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Liste des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

AMU : Aix-Marseille Université

ALT : Alanine aminotransférase

AOC : Appellation d’Origine Contrélée

AOP : Appellation d’Origine Protégée

AOR : Odds Ratio Ajuste

AREP : Association régionale des éleveurs porcins
ARGRPC : Association régionale de gestion de la race de porc corse
ARN : Acide ribonucléique

ARS : Agence Régionale de la Santé

ASGPR : Asialoglycoproteine receptor

AST : Aspartate aminotransférase

ATP5B : ATP synthase Subunit 5 beta

CNAG : Commission Nationale d’ Amélioration Génétique
CNR : Centre National de Reférence

EASL : Association Européenne pour 1’é¢tude du foie (European Association for the Study of
the Liver)

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
GFP78 : Protéine Glucose Related 78

HEV : Virus de I’hépatite E ou Hepatitis E Virus
HSPG : Protéoglycanes a Heparane Sulfate

HSC70 : Heat Shock Cognate 70
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ICTV : Comité International sur la Taxonomie des Virus (International Committee on

Taxonomy of Viruses)

IF : Impact Factor ou facteur d’impact

IgG : Immunoglobuline G

IgM : Immunoglobuline M

IRES : Internal Ribosome Entry Site ou site d’entrée interne des ribosomes
IGP : Indication Géographique Protégée

INRA : Institut National de Recherche Agronomique

INSEE : Institut National de la Statistiques et des Etudes Economiques
ITGAS : Intégrine Alpha 3

OMS : Organisation Mondiale de la Santé ou WHO : World Health Organization
OR : Odds Ratio

ORF : Open Reading Frame ou cadre ouvert de lecture

Nt : Nucléotides

PACA : Provence Alpes Cote d’Azur

Pb : Paire de bases ou Bp : base pair

PCR : Réaction de Polymérisation en Chaine ou Polymerase Chain Reaction
PNH : Primate non humain

RT-PCR : réaction de polymérisation en chaine aprés transcription inverse ou reverse

transcription polymerase chain reaction

SDRP : Syndrome dysgénésique et respiratoire porcin, ou PRRSV : Porcine Reproductive and

Respiratory Syndrome Virus

UCPP : Université de Corse Pasquale Paoli
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Contexte

Le virus de I’hépatite E (HEV) est une cause majeure d’hépatite virale a travers le monde

et est responsable de 20 millions d’infections et de 70 000 deces par an (Debing et al., 2016b).

Deux situations bien distinctes existent au niveau mondial. Premiérement, des
épidémies d’hépatites de grandes ampleurs sont causées par le HEV dans les pays en
développement. Dans ces zones, la transmission est féco-orale et majoritairement due a la
consommation d’eaux insuffisamment ou non traitées. Les génotypes responsables de ces

épidémies sont principalement les génotypes 1 et 2 (HEV-1 et HEV-2).

Dans les pays industrialisés comme la France la situation est totalement différente, que
ce soit au niveau des génotypes en cause, du nombre de cas ou des voies de transmissions. De
plus, une forte augmentation des cas d’hépatite E a été rapportée en Europe ces dernieres années
(étude entre 2005 et 2015) (Aspinall et al., 2017). Dans ces pays, la voie de transmission
majeure est liée au réservoir porcin. Les deux génotypes majoritairement retrouvés sont les
génotypes 3 et 4 et la transmission est principalement zoonotique (Dalton et al., 2008a ; Kamar
etal., 2012b). Le réle des suidés dans ces transmissions est maintenant avéré dans la littérature,
cependant de nombreuses autres voies de transmissions pourraient avoir un impact dans les
pays industrialisés (Purcell et Emerson, 2008). En effet, face a des taux d’exposition de la
population de plus en plus élevés dans certaines régions, le réle unique du réservoir porcin dans
les origines d’infection est remis en cause et la compréhension de ces voies de transmissions
semble essentielle afin de comprendre 1’épidémiologie de I’hépatite E. L’aspect
environnemental de ce virus est également de plus en plus reconnu et pourrait expliquer la
complexité et la multiplicité des sources d’infection pour I’Homme et les animaux dans les pays

industrialisés.

En Corse, des taux trés élevés de séroprévalences aux IgG anti-HEV ont été observeés
dans une étude de séroprévalence en 2016 (environ 60% de positivite) (Mansuy et al., 2016).
De plus, le nombre de demande de sérologie HEV et le taux d’hospitalisation sont également
trés élevés sur 1’fle en comparaison avec la moyenne nationale (Couturier et al., 2018). Cette
région a une situation assez particuliére vis-a-vis du HEV par rapport au reste de la métropole,
que ce soit au niveau de I’insularité, culturel (alimentation, pratiques de la chasse), du rapport
a la faune, de I’importance des zones rurales et des types d’¢levages porcins pratiqués. Ces
spécificités font de la Corse une région particuliérement intéressante et complexe a étudier

concernant le HEV.
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Organisation introduction bibliographique
L’introduction bibliographique de ce manuscrit comporte quatre parties majeures.

Dans un premier temps, les géneralités concernant le virus de I’hépatite E sont abordées.
Cette premiére partie bibliographique comprend la présentation du virus, sa découverte, son
génome, son cycle de réplication, sa taxonomie, ainsi que les symptémes qu'il peut entrainer

lorsqu’il infecte I’Homme. Les traitements ainsi que les vaccins y sont également décrits.

Une seconde partie détaille 1’épidémiologie de la population humaine dans les pays
industrialisés, en prenant en compte la problématique de I’hétérogénéité des tests ELISA pour
la détection des anticorps anti-HEV et le grand nombre d’études publiées afin d’éclaircir la
situation épidémiologique vis-a-vis du HEV dans ces pays. Les cas groupés et confirmés, les
populations a risque et les études sur les enfants y sont également présentés. Les différentes
voies de transmission existantes et suspectées dans les pays industrialisés sont également

décrites.

Dans une troisiéme partie, 1’épidémiologie des populations animales avec un zoom
particulier sur le réservoir porcin est présentée. L’ensemble des marqueurs d’infection au sein
des différentes espéces animales sauvages ou domestiques est également recensé. Un état de la
littérature concernant la présence du virus au niveau environnemental, dans la faune sauvage et
domestique semble indispensable pour la compréhension et la réflexion a propos des voies de

transmissions du HEV.

Enfin, la quatrieme partie présente la situation particuliére de la Corse. La région, les
types d’élevages présents sur 1’ile et les particularités de la filiere porcine y sont notamment
décrits. Une vue globale de la situation de la Corse a été nécessaire pour comprendre
I’exposition trés importante de la population humaine et animale au HEV sur I’ile et pour la

mise en place de nos différentes études.

Une partie du travail bibliographique réalisé durant la premiere année de these a fait ’objet
de deux revues publiées dans le journal « Viruses » en mai 2018 (Annexe 1) et Janvier 2019
(Annexe 2). La premiére revue fait un état de la littérature du HEV comprenant les généralités
du HEV, ainsi que les différentes voies de transmission existantes et suspectées dans les pays
industrialisés. La seconde revue était axée sur 1’épidémiologie en population humaine dans les
pays industrialisés. Une méta-analyse a également été réalisée a partir des études de

séroprévalences dans les pays industrialisés avec le test ELISA Wantai IgG anti-HEV.
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1. Le virus de I’hépatite E

En 1978, la premiere épidémie de HEV a eu lieu en Inde, dans la région du Kashmir
(Khuroo, 1980). Elle a causé 52 000 cas d’hépatites ictériques et fut a I’origine de 1700 déces.
Les cas symptomatiques étaient prédominants chez les jeunes adultes, avec une incidence
croissante et une sévérité majeure chez les femmes enceintes. Initialement, cette épidémie a été

classée comme étant une épidémie d’hépatite « non-A et non-B » (Khuroo, 2011).

Quelques années plus tard, en 1983, une autre épidémie similaire est intervenue dans un
camp militaire soviet en Afghanistan (Balayan et al., 1983). Le Docteur Balayan, ne possédant
pas de systéeme de réfrigération sur le camp militaire pour le transport des échantillons jusqu’a
Moscou, s’est auto-administré un extrait de féces de patient malade par voie orale mélangé avec
un yaourt. Le Docteur Balayan a présenté les mémes symptdmes que ceux observés sur un autre
patient (Balayan et al., 1983). Une fois malade, il récolta ses propres échantillons, puis a infecté
des animaux de laboratoire afin de pouvoir observer le virus en microscopie électronique. Le
Dr Balayan put ainsi démontrer qu’il s’agissait d’un virus ressemblant au virus de 1’hépatite A

(Khuroo, 2011).

Les docteurs Purcell et Pavri ont démontré en 1980, a partir d’échantillons provenant de
I’épidémie Indienne de 1978, qu’il ne s’agissait pas d’une hépatite A ni d’une hépatite B. Le

Docteur Khuroo et son équipe ont également fait la méme constatation (Khuroo, 2011).

En 1990, des séquences partielles du virus ont été caractérisées (Reyes et al., 1990), puis
s’en est suivi le séquencage du génome complet (Tam et al., 1991 ; Huang et al., 1992). Les
séquences isolées provenaient d’Asie et du Mexique, pays ou le virus se propage de fagon
épidémique. Cette hépatite a été nommée Hépatite E, le E faisant référence a « enterically
transmitted non-A non-B hepatitis » (Reyes et al., 1990 ; Khuroo, 2011).

Une étude rétrospective de différents rapports décrivant des épidémies de jaunisses avec

des taux d’infections plus élevés chez les femmes enceintes a permis d’identifier des épidémies

« hepatitis E-like » dans les derniéres décennies du 18°™ siécle (Teo, 2012).
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Structure et caractéristigues physicochimiques

Le HEV est un petit virus @ ARN monocaténaire a polarité positive d’une longueur de
7,2 kilo bases (kb) entouré d’une capside icosaedrique (Tam et al., 1991). Le virus a une taille

d’environ 27 a 33 nanométres de diamétre.

Durant de nombreuses années ce virus a été décrit comme une virus non enveloppé
(Bradley, 1990 ; Emerson et Purcell, 2003 ; Hoofnagle et al., 2012); cependant, récemment,
une autre forme a été identifiée. Le virus peut étre « masqué » par la membrane de la cellule
hote et ainsi &tre résistant aux anticorps lorsque cette forme est présente dans le sang (Takahashi
etal., 2010b ; Chapuy-Regaud et al., 2017). En effet, quand les particules virales sont relachées
par la voie exosomale dans le sang, elles apparaissent avec une forme similaire a des virus
« quasi-enveloppés ». Cette résistance de la forme quasi enveloppée est due a I’absence
d’antigénes viraux a sa surface. Ces différentes formes sont également retrouvées pour le virus
de I’hépatite A (Feng et al., 2013). Ci-dessous un schéma (Figure 1) des deux types de virus
existants, forme non enveloppée a gauche et forme quasi enveloppée (eHEV) a droite avec la

membrane exosomale et la protéine ORF3 englobant le virus (Himmelsbach et al., 2018).

naked HEV particle quasi-enveloped HEV particle
(eHEV)

HEV capsid HEY R /‘ Y ¥
(HEV-ORF2) -
quasi-envelope HEV-ORF3

(exosomal membrane)

Figure 1 Schéma des deux types de virions HEV (Himmelsbach et al., 2018)

Comme tous les virus entériques non enveloppés, le HEV est relativement résistant dans
le milieu extérieur. La transmission majeure du virus étant féco-orale, le HEV a la capacité de
résister a I’acidité gastrique et aux sels biliaires, lui permettant ainsi de survivre dans le milieu
intestinal. La température de conservation recommandée pour ce virus, tout comme la majorité
des autres virus a ARN est -80°C mais il a pu étre détecté par le passé dans des échantillons

conservés a -20°C durant plus de 10 ans (Centre National de Référence HEV, 2019). Ce virus
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présente une sensibilité¢ in vitro a l’autoclavage (120°C) ainsi qu’aux désinfectants
fréquemment utilisés pour I’inactivation des virus entériques (hypochlorite de sodium pour le
traitement hydrique et glutaraldéhyde pour la désinfection des surfaces). Cependant, I’efficacité
des désinfectants baisse de facon significative en présence de matiere organique (Ricci et al.,
2017). L’impact de la température sur I’inactivation du virus a été rapporté dans la littérature.
Une cuisson de 71°C pendant 20 minutes inactive le virus (Emerson et al., 2005b ; Barnaud et
al., 2012a). Cependant, le virus peut rester stable aprés une cuisson a 56°C pendant une heure
et reste infectieux au-dessus de 60°c (Emerson et al., 2005b ; Yugo et Meng, 2013). Les virions
sont sensibles au stockage a basse température (entre -70°C et + 8°C) et aux désinfectants iodés
(Bradley, 1990). Les suspensions hépatiques contenant du HEV aviaire sont restées infectieuses
aprés un traitement au chloroforme et a I’éther, mais ont perdu leur infectiosité aprés une
incubation a 56°C pendant une heure ou a 37°C pendant six heures. L'infectiosité virale dans
les suspensions hépatiques a été réduite de 1 000 fois aprés un traitement avec 0,05% de Tween-
20, 0,1% de NP40 et 0,05% de formol (Meng et Halbur, 2006). Les propriétés des membres du

genre Piscihepevirus n'ont pas été étudiées.

Le HEV posséde un ARN simple brin a polarité positive d’environ 7,2 kb (Tam et al.,
1991). Les extrémités 5° (coiffe) et 3° (queue poly-Adénylée) sont des régions non traduites
(UTRs). La coiffe 5° contient une 7-méthyle-guanine. L’ ARN génomique contient trois cadres
ouverts de lecture (ORFs) : ORF1 , ORF2, et ’ORF3 (Panda et al., 2007 ; Purcell et Emerson,
2008).

L’ORF1 code pour un lot de protéines non structurales (environ 1700 acides aminés)
avec huit domaines putatifs : une méthyl-transférase (Met), un domaine Y (YY), une cystéine
protéase (PCP), une région hypervariable (HVR), et une ARN polymérase ARN-dépendante
(RdRp) (Koonin et al., 1992 ; Debing et al., 2016a). Les enzymes produites a partir de I’ORF1
sont impliquées dans la réplication virale, la transcription et le clivage de la polyprotéine (Reyes
etal., 1990 ; Kaur et al., 1992 ; Koonin et al., 1992 ; Holla et al., 2013). Il n’est pas encore bien
établi si la polyprotéine est scindée en domaines fonctionnels individuels ou si elle fonctionne

comme une protéine unique (Sehgal et al., 2006 ; Suppiah et al., 2011).

L’ORF?2 est situé vers la partie 3’ et a une taille d’environ 2000 paires de base (pb) et
code pour la protéine structurale de la capside. La protéine 2 traduite par I'ORF2 (pORF2)

posséde trois sites de glycosylation au niveau des acides aminés 137, 310 et 562. Cette protéine

20



posséde également un peptide signal amino-terminal qui entraine sa translocation dans le
réticulum endoplasmique (Zafrullah et al., 1999). L’ORF2 code pour la protéine structurale de
la capside icosaédrique (660 acides aminés) (Jameel et al., 1996), dont la séquence est située a
I'extrémité 3' du brin d’ARN. Elle est impliquée dans I'assemblage du virus, I'encapsidation, la
liaison et la réponse immunitaire de I'n6te au virus (Surjit et al., 2004 ; Debing et al., 2016a).
Des études immunologiques de la région de la capside ont contribué & la mise au point d'un
vaccin contre le HEV (Xing et al., 2011). Des localisations et des formes différentes de la
protéine ORF2 ont été démontrés. La pORF2 en plus de sa forte présence au niveau
cytoplasmique dans les cellules infectées, a également été retrouvee dans le noyau
(Lenggenhager et al., 2017). Dans les cellules en culture et des échantillons de patients infectes,
le HEV a produit trois formes de protéines ORF2 : une pORF2 infectieuse/intracellulaire
(ORF2i), une pORF2 glycosylée (ORF2g) et une pORF2 clivée (ORF2c) (Montpellier et al.,
2018). La protéine ORF2i est associée aux particules infectieuses, alors que les protéines
ORF2g et ORF2c étaient des glycoprotéines sécrétées de maniére massive non associées a des
particules infectieuses. Dans cette étude les pORF2g et pORF2c étaient les antigenes les plus
abondamment détectés. La mutation des sites de N-glycosylation a pu démontrer que la protéine
ORF2g/c est N-glycosylée sur les sites N1 et N3 mais pas sur le site N2. La N-glycosylation de
la protéine ORF2 ne joue aucun rdle dans la réplication et 1’assemblage des particules
infectieuses du HEV. Les formes ORF2g/c glycosylées sont des protéines tres stables qui sont
ciblées par les anticorps et la protéine ORF2i est transférée dans le noyau des cellules infectées
(Montpellier et al., 2018).

L’OREF3 se situe entre ’ORF1 et ’ORF2 et chevauche partiellement I'ORF2 (nucléotide
5145-5475) (Debing et al., 2016a). 1l code pour une petite phosphoprotéine (VP13) de 113
acides aminés et de 13 kDa (Graff et al., 2006). Le role complet de la protéine VP13 n’est pas
encore bien déterminé, mais des études ont démontrées que cette protéine avait des fonctions
multiples. La protéine VP13 est capable de se lier au cytosquelette de mammifere
(microtubules) (Tang et al., 2011). Il est suggéré que la protéine ORF3 joue le rdle d'adaptateur
pour lier les voies de transduction intracellulaires, réduire la réponse inflammatoire de I'hote et
protéger les cellules infectées par le virus (Kamar et al., 2014a). La protéine VP13 joue un role
essentiel dans l'infectivité in vivo chez les modeles animaux infectés expérimentalement (Graff
etal., 2005 ; Emerson et al., 2006). Cependant, cette protéine ne s’est pas montrée indispensable
a la réplication du HEV dans des cellules en culture (Emerson et al., 2006). La VP13 est en

interaction avec différentes protéines dans les cellules (Osterman et al., 2015); joue un réle dans
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I'induction et la signalisation de I'interféron (Dong et al., 2012 ; Nan et al., 2014 ; Xu et al.,
2014), et est également impliquée dans la libération de virions (Takahashi et al., 2008 ; Ding et
al., 2017).

Un nouvel ORF a été découvert sur I'ORF1 mais uniquement sur des HEV de génotype
1. Pour ce génotype, il existe un ORF supplémentaire : I'ORF4 (Nair et al., 2016). La protéine
codée par I’ORF4 est exprimée lorsqu'un stress du réticulum endoplasmique se produit et peut
stimuler I'activité de la polymérase en interaction avec un facteur d'élongation eucaryote (Nair
et al., 2016). La traduction de I’ORF4 est pilotée par une séquence de type IRES (Internal
ribosome entry site) du site d'entrée du ribosome interne située entre les nucléotides 2701-2787
du génome du HEV (Nair et al., 2016). Le produit de ’ORF4 formera un complexe avec

d'autres protéines pour stimuler I'activité de la RdRp et augmenter ainsi la réplication virale.

L’organisation génomique du HEV est présentée dans la Figure 2 (Capai et al., 2018).
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Figure 2 Organisation génomique du virus du HEV

Taxonomie

La taxonomie actuelle classifie le HEV dans la famille des Hepeviridae (Kamar et al.,
2012b). Depuis 2015, cette famille a été scindée en deux genres : le genre Orthohepevirus qui
integre les Orthohepevirus A a D et le genre Piscihepevirus (Piscihepevirus A) (Smith DB,
2014 ; Smith et al., 2016a).

Le genre Orthohepevirus A inclus au moins huit génotypes distincts (HEV-1 a HEV-8)
mais un seul sérotype. Les géenotypes 1 et 2 ont été détectés uniquement chez I’Homme, alors
que le génotype 3 et 4 ont été détectés chez I’'Homme et de nombreux autres mammiferes
(Suidae, Cervidae, etc.). Les génotypes 5 et 6 ont été détectés uniquement chez les sangliers
(Takahashi et al., 2010a ; Takahashi et al., 2011 ; Takahashi et al., 2014). Le génotype 7 a été
détecté chez ’'Homme et les Camelidae (Woo et al., 2014). Enfin, le nouveau génotype 8
pourrait infecter I’Homme comme le génotype 7, mais a actuellement été détecté sur des
chameaux de Bactriane (Woo et al., 2016). Le HEV provenant des lapins appartient également

aux Orthohepevirus A, et correspond au génotype 3ra (Lhomme et al., 2013 ; Smith et al.,
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2016b). Ces souches ont également été a 1’origine d’infections humaines (Abravanel et al.,
2017).

Les Orthohepevirus B correspondent aux virus aviaires et sont divisés en quatre sous-
types (I-1V), qui sont principalement détectés sur les poulets domestiques. Les Orthohepevirus
C possedent deux génotypes, les C1 qui sont principalement retrouvés chez les rats, et le C2
chez les furets. Bien que le HEV du rat differe assez significativement des génotypes
classiquement retrouvés chez ’Homme, des cas humains infectés par ce génotype C1 ont été
récemment detectés notamment en Asie (HKU Li Ka Shing Faculty of Medicine, 2018 ; Sridhar
et al., 2018 ; Andonov et al., 2019). Les souches Orthohepevirus D ont été détectés au sein de

différentes especes de chauve-souris (Drexler et al., 2012).

Enfin, le genre Piscihepevirus n’inclus qu’une seule espéce (A), le virus de la truite
fardée, qui infecte la truite, bien que son pouvoir pathogéne et son éventail d’htes ne soient pas
connus (Purdy et al., 2017).

Les membres de la famille des Hepeviridae sont illustrés au niveau de la Figure 3
(Doceul et al., 2016). Le génotype HEV 8 qui n’était pas encore découvert au moment de la
revue n’est pas présent sur cette arbre phylogénétique ainsi que les cas humains causés par le

génotype HEV C1 du rat.
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Figure 3 Arbre phylogénétique représentant la famille des Hepeviridae (Doceul et al., 2016)

Cycle de réplication putatif du HEV

Les systémes pour la culture du HEV in vitro n’ont été¢ développés que trés récemment,

et certains mecanismes de la réplication virale restent donc hypothétiques.

Les études analysant le génome et les analogies avec d’autres virus 8 ARN ont permis
d’en apprendre davantage sur la réplication du HEV. De facon évidente, le HEV se multiplie
principalement dans les hépatocytes mais une réplication intermédiaire a également été détecté
dans le colon, I’intestin et les ganglions lymphatiques de porcs (Williams et al., 2001), ainsi

que dans le liquide céphalo-rachidien et le coeur d’humains infectés (Kamar et al., 2010c).

Le HEV n’est pas cytolytique (Tanaka et al., 2007), de plus des études ont prouvé la
nécessité de la voie exosomale pour la libération du virus en dehors de la cellule hote

(Nagashima et al., 2014 ; Nagashima et al., 2017). Les virus sécrétés dans le sang sont associés
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a la protéine ORF3 et a des lipides, mais ceux sécrétés dans la bile sont sous forme non
enveloppés (Nagashima et al., 2011 ; Nagashima et al., 2014). Ces différentes formes virales
auront donc des spécificités par la suite, notamment au niveau de 1’attachement a la future
cellule hote et a I’entrée du virus dans la cellule. Une fois la libération du génome dans le

cytoplasme, la suite du cycle de réplication est identique pour les deux formes.

Attachement

Le récepteur cellulaire du HEV n’est pas encore déterminé, cependant différents acteurs
ayant un role dans 1’attachement et I’entrée du HEV non enveloppé ont été déterminés dans la
littérature. Les protéoglycanes a héparane sulfate (HSPG) semblent nécessaires a 1’attachement
du HEV sur ses cellules cibles (Kalia et al., 2009). En revanche ces HSPG ne sont pas
nécessaires pour les virus quasi-enveloppés (Yin et al., 2016a). De plus, des expériences sur le
peptide de I’ORF2 suggeérent que la région C-terminal de I’ORF2 permettrait I’entrée du virus
par liaison a la protéine heat shock cognate 70 (Hsc70) a la surface de la cellule (Zhou et
Emerson, 2006). D’autres études ont également montré que les protéines Glucose-Regulated
78 (GRP78) (Yu et al., 2011a), I’ Asialoglycoproteine receptor (ASGPR) (Zhang et al., 2016),
I’ATP synthase Subunit 5 beta (ATP5B) (Ahmed et al., 2016) et I’intégrine alpha 3 (ITGA3)
(Shiota et al., 2019) avaient un role dans I’attachement et 1’entrée du eHEV dans ses cellules

cibles.

Les particules virales quasi enveloppées n'ayant pas de protéines virales a leur surface,
elles doivent utiliser des facteurs d'attachement et/ou des récepteurs cellulaires différents pour
initier l'entrée dans la cellule. A I’instar des exosomes, la membrane des eHEV contient de la
phosphatidylsérine, qui peut se lier a son récepteur TIM-1 a la surface des cellules cibles
(Jemielity et al., 2013 ; Das et al., 2019). Les molécules jouant un role dans I’attachement du
eHEV semblent avoir une cinétique plus lente, en effet 1’attachement des eHEV apparait moins
efficace que les virus nus (Yin et al., 2016a). Cette liaison moins spécifique pourrait expliquer
la détection du HEV dans d’autres tissus que le foie (Pischke et al., 2017) et également les

manifestations cliniques extra-hépatiques par la présence d’une structure exosomale autour du
virus (Yin et al., 2016b).

Entrée du virus et libération du génome viral
Une fois attaché a la cellule, le HEV entre dans la cellule par une endocytose clathrine,
dynamin-2 et cholestérol membranaire dépendante (Kapur et al., 2012 ; Holla et al., 2015).

L’étude d’Holla et al. 2015 a également montré que le HEV se propageaient initialement dans
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les compartiments positifs pour Rab5, puis dans les compartiments lysosomaux acides ou elles
sont dégradées. Cependant, I’inhibition de Rab5 et Rab7 et d’agents lysosomotropes ne diminue
pas I’infectiosité¢ du virus. Ces résultats suggérent que le décollement des particules HEV se
produit avant d’atteindre le compartiment Rab5+ (Yin et al., 2016a). La voie PI3K et 1’actine
ont également été identifiées comme facteurs importants d’internalisation (Holla et al., 2015).
Une fois internalisé le HEV va pouvoir libérer son genome dans le cytoplasme a travers la

membrane endosomale.

De facon similaire au HEV nu, le eHEV est internalisé dans les hépatocytes par la voie
clathrine et dynamine dépendante (Kapur et al., 2012 ; Yin et al., 2016b). Une fois internalisé,
le eHEV est transporté successivement dans le compartiment endosomale Rab 5+ et Rab 7+ et
atteint finalement le lysosome, ou la dégradation de la quasi-enveloppe aurait lieu (Holla et al.,
2015; Yinetal., 2016a). Une fois libéré de sa quasi-enveloppe le HEV peut libérer son génome

dans le cytoplasme.

Le schéma d’entrée du HEV sous ses deux formes est présenté dans la Figure 4 (Yin et
Feng, 2019).

clathrin-mediated , J

endocytosis
Rab5+
@ early endosome
Rab7+ Jlate endosome
HSPG
* HEV receptor lysosome

e eHEV attachment factor ’_>

plasma membrane

@

"

quasienvelope penetration/
degradation uncoating

Figure 4 Schéma d’entrée des HEV nus ou quasi enveloppés dans les cellules cibles (Yin et

Feng, 2019)

Les chemins utilisés par le virus dans la cellule demeurent inconnus, cependant la

protéine Hsp90 et la tubuline pourraient jouer un role dans le transport intracellulaire (Zheng et
al., 2010). Une fois ’ARN viral dans le cytosol, la traduction en la polyprotéine pORF1 va

avoir lieu grace a sa coiffe 5. Suite a la traduction et a ’action de la méthyl transférase, de la



protéase, de I’hélicase et de ’ARN polymérase I’ARN génomique est copié¢ en brin ARN
négatif qui permettra la synthese des ARN génomiques et sous génomiques (Purdy, 1993).

L’extrémité 3 du génome se lierait spécifiquement a la réplicase a la surface du
réticulum endoplasmique (Rehman et al., 2008). L’ORF2 et I’ORF3 sont traduits
successivement pour produire les protéines structurales de la capside et les phosphoprotéines.
Elles permettront ainsi I’encapsidation des ARN viraux néosynthétisés et permettront d’obtenir
ainsi les nouvelles particules virales (Graff et al., 2006 ; Yamada et al., 2009); la protéine Grp78
régulée par le glucose appartenant a la famille Hsp70 pourrait jouer un réle dans le repliement
et I'assemblage des protéines de capside (Yu et al., 2011a). Les protéines codées par I’ORF?2 et
3 interagissent ce qui suggerent un réle de ’ORF3 dans I’assemblage des particules virales
(Tyagi et al., 2002).

