entre fermes voisines, par moemerde personnel entre fermes ou
encore par contamination environnementale. Au egetr 4 groupes de séquences humaines
présentaient 100% d’identité. Ces cas humains nageaient pas de liens géographiques,
laissant supposer que des contaminations enviroem@hes ou par contact ne seraient pas
impliquées dans ces cas. Des identités supérieu@¥%o ont été trouvées sur 2 paires de
séquences partielles isolées chez 'homme et le, gans lien géographique et les cas
humains étant toujours postérieurs a l'isolemerst skquences chez le porc. La distribution
géographique des ségquences ayant des identitéspauisstes est en faveur de contamination
d’un réseau de distribution alimentaire plutot quwieonnemental.

Dans la deuxieme partie de ce travail, I'étude phissage d'espece du VHE de
génotype 3 humain chez le porc a été realisé avatlier 'adaptation du génome consensus
et de la quasiespéce au passage inter-espéceedtionf expérimentale de porcs par voie
orale a partir d'un échantillon humain a été praidecet le virus a pu étre entierement
séquenceé de I'échantillon humain et des échansiltba bile et de féces porcins. Le génome

consensus des échantillons humains et porcinsas &t modifié au cours de la transmission
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inter-espéce. De plus, des changements majeuis gigakiespéce n'ont pas été notés. Cette
expérience démontre l'adaptation totale du VHE éeogype 3 & ses hbtes humains et
porcins. La conservation de 29% des sites polymquals au cours de la transmission, laisse
penser que ces sites pourraient étre impliqués ldguisenomene de mémoire virale et qu’ils
pourraient avoir une importance dans la transmissio virus. Il existe une pression de
sélection négative le long du génome, a I'excepdiema région hypervariable de 'ORF1 et la
région chevauchante de 'ORF2 et 'ORF3 ou s’opéme pression de sélection positive,
indiquant que ces dernieres régions pourraienti@péquées dans des fonctions régulatrices.
L'importance phénotypique des sites polymorphigumsserveés et des régions génomiques a
pression de sélection positive dans la capacitéfetiion du VHE pourront éventuellement
étre caractérisé a I'aide des réplicons.

Dans la troisieme partie de ce travail, le séqagacet I'analyse de nouveaux
génotypes complets représentatifs des sous-typeslatit en France a été réalisé. Le
séquencage complet d'un isolat classifié précéderthroemme sous-type 3c a réveélé la
difficulté de classer les nouveaux génomes et oibede revoir la classification en sous-
types. L’analyse de la structure des 3 nouveauxmés en comparaison des génomes déja
disponible n’a pas révélé de déterminants d’esd€aealyse de l'usage des codons a révélé
une absence de biais entre les séquences isolées'lsbmme et le porc, mais un biais
particulier du génotype 1 par rapport aux autregtpes. Le génotype 1 est exclusivement
humain. Cette analyse du biais des codons a domdrénane évolution particuliere des
génotypes selon le nombre d’héte gqu'ils infect&dtte analyse du biais des codons a aussi
montré par un nouvel angle, le besoin de revoaldasification en sous-types en regard des

nouveaux génomes sequences.

Le VHE est un virus zoonotique a ARN particulientite réservoir animal majeur est
domestique plutdt que sauvage et dont le modeadsrtrission potentiellement alimentaire et
non exclusivement féco-oral contraste avec leseawirus zoonotiques et entériques. La
possibilité d’'infection alimentaire par I&rovirusrésulte de la concentration des virus dans
les mollusques par contamination environnemental®ipque de leur réplication chez un
héte compétent. Bien que ce dernier mode d’infactith été évoqué pour le VHE, le porc
représente un risque majeur de par la forte coratéart en VHE résultante de sa réplication a
I'intérieur méme de I'animal. Le VHE possede audedrait particulier de présenter plusieurs

degrés d’adaptation zoonotique. Certaines espacasHE ne sont capables d’infecter que

110



Conclusion

des especes animales, certains génotypes de manfpe 'homme et d’autres enfin capables
d’infecter 'homme et I'animal et provoquant ou ndes infections secondaires humaines.

Les origines et modes de transmission multiples eébntaminations potentielles au
VHE en font donc un virus particulier. La résolutide ce probléme de santé publique devra
passer par la connaissance de tous les hotes iptstedti VHE, de tous ses modes de
transmissions, des doses nécessaires a l'infeetiadu degré d’exposition aux sources de
VHE, de sa résistance dans I'environnement, detedesx de risque et des déterminants
génétiques associés a la virulence. La globalisates échanges et les modifications
climatiques vont amener a une préoccupation graadie a propos de nombreuses maladies
zoonotiques, comme le VHE. Les connaissances duiolagie du VHE sont jusqu’a présent
limitées par I'absence d’outils d’étudevitro. Le développement de 2 nouveaux réplicons du

VHE devrait permettre d’enrichir les connaissarsm@sce virus zoonotique particulier.
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Annexe I - Article sur le développement de modeles de
réplication in vitro du Virus de I'hépatite E sur des lignées de
cellules hépatocytaires humaine et porcin



Annexes

Annexe II - Chapitre de livre sur le virus de I'hépatite E
zoonotique : Réservoirs animaux, risques émergeants et
impact du changement climatique
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Génomique d'un virus zoonotique a ARN : le cas paitulier du virus de I'hépatite E

En France, le virus de I'hépatite E (VHE) est remable de cas d’hépatites aiglies sporadiques dont
les origines et les modes de transmission sonttains. Or, le VHE est le seul virus des hépatites
infecter d’autres especes animales que I’hommeobgsctifs de cette thése ont été d’évaluer leugsq
de transmission zoonotique du VHE porcin pour I'Hieenen France par des méthodes de génomique.
Une premiére étude d’épidémiologie moléculaire carapt les souches VHE circulantes en France
dans le cheptel porcin frangais aux souches isaliésscas humains autochtones a montré une
circulation active du VHE entre les populations qooes et humaines. La distribution spatio-
temporelle des séquences partageant plus de 9@#ntites est, de plus, en faveur d’'une voie de
transmission alimentaire du VHE du porc a I'homidae deuxiéme étude par séquencage haut-débit
d’une infection expérimentale de porcs par un pegent humain d’hépatite E a montré l'adaptation
totale du génome consensus et de la quasiespédélBuors de la transmission inter-espece. Une
troisieme étude sur le biais de composition en éuiitles et codons de trois nouveaux génomes
complets porcins comparé aux génomes VHE humajasdigponibles n’a pas révélé de déterminants
majeurs de restriction d’h6te au sein du génotyp@& contre cette étude a mis en avant le beoin
revoir la classification en sous-types du VHE audes nouvelles séquences disponibles. Enfin, en
'absence de systéme de culturevitro robuste du VHE, une alternative par constructien2d
réplicons VHE humains et porcins a été mise enep&in de permettre I'étude phénotypique de ces
nouvelles souches VHE dans des lignées cellulhitegines et animales.

En conclusion, ces travaux ont permis de montrestpie zoonotique du VHE du porc consommé en
France et son adaptation génomique compléete a ees espéces hoétes. Le VHE est un virus
zoonotique a ARN patrticulier dont la variabiliténgéique dépend de son épidémiologie singuliere, qui
inclue la possibilité de transmissions alimentaiérgmrtir d’'un réservoir animal domestique. Cedilav
permet enfin de poser les perspectives d’'étudesgiygiques du VHE.

Mots-clés: virus de I'hépatite E, zoonose, porc, cas humaniabilité génétique, génome.

Genomics of a zoonotic RNA virus : the peculiar c&sof Hepatitis E virus

In France, Hepatitis E virus (HEV) is responsiblesporadic acute hepatitis cases whose origins and
ways of transmission remain unclear. However, HEMhie only hepatitis virus to infect animal
species other than human. The aim of this thessstavavaluate the risk of zoonotic transmissiomfro
swine HEV to human in France by means of genomidiss.

A first study of molecular epidemiology, comparikRdeV strains circulating in France in the swine
populations to strains isolated from autochthortmusan cases, showed an active circulation of HEV
between the human and swine populations. Moreosgatiotemporal distribution of sequences
sharing more than 99% identity is in favour of adborne transmission of HEV. A second study by
means of high-throughput sequencing of samples iorexperimental infection of pigs with human
HEV showed the total adaptation of the HEV conssrggnome and quasispecies to the inter-species
transmission. A third study on the bias of the eatile and codon compositions of three newly
sequenced full-length HEV genomes from swine comxbdo available HEV genomes from humans
did not reveal any major host restriction determtsawithin genotype 3. On the other hand, it
revealed the need to reconsider HEV subtype cleadn in light of the new sequences available.
Finally, considering the lack of a robustvitro culture system for HEV, an alternative was sebup
creating 2 replicons from human and swine HEV ideorto study the phenotypes of the new HEV
strains in human and animal cell lines.

In conclusion, these results showed the zoonaticaf HEV transmission from swine eaten in France
and its full genomic adaptation to its two hostcpe HEV is a peculiar zoonotic RNA virus whose
genetic variability depends on his curious epidéogy, which includes the possibility of foodborne
transmissions from a domestic animal reservoiral§inthis work sets up the perspectives for furthe
phenotypic studies.

Keywords Hepatitis E virus, zoonosis, swine, human cagesetic variability, genome.
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