Récemment, un nouveau systéeme de culture cellulaire a été développé et a permis la
détection de la réplication virale et de I'expression des protéines trés tt apres la transfection
(Montpellier et al., 2018). Des expériences au cours du temps ont montré que la protéine ORF2
était produite tot et que de grandes quantités étaient sécrétées dans le surnageant des cellules
transfectées. Fait intéressant, les protéines ORF2 et ORF3 du lysat cellulaire et du surnageant
cellulaire ont migré différemment, ce qui indique que ces protéines subissent probablement des

modifications post-traductionnelles au cours de la sécrétion.

Un exemple de cycle de réplication putatif du virus est présenté dans la Figure 5.
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Figure 5 Schéma du cycle de réplication putatif du HEV non enveloppé

Leégende du de la figure 5 :

- Etape 1: HEV dans I'environnement extracellulaire

- Etape 2 : Fixation du HEV a la cellule cible impliquant la protéine Hsc70

- Etape 3 : Liaison au récepteur et actions de diverses protéines

- Etape 4 : Endocytose clathrine dépendante

- Etape 5 : Décapsidation et libération de I'ARN génomique

- Etape 6 : ARN traduit en protéine pORF1 non structurale (& partir de cette étape le
cycle est commun pour les deux formes de virus HEV et eHEV)

- Etape 7 : Réplication de I'ARN + en transcrits ARN -

- Etape 8a : Synthése d’ARN sous-génomique

- Etape 8b : Synthése des ARN + complets

- Etape 9 : Traduction de I'ARN sous-génomique en protéines pORF2 et pORF3

- Etape 10 : Formation de la capside et assemblage de nouveaux virions.

- Etapes 11aet 11b : Sortie du virus via les protéines ORF3 fixées sur les membranes
endoplasmiques ou la paroi cellulaire

- Etape 12 : Virions matures liés a la protéine ORF3 et aux lipides (sous forme quasi

enveloppée dans le sang) ou libres (dans la bile).
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La répartition des cas entre les formes symptomatiques et asymptomatiques n'est pas
encore réellement bien connue. Mais face a la trés forte séroprévalence observée dans certaines
régions « hyper endémiques » en opposition avec le nombre de cas cliniques enregistrés,
I’infection par le HEV apparaitrait bien dans la grande majorité des cas sous une forme
asymptomatique (Said et al., 2009 ; Aggarwal, 2011 ; Echevarria, 2014). Ces formes pourraient
représenter jusqu’a 95% dans les pays industrialisés selon I’European Association for the Study
of the Liver (EASL) (Dalton et al., 2018).

Cependant une certaine proportion de personnes infectées peut avoir des symptdmes.
Les mécanismes menant aux différentes formes cliniques ne sont que partiellement compris
(Said et al., 2009 ; Aggarwal, 2011 ; Echevarria, 2014 ; Ahmed et al., 2015) et peuvent étre tres
variés (Figure 6). Dans cette partie les différentes formes cliniques de 1I’hépatite E sont décrites.

Hépatite aigue

Chez I’Homme, la forme aigiie peut étre causée par I’ensemble des génotypes majeurs
(1 a4). Les symptomes sont proches de ceux observés pour 1’Hépatite A. Les formes cliniques
sont similaires entre les pays développés et industrialisés (Aggarwal, 2011). La période
d’incubation peut varier entre 15 jours et 9 semaines, avec une moyenne a 40 jours. La phase
prodromique est tres variable et peut se manifester sous forme d'asthénie, de fievre et de troubles
digestifs pendant plusieurs jours, suivis d'une phase ictérique de deux semaines ; par
conséquent, il n’est pas surprenant que la plupart des cas restent non détectés au stade aigu.
L'hépatite est causée par une réaction immunitaire dirigée contre les hépatocytes infectes.
L'hépatite cytolytique aigué est le symptome le plus courant. Dans la plupart des cas, I’évolution
de la maladie est favorable et les paramétres biologiques se normalisent dans les trois mois
(Nicand et al., 2009). Les formes choléstatiques apparaissent dans environ 20% des cas (défaut
d’élimination biliaire) (Irshad, 1999).

Dans les pays industrialisés, les cas symptomatiques affectent principalement les hommes agés
de plus de 55 ans (Mansuy et al., 2009b) avec un age médian de 63 ans (Dalton et al., 2008b).
Le taux de mortalité est d’environ 1 a 4% et est supérieur a celui de 1’hépatite A (0,1-2,5%)
(Purcell et Emerson, 2008). Cependant, ce taux est surestimé car il est calculé parmi les formes
symptomatiques en milieu hospitalier. Au sein de la population générale, le taux de mortalité
est d’environ 0,06-0,7% (Naik et al., 1992). Les cas menant au déces du patient correspondent

a des hépatites fulminantes.
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Hépatite fulminante

Dans des cas trés rare, des hépatites aiglies peuvent évoluer en hépatite fulminante
(Dalton et al., 2007b). Ces formes graves sont fréequentes chez les personnes ayant des
problemes de foie dans les pays industrialisés aprés une infection due au HEV (Xin et Xiao,
2016). Différents cas ont d’ailleurs été rapportés, par exemple en ltalie (Festa et al., 2014), mais
également en Espagne (Mateos et al., 2005 ; Mateos Lindemann et al., 2010 ; Mateos-
Lindemann et al., 2013), en France (Doudier et al., 2014 ; Doudier et al., 2015), et au Japon
(Suzuki et al., 2002 ; Sainokami et al., 2004). Malgré des spécificités cliniques, il n’y avait pas
de corrélation entre la sevérité de la pathologie et le génotype (Kumar et al., 2011). Cependant,
une étude cas- témoins en France a montré que I’infection au génotype 4 pourrait donner des
formes plus séveres d’infection (Jeblaoui et al., 2013). Cette spécificité clinique ou non liée au
génotype n’est donc pas encore établie. Il faut cependant retenir qu’au sein de ces études le
nombre de cas étudiés était assez limité, des études supplémentaires mériteraient donc d’étre

menées.

Chronicité

La chronicité est définie comme une virémie persistante de trois & six mois apres le
diagnostic (Kamar et al., 2008b ; Kamar et al., 2011). Les aspartates aminotransférases (AST)
et les alanines aminotransférases (ALT) sont moins élevées chez les patients qui ont une forme
chronique, la moyenne des ALT est de 300 UI/L chez les chroniques, contre 1000 1U/L pour
une hépatite aiglie (Murali et al., 2015). Il n’y a pas de corrélation entre la charge virale dans le
sang et le risque d’évolution vers une fibrose du foie (Legrand-Abravanel et al., 2010 ; Murali
etal., 2015).

La majorité des infections chroniques est causée par le génotype 3, probablement parce
qu'il s'agit du génotype le plus couramment retrouvé en circulation dans les pays industrialisés
(Gerolami et al., 2008 ; Renou et al., 2010 ; Tavitian et al., 2010 ; de Niet et al., 2012 ; Gauss
et al., 2012 ; Hoofnagle et al., 2012 ; Te et al., 2013). Cependant, des infections chroniques
causées par des souches appartenant au génotype 4 ont été récemment décrites (Geng et al.,
2014 ; Debing et al., 2016b). Une évolution rapide vers la cirrhose et le rejet de greffe ont été
observés. Des cas ont été signalés dans plusieurs pays industrialisés (Péron et al., 2006 ; Tamura
et al., 2007 ; Kamar et al., 2008a ; Dalton et al., 2009 ; Behrendt et al., 2014).
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Manifestations extra hépatiques
De nombreux types de manifestations extra hépatiques ont été rapportés que ce soit

durant des infections aigués et chroniques (Aggarwal et Jameel, 2011).

Des cas présentant des troubles hématologiques (thrombocytopénies, anémies
hémolytiques, etc.), des problemes rénaux , des pancréatites ou des myocardites par exemple,
ont déja été décrits que ce soit chez les patients immunocompétents ou immunodéprimés (Abid
et Khan, 2002 ; Colson et al., 2008 ; Fourquet et al., 2010 ; Taton et al., 2013 ; Guinault et al.,
2016 ; Kamar et al., 2016).

Des signes neurologiques sont observés dans 5% des cas (Deroux et al., 2014 ; Kamar
etal., 2015a) : le syndrome de Guillain-Barré (SGB), I'amyotrophie névralgique et I'encéphalite
/ méningo-encéphalite / myosite étaient associées a des formes aigués (Kamar et al., 2016). Une
étude récente a montré une fréquence d’apparition de signes neurologiques plus importante, de
16,5% (Abravanel et al., 2018) et de nombreux cas européens de formes neurologiques ont été

rapportés avec le génotype 3 (Dalton et al., 2016).

Infection au HEV pendant la grossesse

La majorité des études cliniques et des cas chez les femmes enceintes proviennent de
pays en développement (principalement d’ Afrique centrale et d’Asie du Sud-Est) de génotypes
1 et 2. Dans ces zones de forte endémie, le taux de mortalité et de transmission verticale sont
élevés et des formes graves se sont manifestées (Jaiswal et al., 2001 ; Kumar et al., 2004 ;
Dahiya et al., 2005 ; Jilani et al., 2007 ; Purcell et Emerson, 2008 ; Shrestha et al., 2009 ; Prasad
etal., 2016).

Cependant, peu de cas ont été rapportés pendant la grossesse dans les pays industrialisés
(Shaikh et Nelson-Piercy, 2006 ; Lindemann et al., 2010 ; Anty et al., 2012 ; Tabatabai et al.,
2014 ; Lachish et al., 2015). Le premier cas signalé d'une femme enceinte infectée par le HEV-
3 en Europe concernait une femme de 41 ans vivant en France (Anty et al., 2012). Cette femme
et son bébé n'ont eu aucune complication. Les génotypes HEV-3 et HEV-4 ne semblent pas
causer d'infections fatales dues a I'hépatite fulminante chez la femme enceinte (Lachish et al.,
2015 ; Horvatits et al., 2019).
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Le diagnostic de I’Hépatite E par I’étude des signes cliniques est trés compliqué. En
effet, comme vu dans la partie précédente la majorité des cas sont asymptomatiques et les
différentes formes cliniques ne sont pas spécifiques de cette pathologie. Le diagnostic passe
donc par la détection des marqueurs d’infection : les anticorps IgM et 1gG anti-HEV, la
détection du génome viral dans le sang ou les feéces mais également ’activité des alanine
aminotransférases (ALT). La cinétique des marqueurs d’infection est présentée dans la Figure
7 (Lhomme et al., 2016).

Les anticorps IgM anti-HEV apparaissent en premier dans la cinétique des marqueurs
suite a I’infection. Le pic du titre anticorps IgM intervient aprés 4 a 8 semaines et les IgM restent
détectables jusqu’a 32 semaines apres 1’infection (Huang et al., 2010). Tout comme la détection
du génome viral dans les feces et le sang, ce marqueur est synonyme d’infection récente ou en

cours.

Les anticorps 1gG apparaissent juste apres les IgM et peuvent étre détectés des années
apres I’infection, ils correspondent a la mémoire immunitaire (Khuroo et al., 1993). Les IgG
sont des marqueurs d'une infection plus ancienne. De nombreuses études ont montré une tres
grande hétérogénéité entre les tests commerciaux de détection des anticorps 1gG du HEV
(Bendall et al., 2010 ; Wenzel et al., 2013 ; Avellon et al., 2015 ; Vollmer et al., 2016).

Une virémie est observée quelques jours avant l'apparition des manifestations cliniques
et disparait une a deux semaines apres celle-ci (Aggarwal et al., 2000). La quantité de virus
trouvée varie selon les individus, mais selon une étude menée en 2007 sur 11 personnes, la
charge virale variait de 2x10%a 1,7x10" copies du génome par millilitre (Takahashi et al., 2007).
La présence de HEV dans les selles est plus longue, car I'excrétion commence une semaine
avant l'apparition des symptémes et peut durer jusgqu'a six semaines. Cependant, chez les
patients immunodéprimés, cette sécrétion peut étre considérablement plus longue (Péron et al.,
2006). La charge virale dans les selles se situe dans la plage de 5,7x10* copies du génome par
millilitre (Takahashi et al., 2007). La détection du génome du HEV est extrémement sensible
et spécifique au diagnostic de I'hépatite E. La technique la plus couramment utilisée est la PCR
par transcription inverse en temps réel (gRT-PCR). Elle est donc effectuée a partir
d’échantillons de sang ou de selles, et les séquences ciblées pour la détection du génome de
HEV sont ’ORF2 et I’ORF3. En plus du sang et des selles, le HEV a également été retrouvé

au niveau des urines chez des patients infectés (Marion et al., 2019).
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D'autres marqueurs de I'hépatite E existent, il s’agit de la détection des ALT dans le
sang. Les ALT apparaissent deux a trois semaines apres l'infection, avec un pic a la sixieme
semaine, en méme temps que le début de la phase ictérique (Kamar et al., 2017). Cette activité
enzymatique n'est pas spécifique a I'népatite E, mais témoigne de symptdmes au niveau du foie.
Les ALT sont modérément élevées chez les patients immunodéprimés. Les tests de laboratoire
de routine détectent généralement une augmentation des taux d'alanine et d'aspartate
aminotransférase (ALT, AST), accompagnées d'une augmentation des taux de phosphatase
alcaline (PA), de gamma-glutamyl transférase (yGT) et de bilirubine. Le niveau d'ALT
augmente généralement entre 1000 et 3000 Ul / L, mais des valeurs extrémes peuvent étre
observées. L'élévation des ALT est généralement plus élevée que I'élévation de I'AST. Dans

certains cas, le niveau d’ALT peut se maintenir a une valeur normale malgreé la détection d'/ARN

du HEV (Wedemeyer et al., 2012).
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Figure 7 Evolution de la concentration des différents marqueurs d’infection au cours du
temps (Lhomme et al., 2016)

Une revue a établi un arbre décisionnel pour le diagnostic d’une hépatite E (Figure 8)
(Kamar et al., 2014a). Au vue des trés bonnes performances des tests ELISA IgM, cette revue
suggere de tester ce marqueur d’infection en premier lieu que ce soit pour les patients
immunocompétents ou immunodéprimes. Chez ces derniers, la recherche complémentaire de

I’ ARN viral est nécessaire car leur immunité altérée peut diminuer I’efficacité du test IgM. De
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plus la détection de I’ARN du HEV est utile pour la caractérisation moléculaire et 1’éventuelle

persistance du HEV sous forme chronique. Si une forme chronique est avérée, la détection de

I’ARN peut également aider pour la gestion de cette chronicité aprés la réduction de

I’immunosuppression ou apres l'initiation d'un traitement antiviral. Les test IgG sont eux utilisés

pour la détermination d’une immunité acquise suite a une infection antérieure.
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Figure 8 Arbre décisionnel pour le diagnostic (Kamar et al., 2014a)

En plus de ces marqueurs d’infection classiques utilisés pour le diagnostic depuis des

années (Vollmer et al., 2014), un nouvel indicateur de I’infection a récemment été mis en avant :
il s’agit de ’antigene ORF2 (Ag) (Zhao et al., 2015 ; Tremeaux et al., 2016 ; Sayed et al.,

2019). La recherche de la présence de I’ORF2 Ag pourrait étre intéressante notamment pour les

laboratoires n’ayant pas acces aux techniques de biologie moléculaire (QRT-PCR). La détection

de cette protéine peut également étre utilisée pour vérifier I’efficacité d’un traitement antiviral

dans le cas ou les prélevements de féces et la détection virale ne seraient pas disponibles (Sayed

et al.

, 2019).
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Traitement
Il n’existe pas de médicament spécifique contre 1’hépatite E. Cependant, un traitement
peut parfois étre administré et celui-ci dépend du statut immunologique du patient, de ses

antécédents et de la forme clinique présentée.

Pour les hépatites aigiies, une prescription d’antiviraux n’est généralement pas
effectuée. Dans la majorité des cas, 1’élimination du virus et la guérison se font de fagon
spontanée (Dalton et al., 2018). Ainsi, dans la grande majorité des infections aigués HEV dans
les pays industrialisés, il n’y a pas lieu d’envisager un traitement par la ribavirine. Cependant,
le génotype 3 peut entrainer une insuffisance hépatique (chronique ou non) chez les patients
présentant une maladie hépatique sous-jacente ou une hépatite fulminante. Dans ces cas bien
précis, la ribavirine a été efficace (Gerolami et al., 2011 ; Peron et al., 2011). Dans une étude
sur des cas d’infections HEV aigués traités a la ribavirine, tous les patients ont ¢liminé le virus
et aucun déces n’a été observé (Peron et al., 2016). 1l faudrait compléter ces études par des

études supplémentaires prenant en compte 1’effet placebo.

Chez les patients chroniques suivant un traitement immunorépresseur, la premiere étape est
d’essayer de diminuer les doses, surtout celles concernant les médicaments ciblant les cellules
T (Kamar et al., 2010b). Suite a cette diminution, I’élimination du virus est observée dans 32%
des cas. Dans le cas contraire, une prescription de ribavirine peut étre effectuée. Une étude
multicentrique a montré que la ribavirine pouvait étre efficace dans le traitement de 1’infection
chronique par le HEV ; en effet, un traitement de trois mois semblait étre une bonne durée de
traitement pour la plupart des patients. A la fin du traitement, 95% des patients éliminent le
virus (Kamar et al., 2014b). Cette molécule représente donc le traitement de choix en cas
d’infection chronique ou de manifestations extra-hépatiques (neurologiques, rénales,
hématologiques) liées au HEV (Kamar et al., 2015b). Le mécanisme réel d’action de la
ribavirine sur le HEV demeure cependant encore inconnu, méme si des hypotheses existent par

homologie avec d’autres virus a ARN.

L’interféron pégylé alpha peut également étre utilisé en cas d’infection au HEV. Il a été
prescrit et s’est montré efficace soit en monothérapie soit conjoint a la ribavirine dans les cas
suivant: chez des transplantés hépatiques restant virémiques malgré la baisse de
I’immunosuppression et chez un patient hémodialysé chronique infecté¢ (Haagsma et al., 2010

; Kamar et al., 2010a ; Kamar et al., 2010d). L’interféron pégylé a également été utilisé contre

37



le HEV chez des patients infectées par le VIH et chez des patients ayant une maladie
hématologique (Alric et al., 2010 ; Dalton et al., 2011 ; Jagjit Singh et al., 2013). En revanche,
I'interféron n'est pas utilisé chez les patients greffés en raison du risque de rejet aigu de la greffe
(Dalton et al., 2018).

Prévention
Différents moyens de prévention non specifiques peuvent étre mis en place afin de limiter
I’infection au HEV. La voie d’infection majeure étant féco-orale, il s’agit donc principalement

de mesures d’hygiénes classiques et de cuisson des aliments.

Un lavage efficace des mains lors du contact avec certains animaux ou aliments a risque et
une préparation correcte de ces aliments (chauffés a plus de 70 ° C a cceur) constituent un moyen
de prévention (Emerson et al., 2005a ; Colson et al., 2010 ; Barnaud et al., 2012b). Pour les
femmes enceintes a haut risque d'hépatite fulminante, la consommation d'aliments « a risque »

est fortement déconseillée.

Les professions a risques exposées aux animaux sauvages et domestiques devraient
également prendre des mesures de prévention (masque, gants, tenues de protections) lors des

activités liées au réservoir porcin notamment.

Le traitement des eaux usées et la qualité de 1’eau dans les pays en développement
demeurent un probléme majeur de santé publique. L’eau non traitée est clairement une source
d’infection dans les pays en développement et mais peut également 1’étre dans les pays

industrialisés (voir partie sur les voies de transmissions ci-dessous).

Enfin, d’aprés I’ Association Européenne de I’Etude du Foie (EASL), les personnes a risque
comme les patients immunodéprimés, les femmes enceintes, et les personnes agées doivent
particuliérement étre prudentes vis-a-vis du HEV car ce sont eux les personnes les plus touchées
par les formes séveres (Dalton et al., 2018).

Vaccin
Malgré le risque évident de transmission du HEV, les stratégies de prévention sont
actuellement insuffisantes et rarement appliquees. Plusieurs études ont été entreprises pour
développer un vaccin humain contre le HEV et un vaccin recombinant a été obtenu avec une
efficacité de 95,5% avec trois doses (Shrestha et al., 2007). Une autre étude menée aupres de
plus de 50 000 participants (Zhang et al., 2013) a montré une efficacité vaccinale de 100% apres
12 mois et de 86,8% (intervalle de confiance a 95% de 715 a 945) aprés un suivi prolongé de
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4,5 ans (Zhang et al., 2015). Les personnes ayant recu trois doses (0, un et six mois) ont
conservé leurs anticorps anti-HEV pendant au moins 4,5 ans. A I'heure actuelle, ce vaccin
contre le HEV a obtenu I'approbation du gouvernement chinois (Zhang et al., 2015). Aucun
vaccin n'est actuellement disponible dans les pays industrialisés ou la transmission du HEV est
principalement zoonotique. Par conséquent, il pourrait étre possible de réduire le risque
d'infection en éliminant la circulation du virus dans le réservoir le plus touché : les porcs. Dans
une étude de modélisation, I'effet sur la dynamique de I'infection virale d'un vaccin fictif contre
le HEV porcin zoonotique tardif ou précoce a été évalué. Une vaccination ultérieure a 10
semaines a réduit la proportion de porcs infectés a I'age de I'abattage (Backer et al., 2012). Par
conséquent, la vaccination du réservoir principal pourrait étre le choix optimal. En raison du
grand nombre d'animaux a vacciner et de I'age auquel ils ont été abattus, I'utilisation de vaccins
inertes n'est pas applicable. Les vaccins inactivés sont colteux a produire et nécessitent au
moins deux injections pour une protection efficace. Dans ce contexte, il serait préférable de
développer une souche vaccinale vivante atténuée; non seulement cela colite moins cher a
produire, mais une seule injection assure également une protection similaire a celle observée

aprés une infection naturelle (Barrett, 2001).

Cependant, la production de vaccins vivants atténués est toujours basée sur des techniques
empiriques qui ne permettent pas un contrdle précis ou une stabilisation du phénotype
d’atténuation. Les déterminants moléculaires de I'atténuation sont le plus souvent liés a un petit
nombre de modifications des protéines. Cela signifie qu'il existe un risque de réversion
phénotypique ou que, en revanche, les modifications protéiques peuvent introduire de nouveaux
caracteéres pathogenes différents de ceux de la souche de type sauvage. De plus, les méthodes
utilisées pour produire ces vaccins ne permettent pas de contréler complétement la composition

des sous-populations virales entre différents lots de vaccins.
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2. Epidémiologie du virus de I’hépatite E de la population humaine et voies

de transmission dans les pays industrialisés

Epidémiologie de la population humaine

Le HEV est la principale cause d'hépatite transmissible par voie entérique dans le monde
(Debing et al., 2016b). L'hépatite E présente deux situations distinctes au niveau mondial.
D’une part, des épidémies de grande ampleur dans les pays en développement, avec comme
voie de transmission majeure la consommation d’eau insuffisamment traitée (génotype 1 et 2
majoritaires). Et d’autre part, dans les pays industrialisés, des cas plus sporadiques et une
transmission zoonotique sont majoritaires (Dalton et al., 2008a ; Kamar et al., 2012b), bien que
toutes les voies de transmission ne soient pas bien connues (Purcell et Emerson, 2008). Dans

ces pays les genotypes majoritaires sont les génotypes 3 et 4.

La compréhension de I'épidémiologie du HEV en populations humaines dans les pays
industrialisés est compliquée compte tenu du grand nombre d'études, de I'nétérogénéité des tests
de laboratoire utilisés et des différents types de population inclus. Dans cette partie, un état de

I’art est réalisé sur la situation épidémiologique des pays industrialisés.

Les anticorps 1gG anti-HEV représentent un marqueur d’infection passée au HEV.
Cependant, une trés grande hétérogénéité existe entre les différents tests ELISA et ce point rend
la comparaison des séroprévalences dans les pays industrialisés assez complexe (Park et al.,
2012 ; Wenzel et al., 2013 ; Shrestha et al., 2016Db).

Actuellement le kit Wantai est I’un des plus utilisés dans les pays industrialisés et
possede une spécificité et une sensibilité de 93,2% et 97,8% respectivement (Beijing Wantai
Biological Pharmacy Enterprise Co. ; Yan et al., 2008 ; Abravanel et al., 2013). De plus,
certaines études ont montré un meilleur taux de détection d’anticorps avec ce kit en
comparaison avec d’autres kits, et cette différence n’était pas due a de faux positifs (R0OSSI-
Tamisier et al., 2013 ; Hartl et al., 2016). En effet, le kit Wantai a montré des séroprévalences
trés faibles chez les enfants et des valeurs croissantes avec 1’age (Christensen et al., 2008 ;
Mansuy et al., 2011). La grande majoriteé des positifs par ELISA avec le kit Wantai a d’ailleurs
été confirmée avec un immunoblot (Rossi-Tamisier et al., 2013). Ce kit est également celui qui
a ¢té choisi par le Centre National de référence de 1’hépatite E au Centre Hospitalier

Universitaire de Toulouse (http://www.cnrvha-HEV .org/).

40


http://www.cnrvha-vhe.org/

Le Tableau 1 ci-dessous présente les études ayant comparé différents kits au kit Wantai. Sur les
cing études qui ont testé les mémes sérums en utilisant au moins deux méthodes différentes, le
kit Wantai IgG a été utilisé a quatre reprises: dans ces quatre cas, la prévalence d'lgG observée
avec le kit Wantai 1gG était supérieure a celle obtenue avec les autres kits (Holm et al., 2015 ;
Sauleda et al., 2015 ; Nemecek et al., 2017 ; Hewitt et al., 2018 ; Zafrullah et al., 2018).

Tableau 1 Séroprévalences 1gG anti-HEV observées lorsque la méme population est testée a
I'aide de tests différents

Wantai 19,80
Hol l., 201
Danemark DS NIH 504 10.70 (Holm et al., 2015)
Wantai 19,96
E D : Sauleda et al., 2015
spagne S Mikrogen 9998 10.72 (Sauleda et a )
, . Mikrogen 1715 6,70 (Nemecek et al., 2017)
Republique PG Diagnostic
Tchéque 'ag 230 5,70 (Strakova et al., 2014)
Bioprobes
Wantai 10 569 22,4 (Mansuy et al., 2016)
France DS C.;enelal?s 1998 3,20 (Boutrouille et al., 2007)
Diagnostics
Nouvelle- Wantai 9,70
Hewi l., 2018
Zélande DS MP 1013 810 (Hewitt et a )
Wantai 12,28
Etats-Unis DS DSI 5040 11,29 (Zafrullah et al., 2018)
MP 10,65

DS : donneurs de sang ; PG : population générale. Liste des kits : Wantai: HEV-IgG ELISA;
NIH, in-house assay developed at the National Institutes of Health, Mikrogen: RecomLine
Anti-HEV IgG; Diagnostic Bioprobes: ELISA kit HEV; Genelabs diagnostics: HEV ELISA;
MP Diagnostic: HEV ELISA; DSI, Diagnostic Systems Incorporated.: DS-EIA-

Suite a ces différents résultats nous avons décidé de réaliser une méta-analyse des études de
séroprévalences avec le kit Wantai dans les pays industrialisés (Capai et al., 2019b). Au total,
26 études de 15 pays ont été inclues dans la méta-analyse. La séroprévalence globale d'lgG anti-
HEV calculée était de 19% (IC 95% 14% - 25%) (Figure 9). Compte tenu de I'hétérogénéité
entre les études, le modele & effets aléatoires a été choisi. Les séroprévalences signalées allaient
de 4,2% & 52,5% (Dalton et al., 2007a ; Mansuy et al., 2011). Une autre méta-analyse, sur les
pays européens cette fois, avait estimé une séroprévalence proche de la nétre avec le kit Wantai
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de 17% (IC 95% 12,2% - 21,2%) (Hartl et al., 2016). La liste des références associées aux
études de la méta-analyse est présentée dans le Tableau 2. Nous avons également fait figurer

les études de séroprévalences plus récentes qui ont été publiées aprés la publication de la revue.

Weight Weight

Study Events Total Proportion 95%-Cl (fixed) (random)
[Australia 194 3237 : 0.06 [0.05.007] 51% 39% |
Austria 163 1203 - 014 [012:0.186] 19% 39%
[canada 241 4102 : 0.06 [0.05,0.07] 6.4% 3.9% |
Denmark 100 504 e 0.20 [0.16;0.24 0.8% 3.8%
France 2371 10569 : 0.22 [0.22;0.23] 16.6% 3.9%
France (regions) 268 512 i —— 0.52 [0.48;057] 08% 3.8%
France (regions) 1311 3353 E = 0.39 [0.37;0.41] 5.3% 3.9%
France (regions) 351 1031 : == 0.34 [0.31:0.37] 1.6% 3.9%
Ireland 57 1076 = : 0.05 [0.04;0.07] 1.7% 3.9%
ltaly (regions) 67 685 —-— ! 0.10 [0.08;0.12] 1.1% 3.8%
ltaly 869 10011 i 0.09 [0.08:0.09] 15.7% 3.9%
ltaly (regions) 153 313 i —— 0.49 [043:055] 0.5% 3.8%
Netherlands 648 2100 ' = 0.31 [0.29;033] 33% 3.9%
Netherlands 716 2494 E - 0.29 [0.27;031] 3.9% 3.9%
Netherlands 1401 5239 ¢ 0.27 [0.26;028] 8.2% 3.9%
New Zealand 98 1013 - E 0.10 [0.08;0.12] 1.6% 3.9%
New Zealand il Pl ! 0.04 [0.02:007] 04% 3.8%
Norway 162 1200 - | 0.14 [0.12:0.16] 1.9% 3.9%
Poland 1340 3079 : = 044 [042;045] 48% 3.9%
Poland (regions) 122 246 - —— 0.50 [0.43;056] 0.4% 3.8%
Scotland 104 1714 = i 0. .05; 0. 1% 9%
Scotland 73 1559 = ! 0.05 [0.04:006] 24% 3.9%
Spain 216 1082 Sl 0.20 [0.18;0.22] 1.7% 3.9%
United Kingdom 31 262 —'—: 0.12 [0.08;0.16] 0.4% 3.8%
USA 619 5040 : 0.12 [0.11;0.13] 7.9% 3.9%
USA 364 1939 E—-— 0.19 [0.17;021] 3.0% 3.9%
Fixed effect model 63828 ¢ 0.17 [0.17; 0.18] 100.0% --
Random effects model ~==- 0.19 [0.14; 0.25] --  100.0%

Heterogeneity: /° = 100%, t° = 0.0360, p = 0 I ! J ! !
01 02 03 04 05

Figure 9 Resultats de la méta-analyse des études de séroprévalences dans les pays
industrialisés réalisées avec le kit Wantai.

La France, la Pologne et les Pays-Bas apparaissent comme les pays présentant les plus
fortes séroprévalences. La séroprévalence nationale est assez moyenne en France, mais des
régions d'hyper endémies existent (Corse, PACA et Occitanie). Pour les Pays-Bas et la Pologne,
les données des différentes études sont homogenes autour de 30 et 50% respectivement. La
Nouvelle-Zélande, I'Ecosse, I'Australie, le Canada et I'lrlande ont des séroprévalences
inférieures a 10%. Dans les six pays ou au moins deux études ont été effectuées, le méme ordre
de grandeur de séroprévalence a été observé, notamment aux Pays-Bas (0,27 ; 0,29 ; 0,31), en
Pologne (0,44 ; 0,50), en Ecosse (0,05 ; 0,06) et en Nouvelle-Zélande (0,04 ; 0,1). En France,
des taux de 0,22% (national), 0,34% (sud-ouest de la France), 0,39% et 0,52% (sud de la France)
ont été observés. En lItalie, trois études fournissaient des taux trés différents autour de 0,09
(national et nord de I'ltalie) et 0,49 (lItalie centrale) : ces fortes différences dans certaines régions
peuvent s'expliquer par les habitudes alimentaires locales ou la contamination

environnementale du HEV.
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Tableau 2 Etudes de séroprévalences IgG anti-HEV réalisées avec le kit Wantai dans les pays
industrialisés

France (régions) DS 512 268 52,5 (Mansuy et al., 2011)
(Fr’gé?g:f) DS 246 122 49,6 (Buraet al., 2017)
Italie (régions) DS 313 153 49 (Lucarelli et al., 2016)

Pologne DS 3079 1340 43,52 (Grabarczyk et al., 2018)
France (régions) DS 3353 1311 39,1 (Mansuy et al., 2015b)
France (régions) DS 1031 351 34 (Izopet et al., 2015)

DS 2100 648 31 (Mooij et al., 2018)
Pays-Bas GP 2494 716 28,7 (van Gag:lllcfl%rg;—?L)afeber et
DS 5239 1401 27124 (Slot et a;’lfgﬁé)“be”s et
France DS 10569 2371 22,4 (Mansuy et al., 2016)
Espagne DS 1082 216 19,96 (Sauleda et al., 2015)
Danemark DS 504 100 19,8 (Holm et al., 2015)
Etats-Unis DS 1939 364 18,8 (Xuetal., 2013)
Norvege DS 1200 162 14 (Lange et al., 2017)
Autriche DS 1203 163 13,55 (Fischer et al., 2015)
Etats-Unis DS 5040 619 12,28 (Zafrullah et al., 2018)
Royaume-Unis DS 262 31 12 (Beale et al., 2011)
Italie (régions) DS 685 67 9,8 (Galli et al., 2017)
Nz"e‘iZﬁL'S DS 1013 08 9,7 (Hewitt et al., 2018)
Italie DS 10011 869 8,7 (Spada et al., 2018)
Ecosse DS 1714 104 6,1 (Thom et al., 2018)
Australie DS 3237 194 5,99 (Shrestha et al., 2014)
Canada DS 4102 241 59 (Fearon et al., 2017)
Irlande DS 1076 57 53 (O'Riordan et al., 2016)
Ecosse DS 1559 73 477 (Cleland et al., 2013)
N;;;Zﬁgg DS 265 11 42 (Dalton et al., 2007a)
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L’ensemble des résultats retrouvé dans la bibliographie au sein des pays industrialisés
confirme I’endémicité du HEV dans la majorité des pays et la présence de nombreuses zones

d’hyper endémies dans certaines régions.

Les personnes travaillant en contact avec des animaux (travailleurs forestiers, chasseurs,
éleveurs porcins et autres ouvriers de la ferme) sont apparues comme des catégories a risque
avec des séroprévalences plus élevées (Tableau 3). Il est impossible de comparer des études qui
n‘ont pas utilisé les mémes tests. Cependant, certaines études ont comparé, dans les mémes
conditions, une population «générale » & une « population exposée » (13,4%- 31,2%)
(Carpentier et al., 2012 ; Ivanova et al., 2015). Bien que ces études n'aient pas été menées avec
le test ELISA Wantai HEV-IgG, la plupart d'entre elles a été réalisée par rapport a une
population de référence. Par conséquent, on peut en déduire que les populations suivantes
présentent un risque plus élevé d’infection par le HEV : les éleveurs porcins ou exposés aux
porcs domestiques (Meng et al., 2002 ; Chaussade et al., 2013 ; Krumbholz et al., 2014 ;
Ivanova et al., 2015 ; Teixeira et al., 2017), les travailleurs forestiers (Carpentier et al., 2012 ;
Dremsek et al., 2012 ; Chaussade et al., 2013), et les éleveurs (Lange et al., 2017). Fait
intéressant, les vétérinaires ne semblent pas toujours présenter un risque d'infection plus élevé
(De Sabato et al., 2017 ; Kantala et al., 2017 ; Lange et al., 2017). Toutefois, le type d’activité
vétérinaire (rural ou urbain) peut influer considérablement sur le risque d’exposition au HEV,
comme le montre une étude norvégienne ou la séroprévalence chez les vétérinaires travaillant
avec des porcs était deux fois plus élevée que chez ceux qui n’étaient pas en contact avec les

porcs (Lange et al., 2017).
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Tableau 3 Séroprévalence 1gG anti-HEV au sein de différentes populations exposées

C 144 4,2

Estonie Ep Mikrogen 67 13.4 0,02 3,54 [1,07 ; 12,69] (Ivanova et al., 2015)
DS 301 11 0,0076 1,77 [1,15; 2,794] (Dremsek et al., 2012)
EP . 563 18
Allemagne PG Mikrogen 106 283
Ep 116 155 0,02 2,14 [1,06 ; 4,41] (Krumbholz et al., 2012)
DS 1200 14
. NS, 0,05
Norvege \Y/ Wantai 163 13 P> / (Lange et al., 2017)
EF 79 30 0,00028 2,68 [1,54 ; 4,53]
PG . 804 19,9 ) .
Portugal Ep Mikrogen 114 30.4 0,01 1,78 [1,12; 2,79] (Teixeira et al., 2017)
PG 325 7,3 ] (Riveiro-Barciela et al.,
Espagne Ep ND 101 19 0,002 2,89[1,42;5,82] 2012)
. PG . 52 5,8 NS, p >
Finlande v Axiom 333 102 0,05 / (Kantala et al., 2017)
. DS 400 18
Etats-Unis Ep In-house assay 168 26 0,005 1,60 [1,14 ; 2,26] (Meng et al., 2002)
EF 593 31,2 / / (Carpentier et al., 2012)
PG ) . 322 26 _
France F MP Diagnostics 306 36 4 0,007 1,61 [1,13; 2,30] (Chaussade et al., 2013)
EP 231 43,8 0,0000017 2,19[1,51; 3,21]
. DS BioChain 170 8,82 .
Italie v Institute 83 964 0,0007 3,30 [1,53; 8,15] (De Sabato et al., 2017)
Pologne C ND 210 3,81 / / (Weiner et al., 2017)

C : Chasseurs, EP : éleveurs porcins ou contact avec des porcs, DS : donneurs de sang, F : Forestiers, EF : Eleveurs ferme, V: Vétérinaires, PG: Population
générale. Liste des kits : Mikrogen: RecomLine 1gG Anti-HEV; Axiom : HEV IgG EIA; MP Diagnostic : HEV ELISA; Biochain: ELISA Kit 1gG Anticorps

Virus Hepatitis E; ND: kit non déterminé
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Les enfants

Les quelques études menées sur des enfants ont systématiquement montré des taux de
séroprévalence assez faibles : <5% aux Etats-Unis, 4,2% en Turquie, 4,6% en Espagne, 1,4%
en Russie et 1,1% au Portugal (Buti et al., 2008 ; Kuniholm et al., 2009 ; Potemkin et al., 2015
; Bayhan et al., 2016 ; Oliveira et al., 2017) (Tableau 4).

Tableau 4 Séroprévalences 1gG anti-HEV déterminés chez les enfants

Etats-Unis E ND 18 695 <5 (Kuniholm et al., 2009)
Espagne E Biokit 1249 4,6 (Buti et al., 2008)
. Diagnostic
Turquie E Bioprobes 408 4,2 (Bayhan et al., 2016)
Russie E ND 3122 1,4 (Potemkin et al., 2015)
Portugal E Mikrogen 352 1,1 (Oliveiraetal., 2017)

E : Enfants. Liste des Kits utilises : Biokit: bioelisa HEV IgM 3.0; Mikrogen: RecomLine Anti-
HEV IgG; Euroimmun: Anti IgG HEV ELISA; Diagnostic Bioprobes: HEV 1gG. ND: not
determined assay.

Cas groupés et épidémies

Cas confirmés

L’European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) a rapporté que le
nombre de cas HEV confirmés est passé de 514 en 2005 a 5617 en 2015, avec un nombre total
de cas de 21 018 durant la période (Aspinall et al., 2016). Trois pays étaient a I’origine de 80%
des cas rapportés (France, le Royaume-Unis et 1’Allemagne). Le nombre de cas séveres a
également augmenté entre 2005 et 2015 (n=85 vs. 1115). Le sex-ratio (masculin) variait de 61%
a 69%. La proportion de cas chez les personnes de plus de 50 ans est passée d’environ 40% au
cours de la période 2005-2008 a plus de 60% au cours de la période 2013-2015. Au cours de la
période 2005-2015, 28 déces imputables au HEV ont été déclarés, ce qui représente une nette
augmentation depuis 2009.

Bien que les épidémies de HEV soient principalement dues aux génotypes 1 et 2 dans
les pays en développement, de petites épidémies ont été décrites dans les pays industrialiseés.
L'ECDC a signalé 37 foyers entre 2005 et 2015, avec une tendance a la hausse apres 2009
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(ECDC, 2017). La taille des épidémies était comprise entre 2 et 47 cas par an. Les données sur
les foyers de HEV de cette étude ont été fournies par 18 pays et parmi eux, 11 n’ont signalé

aucun foyer.

Description des foyers

Le Tableau 5 récapitule les sept foyers épidémiques HEV des pays industrialisés
rapportés ces dernieres années. Deux d’entre eux €tait causés par le génotype 3 avec une source
commune de contamination liée a la consommation de viande de porc ou de sanglier pas assez

Cuite.

En Espagne, en octobre 2015, une patiente infectée par le VIH s'est présentée a I'unité
des maladies infectieuses de I'hdpital universitaire Reina Sofia de Coérdoba avec malaise,
diarrhée, jaunisse, vomissements et fievre. La patiente était virémique ARN HEV. L'enquéte
épidémiologique a conclu que (i) les huit membres de la famille étaient également infectés et
virémiques, (ii) la famille a été infectée via la consommation de viande de sanglier et cela a été
confirmé par la détection d'’ARN HEV dans la viande congelée restant recueillie dans le foyer
de la famille, (iii) une analyse génétique a montré que les huit membres de la famille et la viande
correspondaient a la méme souche virale (identité a 100%) appartenant au génotype 3 (Rivero-
Juarez et al., 2017). Cette séquence a déja été décrite chez des sangliers du centre-sud de

I'Espagne et des porcs (numéro d'acces GenBank : EU723512).

En France, en 2013, un groupe de 17 cas était associé a la consommation d'un porcelet
roti a la broche lors d'un mariage (Guillois et al., 2016). Douze cas (70%) étaient non
symptomatiques, cing étaient symptomatiques et parmi eux deux avaient été hospitalisés
(11,7%). Tous les individus ont guéri par la suite. L'enquéte a attribué cette épidémie HEV a la

consommation d'une farce a base de foie de porc mal cuite.

Au Royaume-Uni, en 2008, quatre passagers d'un navire de croisiere ont présenté une
infection par le HEV (Said et al., 2009). En raison de la période d'incubation, la source de

I'infection n'a pas été identifiée.

En Italie, en 2011, cing personnes vivant dans la région du Latium ont été infectées par
le HEV (Garbuglia et al., 2013). Bien que la source d'infection n'ait pas été identifiée, la souche
responsable appartenait au génotype 4 et était génétiqguement proche de souches chinoises ;
aucune de ces personnes n'avait d'antécédents de contact ou de consommation de produits
chinois. Ces résultats sont conformes a ceux fournis par d'autres etudes indiquant que le

génotype 4 est maintenant présent en Europe.
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La République tcheque a également été touchee par deux foyers (Trmal et al., 2012). La
premiére épidémie concernait 13 cas et la source n'a pas été identifiée. Lors du deuxiéme foyer,
un lien entre les cas humains et I'infection chez les porcs de ferme a été révélé pour la premiére

fois.

En Australie, 55 cas d'infection a HEV ont été confirmés, dont 24 personnes qui
n'avaient pas voyagé pendant la période d'incubation (YYapa et al., 2016). Parmi eux, 17 avaient

mangé dans le méme restaurant. L'’ARN du HEV détecté appartenait au génotype 3.

En 2016, apres la notification des cas d'hépatite E au Centre de santé publique de la ville
d'Asahikawa dans une maison de retraite pour personnes agées a Hokkaido, au Japon, 125
personnes ont été testées pour des marqueurs de l'infection par le HEV et 29 étaient positives.
Seuls quatre ont présenté des symptdmes. Tous les cas étaient dus a des souches appartenant au
génotype 3 (Ishida et al., 2018) et les séquences amplifiées présentaient 99,8 a 100%
d’homologie.

Tableau 5 Liste des épidémies HEV rapportées ces dernieres années dans les pays
industrialisés

Espagne 8 2015 Consommation Génotype 3

viande de sanglier 2017)
Australie 17 g014 ~ Produitsabasede oo 0s (vanaetal, 2016)
porc (restaurant) v
France 17 2013 Porcalet rati ND (Guillois et al., 2016)
Mariage
Italie 5 2011 ND Génotype 4  (Garbuglia et al., 2013)
o 13 ND ND
Republique . \p : (Trmal et al., 2012)
Tcheque Infection dans un
8 ] . ND
élevage porcin
Royaume-Unis 4 2008 Alimentation ND (Said et al., 2009)
y bateau croisiére K
Japon 29 2016 ND Génotype 3 (Ishida et al., 2018)

ND : Non déterminé

48

(Rivero-Juarez et al.,



Les marqueurs d’infection au HEV sont détectés de plus en plus fréquemment en
population humaine dans les pays industrialisés. De plus, la nature uniqguement sporadique ou
importée des cas humains dans ces pays n’est plus pertinente ; 1’endémicité est maintenant
avérée dans ces pays et des régions hyper endémiques existent au moins en France, en ltalie et
en Pologne. Le nombre de cas confirmés et de cas groupés ont également considérablement
augmenté au cours de la derniere décennie. Cependant, la vraie raison de cette augmentation
n’est pas réellement connue. En effet cela pourrait étre di a une véritable tendance
épidémiologique mais également a une sensibilisation accrue au HEV. En outre, il existe
clairement un risque professionnel pour les ouvriers forestiers, les agriculteurs et les éleveurs
porcins. Outre la voie d'infection liée a la viande de porc, la forte exposition de la population
adulte dans les pays industrialisés nécessite des investigations futures pour mieux comprendre
comment les personnes s’infectent. Enfin, la grande hétérogénéité observée entre les tests de
détection des IgG anti-HEV rend difficile la comparaison des différentes études et la
compréhension de I'épidemiologie des HEV. L'établissement d'une méthode de référence dans

les études de séroprévalence pourrait remédier a ce probleme.
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Les différentes voies de transmission du HEV

En raison de la forte séroprévalence du HEV dans les pays industrialisés, de nombreuses
questions se posent quant a savoir si la consommation de viande de porc contaminée est la seule
source d’infection. Il existe un intérét croissant autour des voies d’infection alternatives liées a
I’environnement et a d’autres animaux. La figure 10 résume les principales voies de

transmission décrites ou suspectées dans la littérature.

La transmission zoonotique est maintenant avérée dans la littérature et apparait comme
la voie de transmission la plus fréquemment mise en cause dans les cas d’hépatite E
diagnostiqués. La majorité des infections d’origine zoonotique sont d’ailleurs liées au réservoir
porcin, que ce soit par contact ou par la voie alimentaire. Cependant, il existe d’autres espéeces
animales a l’origine d’infections humaines. Ce chapitre se concentre uniquement sur
I’association entre cas humains et transmissions zoonotique ainsi que les études prouvant cette
voie de transmission zoonotique. L’épidémiologie animale a proprement parlé est abordée dans

le chapitre suivant.

En France, une association entre I'infection au HEV et la consommation de la saucisse
a base de foie de porc, le ficatellu, a été rapportée (Colson et al., 2010 ; Berto et al., 2013 ;
Renou et al., 2014). Le ficatellu est un produit a base de foie contenant au moins 30% de foie
de porc et qui ne subit aucune étape de chauffage pendant la production. Une étude ayant
analysé des produits alimentaires en France a montré que 30% des échantillons de ficatelli
étaient positifs pour la présence d'’ARN HEV (Pavio et al., 2014). Aux Pays-Bas, le taux de
détection d'’ARN était inférieur a celui de la France, avec un taux de détection de 6,4% dans le
foie de porc provenant du commerce (Bouwknegt et al., 2007). Les séquences HEV présentaient
une homologie de 93% avec celles détectées chez I’Homme aux Pays-Bas et une homologie de
97% avec des séquences précédemment isolées chez le porc. En Allemagne, les saucisses crues
et de foie ont également été analysées ; 14 des 70 saucisses crues (20%) et 11 des 50 saucisses
au foie (22%) ont été positives. Les souches de HEV détectées appartenaient au génotype 3
(Szabo et al., 2015).

Une étude américaine (Cossaboom et al., 2016) a démontré que la consommation de
viande insuffisamment cuite était associée avec des séroprévalences plus élevées concernant
les anticorps anti-HEV chez des étudiants. De plus, trois des 128 lots d’échantillons testés en

Virginie se sont avérés étre positifs a la détection du génome viral (2,3%). En Suisse, le taux
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de détection de ’ARN HEV parmi des foies de porc était de 1,3% (Muller et al., 2017). Une
autre étude a analysé des produits alimentaires et la détection virale était de 18,9% des saucisses

a base de foie et de 5,7% des saucisses crues (Moor et al., 2018).

Comme cité précédemment dans la partie concernant les cas groupés, plusieurs études
ont rapporté des sources communes liées a la consommation de viande contaminée, que ce soit
en Australie (Yapaetal., 2016), en Espagne (Rivero-Juarez et al., 2017) au Japon (Li et al., 2005)
ou bien en France (Guillois et al., 2016). De plus 1’analyse phylogénétique des souches retrouvées

confirmait la proximité avec des souches d’origine porcine.

D’autres especes sont également a 1’origine de cas humain, avec par exemple le sanglier,
les cervidés (Tei et al., 2003), les camelidés (Woo et al., 2014), le lapin (Abravanel et al., 2017)
et le rat (HKU Li Ka Shing Faculty of Medicine, 2018 ; Sridhar et al., 2018 ; Andonov et al.,
2019). La transmission zoonotique peut également étre due a la profession par le contact

fréguent avec les animaux, comme décrit dans la partie précédente.

La transmission du HEV par l'eau se produit principalement dans les pays en
développement ou le traitement des eaux usées pose probléeme (HEV-1 et HEV-2). Le virus est
donc bien résistant dans I’eau et bien que la qualité de I’eau soit généralement bonne dans les
pays industrialisés les voies de contamination liées a 1’eau ne peuvent pas étre totalement

exclues.

Eau de consommation

La consommation d’eau en bouteille ou du robinet dans les pays industrialisés n’a
quasiment jamais été rapportée comme étant a 1’origine de cas d’infections humaines.
Cependant, dans la région Auvergne, I’eau du réseau public a causé sept cas d’infections
humaines au HEV (Spaccaferri, 2015). De plus, une étude récente en Suede a détecté pour la
premicre fois ’ARN du HEV dans de I’eau de robinet dans un pays industrialisé¢ (Wang et al.,
2019). Les souches de HEV présentes dans les eaux de Goteborg appartenaient aux sous-types
HEV-3a et HEV 3c/i. Enfin, I’étude de séroprévalence de Mansuy et al. 2016 a montré que la

consommation d’eau en bouteille était un facteur protecteur vis-a-vis de la détection des IgG.

Malgré les résultats de ces trois études, il semble peu probable que I’eau de
consommation apparaisse comme une voie majeure d’infection dans les pays industrialisés.
Cependant, la qualité de I’ecau reste un point a surveiller notamment dans les zones d’hyper

endémie.
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Eau d’irrigation

La qualité de I’eau d’irrigation utilisée pour les production de fruits et légumes dans
plusieurs pays a été étudiée (Kokkinos et al., 2017b). Les échantillons analysés provenaient de
Finlande, de Pologne, de Serbie, de Grece et de République Tchéque. Deux types d’échantillons
ont été analysés, de I’eau d’irrigation mais également des légumes issus des vergers étudiés. De
nombreux virus ont été retrouvés et les origines de contaminations étaient soit d’origine

humaine soit d’origine porcine. Concernant le HEV, 5% des échantillons testés étaient positifs.

Le HEV a également éte retrouvé dans des framboises surgelées (Maunula et al., 2013)
et sur des fraises des bois (Brassard et al., 2012). Le génotype retrouvé était le HEV-3 d’origine

porcine. L’eau d’irrigation était la source la plus probable de contamination de ces fruits.

Une étude métagénomique de la contamination virale des plants de persil frais en
Espagne a démontré la présence de HEV-3f (Fernandez-Cassi et al., 2017). Parmi les
échantillons provenant de points de vente de laitue fraiche, la prévalence du HEV était de 3,2%
(4/125) (Kokkinos et al., 2012).

En Turquie, une étude a comparé des exploitations utilisant de I'eau traitée (groupe
témoin) a celles utilisant de I'eau non traitée (groupe d'essai) pour l'irrigation (Ceylan et al.,
2003). La séroprévalence IgG anti-HEV observée chez les personnes travaillant dans les
exploitations du groupe test (et leurs familles) était plus élevée (34,8%) que chez les personnes

travaillant dans les exploitations du groupe de contréle (4,4%).

Ces rapports indiquent une voie de contamination possible par les Iégumes et les fruits
irrigués avec de l'eau contaminée ou des aliments contaminés au cours de la chaine de
production alimentaire. En effet, certains fruits et Iégumes sont consommeés crus, ce qui signifie

gue méme s'ils sont bien lavés, le virus pourrait toujours étre ingéré par les consommateurs.

Eaux environnementales contaminées et animaux filtreurs

En Italie, une étude a analysé différents types d’échantillons pour le HAV et le HEV
(laconelli et al., 2015b). L’ARN HEV a été trouvé dans un échantillon d'eaux usées et dans un
échantillon d’eau de riviere ; les deux souches étaient du genotype HEV-3 et étaient proches de
souches porcines et humaines precédemment isolées. En Slovenie, sur la base des données de
séroprévalence obtenues dans une exploitation porcine, 60 échantillons d’eau de surface ont été
testés pour déterminer si ils contenaient le virus, parmi eux deux étaient positifs (3,3%); un
échantillon positif avait été recueilli & proximité d'une exploitation porcine (Steyer et al., 2011).
Au Pays-Bas, 17% des eaux de surface analysees étaient positives a la détection du génome
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viral, et cette contamination provenait surement d’eaux usées (Rutjes et al., 2009). Enfin, suite
a l'infection d'une personne, I'ARN viral a été détecté dans le sérum du patient mais également

dans I'eau de surface recueillie a proximité de la maison du patient (Borgen et al., 2008).

Les eaux de surface sont donc susceptibles d’étre contaminées par les animaux et les
Hommes infectés par I’excrétion du virus au niveaux des excréments. Elles peuvent donc étre
considérées comme une voie de transmission supplémentaire pour I’Homme que ce soit de

facon directe ou indirecte.

Au Japon, des souches de génotype 3 ont été détectées sur des bivalves collectés dans
lariviéere (Li et al., 2007). Le taux de détection de 'ARN du HEV dans les organismes filtreurs
tels que les mollusques varie de 15% en Espagne (Mesquita et al., 2016) jusqu’a 85% au
Royaume-Unis (Crossan et al., 2012). En Espagne, le HEV détecté dans les mollusques était
génétiquement étroitement lié aux virus en circulation chez I'nomme et le porc. L'infection de
I'hnomme par la consommation de fruits de mer n'a pas été démontrée, mais plusieurs études ont
montré que la consommation de mollusques était associée a la détection d’anticorps anti-HEV
(Mansuy et al., 2016). Ces animaux filtreurs apparaissent comme une éventuelle voie de
transmission alimentaire supplémentaire, mais également comme une sentinelle de la

contamination de 1’eau de surface.

Bien que la présence du HEV soit incontestable dans I'environnement, les faibles
charges virales présentes dans 1’eau nécessitent également la réalisation d'études
« d’infectiosité » afin de valider ou d'infirmer le réle de l'eau en tant que vecteur

épidémiologique réel.

Le taux de produits sanguins contaminés par I’ARN HEV s’étend de 1/726 au Pays-Bas
(Hogema et al., 2016) a 1/74,131 en Australie (Hoad et al., 2017b). Le Tableau 6 montre les
différents taux de contamination des dons sanguins pour le HEV dans les pays industrialisés.
La moyenne calculée est de 0,0002 (range, 0,0001-0,0003), i.e., ce qui correspond a un don

positif tous les 5 000 dons.

Une étude cas-témoin a rapporté une transmission du HEV par le sang chez des patients
transfusés (Khuroo et al., 2004). Des marqueurs d’infection étaient significativement plus
présents chez les patients ayant recu des produits sanguins que sur les témoins. Trois patients
transfuses sensibles (séronégatifs pour les 1gG anti-HEV) ont été infectés par le HEV, mais

aucun chez les contréles. De plus, des cas d'infections associées au HEV ont été documentés
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dans la littérature (Arankalle et Chobe, 2000 ; Mitsui et al., 2004 ; Tamura et al., 2007 ;
Matsubayashi et al., 2008 ; Bajpai et Gupta, 2011 ; Hoad et al., 2017a).

Une étude recente a montré que le risque de transmission du HEV aux receveurs de
produits sanguins était corrélé aux taux de dons de sang positifs, a la charge virale et au volume
de plasma contenu dans le composant sanguin final transfusé (Izopet et al., 2017).

Tableau 6 Tableau récapitulatif des taux de positivité ARN des produits sanguins dans les pays

industrialisés

Allemagne 1/1240; 1/4525 (Baylis et al., 2012 ; Vollmer et al., 2012)
Angleterre 1/7040; 1/2848 (ljaz et al., 2012 ; Hewitt et al., 2014)
Australie 1/14,799; 1/74,131 (Shrestha et al., 2016a)
Autriche 1/8416 (Fischer et al., 2015)
Danemark 1/2231 (Harritshoj et al., 2016)
Ecosse 1/14520 (Cleland et al., 2013)
Espagne 1/3333 (Sauleda et al., 2015)
Etats-Unis 1/9500; 0/51,075; 1/42,674 (Stramer et al., 2016)
France 1/2218; 1/744 (Gallian et al., 2014 ; Gallian et al., 2017)
Irlande 1/4997 (O'Riordan et al., 2016)
Japon 1/8173 (Minagi et al., 2016)
Pays-Bas 1/2700; 1/726 (Slot et al., 2013)
Pologne 1/1266 (Grabarczyk et al., 2018)
Suéde 1/7986 (Baylis et al., 2012 ; Kamar et al., 2015a)
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Globalement, il y a tres peu de données publiées concernant la transmission sexuelle du
HEV, au contraire de I’Hépatite A. Les hommes homosexuels et les personnes étant infectées
par le VIH présentent des seroprévalences IgG anti-HEV plus élevées que celles des donneurs
de sang ou de la population générale pour une zone donnée (Montella et al., 1994 ; Balayan et
al., 1997 ; Christensen et al., 2002 ; Keane et al., 2012 ; Payne et al., 2013 ; Politou et al.,
2015). Une étude récente au Pays-Bas a comparé la séroprévalence au sein des personnes a
risque au niveau sexuel avec la population générale (Heil et al., 2018). Cette étude n’a pas
détecté de différence significative entre ces deux populations, en revanche une séroprévalence
plus élevée a été observée dans le groupe des personnes ayant une infection sexuellement
transmissible diagnostiquée. Cependant a I’heure actuelle aucune preuve réelle de transmission

sexuelle n’a pour I’instant été répertoriée dans la littérature.

Au vu de la transmission sexuelle possible pour certaines hépatites, des études

mériteraient d’étre menées concernant le HEV afin d’élucider ce point.

Trés peu d’études ont été réalisées sur la transmission verticale du virus de la mere a
I’enfant. Des taux de transmissions élevés ont été rapportés mais ces études ne provenaient
uniquement que de 1’Inde et causées par le génotype 1 : 33,3% (n=6/18) (Kumar et al., 2004),
46,09% (n=59/128) (Sharma et al., 2017), et 78,9% (n=15/18) (Khuroo et al., 2009). Bien que
minoritaire, la voie de transmission verticale ne doit pas étre négligée et des recommandations
pour la prévention de la femme enceinte doivent étre appliquées afin de limiter les risques de

transmission et de complications.

Une autre voie de transmission possible pourrait étre 1’allaitement. En effet, le HEV a
été détecté a partir de lait provenant d’une femme de 34 ans infectée par le HEV (Rivero-Juarez
et al., 2016). Dans les pays industrialisés, les rares cas d’infections rapportées chez les femmes
enceintes (génotype 3) n’ont pas mené a une infection chez le nouveau-né (Shaikh et Nelson-
Piercy, 2006 ; Anty et al., 2012 ; Tabatabai et al., 2014 ; Lachish et al., 2015). Cette éventuelle

spécificité génotypique mériterait d’étre étudiée.

La transmission nosocomiale du HEV semble tres rare dans les pays industrialisés. En
effet, trés peu de cas ont été rapportés par cette voie. Cependant, en France, une transmission
d'hépatite E d'un patient a l'autre a été décrite dans un service d'hématologie (Mansuy et al.,

2009a). Le cas signalé a été infecté apres un contact avec un patient infecté de fagcon chronique
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et non diagnostiqué qui résidait dans la méme unité. Le HEV étant trés résistant, des mesures
d'hygiéne importantes doivent étre mises en place lorsqu'un cas d'hépatite E se produit dans un

service médical et en particulier lorsqu'un patient a risque y réside.
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Figure 10 Diagramme récapitulatif des différentes voies de transmissions du HEV dans les pays industrialisés.




3. Epidémiologie de la population animale
Initialement reconnu comme étant un virus infectant spécifiquement I’Homme dans les pays en
développement, le HEV est retrouvé depuis la fin du 20°™ siécle au sein de nombreuses espéces
animales. Les animaux de compagnie, domestiques, sauvages, incluant de nombreuses especes
différentes ont montré des marqueurs d’infection en cours ou passée (ARN et/ou anticorps). La
compréhension et la connaissance de I’ensemble des hotes possibles du HEV est un point

majeur pour la détermination des menaces potentielles en santé humaine.

Dans cette partie, une vue globale de I’épidémiologie animale dans les pays industrialisés et la
détection des différents marqueurs d’infection au HEV est réalisée. L’hétérogénéité des
résultats en fonction des kits utilisés fait que, comme pour les humains, les séroprévalences
calculées sont trés compliquées a comparer les unes aux autres. Cependant, méme sans
comparaison possible, la détection « qualitative » du virus ou des anticorps anti-HEV chez
d’autres animaux font que ces derniers peuvent étre considérés comme de nouveaux réservoirs

possibles et/ou d’éventuelles sources de contaminations pour I’Homme.

Depuis sa découverte en 1997 (Meng et al., 1997), le HEV porcin est détecté avec des taux de
prévalence trés élevés a travers le monde et particulierement dans les pays industrialises. Le
réservoir porcin étant le réservoir majeur (génotype 3 et 4), il est primordial de connaitre la
situation épidémiologique de ces animaux dans les pays industrialisés. Le réservoir porcin est
exclusivement concerné par le genre Orthohepevirus A, les génotypes 3 et 4 pour les porcs

domestiques et les génotypes 5 et 6 pour les sangliers (Doceul et al., 2016).

Infection des porcs domestiques

L’infection par le HEV est majoritairement asymptomatique chez les porcs (Pavio et al., 2017)
et passe donc inapercue pour les éleveurs ce qui complique sa détection. Il faut donc, soit
analyser les anticorps IgG anti-HEV de I’animal dans le sérum pour déterminer son exposition
passée au virus, soit détecter I’ARN viral dans le foie, le sang ou les féces. Le premier marqueur
est le t¢émoin d’une infection passée durant la vie du porc alors que I’ARN est un marqueur

« d’infection en cours ».

La voie de transmission majeure dans les élevages est féco-orale. De fortes charges virales
peuvent étre retrouvées dans les féces et I’urine (Banks et al., 2004 ; Fernandez-Barredo et al.,
2006 ; Bouwknegt et al., 2009 ; Salines et al., 2017). Les porcs non immunises se contaminent

dans leur environnement d’élevage et deviennent excréteur du virus par la suite, dans le cas ou
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ils ne sont pas encore immunisés. Cela forme un cycle d’infection entre porc post-sevrage
sensibles, porcs infectés excréteurs et porcs immunisés (Figure 11). La possibilité d’une
réinfection lors d’une baisse du systéme immunitaire n’est pas a exclure (co-infection ou
période de gestation ou mise bas). Une perte de protection immunitaire peut également avoir

lieu chez les animaux trés vieux, en particulier sur les truies (Casas et al., 2011).

Bien que la transmission a I’Homme soit majoritairement liée a la consommation de produits a
base de foie, une étude récente a montré qu’en cas de co-infection expérimentale avec le SDRP
(syndrome dysgénésique respiratoire porcin), une virémie trés longue a été observée et le virus
a eté détecté dans différents muscles (Salines et al., 2019). Cette présence dans d’autres tissus
du porc, bien qu’expérimentale, pourrait donc augmenter la liste des produits a risque.
Cependant, si cette voie de transmission existe, elle devrait étre minoritaire, comme le montre
une étude frangaise ayant analysé un grand nombre de produits carnés et qui n’a détecté aucune

présence virale parmi 1034 échantillons de viande (muscles) (Feurer et al., 2018).

Facteurs influencant les taux de détections du virus ou des anticorps

De plus en plus d’études au sein des élevages de porcs domestiques sont réalisées, cependant
différents parameétres doivent étre pris en compte afin de bien interpréter ces résultats. En outre,
la prise en compte de ces facteurs pourraient permettre de diminuer la présence de porcs infectés
a I’abattoir et donc de réduire la transmission a I’Homme. Pour cela, les éleveurs pourraient

modifier ou adapter leurs pratiques au niveau de 1’élevage.

L’age des porcs et le type d’élevage peuvent influencer fortement les taux de positivité calcules.
Une revue de 2017 se basant sur de nombreuses études (n = 69) a établi une cinétique
d’infection (Figure 12) et a montré un pic de détection aux alentours de 12 semaines (Salines
et al., 2017). Cette cinétique est en adéquation avec des articles ayant montré que le porc était
infecté de facon tres précoce apres la perte des anticorps maternels (Feng et al., 2011). Des
séroprévalences plus élevées ont également été observées selon le type d’élevage pratiqué au
Pays-Bas (Rutjes et al., 2014). De plus, le type d’élevage fermé semble &tre moins a risque
concernant I’infection des porcs au HEV selon des études frangaise et espagnole (Jori et al.,
2016 ; Lopez-Lopez et al., 2018).

Pour les études de séroprévalence, 1’hétérogénéité observée entre les Kits de détection est
également un facteur a prendre en compte (voir paragraphe sur les études de séroprévalences

en population humaine Revue 2).
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Selon une étude rétrospective, au sein de 90 ¢élevages de 1’Ouest de la France, différents facteurs
sont apparus comme associés avec la détection du virus dans le foie et la séroprévalence des
porcs en age d’étre abattus (Walachowski et al., 2014). Le risque d'avoir des foies positifs au
HEV était augmenté par I'abattage précoce, la race du porc, le manque de mesures d’hygiene et
l'origine de l'eau d’abreuvement donnée au porc. Concernant la seéroprévalence, les taux de
détection d’anticorps €levés étaient associés a des pratiques de mélange sur les jeunes porcelets

et aux conditions d'hygiéne.

Les coinfections avec d’autres virus fréquemment retrouvés chez les porcs (SDRP ou les
porcine Circovirus-2) par exemple, pourrait €¢galement influencer 1’infection des porcs par le

HEV (Pavio et al., 2017).

Prévalence ARN HEV et séroprévalence des IgG anti-HEV des porcs domestiques dans les pays
industrialisés

Le tableau 7 ci-dessous fait le point sur les principales études de prévalence ARN HEV
effectuées sur le réservoir porcin (au niveau d’échantillons de féces, de sang et de foie). Les
taux observés au niveau des feces vont de 2,50 % en Allemagne (Machnowska et al., 2014) a
87,55% en Finlande (Kantala et al., 2015). Ces taux de détection sont trés élevés et montrent
que le virus est bien implanté au sein de ces différents pays et sur différents continents. La
détection du virus dans le sang (virémie) est effectuée de facon minoritaire dans la littérature
au contraire de celle réalisée dans les féces et le foie (Grierson et al., 2015). La virémie étant
plus courte lors d’une infection naturelle, le choix d’autres types d’échantillons peut donc

paraitre plus judicieux pour I’¢tude de I’infection des porcs (Pavio et al., 2017).

Le HEV touche la grande majorité des élevages dans les pays industrialisés. Différentes études
ont montré cette forte présence du virus avec des prévalences allant de 65% (Rose et al., 2011)
a 100% (lvanova et al., 2015) des élevages ayant au moins un porc séropositif aux IgG anti-
HEV. Concernant les séroprévalences a 1’échelle de I’animal, de trés haut taux de positifs IgG
ont également été déterminés. Le tableau 8 fait un récapitulatif des études de séroprévalences

récentes dans les pays industrialisés afin de voir 1’exposition globale des ¢levages dans ces

pays.
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Figure 11 Schéma représentant le cycle d'infection majoritaire des porcs au sein des

élevages
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Figure 12 Evolution de la prévalence ARN HEV dans les féces (ratio de positifs) en fonction
de I'age des porcs (en semaine) (Salines et al., 2017).
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Tableau 7 Prévalence de I’ARN HEV au sein du réservoir porcin dans les pays industrialisés

Allemagne Feces 3 120 2,50 (Machnowska et al., 2014)
Féces 8 115 6,96 (Hakze-van der Honing et al.,
Belgique 2011)
Sang 4 420 0,95 ]
(Thiry et al., 2014)
) Sang 8 60 13,33 (Lipej et al., 2013)
Croatie . .
Sang et feces 216 1419 15,2 (Jemersic et al., 2019)
Danemark Feces 48 97 49,48 (Breum et al., 2010)
Ecosse Sang 72 162 44,44 (Crossan et al., 2015)
Sang 64 341 18,77 (Jimenez de Oya et al., 2011)
Espagne .
Feces 21 131 16,03 (Fernandez-Barredo et al., 2007)
Estonie Féeces 103 449 22,94 (Ivanova et al., 2015)
Etats-Unis Sang 34 96 35,42 (Huang et al., 2002a)
) Feces 239 273 87,55 (Kantala et al., 2015)
Finlande _
Féces 26 40 65,00 (Kantala et al., 2013)
Foies 2 24 8,33 (Jori et al., 2016)
France i
Livers 128 3715 3,45 (Rose et al., 2011)
) Féeces 42 171 24,56 (Reuter et al., 2009b)
Hongrie -
Feces 52 248 20,97 (Forgach et al., 2010)
Bile, foie ou _
. 31 48 64,58 (Di Bartolo et al., 2011)
feces
Féeces 115 274 41,97 (Di Bartolo et al., 2008)
tali Feces 45 242 18,60 (Monini et al., 2015)
talie
Feces 40 246 16,26 (Caruso et al., 2017)
Féces 16 216 7,41 (Costanzo et al., 2015)
Feces 11 150 7,33 (Di Martino et al., 2010)
Bile 6 95 6,32 (Masia et al., 2009)
Foie 12 320 3,75 (Caruso et al., 2015)
Sang 3 141 2,1 o
Israél (Shirazi et al., 2018)
Féces 18 79 22,8
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] Feces 78 480 16,25 (Sasaki et al., 2018)
apon
Sang 3 169 1,78 (Sakano et al., 2009)
Lituanie Sang ou foie 106 470 22,55 (Spancerniene et al., 2018)
Nouvelle-
) Sang 112 183 61,20 (Garkavenko et al., 2001)
Zélande
. (Hakze-van der Honing et al.,
Pays-Bas Feces 15 101 14,85
2011)
Portugal Feces 44 200 22,00 (Berto et al., 2012)
Slovénie Sang 15 85 17,65 (Steyer et al., 2011)
Suéde Feces 71 240 29,58 (Widen et al., 2011)
Royaume- Féces 43 200 21,50 (McCreary et al., 2008)
Unis Feces 93 629 14,79 (Grierson et al., 2015)
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Tableau 8 Séroprévalence a I’échelle de [’animal des IgG anti-HEV chez les porcs et sangliers sauvages

Allemagne 42,7-68,6% (porcs) (Wacheck et al., 2012 ; Denzin et Borgwardt, 2013 ; Dremsek et al.,
33% (sangliers) 2013 ; Krumbholz et al., 2013 ; Sommerkorn et al., 2017)
Belgique 34-73% (porcs) (Thiry et al., 2014 ; Thiry et al., 2017a)
Bulgarie 60,3 % (porcs) (Tsachev et al., 2019)
Canada 59,4% (porcs) (Yoo et al., 2001)
Croatie 91,7% (porcs) (Lipej et al., 2013)
Ecosse 29% (porcs) (Crossan et al., 2015)
Espagne 98% (porcs) (Rivero-Juarez et al., 2018)
Estonie 61,6% (porcs) (lvanova et al., 2015)
France 32,7% (porcs) (Rose et al., 2011)
26% (sangliers),
France (Corsica)

43,5% (sangliers croises)

(Pavio et al., 2010 ; Pavio et al., 2014 ; Jori et al., 2016)

88% (porcs)
Irlande 27% (porcs) (O'Connor et al., 2015)
tall 50-93% (porcs) (Ponterio et al., 2014 ; Caruso et al., 2015 ; Costanzo et al., 2015 ;
alie
4.9-10,2% (sangliers) Martinelli et al., 2015 ; Caruso et al., 2016)
Norvege 90% (porcs) (Lange et al., 2017)
12% (sangliers) ) )
Pays-Bas (Rutjes et al., 2010 ; Rutjes et al., 2014)
72-89% (porcs)
Royaume-Unis 92,8% (porcs) (Grierson et al., 2015)
) 58,1% (porcs) )
Suisse (Burri et al., 2014)
12,5% (porcs)
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Sangliers et cervidés

En comparaison avec les porcs domestiques, les séroprévalences observées chez les sangliers
sont plus faibles (études sur des zones géographiques identiques et avec le méme Kit de
détection) (Ivanova et al., 2015 ; Jori et al., 2016 ; Thiry et al., 2017a). En Europe, les
séroprévalences observées vont de 4,9% en lItalie (Caruso et al., 2015) a 57,4% en Espagne
(Kukielka et al., 2016). Comme pour les porcs domestiques une forte hétérogenéité peut exister
au sein d’'un méme pays avec des zones d’hyper endémie. Par exemple, en Italie les
séroprévalences varient de moins de 5% dans le Nord-Ouest (Caruso et al., 2015) a 56% dans
le centre (Mazzei et al., 2015).

Des sangliers séropositifs ont été retrouvés dans toutes les classes d’age, méme chez des
animaux de plus de deux ans (Sonoda et al., 2004 ; Michitaka et al., 2007 ; Martelli et al., 2008
; Caruso et al., 2015), contrairement aux infections précoces des porcs domestiques. Ces
données suggerent que les sangliers sont moins exposés que les porcs domestiques. Cela semble
cohérent car les porcs vivent dans des endroits plus restreints ou la concentration du virus

devrait étre plus élevée que dans les larges espaces de vie des sangliers.

De nombreuses études ont montré la circulation du virus au sein de différentes especes de
cervidés. Les valeurs de séroprévalences rapportées vont de 1% en Belgique (Thiry et al.,
2017a) a 62,7% en Espagne (Medrano et al., 2012). Les taux de détection d’ARN HEV dans
les prélevements de cervidés sont compris entre 2% en Allemagne (Neumann et al., 2016) et
21,9% en Hongrie (Forgach et al., 2010). Cependant, les charges virales mesurées au niveau du
foie de cervidés infectés étaient inférieures a celles mesurées chez les sangliers (Anheyer-
Behmenburg et al., 2017). De plus, la majorité des séroprévalences déterminées sont largement
inférieures a celles observées chez les porcs et cela méme lorsqu’on compare les especes au
niveau de la méme zone geéographique (Sonoda et al., 2004 ; Kubankova et al., 2015 ; Kukielka
etal., 2016 ; Thiry et al., 2017a).

L’¢étude des souches retrouvées entre les différentes especes (sanglier, porcs domestiques et
cervidés) ont montré 90 a 98% d’identité. En Corse et Hongrie, des souches provenant de porc
domestiques présentaient 97,5% d’identité avec des souches retrouvées chez des sangliers
(ORF2) (Reuter et al., 2009b ; Pavio et al., 2016). En Allemagne, une étude de deux génomes
complets a montré un pourcentage d’identité de 97-98% entre porcs et sangliers (Schielke et
al., 2009). De plus, une étude experimentale sur des porcelets a prouve que les porcs étaient
sensibles a des souches provenant de sangliers (Thiry et al., 2017b). Cependant Toutes ces
données suggeérent I'existence d'échanges entre porcs domestiques et sangliers, la transmission
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directe du HEV entre les porcs domestiques et les sangliers en milieu naturel ne sera prouvee
que par l'identification de souches identiques (supérieures a 99%) chez les deux espéces (Pavio
etal., 2017).

Concernant la connaissance réelle des transmissions entre cervides et porcs, trés peu d’études
ont été réalisées et cela repose principalement par I’identification de souches trés proches
génetiquement (Takahashi et al., 2004 ; Anheyer-Behmenburg et al., 2017).

Un schéma récapitulatif des voies de transmissions entre suidés, cervidés, 1I’environnement et

I’Homme est présenté Figure 13 (Pavio et al., 2017).

i wuld boar
Suidae

I'E‘SEI'VOIF

/ e

human

products

Figure 13 Schéma des voies de transmissions entre suidés, cervidés et |'Homme (Pavio et al.,

2017)

Fleche verte : voie de transmission ou d'exposition prouvée ; fleche noire : transmission
présumeée.
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Le tableau 9 ci-dessous présente un récapitulatif des études sur les infections naturelles chez les

lapins, les ruminants, les rongeurs, les animaux marins, les oiseaux ainsi que d’autres animaux.

Primates non humain

La premiére étude expérimentale ayant rapporté une infection sur des primates non humains
(PNH), concernait une infection de singes cynomolgus par un HEV de génotype 1 (Bradley et
al., 1987). D’autres études expérimentales ont montré que 1’infection par le HEV était possible
sur différentes especes de primates : tamarins, macaque rhésus, singe Northern et chimpanzé
(Gupta et al., 1990 ; Ticehurst et al., 1992 ; McCaustland et al., 2000). Différentes études ont
pu démontrer que les NPH étaient susceptibles d’étre infectés par les génotypes 1, 2, 3 et 4
(Tsarev et al., 1994 ; Krawczynski et al., 2011 ; de Carvalho et al., 2013 ; Purcell et al., 2013).

Récemment, plusieurs études ont rapporté des marqueurs d’infections naturels sur des PNH.
Une étude a détecté des ARN HEV de génotype 4 sur des singes en captivité provenant du
Vietnam (Dogadov et al., 2019). Une étude espagnole a détecté au moins un singe séropositif
aux anticorps anti-HEV dans six des huit zoos étudiés (Caballero-Gomez et al., 2019). Cette
étude a également calculé une séroprévalence de 4.4% au niveau individuel (8 primates sur
181). Au Cameroun, 15 espéces de PNH ont été étudiées pour la détection des IgG anti-HEV
et les séroprévalences allant de 8,7 a 14,3% ont été observées selon les espéces. Concernant les
IgM anti-HEV les séroprévalences étaient de 28,6% et 1,5% (Modiyinji et al., 2019).

Des études supplémentaires mériteraient d’étre menées afin d’élucider 1I’impact réel de ces

especes dans 1’épidémiologie de I’hépatite E.

Lapins

Les lapins sont également touchés par le HEV, mais ces animaux sont majoritairement
concernés par un génotype a part parmi les Orthohepevirus A, le génotype 3ra (rabbit). Des
études de séroprévalences sur ces animaux ont montré un taux de séropositivité IgG allant de
3,40% en Italie (Di Bartolo et al., 2016) jusqu’a 37,3% en Allemagne (Hammerschmidt et al.,
2017). De plus, aux Etats Unis, 16,5% des échantillons de feces analysés dans les élevages de
lapins étaient positifs a la détection de I’ARN HEV (Cossaboom et al., 2011). En France, 7%
des échantillons de bile et 23% des échantillons de foies ont été positifs pour la détection du
génome viral (Izopet et al., 2012). Dernierement une étude allemande a également détecté le
virus dans 25% des échantillons de sang de lapins (18/72) (Ryll et al., 2018).
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Des séquences HEV de 919 échantillons provenant de patients infectés entre 2015 et 2016 ont
¢été analysées par le CNR en France. Parmi eux, cinq 1’ont été avec une souche du HEV
provenant de lapins (Abravanel et al., 2017). Cependant ces patients n’ont pas eu de contact
direct avec ces animaux, ce qui suggere donc une infection par la consommation de viande ou
d’eau contaminée (Abravanel et al., 2017). Les séquences du HEV provenant de cas humains
sont tres proches de celles du HEV du lapin (Izopet et al., 2012) et le HEV des lapins peut se

répliquer efficacement dans les cellules humaines.

Le contact avec des lapins infectés, la consommation de viande de lapin insuffisamment cuite
ou l'ingestion d'eau contaminée par le HEV du lapin peuvent donc représenter une réelle voie

d'infection chez I'Homme.

Animaux marins

Les eaux cOtieres peuvent étre contaminées par les eaux usées humaines, les eaux de fleuves
contaminées se jetant dans la mer et ainsi infecter indirectement les animaux marins. Comme
les mollusques sont des animaux filtreurs, il est possible de détecter le HEV en quantité
importante parmi ces animaux lorsqu'ils sont dans un milieu contaminé. Des études ont analysé
des échantillons de fruits de mer et des taux de positivité ARN de 2,9% (Ecosse) (O'Hara et al.,
2018) a 85% en Ecosse (Crossan et al., 2012) ont été détectés. De plus, le génotype HEV-3 a
été détecté dans 2 des 32 pools d’échantillons de bivalves achetés dans le commerce et

provenant de riviéres japonaises (Li et al., 2007).

Des études menées en Espagne et en Ecosse ont effectué I'analyse phylogénétique de séquences
retrouvées dans les fruits de mer et elles appartenaient au génotype 3 et étaient similaires aux
souches humaines et porcines (Mesquita et al., 2016 ; O'Hara et al., 2018). Bien que I'infection
humaine par la consommation de fruits de mer n'ait pas été démontrée directement, ces etudes
indiquent que les mollusques peuvent constituer une voie potentielle pour la transmission du
HEV aux humains. En effet, I'étude écossaise a été réalisée avec des échantillons de mollusques
et de crustacés (n = 310) achetés aupres de supermarchés locaux (O'Hara et al., 2018). En outre,
une analyse de questionnaire chez les donneurs de sang francais a montré que la consommation
d'huitres était liée a la détection d'lgG anti-HEV (Mansuy et al., 2016).

Dans une étude menée a Cuba, les sérums et le foie de dauphins ont été testés pour détecter la
présence d'ARN du HEV par RT-PCR (Montalvo Villalba et al., 2017). La séroprévalence IgG
anti-HEV globale était de 32,2% (10 sur 31), et 16,1% (5 sur 31) de ces dauphins ont été positifs

a la fois lors des tests sérologiques et pour la détection de I’ARN HEV.
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Ces différentes études confirment ainsi que le virus peut infecter un spectre d’animaux trés

large a partir de sa présence et de sa viabilité dans 1’eau.

Rongeurs

Les rongeurs sont connus pour étre des vecteurs de maladies, responsables des transferts de
pathogenes entre les espéces animales et des animaux aux humains. L'hépatite E ne semble pas
étre une exception. En effet, la seroprévalence aux anticorps spécifiques du HEV varie de 2,1%
en Inde (Arankalle et al., 2001) & 81% aux Etats-Unis (Purcell et al., 2011). Bien que le HEV
chez les rats ait été detecté dans le monde entier, la détection du génotype 3 chez les rongeurs
n'a pas souvent été signalée, aux Etats-Unis (Lack et al., 2012) et au Japon (Kanai et al., 2012).
De plus, une souche du génotype 3 de lapins a été détectée chez un rat (Rattus Norvegicus) en
Belgique (Ryll et al., 2017). Récemment, aux Royaume-Uni une étude sur des rats (Rattus
Norvegicus) piégés dans des élevages porcins a montré une positivité de 13% pour la détection
de ’ARN HEV au niveau des foies (Murphy et al., 2019). L’analyse de séquence a montré que
tous les amplicons PCR appartenaient au genre Orthohepevirus C, génotype C1 (HEV rat).
Auparavant, 'ARN du HEV Génotype 3 a été détecté dans le contenu intestinal de souris
provenant d’un élevage porcin. Cette présence au niveau intestinal uniquement a été interprétée
comme une ingestion du virus et non comme une infection (car non présent dans leur foie)
(Grierson et al., 2018).

Ruminants
Différentes études ont également été menées chez d’autres animaux domestiques fréquemment

élevés par ’Homme, les ruminants.

Une étude italienne menée en 2016 (Di Martino et al., 2016) a mis en évidence le génome viral
du HEV dans cing des six fermes d'élevage de chevres (83,3%) et 9,2% des chévres étaient
séropositives. Des chévres de Virginie (USA) avaient un taux de positivité aux 1gG anti-HEV
de 16% (n = 13/80) (Sanford et al., 2013) contre 9,4% en Egypte (El-Tras et al., 2013). Une
autre étude réalisée en Chine (Long et al., 2017b) a révélé une forte prévalence de I'infection
par le HEV chez les chévres, la séquence du virus isolé appartenait au génotype 4 (sous-type

4h), trés similaire aux séquences humaines et porcines détectées dans la méme zone.

Les moutons ont également été étudiés concernant la détection de marqueurs d’infection,
Récemment, une étude italienne a montré une forte présence du HEV dans différents élevages
de moutons (6/7) et une séroprévalence de 21,3% sur les 192 animaux prélevés (Sarchese et al.,

2019). En Egypte ces animaux présentaient une séroprévalence de 4,4% (El-Tras et al., 2013).
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Les vaches et les chameaux ont également montré des marqueurs d’infections avec des taux de
séroprévalence allant de 1,42% en Amérique Latine (Vitral et al., 2005) a 22% en Egypte et en
Ethiopie (EI-Tras et al., 2013 ; Li et al., 2017) et jusqu’a 68% des chameaux étudiés en Israél
(Bassal et al., 2019). Comme dit précédemment, les génotypes concernant les chameaux sont

les génotypes 7 et 8.

Différentes études récentes ont détecté de I’ARN viral dans le lait provenant de ces differents
animaux (vaches, moutons, chévres, chameaux, etc.) (Huang et al., 2016 ; Rivero-Juarez et al.,
2016 ; Long et al., 2017a ; Demirci et al., 2019). Parmi ces études, certaines ont prouvé que le
virus retrouvé dans le lait était infectieux et que I’excrétion du virus dans le lait était confirmé

durant la phase d’infection aigue.

Bien que certaines de ces études aient été menées en dehors des pays industrialisés, les
marqueurs d’infection au HEV ont été retrouves chez les ruminants et témoignent d’une
circulation du virus chez ces animaux. Les ruminants pourraient donc constituer une nouvelle

voie possible de contamination pour I’Homme.

Poulets et oiseaux

Le HEV aviaire a été découvert pour la premiére fois aux Etats-Unis, sur des poulets atteints
du syndrome d'hépatite-splénomégalie (Hagshenas et al., 2001). Ce virus appartient au genre
des Orthohepevirus B. Le HEV aviaire présente trois génotypes différents : le génotype 1
(Australie), le génotype 2 (Etats-Unis) et le génotype 3 (Europe) (Bilic et al., 2009). La premiére
détection génétiquement caractérisée du virus en Europe a eu lieu en Espagne (Peralta et al.,
2009).

Aux Etats-Unis, 17% des jeunes poulets et 36% des adultes testés étaient séropositifs pour le
HEV anti-aviaire et 81% des échantillons de bile étaient positifs pour 'ARN du HEV aviaire
(Huang et al., 2002b). En outre, sept fermes américaines ont été étudiées (Gerber et al., 2015),
la prévalence globale du HEV anti-aviaire dans le sérum de poulet était de 44,8%. Les
échantillons de feces ont été testés pour I'ARN du HEV aviaire et le taux de détection positive
était de 62,9%. Une étude récente a décrit deux génotypes de HEV aviaire différents (1 et 2)
chez des oiseaux sauvages autrichiens (Zhang et al., 2017). La présence du génotype 2 du HEV
aviaire en Corée et du génotype 4 du HEV aviaire en Hongrie indique que des génotypes de
HEV aviaire sont présents dans des zones non suspectées jusqu'a présent (Moon et al., 2016).
Cette tendance a été également observée en Pologne, ou 27.2% des échantillons testés étaient

positifs & la détection du HEV aviaire (Matczuk et al., 2019). L’intégralité de ces échantillons
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appartenait au génotype 2. De plus cette étude a estime une seroprevalence IgG de 56,1% sur

les poulets.

Les équideés

Trés peu d’études ont été réalisées chez les équidés concernant la détection des marqueurs
d’infection au HEV. Cependant les animaux d’élevage équins semblent également exposés au
virus. En effet, une étude récente en Espagne a montré des taux de virémie de 0,4% chez les
chevaux (3/692), de 1,2% chez les anes (1/86) et de 3,6% chez les mulets (3/83) (Garcia-
Bocanegraet al., 2019). La souche séquencée appartient au génotype 3 et est proche des souches
porcines et humaines retrouvées en France et en Espagne. De plus, des études sérologiques et
moléculaires plus anciennes ont démontré la présence du virus chez les équides en Asie et en
Afrique (Saad et al., 2007 ; Zhang et al., 2008). Une transmission a la population humaine n’a
pas été démontrée mais une étude de seroprévalence danoise a déterminé que le contact avec

les chevaux était un facteur de risque (Christensen et al., 2008).

Animaux de compagnie et autres animaux

Des études ont également trouvé des marqueurs d'infection au HEV chez les animaux
domestiques tels que les chats et les chiens. Les taux de séropositivité aux anticorps anti-HEV
chez les chiens étaient compris entre 0,8% au Royaume-Uni (McElroy et al., 2015) et 56,6%
en Allemagne (Dahnert et al., 2018), incluant des détections en Chine, au Brésil et en Inde.
Concernant les chats, les séroprévalences aux anticorps observées étaient de 33% au Japon et
32,3% en Allemagne (Okamoto et al., 2004 ; Dahnert et al., 2018).

Les furets (Orthohepevirus C2) (Raj et al., 2012), les chauves-souris (Orthohepevirus D)
(Drexler et al., 2012), les ratons laveurs (Dahnert et al., 2018) et les mangoustes (Nakamura et

al., 2006) (Orthohepevirus C2) ont également présentés des marqueurs d'infection pour le HEV.
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Bien que certaines études aient eté menées dans des pays non industrialisés, il est possible que
des espéces pouvant étre en contact avec I’homme soient des réservoirs et donc une source
potentielle d’infection par le HEV. Le risque peut étre plus élevé dans les zones rurales ou les

animaux peuvent étre en contact avec les principaux réservoirs tels que les porcs.

La transmission du HEV par le lait pourrait étre présente dans les pays industrialises,
notamment avec la consommation de produits artisanaux non traités a haute température. La
plupart des produits laitiers commerciaux sont traités par pasteurisation ou a tres haute
température. Cependant, les produits artisanaux, au lait cru ou consommés directement par les
familles des agriculteurs peuvent ne pas subir de traitement thermique et donc représenter une
source possible d’infection. Cette voie de transmission ne semble pas plausible & grande échelle
dans les pays industrialisés mais reste quand méme a prendre en compte. Les élevages mixtes

ou des porcs et des animaux laitiers sont élevés ensemble pourraient notamment étre a risque.

De nombreuses questions se posent quant aux transmissions possibles entre les réservoirs
animaux et la population humaine. En outre, le HEV est de plus en plus considéré comme un
virus environnemental et a été retrouvé dans les eaux d’environnement, les organismes filtreurs
et I’eau d’irrigation (voir partie introduction épidémiologie animale). Bien que la transmission
du virus par la consommation de viande de porc infectée soit prouvée et majoritaire, d’autres
voies de transmission secondaires doivent étre explorées afin de mieux comprendre

I’épidémiologie du virus de I’hépatite E.
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Tableau 9 Marqueurs d’infection au HEV au sein d’autres espéces animales

9%

Espagne, Vietnam, Russie,

(Caballero-Gomez et al., 2019 ; Dogadov et al., 2019 ;
Modiyinji et al., 2019)

PNH 4,4-14,3%
Cameroun
Allemagne, Belgique, Canada, (Sonoda et al., 2004 ; Boadella et al., 2010 ; Forgach et al.,
L, . . 2010 ; Rutjes et al., 2010 ; Medrano et al., 2012 ; Neumann et
Cervidés 1-62,7% 2-21,9% Espagne, Hongrie, Italie, Japon, al., 2016 ; Anheyer-Behmenburg et al., 2017 ; Di Bartolo et al.,
- . 2017 ; Thiry et al., 2017a ; Weger et al., 2017 ; Spancerniene et
Lituanie, Pays-Bas al., 2018)
France AIIemagne Italie. Etats- (Cossaboom et al., 2011 ; Izopet et al., 2012 ; Di Bartolo et al.,
Lapins 3,40-37,3% 7-25% ' ' ' 2016 ; Eiden et al., 2016 ; Abravanel et al., 2017 ;
Unis Hammerschmidt et al., 2017 ; Wu et al., 2017 ; Ryll et al.,
2018)
] ] Royaume-Unis, Espagne, Japon, . _ _ . _
Animaux marins 32,2% 14-85% (Lietal., 2007 ; Crossan etal., 2012 ; .Mesqur[a etal., 2016 ;
Cuba, Ecosse Montalvo Villalba et al., 2017 ; O'Hara et al., 2018)
Belgique, Etats-Unis, Japon et (Favorov et al., 2000 ; Arankalle et al., 2001 ; Hirano et al.
Rongeurs 2,1-80% 7,8% . 2003 ; Purcell et al., 2011 ; Lack et al., 2012 ; Murphy et al.,
Royaume-Unis 2019)
. 83,3-100% (élevage) 0 Brésil, Chine, Italie, Israél, Egypte (EI-Tras et al., 2013 ; Sanford et al., 2013 ; Di Martino et al.,
Ruminants 9.2-68 6% (ani 0-22% Ethioni 2016 ; Huang et al., 2016 ; Li et al., 2017 : Long et al., 2017b :
,2-68,6% (animaux) et Ethiopie Bassal et al., 2019 ; Sarchese et al., 2019)
Poulets et autres Autriche, Espagne, Hongrie, _ _ _
_ 17-56,1% 1,2-80% ) (Huang et al., 2002b ; Peralta et al., 2009 ; Gerber et al., 2015 ;
oiseaux Pologne et Etats-Unis Reuter et al., 2016 ; Zhang et al., 2017 ; Matczuk et al., 2019)
Equidés 13-16,3% 0,4-4% Espagne, Egypte et Chine (Saad et al., 2007 ; Zhang et ?01 33)08 ; Garcia-Bocanegra et al.,
. . Brésil, Chine, Inde, Allemagne, (Arankalle et al., 2001 ; Okamoto et al., 2004 ; Vitral et al.,
Autres animaux 0,8-56,6% - 2005 ; Liang et al., 2014 ; Wang et al., 2016 ; Zeng et al., 2017 ;
Dahnert et al., 2018)

Japon, Pays-Bas et Royaume-Unis
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4. Une situation spécifique en Corse

La connaissance du contexte local est un point majeur dans la compréhension de
I’épidémiologie du HEV. En effet, de nombreuses études de séroprévalences ont pu montrer
une treés forte hétérogénéité au sein d’un méme pays, montrant ainsi I’importance des
spécificités régionales ou micro-régionales sur 1’exposition au HEV. Il a donc été nécessaire,
dans le cadre de ce travail de thése, de déterminer quels étaient les particularités, les facteurs
culturels, culinaires, environnementaux de la Corse pouvant expliquer les séroprévalences

¢élevées de 1ile.

La Corse est une région francaise métropolitaine située en Méditerranée a proximité de la
France continentale (180 km de la Cote d’Azur) et de I’Italie (80 km de la Toscane et 15km de
la Sardaigne) (Figure 14). La région compte environ 337 000 habitants (INSEE, 2019), et
possede une superficie de 8 679,8 km2 et une densité de population d’environ 39 habitants par
kilometre carré. Cette faible densité en fait la région la moins dense de France. Plus de la moitié
de la population régionale vit dans et autour des agglomérations de Bastia et Ajaccio qui sont
les deux villes majeures de I’ile. Et a I’inverse I’intérieur des terres (souvent en zone de
montagne) est particulierement peu dense. La Corse est extrémement montagneuse, avec plus
de 100 sommets de plus de 2000 metres. Le point culminant est le Monte Cinto (2706 métres)
et I’altitude moyenne est de 539 métres. Le relief, le type de végétation, la faune, la densité de
population ainsi que le climat varient énormément d’une microrégion a I’autre. Deux climats
bien distincts sont présents sur 1’ile avec d’une part le climat Méditerranéen et d’autre part le

climat montagnard.
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Figure 14 Localisation de la Corse, Tle de la Méditerranée (vue satellite) (GoogleMap, 2019)
et carte avec altitude (DRAAF., 2017)

L’insularité et la position de cette région au milieu de la Méditerranée en font une zone
particuliérement intéressante a étudier d’un point de vue épidémiologique et des maladies
infectieuses. De plus, le tourisme estival fait passer la population Corse de 337 000 a plus de
700 000 habitants durant le pic estival. La Corse a accueilli au total plus de 8 millions de
touristes sur I’année 2017 (INSEE, 2018). Ce flux de voyageurs peut avoir des impacts majeurs
concernant I’importation de pathogenes. Le climat peut également étre propice a la survie de

différents vecteurs hématophages comme les tiques et les moustiques par exemple.

Concernant le virus de ’hépatite E, tout comme le Sud de la France, la Corse apparait comme
une zone hyper-endémique au niveau européen. Cette forte exposition de la population humaine
et animale au virus peut s’expliquer par différents points que ce soit par son type d’élevage
porcin particulier, son environnement et ses pratiques de consommation et culturelles a risque.
Cette hyper endémicité a été déterminée gréace a une étude de seroprévalence nationale de 2016
faite sur plus de 10 000 dons de sang (detection des IgG anti-HEV) (Mansuy et al., 2016)
(Figure 15). D’autres indicateurs de la forte présence du virus en Corse ont également été mis
en avant au niveau clinique. En effet, le taux d’hospitalisation annuel pour 100 000 habitants

en Corse était de 0,6 et le nombre de tests anticorps anti-HEV remboursés a augmenté
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particulierement en Corse entre 2010 et 2014 (passant de moins de 50 a plus de 200) (Couturier
et al., 2018). Bien qu’une augmentation globale au niveau national soit observée que ce soit au
niveau du nombre de personne testées, du nombre de cas diagnostiqués, des taux
d’hospitalisations, etc. la Corse figure pour chacun de ses indicateurs dans les régions les plus

touchées avec la région PACA et Occitanie.
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Figure 15 Carte de séroprévalence 1gG et IgM anti-HEV (Mansuy et al., 2016)

L’élevage en Corse

L’¢élevage des principaux animaux domestiques en Corse (ovins, caprins, bovins et porcins) est

majoritairement de type extensif et se distingue fortement des élevages intensifs de France
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continentale et d’Europe. Ce type d’élevage est en plein-air et repose sur 1’utilisation d’un
territoire montagnard par des especes domestiques locales particulierement bien adaptées au
milieu méditerranéen et montagnard. En 2017, dans un bilan de campagne 2016, la chambre
d’agriculture de Corse a publié¢ différents chiffres clés sur 1’¢levage en Corse (Direction
régionale de I’alimentation de 1’agriculture et de la forét de Corse., 2017). Plus de 66 000
bovins, 44 000 caprins, 113 000 ovins et 54 000 porcins étaient élevés en Corse. L’élevage
porcin est en augmentation depuis 2013 que ce soit pour le nombre de détenteurs de porcs (368
en 2013 vs 442 en 2016) ou du cheptel (49 000 en 2013 vs 54 000 en 2016). Les parcours libres,
quels que soient les animaux élevés, représente une particularité importante en Corse mais qui
induit une interaction avec I’environnement et donc avec les animaux sauvages potentiellement
¢élevée. C’est d’ailleurs le cas du porc et du sanglier qui peuvent échanger de nombreuses
pathogenes entre eux (HEV, virus Aujesky’s, Trichinellose, etc.) (Charrier et al., 2018). Cette
interaction est également illustrée par des accouplements donnant naissance a des hybrides

pouvant étre retrouvés dans la nature ou méme dans les élevages (Jori et al., 2016).

Le porc est un animal ancré dans la culture Corse. En effet, historiquement durant les périodes
rurales traditionnelles la majorité des familles de 1’1le possédait un porc de basse-cour appelé «
u mannarinnu ». Ce terme désigne le porc récupérateur des déchets familiaux, comme les
déchets de cuisine ou autres aliments assimilables. U mannarinnu est inclus dans 1’économie
quotidienne jusqu’a un abattage en Décembre (traditionnellement pour la Santa Lucia 13
décembre). Une fois abattu, le porc est transformé en produit de salaison pour étre consommé
durant les mois qui suivent ou méme 1’année suivante selon les temps d’affinage. Cet apport de
protéines et de graisse animale représente une ressource majeure pour ces populations rurales
de moyenne montagne. Bien que cette pratique fut trés répandue a I’époque cela ne faisait pas
de ces familles des éleveurs de porcs. Les familles achetaient un porc sevré aux éleveurs, « i

purcaghji », aux alentours du mois de mars (u marzulinu) (Casabianca. F, 2004).

Ces pratiques rurales familiales ont disparu de nos jours et seuls les éleveurs porcins ont

subsisté. Le purcaghju éléve traditionnellement les porcs corses selon des pratiques bien

specifiques. C’est un éleveur-transformateur fermier. Les troupeaux comptent en général une

centaine de bétes comprenant des truies, des porcelets et des porcs en croissance d’ages

différents. Les animaux sont élevés en extensif, en utilisant les ressources naturelles d’un

rughjonu qui correspond a une portion de terre pastorale (Bigot. M, 1887). Les porcelets restent
77



en genéral avec leur meére jusqu’a environ 2 mois. Puis une fois le sevrage effectué, les jeunes
porcs rejoignent les autres porcs et ils transhumeront ainsi de mai a septembre en montagne, ou
ils trouveront de la nourriture et des conditions de vie favorables durant la période chaude de
I’année. L’alimentation majeure lors de ces transhumances sont les glands et les chataignes qui
donnent un godt et un gras particulier a la viande. Le porc mange également les plantes, les
racines qu’il trouve, c’est un animal omnivore. L’éleveur peut également compléter
I’alimentation des porcs lorsque les ressources naturelles ne suffisent pas (orge, céréales,
autres). Ces pratiques extensives, plein-air, sont assez spécifiques en France, en opposition avec
la majorité des élevages continentaux intensifs et fermés. Cependant, 1’utilisation des ressources
de D’environnement sur de grands espaces avec des races locales est une pratique
méditerranéenne traditionnellement présente dans d’autres pays Européens tels que 1’Espagne
(De Pedro. E, 1987), le Portugal (Tirapicos Nunes. JL, 1993) et I’Italie (Franci. O et al., 2000).
La finition des porcs durant la période automnale est une étape cruciale avant la période
d’abattage commencant mi-décembre. Les porcs sont finis sous chataigneraies et chénaies, puis
une fois engraisses, ils sont récupérés et préparés par lots d’abattage.

L’autre particularit¢ des éleveurs porcins traditionnels corses est qu’ils conduisent leurs
élevages, gérent leur troupeau et le territoire pastoral associé, abattent leurs porcs, transforment
leurs produits et les commercialisent. Cette organisation d’élevage lui a value le nom
« d’homme filiére » (Casabianca. F, 1994). Le purcaghju cumule donc les fonctions de
sélectionneur, naisseur, engraisseur, abatteur, charcutier et vendeur. Cette « multifonction » est
également retrouvée en Sardaigne et en Sicile. Malgré un type d’élevage extensif ouvert sur
I’environnement, les porcs se montrent assez familiers et le lien « homme-animal » est assez

fort dans ce type d’¢élevage.
Il existe trois types d’¢élevage actuellement en Corse :

- Premicrement I’élevage extensif qui correspond a 1’élevage traditionnel décrit ci-dessus,
puis I’élevage semi-extensif et enfin les élevages fermes.

- L’élevage semi-extensif est a la croisée des chemins entre 1’élevage extensif et I’élevage
fermé. En effet, dans ces élevages, I’éleveur posséde une parcelle de terre assez grande,
avec des enclos plein-air ou il garde les porcs en fonction des types d’animaux (truies,
verrats, porcs en croissance, porcs de finition etc.). Les truies sont élevees a part et sont
mises en contact avec les verrats durant les périodes d’accouplement. Lors des

gestations (3 mois, 3 semaines et 3 jours), les truies sont souvent dans des box
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individuels et y restent avec leurs porcelets de la mise bas jusqu’au sevrage (2 mois
apres environ). Les jeunes porcs rejoignent ensuite un enclos ou des porcs plus agés sont
présents. Bien que les terrains soient généralement assez grands, les point d'alimentation
et d'abreuvement sont partages par tous les animaux du groupe. Les porcs grandissent
sur ces parcelles jusqu'a ce qu'ils aient pris suffisamment de poids (80 a 120kg) et
atteignent I'age d'abattage (principalement aux alentours de 14 a 18 mois).

- Enfin, quelques élevages fermés, bien que minoritaires existent en Corse. L’élevage est
couvert avec de nombreux box qui séparent les porcs en fonction de 1’age, les truies
séparées, les verrats, les porcs en croissance etc. Dans ces élevages les porcs sont
souvent de races continentales (Large White, Duroc, etc.) et la prise de masse y est
beaucoup plus rapide, que ce soit du fait de la race elle-méme ou de la configuration de
I’élevage. Cela implique donc un age d’abattage beaucoup plus précoce (6 a 8 mois).
Dans ces €levages, un porc n’est élevé généralement qu’avec des porcs de son age

(différentes portées de la méme période).

Dans un plan de relance de la filiére porcine en 2006, I’ Assemblée de Corse a dressé un bilan
sur le marché de la charcuterie (Assemblée de Corse, 2006). Bien que ce rapport date d’il y a
déja quelques années, le type de produits et la problématique de 1’offre et de la demande est

toujours d’actualité.

La filiere porcine traditionnelle telle qu’elle existe aujourd’hui ne peut pas répondre a la
demande du marché en charcuterie. En effet, seulement 10% des produits de charcuterie corses
sont issus de cette filiere. Pour ce qui est des 90%, ils sont produits par les salaisonniers qui
peuvent acheter des carcasses (ou des animaux vivants) en dehors de la Corse (France
Continentale, Pays de ’EST ou autre). Cette matiere premicre est souvent issue de I’élevage
intensif et revient a un colt moindre en comparaison avec la matiere premiére locale. Ainsi,
depuis plusieurs dizaines d’années, des entreprises de transformations industrielles se sont
développées dans la région et vendent leurs produits sous le nom de « charcuterie corse ». Ces
unités de transformation profitent ainsi de I’image de marque du produit traditionnel a partir de
matiere premiere extérieure issue de l’élevage intensif. Certains éleveurs transformateurs

locaux completent également leur production avec des matiéres importées.
Cette situation donne lieu a la mise en marché de 4 types de produits :

- Les produits issus de la transformation de porcs de race corse, nés et elevés en Corse
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- Les produits issus de la transformation de porcs de toute race, nes et élevés en Corse
- Les produits issus de la transformation de porcs importés puis transformés en Corse

- Les produits finis directement importés de 1’extérieur

Les produits issus de la filiere traditionnelle sont souvent vendus en circuit court, sur les
marchés, les épiceries spécialisées ou les points de vente personnels des éleveurs (vente
directe). Les autres types de produits sont souvent retrouvés chez les grossistes, les grandes
surfaces et la restauration. Evidemment il est possible de retrouver les uns et les autres dans les
différents circuits. Vu que I’appellation « Charcuterie Corse » est commune sur tous les
produits cela entretien une énorme confusion pour le consommateur. L’appellation d’origine
contrélée (AOC) peut cependant permettre au consommateur d’étre str que le produit a été fait

avec des porcs Nustrale (race locale).

Race Nustrale et appellations d’origine

Le porc Nustrale (« le notre » en Corse) est une race locale présente uniquement sur 1’ile (Figure
16). Ce type de porc est caractérisé par une petite taille, un pelage de couleurs diverses
(majoritairement noir) et une grande rusticité. Les porcs Nustrale ont une croissance plus lente
que les races continentales. La race Nustrale a été reconnue en 2006 par la Commission

Nationale d’Amélioration Génétique (CNAG).

quure 16 Porc Nustrale (DRAAF 2017)

Le porc Nustrale est essentiellement valorisé en production de produits charcutiers fermiers,
beaucoup plus rentables que la vente de viande fraiche pour les éleveurs. Une Appellation
d’Origine Contrdléee (AOC) « Charcuterie Corse » a été validée en avril 2012 par 1’Institut
National d’Appellations d’Origine (INAO) et a pour but de garantir des produits issus

d’animaux de race Nustrale pure et d’un type d’élevage traditionnel. Seuls le « Jambon sec de

80



Corse » ou « Jambon sec de Corse - Prisuttu », la « Coppa de Corse » ou « Coppa de Corse -
Coppa di Corsica » et le « Lonzo de Corse » ou « Lonzo de Corse - Lonzu » bénéficient de cette
appellation AOP (Figure 17). Les producteurs engagés dans 1’ Appellation Origine Protégéee
(AOP) sont regroupés au sein du syndicat Salameria corsa (120 éleveurs environ). L’ARGRPC
(Association régionale de gestion de la race de porc corse) gere le schéma de sélection de la

race porcine Nustrale.

Par ailleurs, I’AREP (Association régionale des éleveurs porcins) travaille actuellement a la
mise en place d’une Certification Label Rouge de porc fermier né et élevé en Corse. Et,
récemment, s’est constitué I’APC, (Associu di i Purcaghji Corsi, association des porchers
corses) qui vise a fédérer les producteurs qui ont fait d’autres choix que celui de la race Nustrale
tout en s’inscrivant dans le mode d’élevage traditionnel. Ces formes d’organisation montrent
que I’AOP ne parvient pas a réunir tous les producteurs locaux car elle leur demande des efforts

importants et colteux pour revenir a des pratiques plus conformes aux usages anciens.

Récemment « une indication géographique protégée (IGP) « Tle de beauté » a été obtenue par
un consortium d’une dizaine d’entreprises de salaisons industrielles en corse. Cette IGP a fait
polémique car elle n’exige aucune provenance locale de la viande utilisée pour la fabrication

de la charcuterie mais met en avant le savoir-faire local pour la production de la charcuterie.

Coppa de Corse

Lonzo de Corse Jambon sec de Corse
s ¢ i @

Figure 17 Produits charcutiers bénéficiant de I'Appellation d'Origine Contrélée (Salameria

Corsa., 2018)

Des pratiqgues locales a risque

En Corse, malgré I’exode rural du siécle dernier, un lien fort avec la nature et la ruralité continue

d’exister. En effet, la notion d’ancrage au « village » d’origine d’un ou des parents constitue un
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élément culturel fort. Ce rapport avec la nature est également illustré par la chasse, A caccia en
Corse, qui est une pratique trés répandue sur 1’ile. Durant la saison 2017-2018, 16 495 permis
de chasse ont été délivrés dans la région (Cardi, 2018). Ce chiffre est relativement élevé
lorsqu’on le ramene a la population régionale. En effet, pres de 5% de la population possede un
permis en Corse, contre moins de 2% au niveau national (1,2 millions de chasseurs avec un
permis valide en France en 2017/2018). La chasse est surtout pratiquée sur le sanglier (70%) et
possede un aspect identitaire et communautaire fort pour les corses (PNRC, 1995). En plus des
licenciés, la famille des chasseurs est souvent conviée a la préparation du dépecage, de
I’éviscération et de la préparation des plats cuisinés a partir des sangliers. Cet animal sauvage

est trés présent dans la région et peut étre retrouvé en milieu urbain ou péri-urbain.

La Corse posséde également des coutumes alimentaires traditionnelles a risque concernant le
HEV. Le ficatellu est une saucisse a base de foie de porc (au moins 30%) consommée
régulierement en Corse durant la période hivernale. Ce produit est particulierement a risque
notamment a cause de la présence de foie qui est le lieu de multiplication principal du virus de
I’hépatite E. Cependant une cuisson a 70°C a cceur pendant 20 minutes peut permettre
d’éliminer le virus (Emerson et al., 2005b ; Barnaud et al., 2012a) mais ce n’est
malheureusement pas une pratique courante lors de la consommation de ce produit. La présence
du virus dans ces produits a déja été prouvee dans la littérature (Colson et al., 2010 ; Berto et
al., 2013 ; Pavio et al., 2014 ; Renou et al., 2014 ; Pavio et al., 2016), et les souches détectées
étaient tres proches génétiquement des souches humaines et porcines. Un autre produit
ressemblant au ficatellu est consommé cru et sec (majoritairement en Corse-du-Sud) ce qui
pourrait le rendre encore plus a risque concernant I’infection au HEV : il s’agit du fittonu. De
nombreux autres produits a base de porc font partie du patrimoine gastronomique corse
(saucisson et jambon sec : salamu, coppa, prisuttu, lonzu) ou de sanglier (charcuterie, ragout,

terrine etc.) et sont également fréquemment consommés en Corse.

En Corse, une forte production d’huitres et de moules existe avec deux points majeurs de
conchyliculture : les étangs de Diana et Urbinu en Haute-Corse (Préfecture de Corse, 2015). De
plus, ce rapport de 2015 indique que 95% de cette production est consommée localement. La
présence du virus au sein des animaux filtreurs a été détectée dans différents pays (Crossan et
al., 2012 ; Donia et al., 2012 ; Rivadulla et al., 2019). En plus d’étre une voie de transmission
a ’'Homme par sa consommation, les animaux filtreurs sont également des sentinelles de la

présence du virus dans ’eau. En effet, ces animaux sont capables de filtrer d’énormes quantité

82



d’eau, concentrant ainsi 1’éventuelle présence du virus au niveau de leurs organismes. Cette
voie de transmission ne doit donc pas étre exclue dans une région hyper endémique comme la
Corse, méme si aucune infection liée a cette consommation n’a encore été rapportée en France.
De plus la derniére étude frangaise sur le sujet n’a détecté aucun ARN HEV sur 286 échantillons
(Grodzki et al., 2014)

Enfin, la Corse est une région trés montagneuse reconnue pour ses activités de randonnee. Les
eaux de sources en montagne sont frequemment consommeées par les randonneurs et peuvent
étre contaminées par le virus a cause des excréments de la faune sauvage (sangliers) ou

domestique (porcin, ovin, bovin et caprin d’élevages extensifs).

L’environnement et 1’organisation spatiale de la population en Corse, impliquent également une
proximité avec des animaux sauvages et domestiques mais également des zones rurales. En
effet, méme autour des villes principales de 1’ile, des élevages, des zones agricoles et des
espaces naturels sont tres nombreux. Le sanglier par exemple, bien qu’étant un animal sauvage

et frequemment retrouvé autour des villes et des villages.

L’impact de la ruralité sur les taux de séroprévalences a déja été rapporté dans la littérature.
Récemment, une étude portugaise a déterminé que les personnes vivant dans les régions les plus

rurales présentaient des séroprévalences plus élevées (Nascimento et al., 2018).

Bien que la qualité de I’eau de consommation soit majoritairement de bonne qualité en Corse,
certaines communes ont montré des résultats trés moyens d’apres une étude bactériologique de
2016 (Agence Régionale de la Santé, 2017). Ce rapport de I’ARS peut remettre en cause « la
mise a 1’écart » de la voie de transmission hydrique qui est généralement trés minoritaire dans
les pays industrialisés. Cette qualité de 1’eau moyenne dans certaines petites communes de
Corse pourrait donc étre une voie de transmission supplémentaire pouvant expliquer les hautes
séroprévalences de la région. De plus, dans les villages corses, la consommation d’eau de
fontaines est tres fréquente et 1’eau provenant de ces fontaines n’est pas issue du réseau d’eau
de ville classique et n’est donc pas traitée ni controlée de la méme fagon. Cette voie de
transmission ne doit pas étre négligée méme dans les pays industrialisés comme décrit

précédemment dans les voies de transmissions du virus.
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Hypotheses et objectifs
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Au regard de la séroprévalence des IgG anti-HEV tres élevée en Corse que ce soit en
population humaine ou animale, de nombreuses questions apparaissent quant aux spécificités
locales et aux modes de transmission existant sur 1’le. En effet, la transmission zoonotique par
contact direct avec le réservoir ou la consommation de produits a base de foie de porc ne semble
pas pouvoir expliquer exclusivement une si grande exposition de la population. Ainsi de
nombreux points sont a éclaircir afin de mieux comprendre I’épidémiologie du virus dans cette

région supposée hyper-endémique.

L’hypothése générale de ces travaux est que I’hyperendémicité de la Corse vis-a-vis du
HEV est due a des pratiques locales a risque et que les hauts taux de séroprévalences observés

ne sont pas uniquement dus a la consommation de ficatellu.

Différents objectifs ont été déterminés aprés avoir fait 1’état de la littérature existant sur
le virus et les spécificités locales de la région.

En population humaine, 1’objectif principal a été d’établir une séroprévalence régionale
des IgG anti-HEV de la population adulte Corse a partir d’un nombre solide d’échantillons. Des
objectifs secondaires ont également été fixés afin de déterminer les facteurs associés a cette
séroprévalence, mais également d’approfondir les connaissances des titres d’anticorps au

niveau de la population adulte.

D’autre part, le second objectif majeur de ce travail de thése a été de détecter la présence
du HEV au sein de la filiére porcine traditionnelle en Corse sur un grand nombre d’échantillons
de feéces ainsi que les facteurs associés a cette détection. Enfin, ’identification des souches
circulant dans la filiére était également un des objectifs secondaires de ce travail (génotype et
sous-type).

L’ensemble de nos travaux a pour but commun d’améliorer la connaissance de 1’épidémiologie
du HEV en Corse en population humaine et animale afin de mieux appréhender ce qui fait de
la Corse, une région hyperendémique.
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Méthodologie générale des études
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Afin d’atteindre les différents objectifs détaillés ci-dessus, trois études principales ont
été mises en place et une méthodologie spécifique a été appliquée. Les éléments majeurs

permettant d’avoir une vision globale a propos des différentes études sont présentés ici.

Etude donneurs de sang : détection et quantification des 1gG anti-HEV

La premiére étude réalisée durant ce travail de thése est une étude de séroprévalence
chez les donneurs de sang corses. Cette étude sera identifiée par le nom suivant dans I’intégralité
du manuscrit : Etude SERO-QUANTI. Afin de poursuivre les travaux de Mansuy et al. (2016),
I’ensemble des dons de sang provenant de donneurs vivant en Corse et recus par I’Etablissement
Francais du sang entre Septembre 2017 et Janvier 2018 a été analysé en sérologie pour la

détection et la quantification des 1gG anti-HEV.

Le nombre de donneurs minimum & inclure était de 384, cette valeur a été déterminée
en tenant compte de la séroprévalence précédemment déterminée d’environ 50% et du nombre
d’habitants en Corse (Arya et al., 2012). Ce nombre d’inclusion a permis d’estimer une

séroprévalence avec un intervalle de confiance de 95% et une erreur maximale tolérée de 5%.

Les sérologies ont été réalisées avec le kit Wantai HEV 1gG enzyme immunoassay en
suivant les recommandations du fabriquant (Wantai Biologic Pharmacy Enterprise, Beijing,
PRC). Le kit Wantai a été choisi afin d’étre en adéquation avec les précédents travaux frangais
et avec la majorité des études de séroprévalences réalisées dans les pays industrialisés. Ce test

est basé sur un antigéne recombinant correspondant a ’ORF2 du HEV (Zhang et al., 2003).

Pour chaque échantillon, la détection et la quantification des IgG a été réalisée. Cette
étude ne comporte pas de questionnaire spécifique, mais les variables suivantes disponibles
pour chaque don ont été analysées afin d’étudier une éventuelle association avec la détection
des anticorps : age, sexe, ville de résidence principale, naissance en Corse ou non et groupes
sanguins (ABO, Rhésus et Kell).

Enfin, un travail de modélisation statistique a été réalisé par I’équipe de modélisation
mathématique des maladies infectieuses de I’Institut Pasteur. Le but de ce travail de
modélisation a été de déterminer la probabilité d’infection ou force d’infection selon trois
modeles sérocatalytiques : un modele age dépendant, un modele indépendant de 1’dge et un
modele avec séroréversion. La séroreversion correspond a la perte de I’immunité et a un retour
a I’état sensible de I’individu. Cela afin d’avoir une vision sur 1’évolution des séroprévalences

avant 18 ans qui est une information manquante majeur dans la littérature.
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SéroMed : Degré d’exposition au virus de I’hépatite E et a d’autres agents infectieux de

la population adulte corse

SéroMed est une étude transversale de séroprévalence pour laquelle chaque sérologie
est associée au remplissage d un questionnaire spécifique par les individus inclus. Le pathogéne
d’intérét majeur de cette étude est le HEV, mais les anticorps dirigés contre d’autres pathogénes
ont été également recherchés (arboviroses, maladies parasitaires et maladies a prévention
vaccinales). Les résultats liés a ces autres pathogénes n’entrent pas dans le cadre de ce travail

de thése.

Contrairement a 1’étude précédente, trois populations d’adultes corses différentes ont
été étudiées : les donneurs de sang, les patients de médecine générale et les étudiants ou
personnels de I’Université de Corse. L’ensemble des personnes auquel 1’étude a été proposée a
été informé des modalités de 1’étude grace a un entretien et une lettre d’information (Annexe
3).

Le nombre d’inclusion pour chaque population et le kit utilisé pour la sérologie sont les
mémes que ceux de 1’étude précédente. Les prélevements issus des donneurs de sang
correspondent a un don de sang classique et le donneur n’a pas de don supplémentaire a
effectuer. En revanche, les prélevements issus des deux autres populations ont été récoltés a
partir d’une ponction au bout du doigt et par un personnel compétent (médecin généraliste,
infirmier ou personnel formé a ce type de prélévement). Par la suite, le sang récolté dans un
tube gélosé est centrifugé afin d’obtenir le sérum. Le mode opératoire suivi par les médecins
généralistes ayant participé a 1’étude est présenté en Annexe 5. Les médecins genéralistes
participants en Corse ont été équipés de tout le matériel nécessaire pour réaliser les
préléevements (lancettes, compresses, désinfectant, tubes géloses), la centrifugation du tube
(mini centrifugeuse) et I’envoi des échantillons au laboratoire (enveloppes timbrés, triple
emballage sécurisé matériel biologique). Une assurance a été souscrite afin de couvrir

I’ensemble de I’étude.

Les conditions d’inclusions pour cette étude étaient les suivantes : vivre en Corse depuis
au moins 6 mois, avoir rempli le questionnaire, signé le consentement et ne pas avoir de données

manguantes concernant la variable sexe, age et le résultat de la sérologie.

L’apport majeur de cette étude était la mise en place d’un questionnaire spécifique a la
région, prenant en compte des spécificités locales (Annexe 4). Le questionnaire a servi a

recueillir des informations sur les variables suivantes : sociodemographiques (age, sexe, niveau
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d’éducation, activités professionnelles, type de logement), facteurs cliniques (présence de
maladies chroniques, transplantation, transfusion sanguine, immunodépression, infection
antérieure par le HEV au cours de la vie), le contact avec les animaux (animaux domestiques et
/ ou animaux de ferme), la consommation de viande (gros gibier, petit gibier, porc, beeuf,
volaille, viandes a viande et foie de porc), les produits a base de viande de porc (ficatellu,
fittonu, paté / terrine et saucisses), poissons et fruits de mer, fruits et léegumes bio ou potager
personnel, baies sauvages et source d'eau potable (en bouteille, robinet, sources d'eau de
montagne, fontaines de village). Nous avons également enregistré le type de niveau de cuisson

(cru, intermédiaire ou saignant et bien cuit).

Détection du HEV au sein de la filiere porcine traditionnelle corse

Il s’agissait d’une étude prospective transversale menée au sein de la filiére porcine
corse. L’étude a été proposée a I’ensemble des éleveurs ayant déja participés aux études
précédentes avec I’'INRA de Corse. D’autres éleveurs de la région ont été sollicités car le
nombre d’éleveurs inscrits était insuffisant. L’objectif était de trouver 15 éleveurs minimum

acceptant de participer a I’étude.

Des élevages de différents types ont di étre représentés (fermé, extensif, semi-extensif)
dans I’échantillon et devaient étre répartis si possible dans les 7 différentes sous régions de la
Corse a savoir : I’Alta Rocca, la Castagniccia, le Cintu, le Liamone, la plaine Orientale, le
Prunelli e Gravona et le Taravu. Cela afin d’avoir le plus de diversité possible et de couvrir

I’ensemble de la région.

Les chiffres de la bibliographie sont trés hétérogenes concernant le pourcentage de
prélévements de feces positifs a une recherche virale HEV chez le porcin. De plus il existe des
différences majeures selon les régions, I’age des porcs, mais €galement selon le type d’élevage
(intensif, extensif etc.). La seule valeur concernant la Corse était de 8,3% (2/24) (Jori et al.,
2016). Cependant, ces analyses provenaient d’échantillons de foies et non d’une étude de
prévalence de I’infection dans les élevages. Il a donc fallu fixer une valeur arbitraire en dessous
de I’ensemble des chiffres de la littérature afin d’optimiser les chances d’atteindre I’objectif. Si
I’on considére un taux de positif ARN a 5 % parmi nos échantillons de feces et un objectif de
50 échantillons positifs a obtenir (cette valeur a été fixée afin d’obtenir une certaine diversité

de souches) il faut au total réaliser environ 1000 prélévements de feces.

Les préléevements réalisés ont été récoltés dans chaque élevage des éleveurs participants.

Les périodes de prélevement ont été ciblées en fonction des périodes de mises bas classiques
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en Corse. Chez le porc le HEV peut se retrouver majoritairement au niveau du foie, mais
également au niveau des féces et du sang. Les prélévements au niveau des féces semblaient les
plus accessibles que ce soit pour I’aspect pratique des manipulations ou pour les autorisations

(éleveurs et autorités). C’est donc ce type de prélévement qui a été choisi pour cette étude.

Les préléevements ont été réalisés sur des féces de porcs fraiches mais également au
niveau rectal pour les porcs les plus jeunes pouvant étre attrapes facilement. Chaque échantillon
a été identifié grace a un code « élevage » et un numéro croissant de prélevement. Une fiche de
prélevement a été concue et a permis de recueillir les informations suivantes lors de la collecte :
la nature du prélévement, 1’age du pore, le type de porc (race, croises etc.) et une description

des éléments notables lors du prélevement (enclos, terrain, troupeau) (Annexe 6).

La recherche d’ARN viral a été effectuée par gRT-PCR sur la totalité des prélevements
en utilisant des amorces spécifiques précédemment décrites et avec une Applied Quant Studio
3 (Applied Biosystems, California, United-States) (Garson et al., 2012). L’ARN des
¢chantillons positifs a été¢ amplifié pour le génotypage un utilisant un systéme d’amorce ciblant
I’ORF2 précédemment décrit dans la littérature (Huang et al., 2002a). Les produits de PCR
ayant la taille attend de 348 bp ont ensuite été purifiés et séquencés.

Cela a permis de calculer la prévalence de I’infection au HEV totale et selon les différentes
variables (par classe d’age, par élevage, par type d’élevage etc.). Enfin des analyses univariées
et multivariée ont été réalisées afin de déterminer quels étaient les facteurs associés a la

détection d’ARN viral dans les féces.

Ci-dessous est présenté le schéma récapitulatif de la méthodologie des différentes études

menées durant la these (Figure 18).
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Détection du VHE au sein de la filiere
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Figure 18 Schéma récapitulatif de la méthodologie utilisée pour les différentes études




La thése étant sur article, la partie suivante présente 1’ensemble des articles publiés ou
soumis durant le travail de these et est ainsi divisée en quatre chapitres : le premier chapitre
concerne 1’étude SERO-QUANTI, le second 1’é¢tude SEROMED, le troisiéme 1’é¢tude de la
filiere porcine et enfin une partie concernant les travaux complémentaires réalises sur les féces

de porcs domestiques. Cette derniere partie est annexe a la problématique de these.

Chaque chapitre comporte : un contexte d’étude, I’objectif de 1’étude ainsi qu’un tableau
récapitulatif des principaux résultats de ’article. Enfin, I’article en lui-méme est présenté en

version publiée, acceptée ou soumise selon le statut du papier.
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Chapitre 1 : Quantification des 1gG

anti-HEV chez les donneurs de sang en

Corse et modeélisation du taux annuel

d’infection
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La grande majorit¢é des études de séroprévalences concernant 1’hépatite E analyse les
échantillons sanguins pour les IgG anti-HEV de fagon qualitative. Le dosage des anticorps n’est
que rarement effectué et un manque de données existe concernant le seuil immuno-protecteur
de ces anticorps. En effet, des études ont montré que la majorité des cas cliniques d’hépatite E
recensés concernent des hommes ayant une cinquantaine d’année. Cet élément souléve une
question concernant les cas détectés malgré une eventuelle exposition passée au virus. 1l semble
surprenant en effet, que des primo infections interviennent sur ces classes d’ages vu les taux de
séroprévalences observés. Les individus peuvent-ils étre réinfectés ? Quel est le seuil de
protection immunitaire concernant les anticorps ? Ces questions nécessitent la quantification

systématique des anticorps.

Comme décrit précédemment, la Corse apparait comme une région hyper endémique
concernant le HEV. De plus, des spécificités alimentaires, des zones rurales ou urbaines, et
d’hétérogénéité de qualité de I’eau existent sur 1’ile. Il pourrait donc y avoir des différences au
niveau micro-régional en fonction de ces différents paramétres ou méme d’autres critéres non

déterminés.

Dans le cadre de travaux en collaboration avec I’EFS, environ 3000 dons de sang ont été récoltés
entre septembre 2017 et janvier 2018. L’ensemble de ces échantillons a été analysé pour la
détection et le dosage des anticorps IgG anti HEV. Ce dosage a permis d’apporter des données
quantitatives sur les titres d’anticorps des donneurs de sang. De plus une cartographie des
échantillons et des taux de séroprévalences par sous-région a été réalisée afin de voir si
I’exposition de la population au virus apparait de fagon homogeéne ou non sur I’ile. Des
régressions logistiques (univariée et multivariée) ont permis de déterminer différentes variables
associées a la positivité aux IgG anti-HEV. Enfin, différentes modélisations ont été effectuées
afin d’essayer de comprendre comment ce profil de séroprévalence en fonction de 1’age a été

obtenu (modéle age dépendant ou non, séroréversion, etc.).

Le tableau 10 ci-dessous présente les résultats principaux de 1’article.
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Tableau 10 Tableau récapitulatif des principaux résultats de [’étude SERO-QUANTI

2,705 échantillons analysés 56,1%

Pas de différence significative entre les différents

arrondissement p-value > 0,05

Séroprévalences plus élevées chez les hommes 60,0% vs 52,2%

gue les femmes (association perdue chez les natifs

Corse) p-value = 0,002
60,6% vs 53,2%

Les natifs corses présentaient des taux )

significativement plus élevés que les non-natifs Odds Ratio = 1,62 [1,41-

1,86]

De 45,95% chez les 18-27
a plus de 63% chez les
plus 48 ans

L’age croissant était significativement associé a la
détection d’anticorps

Chez les natifs Corse, la probabilité annuelle d’infection au HEV calculée était de
2,5% selon le modele “non dépendant de 1’age”. Selon le modéle “age dépendant”
la probabilité allait d’environ 4% avant 18 ans a 1,3% apres 18ans.

Pas d’association entre les groupes sanguins et les

) ] . : -value > 0,05
séroprévalances ou titre anticorps P

70% des positifs 1gG anti-
Titres anticorps globalement faibles HEV avec des titres <
3Ul/ml

Titre anticorps moyen significativement plus élevé

chez les femmes que chez les hommes 6,35 Uliml vs 4,17 Ul/ml

Les faibles taux d’anticorps (< 3UI/ml) sont plus o 0
présent chez les personnes &gés de plus de 58 ans 73% vs 64%

En conclusion, notre étude confirme que la Corse est une région hyper endémique concernant
le virus de I’hépatite E, avec une exposition homogeéne dans les différentes zones géographiques
étudiées. Les séroprévalences augmentent avec 1’dge jusqu’a 60 ans et sont plus élevées chez
I’homme que chez la femme. Enfin nos modeles ont déterminé pour la premiére fois, une force

d’infection annuelle chez les adultes et les enfants.

L’article présenté ci-dessous (Fiqure 11) a été accepté le 4 Novembre, et est actuellement

en attente d’édition dans le journal Eurosurveillance (IF = 7.4).
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Background: Hepatitis E virus (HEV) is an emerging zoonotic pathogen and a leading
cause of acute viral hepatitis in European countries. Corsica Island has been
previously identified as a hyperendemic area for HEV. Aim: To characterize the
prevalence and titres of IgG antibodies to HEV among blood donors in Corsica and
establish a model of the annual force of infection. Methods: Between September 2017
and January 2018, 2,705 blood donations were tested for anti-HEV 1gG using the
Wantai HEV IgG enzyme immunoassay kit. Results: The overall seroprevalence was
56.1%. In multivariate analysis, seroprevalence was higher in males than in females
(60.0% vs 52.2%, p<0.01), increased with age and was significantly higher among
donors born in Corsica (60.6% vs 53.2%; p<0.01). No significant difference was
observed between the five districts of the island. IgG anti-HEV titres were globally low
(70% of positives had titres < 3 IU/ml). In Corsican natives, increasing seroprevalence
by age could be explained by models capturing a loss of immunity (annual probability
of infection p: 4.5%; duration of immunity: 55 years) or age-specific probabilities of
infection (p=3.8% for children, 1.3% for adults).

Conclusion: We confirm the high HEV seroprevalence in Corsica and identify three
items that should be further explored: (i) the epidemiology under the age of 18 yo; (ii)
common sources of contamination, in particular drinking water, that may explain the
wide exposure of the population; (iii) the actual protection afforded by the low IgG titres
observed and the potential susceptibility to secondary HEV infection.
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They are there only if you have to make any modifications of form on the figures.

Only the graphics (1A, 1B and 2) and the titles of the figures are to be included in the
article.

Thank you.
Kind regards

Editorial comments answer’s
Point by point response

Editorial comments: Your responses to the reviews should be reflected in the
manuscript text.
Please include a few words on these reviewer questions:

*Rev1 (1) on what is known about blood donors vs general population

Author’s response:

In Material and methods / studied population section, we added the following sentence:
“When compared to the general population, French blood donors present classical
representativeness: children and young adults (<18 yo) are not represented and the
elderly population (>65-70 yo) is underestimated.”

*Rev1 (1) on potential reasons for higher seroprevalence in men

Author’s response:

In the discussion section we added the following sentence: “It was previously proposed
that such differences may be explained by sociolagical factors (specific occupation,
hunting etc...), but there is to date no direct eyidence-based explanation that takes into
account both the general high prevalence observed in both.males and females and the
difference between males andfemales.”

*Rev1 (1) on the nature.of the questionnaire and why no specific questions could be
asked

Author’s response:

In Material-and\methods/ studied population section, we added 2 sentences: “There
was no ‘specific epidemiological questionnaire in this study. The questionnaire used
was the regular blood donation questionnaire used identically in all French territories.”

*Rev1(5) on excluding bias from non-consenting donors

Author’s response:

In Material and methods / studied population section, we changed the sentence “Blood
donors accepted for donation according to the national requirements and living in
Corsica were included in the study from September 2017 to January 2018, donors who
did not consent that their samples might be used for epidemiological studies were
excluded. *
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by

“Blood donors accepted for donation according to the national requirements and living
in Corsica were included in the study from September 2017 to January 2018. Only five
donors (0.18%) who did not consent that their samples might be used for
epidemiological studies were excluded.”

*Rev2 (2) on genotypes and type of infection, the part that acute goes with all
genotypes

Author’s response:

The question of the reviewer 2 was about genotypes that could be responsible of
chronic infection (“Chronic vs acute HEV infection characterizes different genotypes”).
As required by reviewer, we have clarified this item in our previous answer by
mentioning that chronic forms of infection were reported for HEV genotype 3 and 4
(underlined in green see below) in industrialized countries (we also added references)
in the introduction section:

“In developed countries, chronic forms of infection have been reported in
immunocompromised patients (undergoing transplantation or treatments for
haematological malignancies) [14-17], or with pre-existing liver diseases [18], infected
by HEV genotypes 3 [19, 20] or 4 strains [17, 21].”

*Rev2 (6) on your reasons to include blood groups

Author’s response:

We added sentences in the discussion section “Association between HLA or blood
group antigens and infectious diseases has been documented in the literature [42-45]
but, to our best knowledge, has never been investigated in the case of HEV infection.
Here, we did not identify such a link between ABO, Rhesus and Kell blood groups and
the presence of anti-HEV antibodies.”

*Rev2 (7) on why you recommend to study any possible transmission

Author’s response:

The comment of reviever 2 was “. Therefore, it is unclear why the authors suggest to
study the role of drinking water in Corsica as HEV source. Accordingly, the last
paragraph which discusses the priority fields should be modified.” We completed the
last paragraph which discusses the priority fields, in the discussion section, we add a
reference and we change the sentence :

“Second, common sources of contamination, in particular drinking water, deserve
further studies.”

By

“Second, common sources of contamination, in particular drinking water, deserve
further studies because (i) HEV can be found in feces and wastewater [50]; (ii) Corsica
is a region where infection of pigs and boars is frequent [51-52] and (iii) the quality of
water supply in the island could be a significant issue.”

We also added a reference and a sentence in the discussion section to justify the
interest of a possible transmission route linked to water even in the industrialized
countries:

“Moreover, a recent study in Sweden has detected Hepatitis E virus genotype 3 strains
in raw and still in tap water [49]”

*Editors comments You say that you included.the figures in editable Word format.
However, it seems that your figures-are graphs;.they should therefore be submitted in
(editable) Excel format, including-the underlying data."We need to be able to change
colours, lines, width of-eolumns, fonts etc.

Author’s response;

We have depasited.figures 1A 1B, and 2 in excel format.
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Abstract
Background: Hepatitis E virus (HEV) is an.emerging zoonotic pathogen and a leading cause of acute

viral hepatitis in European countries. Corsica Island has been previously identified as a hyperendemic
area for HEV. Aim: To characterize the prevalence and titres of IgG antibodies to HEV among blood
donorsin Corsicaand establish a model of the annual force of infection. Methods: Between September
2017 and January 2018, 2,705 blood donations were tested for anti-HEV 1gG using the Wantai HEV IgG
enzyme immunoassay kit. Results: The overall seroprevalence was 56.1%. In multivariate analysis,
seroprevalence was higher in males than in females (60.0% vs 52.2%, p<0.01), increased with age and
was significantly higher among donors born in Corsica (60.6% vs 53.2%; p<0.01). No significant
difference was observed between the five districts of the island. IgG anti-HEV titres were globally low
(70% of positives had titres < 3 IU/ml). In Corsican natives, increasing seroprevalence by age could be
explained by models capturing a loss of immunity (annual probability of infection p: 4.5%; duration of
immunity: 55 years) or age-specific probabilities of infection (p=3.8% for children, 1.3% for adults).
Conclusion: We confirm the high HEV seroprevalence in Corsica and identify three items that should
be further explored: (i) the epidemiology under the age of 18 yo; (ii) common sources of
contamination, in particular drinking water, that may explain the wide exposure of the population; (iii)
the actual protection afforded by the low IgG titres observed and the potential susceptibility to
secondary HEV infection.
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Introduction

Hepatitis E virus (HEV) is a virus with a single-stranded positive-sense RNA of approximately 7.5 kb
belonging to family Hepeviridae (genus Orthohepevirus) [1]. HEV has originally been described as a
non-enveloped virus [2, 3] but a "quasi-enveloped" form has been observed in blood [4, 5]. HEV strains
infecting humans are currently classified in 5 genotypes (HEV-1 to HEV-4 and HEV-7) [6], but belong to
a single serotype.

HEV-1 and 2 infections have been reported in humans, with person-to-person transmission occurring
via the oral-fecal route. These strains are responsible for both epidemics and sporadic cases in
developing countries. HEV-3 and 4 are zoonotic pathogens infecting humans, domestic (e.g., pigs) and
wild animal species (e.g., boars, deers) which constitute the animal reservoir [7]. The main route of
infection for genotypes 3 and 4 is the consumption of contaminated food or water.or the contact with
infected animals [1, 8]. Genotypes 3 and 4 are responsible for sporadic-autochthonous cases in high-
income countries.

HEV infection can lead to an acute hepatitis syndrome but alse; in a significant proportion of cases, to
asymptomatic forms (or at least presentations that do not call specific medical attention) [9-11].
Severe presentations (fulminant hepatitis) have been reported when infection occurs during
pregnancy (in particular for genotype 1 during the last trimester) [12, 13]. In developed countries,
chronic forms of infection have been reported in immunocompromised patients (undergoing
transplantation or treatments for haematological malignancies) [14-17], or with pre-existing liver
diseases [18]; infected by HEV genotypes 3 [19, 20] or 4 strains [17, 21]. The interpretation and the
comparison of the seroprevalence studies remain difficult because of the wide variations in sensitivity
and specificity rates of the different anti-HEV IgG assays [22, 23]. The Wantai assay is frequently used
in European countries [24], and has specificity and sensitivity values for the HEV-IgG in the order of
magnitude of 98% and 99.5% respectively (manufacturer's operating instructions). This test is based
on a recombinant antigen corresponding to ORF2, which encodes the structural protein of the
icosahedral capsid [25]. Epidemiological studies in Europe, conducted with the "Wantai' serological
test, showed a great geographical heterogeneity of anti-HEV carriers with seroprevalence ranging from
5-6% in Scotland [26, 27] to 52% in South-Western France [28]. Important variability was observed
even within individual country [29]. A nationwide seroprevalence study conducted in France reported
a 22% anti-HEV IgG seroprevalence in French blood donors population tested in 2011-2012 [29]. In this
study, seropositivity was associated with male, increasing age, consumption of oysters, pork meat and
raw pork liver sausages. Drinking bottled water was associated with lower anti-HEV 1gG seropositvity
rate. A national report on the surveillance of HEV in France has shown a significant increase in the

number of autochthonous cases detected between 2002 and 2016 (from 9 to 2,292) [30]. However,
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this increase could be due to a better awareness among physicians and in the general population
resulting in increased testing [30]. With a population of 338,000 inhabitants in 2018 [31], Corsica is a
large French island (8,680 km?) located in the Mediterranean Sea in the southeast of mainland France.
Here, we investigated HEV seroprevalence in volunteer blood donors from the island, which is
considered a zone of high prevalence [29]. Titres of all positive donation were estimated using the
Wantai ELISA making it possible to assess the level of immunity in the population together with a fine

scale analysis of prevalence in Corsican districts.

Material and methods

Ethics

The study received approval from the medical and scientific direction of the French Public Transfusion
service (Etablissement Francais du Sang: EFS) and from the ad hoc ethics committee (Comité de
Protection des Personnes #2016-A01000-51). All French blood. donors are voluntary and non-
remunerated. Blood donors were informed that samples might be used for epidemiological studies.
Donors who did not consent were not included.

Studied populations

Blood donors accepted for donation according to the national requirements and living in Corsica were
included in the study from September 2017 to January 2018. Only five donors (0.18%) who did not
consent that their samples might be used for epidemiological studies were excluded. Distribution of
the studied population and the general population of Corsica according to age groups and sex is
presented in Supplemental Figure S1. When compared to the general population, French blood donors
present classical representativeness: children and young adults (<18 yo) are not represented and the
elderly population (>65-70 yo) is underestimated. Only data recorded in the EFS database (age, sex,
place of residence and birth) were used in the study after anonymization. There was no specific
epidemiological questionnaire in this study. The questionnaire used was the regular blood donation
questionnaire used identically in all French territories. Blood donors born in or outside Corsica were

assigned to the "native" or "non-native" groups, respectively.

Laboratory Methods
Anti-HEV IgG detection:
Plasma samples were tested for the presence of anti-HEV 1gG (EFS Provence Alpes Cotes d’Azur &
Corse, Marseille) using a single lot reagent of the Wantai HEV IgG enzyme immunoassay kit (Wantai
Biologic Pharmacy Enterprise, Beijing, PRC). The assay is based on a recombinant antigen encoded by

a structural region of ORF-2 derived from a Chinese isolate of HEV-1 [25, 32] and its analytical and
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clinical performances have been evaluated recently [33]. Testing was performed according to the
manufacturer’s instructions. For each sample, the ratio (sample OD/cutoff OD) was calculated. A result
was considered to be positive if the sample ratio was 21. The limit of detection of the Wantai IgG anti-
HEV assay is 0.25 World Health Organization (WHO) units per millilitre [34].

Anti-HEV IgG quantification:

Anti-HEV IgG titres were estimated as previously described [35] using dilution series (ranging from
0.25 to 5.0 IU/mL) from the WHO Anti-HEV IgG reference material, 95/584 (supplied by the National
Institute for Biological Standards and Control, South Mimms, United Kingdom). For samples with titre
> 5.0 IU/L, final titration was determined after testing dilutions of these samples until the signal was
in the linearity part of the titration curve (0.25 to 5.0 IU/mL)

Blood grouping:

ABO/Rh/Kell phenotypes were determined using a fully automated microplate haemagglutination

procedure [36] according to routine EFS procedures.

Statistical analysis

Association of the presence of anti-HEV 1gG with biological factors (Blood grouping results) and
epidemiological data (Sex, age, place of residence and place of birth) was analysed and tested using
the Fisher’s exact test. Multivariate analysis was performed using an unconditional logistic regression
model. Results were considered statistically significant when p-value was lower than 0.05. All
statistical analyses were performed using the R program (http://www.r-project.org).

Models of the annual force of infection

The analysis of seroprevalence stratified by age can provide key insight on the history of circulation of
HEV in Corsica, the associated risk factors for exposure as well as patterns of long-term antibody decay
following HEV infection. Indeed, serocatalytic models are now commonly used to reconstruct from
such data trends in the force of infection A,, defined as the rate of infection among susceptible
individuals of age a [37]. For example, if the force of infection is constant with age (1, = A) and if there
is no decay in immunity, these models predict that the annual probability of infection for a susceptible
individual is 1 — exp(—A) and the seroprevalence in individuals of age ais P, = 1 — exp(—A.a). By
fitting model predictions to data, it is possible to estimate the force of infection.

Here, we consider three competing serocatalytic models to explain the observed age-stratified
seroprevalence. First, we consider the simple model described above where the force of infection is
age-invariant (1, = A) and there is no decay in immunity. Second, we assume that the force of
infection is different for children (A.; <18 years old (yo)) and for adults (44) (and still no decay of

immunity). In this second model, the seroprevalence in individuals of age a is:
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p = { 1 — exp(—aly) ifa <18
27 1 —exp(—18 2, — (a— 18)A,) otherwise’

Finally, we assume that the force of infection is age-invariant but immunity decays at a rate p:

P, = % [1— ea@+]
In the latter model, males and females can have a different risk of infection but are assumed to have
the same duration of immunity.
The contribution to the likelihood of an individual of age a with seropositivity status s (s=1 if
seropositive; otherwise s=0) is (P,)°(1 — P,)1 5. Parameters were estimated in a Bayesian framework
using a Markov Chain Monte Carlo (MCMC) method implemented in R using the Rstan package [38].
Four independent chains of 5000 iterations each were simulated, with the 2,500 first iterations
corresponding to the burn in. Flat priors were chosen for the force of infection A-and the seroreversion
rate p.

Mean and 95% credible intervals (Crl) of the posterior distributions.were calculated. We report the

annual probability of infection of a susceptible -individual-using the formula p =1 — e~ The

seroreversion rate was converted into aduration of immunity using the expression: d= ;

Goodness of fit of the different models'was assess using the deviance information criterion (DIC), a
measure of the deviance in the likelihood commonly used in parameter estimations in a Bayesian
setting. The smaller the DIC of a model, the better the model fit [39]. A DIC difference above 4

corresponds to a substantial improvement of the fit.

Results

Anti-HEV IgG seroprevalence analyses

Population studied: a total of 2,705 blood donors (18-70 yo) living in Corsica for at least six months
participated in this study, including 1,347 females (49.80%) with a mean age of 42 yo and 1,358 males
(50.20%) with a mean age of 43 yo (Table 1).

The overall seroprevalence for anti-HEV IgG antibodies in this population was 56.1% (95% Confidence
Interval Cl 54.2-58.0). The adjusted estimate of seroprevalence in the general population of Corsica
was 55.8% (95% Cl 53.9-57.7; see Supplemental Table S1).

Sex: in both univariate and multivariate analyses (Tables 1, 2), the seroprevalence was significantly
higher in males (60.0%) than in females (52.2%) (p value <0.001). Significance was lost when the
analysis was restricted to native individuals.

Age: Among the 18-57 yo individuals recruited in the study, the seroprevalence increased with age in

both males and females (Figure 1A and Supplemental Figure S2A). The overall increase in
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Table 1: Statistical analysis of biological and epidemiological factors associated with 1gG antibodies for Hepatitis E Virus (Univariate analysis). NS: Non

significant value; Cl: confidence Interval.

Anti-HEV IgG positive

Parameters Variables n w\ Test p-value Odds Ratio [CI* 95%]
n (]
Female 1,347 703 52.19%
Sex Male > Female 0.000024* 1.37 [1.18-1.60]
Male 1,358 815 60.01%
18-27 605 278 45.95% < 0.00001 0.59 [0.49-0.70]
28-37 492 244 49,59% 0.0008 0.72 [0.59-0.88]
Agegroup  38-47 575 323 56.17%  Onease ﬂwmm@w Difierzge NS NS
48-57 566 377 66.60% < 0.0001 1.74 [1.44-2.12]
58-70 467 296 63.38% 0.0003 1.44 [1.17,1.77]
Ajaccio 1,047 611 58.36% 0.023 1.18 [1.01-1.37]
Place of Bastia 560 304 54.29% NS NS
residence Calvi 258 140 54.26% One district > other districts NS NS
(District) Corte 419 223 53.22% NS NS
Sarténe 421 240 57.01% NS NS
i Yes 1,068 647 60.58%
Nativeiof - Native > Non-native <0.0001 1.35 [1.16-1.58]
Corsica No 1,637 871 53.20%
A 1,019 569 55,84% NS NS
ABO Blood B 257 136 52.92% Onhe BG > other BG NS NS
Group (BG) AB 105 65 61.90% NS NS
0 1,324 748 56.50% NS NS
Positive 2,25 1,261 56.04%
Rhesus (Rh) - Rh+ > Rh- NS NS
Negative 455 257 56.48%
Positive 238 135 56.72%
Kell : Kell+ > Kell- NS NS
Negative 2,467 1,383 56.06%
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Table 2: Statistical analysis of biological and epidemiological factors associated with I1gG antibodies
for Hepatitis E Virus (multivariate analysis). Cl: confidence Interval. Table includes only risk factors
associated with p-value <0.05.

Parameters Test p-value Adjusted Odds Ratio [CI* 95%]
Sex Males =» Females 0.002 1.28 [1.12-1.46]
18-27 < 0.00001 0.60 [0.49-0.73]
28-37 0.018 0.74 [0.60-0.91]
Age group
48-57 0.00021 1.68 [1.29-1.94]
58-70 0.03 1.32[1.07-1.63]
Native of . :
: Native =» Non-native < 0.0000001 1.62[1.41-1.86]
Corsica

Figure 1: Distribution of anti-HEV IgG seroprevalence in age groups.

Figure 1A: distribution by sex (red bars = females & blue bars = males). Figure 1B: by place of
birth of blood donors living in Corsica (grey bars = native of Corsica and orange bars = non-
native of Corsica). This asterisk (*) means that, for a given age-group, the two values between
variables (sex in figure 1A and place of birth for figure 1B) are significantly different (p-value <

0.05).
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Models of the annual force of infection

This increase of the seroprevalence per year of age is expected to underestimate the annual probability
of infection in susceptible individuals (i.e. the force of infection) because it does not account for the
fact that only a proportion of an age group is susceptible for infection. For example, if the force of
infection is 2% but only 50% of the age group is susceptible, the increase in the seroprevalence (1%)
will substantially underestimate the force of infection (2%). The fact that the seroprevalence increases
at a lower rate in adults than in children might therefore be partly explained by higher levels of
susceptibility in children. We therefore use serocatalytic models to derive, from these data, estimates
of the force of infection.

Restricting the analysis to native individuals, we find that the model that assumes a constant "age-
independent" force of infection and no loss of immunity over time cannot reproduce the large
seroprevalence observed in the younger age group nor the plateau in the seroprevalence of older
males (Supplemental Figure S4A, B). To integrate these features, we tested two alternative models
("age-dependent" force of infection vs "seroreversion"). Both models fit the data equally well. In the
model where the force of infection is age-dependent (Supplemental Figure S4C, D), we find that the
force of infection in children has to'be 2.9 (95% Crl: 1.6 — 4.9) times higher than that in adults to explain
the data (Table 3). Alternatively, a model where there is a long term decay of immunity (average
duration of immunity: 55 years, 95% Crl: 32-93) also provides a satisfying fit to the data as a loss of
immunity in adults can explain the plateau in the age-profile of seroprevalence (Supplemental Figure
SAE, F). The estimated force of infection in this model is around 4% for male and female individuals

(Table 3).

Table 3: Parameter estimates for the serocatalytic models. Three models are considered where the
force of infection is constant ("age-independent") or varies with age ("age-dependent"), and a model
that includes decay of immunity ("seroreversion"). Mean and 95% credible intervals are given for the

different parameters.

Annual probability of

Annual probability of

Models infection in native infection in native I:?uratlor.\ of
; 5 immunity
susceptible male susceptible female
Age- 2.6% (2.3% - 2.8%) 2.5% (2.3% - 2.8%) oo
independent* ’ ’ ’ ’ ’ )
Age- <18: 3.9% (3.2% - 4.6%) <18:3.7% (3.1% - 4.4%) o
dependent >18:1.4% (0.89% - 1.9%)  >18: 1.3% (0.8% - 1.9%)

Seroreversion

4.6% (3.6% - 6.2%)

4.4% (3.4% - 5.8%)

55yrs (32 yrs -
93 yrs)
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Anti-HEV IgG geographical distribution:

Seroprevalence of anti-HEV IgG was analysed in the five Corsican administrative districts. Positive anti-
HEV IgG rates were globally high, ranging from 53.22% in the “Corte” district to 58.26% in the “Ajaccio”
district (see Table 1 and Supplemental Figure S5)

Anti-HEV IgG quantification:

All positive anti-HEV 1gG samples (n =1,518) were quantified. Titres were ranging from 0.25 to 153
IU/mL, mean and median titres were estimated at 2.91 IU/ml and 0.46 IU/ml respectively. Around 70%
of positive blood samples had an anti-HEV IgG titre lower than 3 IU/ml and 85.90% had a titre lower
than 10 IU/ml (Figure 2). Among positive donations, women had a mean antibody titre (6.35 IU/ml)
higher than men (4.17 IU/ml) (p-value < 0.05). Among women, 17.64% of positive samples had a titre
higher than 10 1U/ml versus 11.04% among men (p-value < 0.001). No difference was observed

between titre and age groups (Supplemental Figure S6).”

Figure 2: Distribution of anti-HEV IgG titre (IU/mL) estimated using.the WHO standard 95/584
according to sex (females = red bars; males = blue bars). This asterisk (*) means, for a given titre,

that values between sex are significantly different (p value < 0.05).

Blood grouping:

Among the 2,705 blood donors, the distribution of ABO blood groups was: O: 48.9% (n=1,324); A:
37.7% (n=1,019); B: 9.5% (n=257), AB: 3.9% (n=105). Anti HEV IgG rates (Table 1) for ABO blood groups
was ranging from 52.92% (B) to 61.90% (AB). The prevalence values of Rhesus positive (RH+1) and Kell
positive (KEL+1) phenotypes were 56.04% and 56.72%, respectively. No significant difference was
observed when comparing the distribution of the anti-HEV IgG positive donations by blood groups or

by combination of them.

Discussion
In 2011-2012, a nationwide survey (using the Wantai assay) identified geographical heterogeneity in

the distribution of the anti-HEV 1gG serological status among volunteer blood donors in mainland
France [29]. The Corsica Island was among the areas with the highest seroprevalence recorded (62%).
The ficatellu, a local pork liver sausage, has been formally identified as a source of Hepatitis E Virus
foodborne contamination [40], but the actual impact of ficatellu consumption on HEV epidemiology is
unknown and other potential sources of contamination remain to be explored. Here, we completed
the abovementioned study by performing a specific analysis of a new and larger sample of Corsican

blood donors.
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Between September 2017 and January 2018 (a period without important touristic activity), we enrolled
2,705 blood donors residing in Corsica among whom 1,518 (56.1%) tested positive for the presence of
anti-HEV IgG. This fully confirmed the high endemicity of HEV in Corsica. Other high prevalence areas
have been identified in Europe using the same anti-HEV IgG assay, i.e. Central Italy (Abruzzo region,

49%) [41] and South Western France (Midi-Pyrénées Region, 52.5%) [28].

The analysis of the raw data indicates that HEV seroprevalence is globally higher in males, a finding
that was previously described in univariate but not multivariate analysis [29], and in individuals born
in Corsica. It was previously proposed that such differences may be explained by sociological factors
(specific occupation, hunting etc...), but there is to date no direct evidence-based explanation that
takes into account both the general high prevalence observed in both males and females and the
difference between males and females. Association between HLA or blood group antigens and
infectious diseases has been documented in the literature [42-45] but, to.our best knowledge, has
never been investigated in the case of HEV infection. Here, we did not identify such a link between

ABO, Rhesus and Kell blood groups and the presence of anti-HEV antibodies.

Antibody titres are globally low with-77.2%, 81.6% and 85.9% of donors having anti-HEV IgG titres
below 5, 7 and 10 IU/mL, respectively. The seroprevalence increases with age, except in those over ca.
60 years of age. Inour models; the latter item can be explained either by a force of infection that varies
with age (but this is not supported to date by specific epidemiological or sociological information), or
by a loss of specific-antibodies over time. Previous studies have shown that antibody levels decreased
over time-andin some subjects, anti-HEV 1gG can disappear after a follow-up ranging from 1 to 22
years [46]. A recent study among blood donors from Central Italy using for antibodies detection the
Wantai assay, has reported an HEV seroconversion rate of 2.1/100 person-years [47], in the same order

of magnitude (1.3 to 4.6 /100 person-years) than those estimated with our models (Table 3).

Noticeably, the seroprevalence in the youngest age group of blood donors (18-27yo) is more than 10%
higher in those born in Corsica (ca. 51%) than in those born outside (ca. 39%). This is reflected in a
force of infection of 4.3% (95% Crl: 3.5% - 5.6%) per year in natives versus 2.8% (95% Crl: 2.5% - 3.2%)
per year in non-natives in the "seroreversion model". However, in the absence of detailed
epidemiological data for individuals under the age of 18 yo, the exact shape of the seroconversion
curve in children and teenagers remains to be established. Clearly, identifying determinants of
exposure in the Corsican population under the age of 18 yo is essential to understand the epidemiclogy
of HEV locally. The comparison of the HEV seroprevalence measured here (56.1%) and in archived sera
from blood donors collected in 2000 in both departments of Corsica (53.3%; n=90) suggests that

exposure to HEV has been stable in the Corsican population for at least two decades. In addition, no
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great variation in prevalence was identified according to the administrative district of residence.
Overall, the epidemiological information seems to converge towards a potential common, ubiquitous

exposure to HEV infection for individuals living in Corsica.

The animal reservoir (mainly pigs and boars) is consensually regarded as a major source of infection in
humans. However, the relative importance of direct (i.e. related to pig and boar meat consumption)
or indirect routes of contamination remains unclear. Indirect contamination may be related to hand
borne/fomite virus transmission, but also to contaminated drinking water. Previous information from
the French nationwide study [29] identified drinking bottled water as a protective factor against
infection, and in the rural Auvergne region (central Mainland France), water from the public network
was identified as the common source of infection for a cluster of 7 human cases, with HEV RNA being
detected in a private well that accidentally contaminated the public water network [48]. Moreover, a
recent study in Sweden has detected Hepatitis E virus genotype 3 strainsin.raw and still in-tap water
[49].Therefore, as more research is implemented to identify ubiquitous sources of HEV exposure in
Corsica, the potential role of drinking water in _the spread-of HEV infection should carefully be

investigated.

In conclusion, our study confirms that-Corsica is a high endemic area for Hepatitis E Virus infection,
with an homogeneous exposure in the different geographical districts. Seroprevalence increases with

age until 60.yo and is higher in males than in females.

Our study. identifies three priority fields for further investigations in Corsica, which are of general
interest for a better understanding of HEV epidemiology. First, the epidemiology in the younger age
group (under the age of 18yo) is essentially unknown in absence of biological data and should be

explored further.

Second, common sources of contamination, in particular drinking water, deserve further studies
because (i) HEV can be found in feces and wastewater [50]; (i) Corsica is a region where infection of
pigs and boars is frequent [51, 52] and (iii) the quality of water supply in the island could be a significant

issue.

The relationship between the animal reservoir, waste water and the potential contamination of the
public water network may be one avenue worth exploring. Third, the high proportion of donors with
low anti-HEV antibody titre raises the question of the actual protection afforded by IgG antibodies and

that of susceptibility to secondary HEV infection.
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Supplemental Figure S1: demographic characteristics of general population in Corsica
(1A) and the studied blood donor population (1B). Data in general population (2018) were
obtained from the National Institute of Statistics and Economic Studies (INSEE),
(https://www.insee.fr/fr/statistiques/3696315).
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Supplemental Figure S2: HEV seroprevalence in age groups. Distribution by sex: red =
females, blue = males. Figure S2A: all blood donors tested. Figure S2B: Natives of Corsica.
In these graphs, in x axis, median age for each age group was used.
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Supplemental Figure S3: HEV seroprevalence among native (grey) and non-native
(yellow) of Corsica. In these graphs, in x axis, median age for each age group was used.
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Supplemental Figure S4: Adequacy of serocatalytic models to age seroprevalence for
native males and native females. We fit models where the force of infection is age-invariant
("age independent model”, panels A & B) and age-dependent ("age-dependent model”, panels
C & D) as well as a reversible catalytic model (“seroreversion model”, panels E & F). Black
points and bars represent the mean and 95% binomial confidence intervals from the data,
respectively. The solid blue line is the mean age seroprevalence obtained from the model fit
and the envelope is the 95% credible interval.

122



Number of blood donations by municipalities o

o 0-10
O 11-40

O 41-119
O 120- 267

O 268 - 525

Districts

[ BASTIA
[_1 CORTE
[ CALVI
[ SARTENE
[T AJACCIO

54.26%
\ 54.29%
Positives ,
n = 140/258
\
Positives
n = 304/560

53.22%

Y

58.36%
Positives
n =223/419
\
Positives
n =611/1,047
57.01%
\ -
Positives
n =240/421
0 5 0 10 Kilometers

Supplemental Figure S5: Geographical distribution and number of blood donations

(white circles) collected during the study according to the place of residence (municipality)

and anti-HEV 1gG seroprevalence in the 5 districts of Corsica (pie charts). The map was

performed with the ARCGIS software (https://www.esri.com/arcqis/).
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Supplemental Figure S6: Distribution of anti-HEV IgG titre (1U/mL) (estimated using
the WHO standard 95/584) according to age groups.
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Chapitre 2 : Caracterisation de

I’immunité grégaire vis-a-vis de

I’hépatite E de la population adulte

corse et determination des facteurs

associes
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Comme vu précédemment dans I’introduction et I'article de revue #1, la France est une région
particulierement touchée par le HEV en comparaison avec les autres pays industrialisés. Elle
présente un taux global de séroprévalence nationale de 22,4% (Mansuy et al., 2016) et des taux
de sujets virémiques de 1/2218 et de 1/744 chez les donneurs de sang (Gallian et al., 2014 ;
Gallian et al., 2017). De plus, il existe des régions d’hyperendémie (taux >50%), notamment
les régions PACA, Occitanie et Corse ayant des taux de séroprévalence IgG anti-HEV autour
de 60%. La Corse posséde une situation particuliere que ce soit sur le plan géographique,
culturel ou zoonotique. En effet, la filiere porcine en Corse est un réservoir tres important avec
100% des élevages étudiés qui possédait au moins un animal séropositif et un taux de

séroprévalence 1gG des porcs de 88% (Jori et al., 2016).

De plus, traditionnellement durant la période hivernale, un aliment a risque y est largement
consommé. Il s’agit du ficatellu, un produit a base de foie de porc dans lequel le HEV a déja
été retrouvé (Pavio et al., 2014). De nombreuses zones rurales sont également présentes en
Corse et une certaine proximité avec la faune existe. Malgré certains facteurs déja reconnus,
des questions subsistent quant a d’autres voies de transmission que ce soit en Corse ou dans
d’autres régions hyperendémiques d’Europe. En effet, on peut se questionner sur la
responsabilité unique du ficatellu pour arriver a des séroprévalences si élevées. Le HEV est un
virus résistant dans I'environnement, particulierement dans 1’eau et au niveau du sol. Un rapport
de la qualité de I’eau en Corse en 2016 (Agence Régionale de la Santé, 2017), a montré que
dans certaines petites communes, la qualité de ’eau n’était pas satisfaisante. L’cau de
consommation pourrait étre également a risque dans certains villages mais cela doit étre
démontré. Le HEV étant présent fortement dans les élevages porcins, il peut également se
retrouver dans les cours d’eaux en aval de certains élevages, et donc contaminer d’autres

animaux, voir I’homme.

C’est autour de ’ensemble de ces interrogations que le questionnaire joint au prélévement
sanguin a été concu. En effet, en plus des données sociodémographiques classiques, ce
questionnaire comprend des items sur les habitudes alimentaires, le contact avec des eaux usées,
la consommation d’eau en bouteille ou du robinet, la proximité avec des élevages etc. Ce
questionnaire doit permettre de renseigner les liens entre présence d'lgG anti-HEV et des
facteurs de risque potentiels ; avec comme conséquence la possibilité d'ouvrir des perspectives

sur des études de détection du virus dans certains milieux ou autres animaux que les suidés.
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Les résultats majeurs de cette étude SEROMED sont résumés dans le tableau 11 ci-dessous.

Tableau 11 Tableau récapitulatif des principaux résultats de [’étude SEROMED

930 échantillons 52,3%
Donneurs de sang 54,4%
Etudiants et personnel universitaire 47,6%
Patients de médecine générale 64,3%

18-27 ans = 42,8%
28-37 ans = 55,5%
38-47 ans = 54,2%
48-57 ans = 57,7%
58-70 ans = 69,1%
Plus de 70ans = 72,2%

Age croissant p-value = 0,00272

Odds ratio = 2,22 [1,45-3,45]
p-value = 0,00023

Consommation de ficatellu

Odds ratio = 1,95 [1,45-2,64]
p-value = 0,00001

Consommation de fittonu

P . Odds ratio = 2,76 [1,51-5,37] p-value
Eviscération et dépecage = 0,00077

Baies sauvages, eaux de sources en
montagne, eaux de fontaines dans les
villages, fruits de mer...

Tendances observées pour des variables
associées a I’environnement

Cette étude transversale a déterminé une séroprévalence des 1gG anti-HEV supérieure a 50%,
dans la population adulte corse, homogeéne entre les populations, augmentant avec I'age et non
significativement différente entre les hommes et les femmes. Enfin, nous avons identifié une
forte association entre la consommation de ficatellu / fittonu et la pratique du dépecage et de

I’éviscération avec la détection d'TgG anti-HEV parmi les trois populations étudiées.

L’article ci-dessous (Figure 12) a été publié le 16 octobre 2019 dans le journal

Microorganisms (IF = 4,167) dans le cadre d’une Special Issue "Hepatitis E Virus, an

Emergent Foodborne Pathogen? Public Health Implications™".
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Abstract: Hepatitis E virus (HEV) is a major cause of acute hepatitis worldwide. In France,
hyperendemic areas including Corsica have an anti-HEV Immunoglobulin G (IgG) prevalence
higher than 50%. The aim of this study was to determine the seroprevalence of anti-HEV IgG in
three adult populations in Corsica and the risk factors associated with antibody detection. Between
2017 and 2019, a total of 930 individuals, including 467 blood donors, 393 students or university
staff members and 70 patients from general practice, were tested for the presence of anti-HEV IgG
using the Wantai HEV IgG enzyme immunoassay kit and filled a questionnaire. The association
between seropositivity and potential risk factors was tested with univariate and multivariate
analyses. Out of the 930 samples, 52.3% (486/930) were seropositive—54.4% (254/467) among blood
donors, 47.6% (187/393) among university students and 64.3% (45/70) among patients of general
practice. Three main risk factors were identified: (i) skinning and butchering (Adjusted Odds Ratio
aOR =2.76, 95% confidence interval [95% CI] [1.51-5.37]; p-value < 107), (ii) consumption of a local
pork live raw sausage (fittonu) (aOR = 1.95 95% CI [1.45-2.64]; p-value = 10-%), and (iii) increasing
age (p-value = 0.003). Seropositivity rates between the different populations were homogeneous
after age stratification. This cross-sectional study indicates a high anti-HEV IgG seroprevalence in
the Corsican adult population, not significantly different between women and men and increasing
with age. This serosurvey also showed homogeneity regarding the exposure to HEV among three
different types of populations. Finally, we confirmed the endemicity of Corsica with respect to HEV
and identified a strong association between consumption of figatellu/fittonu and the practice of
skinning and butchering with the detection of anti-HEV IgG.

Keywords: seroprevalence; hepatitis E; 1gG; risk factor; corsica; hyperendemic; hepatitis; France

1. Introduction

Hepatitis E virus (HEV) possesses a single-stranded positive-sense RNA genome of
approximately 7.5 kb which contains three separate open reading frames (ORFs) [1-2]. This virus
belongs to family Hepeviridae (genus Orthohepevirus) [3]. Viral strains infecting humans are classified
into five genotypes (HEV-1 to HEV-4 and HEV-7) [4], but belong to a single serotype.
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Genotypes HEV-3 and 4 are zoonotic pathogens infecting domestic (e.g., pigs) and wild animal
species (e.g., boars, deers) which constitute the animal reservoir [5]. They are mainly detected in
industrialized countries and are responsible for sporadic and autochthonous cases [1, 6]. In Europe,
the majority of cases is due to HEV-3 genotype and HEV is the most common cause of acute viral
hepatitis [7].

A recent meta-analysis describing the HEV seroprevalence in industrialized countries, based on
studies using the Wantai HEV Immunoglobulin G (IgG) enzyme immunoassay, reported an overall
seroprevalence of 19% [14%-25%], with great heterogeneity between countries and regions (<5% in
New Zealand to >50% among French regions) [8].

The largest seroprevalence study conducted in France on 10,569 blood donors reported a 22.4%
(95% [CI] 21.6%-23.2%) rate with significant geographical differences and the identification of
hyperendemic areas (prevalence >50%) in southern and northeastern regions [9]. The presence of
anti-HEV IgG was associated with increasing age and the consumption of pork/pork liver
sausages/wild game meat/offal/oysters. Conversely, drinking bottled water was associated with a
lower rate of anti-HEV IgG [9]. A national report on the surveillance of HEV in France has highlighted
a sharp increase (9 to 2292) in the number of autochthonous cases reported to the public health
authorities between 2002 and 2016 [10]. This apparent increase is likely due (i) to improved diagnostic
tests and (ii) to better awareness among physicians and in the general population, resulting in
increased testing rather than a true epidemic situation. However, seroprevalence data (rates >50%),
the hospitalization rate per 100,000 inhabitants, and the total number of prescribed serological tests
underline the hyperendemicity of HEV in southern France.

In Corsica, a French Mediterranean island, the seroprevalence was estimated at 62% [9]. The
main risk factor observed in Corsica seems to be the consumption of raw pig liver sausage (figatellu
[plural: figatelli]; small liver in the Corsican language) which is traditionally eaten grilled. Indeed,
grouped cases of HEV have been described and related to its consumption [11-12]. Pavio et al. (2014)
described the presence of HEV RNA in 30% of tested figatelli. In Corsica, other behaviors may
correlate with higher exposure to HEV such as the frequent practice of hunting, the consumption of
food products derived from the porcine reservoir (figatellu and fittonu) and the existence of
important rural areas.

Except for specific groups of patients (immunodepressed patients, transplanted patients, etc.),
the population of blood donors is the largest group for which HEV seroprevalence studies have been
performed [13-14]. Here, we recruited two additional populations to evaluate whether exposure to
HEV was similar or different in other adult populations.

There is a lack of in-depth information about the actual impact of transmission route links with
the porcine reservoir and other alternative sources of contamination (including environmental
sources) on the epidemiology of HEV in Corsica. The main objective of this study was to improve the
knowledge about the epidemiology of HEV in Corsica island, using a seroprevalence study including
a large cohort of adults consisting of blood donors, general practitioner patients and staff and
students of the University of Corsica. The present study gives new insights into the epidemiology of
HEV in an endemic area of metropolitan France.

2. Materials and Methods

2.1. Ethics

The study received approval from the medical and scientific direction of the French Public
Transfusion service (Etablissement Francais du Sang: EFS) and from the ad hoc ethics committee
(Comité de Protection des Personnes #2016-A01000-51, 11 January 2017). The questionnaire and all
data collected were validated by the data protection officer of the University of Corsica (UCPP). All
participants were included on a voluntary non-remunerated basis. They were informed that samples
will be used for seroprevalence studies by a letter of information and they signed a consent form.
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2.2. Study Populations

Participants were included in the study if they declared living in Corsica for at least six months,
at enrolment.

Population A Blood donors (BD): Voluntary blood donors accepted for classical donation
according to the national requirements and agreeing to complete the questionnaire were included
from 11 March 2019 to 15 April 2019.

Population B University of Corsica Pascal Paoli (UCPP): Students and personnel of the UCPP
were included from January 2017 to January 2019 on the different campuses of the UCPP.

Population C Patient from General Practice (PGP): Patients from general practice >18 years old
were recruited by General Practitioners (GPs) from June 2017 to September 2017. All participants
were informed about the study by letter or during a face-to-face discussion with a member of the
health staff.

2.3. Questionnaire

The questionnaire contained information about socio-demographical variables (age, gender,
educational level, professional activities, type of dwelling, and sewage disposal), clinical factors
(presence of chronic diseases, transplantation, blood transfusion, immunosuppression, and a past
HEV infection during the life of the individual), contact with animals (pets and/or domestic farm
animals), the consumption of meat (big game, little game, pork, beef, poultry, giblets, and pork liver),
derived meat products (figatellu, fittonu, paté/terrine, and sausages), fish and shellfish (seafood),
organic fruits and vegetables or personal vegetable garden, wild berries and the source of drinking
water (bottled, tap, mountain water sources, and fountains). We also recorded the type of cooking
levels (raw, rare, medium, and well cooked) (items listed in Appendix A). Only the UCPP and PGP
populations were asked as to clinical factors (presence of chronic diseases, transplantation, blood
transfusion, immunosuppression, and a past HEV infection during the life of the individual).

The survey was conducted in the presence of knowledgeable medical personnel to ensure the
accuracy of data collection.

2.4. Blood Samples and Laboratory Methods

2.4.1. Blood Samples

The blood samples obtained from blood donors corresponded to EDTA (Ethylenediamine
tetraacetic acid) tubes collected systematically during the standard protocol. Samples from the UCPP
and PGP groups were from capillary blood and were obtained using a safety lancet on a cleansed
puncture finger that was collected into 0.8 mL tubes containing a coagulation activator and serum
separator; these tubes were centrifuged at 6000 rpm for 15 min and the resulting serum was stored at
-20 °C until processed for serology.

2.42. Anti-HEV IgG Detection

Serum samples were analyzed for the presence of anti-HEV IgG (EFS Provence-Alpes-Cétes-
d’Azur & Corse, Marseille, and Laboratoire de Virologie Université de Corse) using the Wantai HEV
IgG enzyme immunoassay kit (Wantai Biologic Pharmacy Enterprise, Beijing, PRC). The assay is
based on a recombinant antigen corresponding to open reading frame 2 [15], the analytical and
clinical performances of which were evaluated recently with a specificity and sensitivity of 97.96%
and 99.60%, respectively [16]. Analyses were performed according to the manufacturer’s instructions.
For each sample, the ratio (sample OD/cutoff OD) was calculated and values >1 were positive. This
assay was chosen in order to be in line with our previous work and to compare our results with the
main French serosurvey [9] and the majority of European seroprevalence studies. In addition, this
test is used by the National Reference Center for Hepatitis E in France.

2.5. Statistical Analysis
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2.5.1. Sample Size

The sample size was calculated according to previously described methods [17]. A sample size
of 384 was calculated assuming an a priori 50% anti-HEV seroprevalence, a confidence in the estimate
of 95%, a maximum allowable error in the prevalence of 5%, and a Corsican population size of 330,455
habitants (based on the latest French census data).

2.5.2. Seroprevalence and Epidemiological Factors Analysis

Descriptive statistics were performed for all variables. Continuous data were reported as
medians with interquartile ranges (IQRs). All categorical data were reported as percentages.

HEV seroprevalence (IgG) and its 95% exact binomial confidence intervals (CIs) were estimated
for each population and overall. Frequencies were compared using the x? test or Fisher’s exact test
(p-value < 0.05).

Associations between explanatory variables (socio-demographic, lifestyle factors and eating
habits) and having anti-HEV IgG were tested in univariate analyses for each population and overall.
All variables with a p-value below 0.2 were included in the multivariate analyses using an
unconditional logistic regression model. Statistical significance was set at a p-value <0.05. We also
performed a logistic regression model with a random effect at the population level, taking into
account that the people included came from different subpopulations. We used R packages
(questionr, stats and Ime4-package) and function glmer and glm. All statistical analyses were
performed using the R program [18].

3. Results

A total of 930 individuals were included in the study: 467 BD, 393 UCPP, and 70 PGP (Figure 1).
The characteristics of the three groups are presented in Table Al.

?
Conditions of inclusion :

- All people volunteers
Living in Corsica for at least six months

527 individuals 419 individuals 81 individuals

Conditions of exclusion :
Unsigned consent
Missing questionnaire
Missing age record
Missing sex record
- Insuffident serum or unrealized serology
N excluded =97

A 4

s N =393 staff or R
N=467BD ctudent of UCPP N =70 from PGP

Figure 1. Flowchart for the inclusion and exclusion of studied populations.
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The overall median age was 32 years (IQR: 22-49). The median age of BD was 38 years (IQR: 28—
52), 24 years (IQR: 20-35) for UCPP and 55 years (IQR: 44-67) for GP. Age and gender distributions
differed significantly when we compared the three groups.

Among the PGP and UCPP groups, no participant was declared to have knowledge of previous
infection due to HEV (0/463).

3.1. Anti-HEV IgG Seroprevalence

Anti-HEV IgG were detected in 54.4% (1 = 254) (IC 95% [49.8-58.9]) of the BD group, in 47.6% (n
= 187) (IC 95% [42.6-52.5]) of the UCPP group and in 64.3% (n = 45) (IC 95% [53.1-75.5]) of the PGP
group (Table 1). Prevalence differed significantly among the three populations (p-value = 0.015).

Males had higher rates compared with females in each of the three groups, but significantly
higher only in BD and globally (p-value = 0.00169 and 0.00009, respectively) (Table 1).

Seroprevalence according to age groups and to population groups is presented in Figure 2.
Among the UCPP and PGP populations, there was no significant difference between the different age
groups (same letter). In BD, seroprevalences of the youngest age group (18-27) and the oldest (58—
70) were significantly different (p-value < 0.05 illustrated by letters a and c). Globally, the
seroprevalence of the youngest age group (18-27) was significantly different compared with all other
age groups. Between the 28 to 57 years age groups, there was a plateau with observed rates that were
very close to each other (54.2% to 57.7%; letter b in common), followed by two higher seroprevalences
of 69.1% and 72.2% for the oldest age groups (58-70 and > 70 years) (Figure 2). For a given age group,
the seroprevalence rates are not significantly different between the three groups (all p-values > 0.05).

3.2. Risk Factors Associated with Anti-HEV IgG Seroprevalence

3.2.1. Univariate Analysis

Results of univariate analyses and seroprevalences by variable are presented in Table 1.

In the BD group, fourteen variables were significantly associated with higher seropositivity rates
(p-value < 0.05): age groups, male (OR = 1.81 [1.25-2.64]), breeding (OR = 2.79 [1.15-7.78]), skinning
and butchering (OR = 3.05 [1.07-10.88]), fountain water (OR = 1.58 [1.08-2.33]), mountain spring
waters (OR = 1.76 [1.2-2.6]), big wild game (OR = 1.8 [1.23-2.65]), pork (OR = 2.95 [1.36-6.92]),
sausages and patés (OR = 2.47 [1.37-4.62]), liver (OR = 1.82 [1.2-2.77]), figatellu (OR = 4.14 [2.37-7.53]),
fittonu (OR = 2.6 [1.76-3.86]), offal (OR = 1.86 [1.25-2.78]) and wild berries (OR = 1.57 [1.07-2.31]).

In the UCPP group, the exposure for ten variables presented significantly higher
seroprevalences: hunting (OR =2.24 [1.17-4.45]), skinning and butchering (OR =2.73 [1.37-5.75]), big
wild game (OR = 1.84 [1.19-2.88]), pork (OR = 3.26 [1.35-9.09]), sausages and patés (OR = 2.6 [1.11-
6.78]), liver (OR = 1.56 [1.01-2.42]), figatellu (OR = 2.71 [1.53-4.98]), fittonu (OR = 2.24 [147-3.42]),
offal (OR = 1.78 [1.15-2.76]) and shellfish (OR = 1.98 [1.17-3.45]).

In the PGP group, eight variables were significantly associated with a higher anti-HEV IgG
detection rate: hunting (OR = INF), skinning and butchering (OR = INF), tap water (OR =3.66 [1.14—
12.58]), mountain spring waters (OR = 2.89 [1.01-9.21]), big wild game (OR = 3.14 [1.1-9.25]), fittonu
(OR =4.08 [1.46-12.47]), beef (OR = 8.38 [1.15-169.46]) and wild berries (OR = 3.38 [1.21-10.26]).

Only three variables were significantly associated with anti-HEV IgG in the three populations:
skinning/butchering, big wild game, and consumption of fittonu.

The mean increase in seroprevalence for the practice of skinning and butchering is +25% (the
increases ranged between +16% and +40% according to population) and +23% for consumption of
fittonu (the increases ranged between +20% and +31% according to population). People who reported
eating big game had a higher seroprevalence of 20% compared to those who did not eat it (45.1% vs.
59.7% among BD; 36.6% vs. 51.5% among UCPP and 45.5% vs. 72.3% among PGP).

Cooking types (overall population values in the Appendix A2) and clinical factors (data not
shown) were not associated with anti-HEV IgG-seropositivity (p-value > 0.05) overall and among
each population.
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3.2.2. Multivariate Analysis

In multivariate analysis (Table 2), “skinning and butchering” and “consumption of fittonu”
remained independent predictors for anti-HEV IgG seropositivity in each population. Male and
consumption of figatellu were associated with anti-HEV IgG detection only in the BD population (p-
value = 0.03 and < 10 respectively).

In overall multivariate analyses (glm and Imer) “skinning and butchering” (@OR = 2.76; 95% CI
1.51-5.37), “consumption of fittonu” (aOR = 1.95; 95% CI 1.45-2.64) and of “figatellu” (aOR = 2.22;
95% ClI, 1.45-3.45) were associated with anti-HEV detection. Increasing age was also significantly
associated with anti-HEV IgG detection in the overall multivariate analysis (p-value = 0.003) (Table
2).
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Table 1. Seroprevalence and factors associated with anti-Hepatitis E virus (HEV) IgG detection (univariate analysis). Significant p-values < 0.05 are followed by an

INEF: Infinite

NA: Missing Values

Anti-HEV IgG Positive

asterisk.

Anti-HEV IgG Positive

n OR [95% CI] p-Value = OR [95% CI]  p-Value
Parameters Variables n Y% n %
Female 266 128 48.1 Reference 244 107 43.9 Reference
Gend 0.00169 * 0.05807
S Male 201 126 62.7 1.81 [1252.64] 149 80 53.7 1.48 [0.99—2.24]
1827 126 55 43.7 Reference 242 102 42.1 Reference
2837 101 58 57.4 1.74 [1.03-2.97] 67 35 522 15 [0.87-2.59]
3847 83 40 182 12[0.69-21] . 35 21 60.0 2.06 [1.01-432]
Age groups 48 57 84 52 61.9 2112371  0-00633% 54 18 52.9 154[07532] OO/t
5870 73 49 67.1 264 [1.46-4.87] 11 8 727 3.66 [1.03-17.02]
70 NA 1 3 75.0 4.12 [0.52-83.9]
] No 447 240 53.7 350 159 454 R
Hunting — = = = 2.01[079-577] 014486 ~= = = 224[117-445] 0.01428
No 442 235 53.2 366 173 473
< A *
Breeding = = = = 279[115-778] 0.02165 = T 12[0.55-2.66] 0.64555
bl , No 449 240 53.5 354160 152 .
Skinning and butchering = = = = 3.05[1.07-10.88] 0.03549 — = 273[137-575] 0.00403
i No 450 243 54.0 383 181 473
Contact with wastewater = = = == 156[058-46] 037978 : - 1.67 [047-6.64] 0.42524
No 11 23 56.1 25 11 44.0
Tap water S = 0.92[047-174] 0.78775 ———= = 1.16 [052-2.69] 0.71415
No 15 10 66.7 10 5 50.0
Bottled wate 0.57 [017-163] 0.29725 0.88 [024-319]  0.835
otfied water Yes 440 234 53.2 [ J 375 175 167 [ ]
. No 213 102 17.9 168 69 411
i i ¥ ; 51 [1-2. ;
Water fountains in the villages Yan 511 155 590 1.58 [1.08-2.33] 0.01895 199 102 513 1.51 [1-2.29] 0.05103
] . No 207 % 16.4 182 86 473
Mountain spring waters T 312 128 60.4 1.76 [1.2-2.6] 0.00401 184 35 160 0.96 [0.64-1.45] 0.83939
Little wild game I 205 150 508 1.45[097-218] 0.06953 —=~ 100 4 1.34 [089-2.02] 0.16436
Yes 145 87 60.0 154 79 513
Big wild game No 175 79 45.1 18[1.232.65] 0.00264* 123 15 36.6 1.84[1.192.88] 0.00591 *
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Yes 268 160 59.7 260 134 515
No 30 9 30.0 . 26 6 231
2, £
Pork Yos 01 535 558 2.95[1.36-6.92] 0.00579 356 176 194 3.26 [1.35-9.09] 0.0075
No 52 18 34.6 26 7 26.9
ez 7. * —6.78 A ]
Sausages and patés Yes 388 370 567 2.47 [1.37-4.62] 0.00263 358 175 180 26[1.11-6.78] 0.027
No 301 147 48.8 255 110 43.1
. 5 - 4 5
Liver Yos 134 35 W 1.82[12-277] 0.00463 120 65 540 1.56 [1.01-2.42] 0.04589
No 69 18 26.1 65 18 277
- 1 Al 2 -8 % T G %
Figatellu Yes 374 59 50.4 4.14 [2.37-7.53] 2.46 300 Tod 500 2.71 [1.53-4.98] 0.00049
No 218 94 43.1 175 64 36.6
R i -6 % X A47-3.42 i *
Fittonu Yos 11 140 6.4 2.6 [1.76-3.86] 1.8 190 107 563 2.24[147-3.42] 0.00015
Offal bl 281 136 484 1.86[1.25-2.78] 0.00213* 247 103 a7 1.78 [1.15-2.76 0.009 *
2 Yes 159 101 63.5 B6 [125-228] A 125 7 56.0 78 [1.15-2.76] 0.
No 16 8 50.0 15 9 60.0
Beef 1.18 [0.43-327 0.74187 0.58 [0.19-1.64 0.3031
¢ Yes 430 233 542 L 7] 368 171 165 [ ]
No 16 8 50.0 19 9 47 4
Poultry Yos 137 537 540 1.18 [0.43-328] 0.73897 360 171 T 0.99 [0.39-2.56] 0.99112
No 76 38 50.0 71 24 33.8
. - = -
Shellfish Yos 376 205 545 12 [0.73-1.97] 0.47138 314 158 503 1.98 [1.17-3.45] 0.01107
Fish Do 22 10 45.5 1[041-236]  0.99845 —ok 10 = 1.98 [093-451] 0.07726
Yes 431 235 54.5 352 171 48.6
No 62 27 43.5 30 12 40.0
i i = 2 k .66-3. 5
Organic fruits and vegetables Yes 333 214 550 1.64 [0.96-284] 0.07122 348 168 183 1.4 [0.66-3.07] 0.38191
No 234 115 49.1 194 84 43.3
" i 23] 2001 * 1.32 ;
Wild berries Yos 199 120 503 1.57 [1.07-231] 0.02001 179 %0 503 1.32 [0.88-1.99] 0.17687
Total 467 254 544 393 187 47.6
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PGP

Overall

Anti-HEV IgG Positive

Anti-HEV IgG Positive

n OR [95% CI] p-Value = OR [95% CI] p-Value
Parameters Variables n Y% n Yo
2 2
Gender Female 34 20 58.8 Reference 0.35362 544 255 46.9 Reference 0.00009 *
Male 36 25 69.4 1.59 [0.6-4.33] 386 231 59.8 1.69 [1.3-2.2]
18-27 6 3 50.0 Reference 374 160 42.8 Reference
28-37 5 3 60.0 1.5]0.13-19.11] 173 926 55.5 1.671.16-2.4]
:, - 2 -
A 38-47 13 10 76.9 3.33[0.43-29.22] 0.40753 131 71 54.2 1.58 [1.06-2.37] 0.00001 *
48-57 19 9 47.4 0.9[0.13-5.99] 137 79 BZ.F. 1.82 [1.23-2.71]
58-70 13 10 76.9 3.33[0.43-29.22] 97 67 69.1 2.99 [1.87-4.87]
70 14 10 71.4 2.5[0.34-19.67] 18 13 72.2 3.48 [1.28-11.02]
Hunting LS = i ik INF 0.01785 * el £ 2. 2.21[132-382] 0.0024*
Yes 6 6 100.0 69 48 69.6
87. 3
Breeding = 25 el ool 2.34[0.32-47.23] 0.42697 - 2lel 1.75 [1.01-3.11] 0.04641 *
Yes 5 4 80.0 57 7 64.9
Skinning and butchering - ol Z cil INF 0.00322 * 864 436 LI 3.07 [1.76-564] 0.00005 *
Yes 9 9 100.0 66 50 75.8
7 )
Contact with wastewater = 67 = it INF 0.09878 20 405 S1b 1.86 [0.88-4.19]  0.1043
Yes 3 3 100.0 30 2 66.7
Tap water e 12 £ SO 3.66[1.14-12.58] 0.02965 * <% 40 £t 1.13[071-1.78] 0.60849
Yes 55 39 709 825 432 52.4
2 2 2
Bottled water = = = 000 INF 0.17973 27 £ 520 0.62 [027-134] 0.22479
Yes 68 43 63.2 883 452 51.2
No 35 21 60.0 416 192 46.2
Water fountains in the villages 1.39 [0.52-3.8] 0.50842 1.5[1.15-1.97] 0.00289 *
Yes 34 23 67.6 444 250 56.3
No 42 23 548 431 205 47.6
Mountain spring waters : 2.89[1.01-9.21] 0.04808 * 1.36 [1.04-1.79] 0.02331*
Yes 27 21 778 423 234 55.3
No 46 27 58.7 568 277 48.8
Little wild game 1.99 [0.69-6.38] 0.20866 1.38 [1.05-1.82] 0.02055*
Yes 23 17 739 322 183 56.8
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29 2
Big wild game e 2 10 o 314[11-925]  0.03188 —22 e 2l 1.84[1.4-2.43] 0.00001*
Yes 47 34 723 575 328 57.0
2
Pork Lot 1 : = INF 0.14871 S7 L == 3.27 [1.83-6.18] 0.00004 *
Yes 69 45 652 346 456 53.9
2 2 2
Sausages and patés LEL 2 = 00 2.93[0.45-23.52] 0.25158 82 27 S 2.44 [1.52-3.99] 0.00017 *
Yes 65 43 66.2 811 438 54.0
2 D
Liver N9 45 28 28:2 2.29[0.75-7.92] 0.1474 b04 285 A7.2 1.7[1.28-228] 0.00028 *
Yes 21 16 762 275 166 60.4
2
Figatellu L 8 = = 4.1[0.74-31.28] 0.1066 el - ! 3.48[2.35-524] 1.8810
Yes 64 43 67.2 760 429 56.4
2
Fittonu bo 52 17 b 4.08[1.46-12.47] 0.00694 * =28 Lb Sl 2.46 [1.87-3.24] 8.4111
Yes 34 27 794 435 274 63.0
Offal No 32 26 667 0.75[0.28-2.02] 0.56837 267 265 46.7 1.72 [1.3-228] 0.00012*
Yes 30 18 60.0 314 189 60.2
2 s .
Beef Lile ] 1 200 8.38[1.15-169.46] 0.0349 * = 18 50.0 1.08 [0.55-2.11] 0.82208
Yes 65 44 67.7 863 448 51.9
Poultry o = L il 1.83[0.07-4776] 0.67522 —Z 18 e 1.15 [0.59-224]  0.67789
Yes 68 4L 647 867 452 52.1
Shellfish Mo 1 . 167 2.49[0.77-8.21]  0.12501 162 £9 42.6 1.57 [1.11-221] 0.00988 *
Yes 54 37 68.5 744 400 53.8
Fish ke = 1 i 3.83[0.35-84.93] 0.26558 = = el 1.61 [0.94-283] 0.08474
Yes 67 At 65.7 850 450 52.9
Organic fruits and vegetables or personal No 11 8 72.7 103 47 45.6
0.61 [0.12-2.38]  0.49248 1.34[089-2.03] 0.1605
vegetable garden Yes 38 36 62.1 789 418 53.0
Wild berri Ho - L L 3.38[1.21-1026] 0.01937 * — L Lo 1.52 [1.17-1.99] 0.00203 *
PR Yes 32 25 78.1 SS[lH-102el B 410 235 57.3 e
Total 70 45 64.3 930 486 523
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Table 2. Multivariate analysis in the three populations and overall.

Parameters Variables aOR [95% CI] p-Value aOR [95% CI] p-Value aOR [95% CI] p-Value aOR [95% CI] p-Value aOR [95% CI] p-Value
Gender Male 1.58 [1.05-2.39] 0.02973 NS NS
NS NS
Figatellu 2.82[1.54-5.34] 0.00065 2.22[1.45-3.45] 0.00023 1.77[1.04-3.01] 0.035
Fittonu 1.97[1.29-3.03] 0.00183 214[1.4-328] 0.00039 4.35[1.48-1392] 0.00696 1.95[1.45-2.64] 0.00001 1.95[1.38-2.74] 0.00013
Skinning and butchering 3.52 [1.09-15.83] 0.03451 2.43[1.16-5.38] 0.01764 7.88 e6 [0-INF] 0.00294 2.76[1.51-5.37] 0.00077 3.45[1.37-8.71] 0.0087
18-27 Reference
28-37 1.61 [1.09-2.38]
3847 1.52 [0.98-2.37]
Age groups ——————— NS NS NS — 0.00272 NS
4857 1.54 [1-2.38]
58-70 2.44 [1.45-4.19]
70 3.46 [1.17-12.65]

NS: Non-significant value; INF: infinite value.
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Figure 2. Graphs of the different seroprevalences of anti-HEV IgG (%) by age group and populations. The differeni lowercase lelter (a, b, ¢, and d) indicates a signiﬁcant
difference (p < 0.05) between age groups of a given population. For example: among blood donors, the group 18-27 is significantly different from that of 58-70 (“a” “Y
but not from that of 3847 (presence of the letter a). The black bars correspond to the standard deviation of each proportion.
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4. Discussion

In France, seroprevalence studies were conducted in blood donors and allowed the identification
of different risk factors such as increasing age, hunting, consumption of pork liver sausages
(figatellu), game meat offal and oysters [9, 19-20]. Hyperendemic areas were identified in
southwestern France (Occitanie), southeastern France (Provence-Alpes-Cotes-d’Azur), and Corsica.
Our study is the first to address Corsican populations other than blood donors, using a specific
questionnaire and a large regional sampling.

A total of 52.2% of 930 individuals were positive for the presence of anti-HEV IgG. Interestingly,
results of a very similar order of magnitude were observed in each of the three groups. Although the
three groups were different regarding age, sex, and socio-demographic data, they seem to be fairly
homogeneous with regard to HEV. Indeed, for a given age group, no significant differences in
seroprevalences were observed.

We observed an age-related increase in anti-HEV IgG in the 18-27 group (42.8%) and the older
than 70 group (73.7%), reflecting a cumulative life-time exposure in agreement with previous studies
performed in European populations [9, 13, 21-23]. This age-related increased rate could be associated
with differences in dietary habits and other behaviors such as rare or absence of consumption of
uncooked meat products, a shorter exposure time and lack of hunting and skinning/butchering in the
younger group. Repeated exposure leading to infection/reinfection might also play a role, although
it appears that a single infection leads to long-life immunity [24], and that there is no clear data about
the possibility of immunity acquisition through repeated contacts with HEV without systemic
infection.

In the present study, although we recorded higher rates in men (59.8%) vs. women (46.9%), the
difference was not statistically significant in the multivariate analysis. This is in line with previous
studies performed in French blood donors living in the hyperendemic regions in southern France [25]
and in other industrialized countries [22, 26-27]. Overall, these results could suggest that exposure to
HEV is not directly related to gender but rather to individual behavior (differences in dietary habits
and other behaviors such as a different frequency of consumption of meat products, and lack of
hunting or other practices in contact with the animal reservoir).

Interestingly, none of the 463 participants and, more specifically, none of the 232 participants
with anti-HEV IgG (50.2%) reported a known previous infection with HEV. This suggests that
asymptomatic cases or cases of infection for which the patients are not seeking medical check-up
might be much larger than the 50%-80% commonly reported for genotype 3 [28-30]. This is
specifically important in hyperendemic regions where efforts should be exerted for better awareness
of Hepatitis E and for a more systematic strategy of testing compared to what is currently done. The
risk factors described in our study together with those reported in the scientific literature should be
used to define “the at-risk population” which merit to be tested for the presence of viral RNA and for
anti-HEV IgM whenever clinical manifestations are coherent with acute infection with HEV.

An independent factor associated with anti-HEV IgG seropositivity was to practice skinning or
butchering. In Corsica, traditionally, hunter or breeder family members commonly engage in such
activities, leading to HEV exposure in a distinct manner compared to food or water intake. This
practice was strongly associated with HEV IgG positivity in our study. HEV infection can occur
during the evisceration of an infected animal—through contact with its blood or feces. In a similar
manner, higher rates in seroprevalence studies were identified in butchers and slaughterhouse
workers compared with the general population [31]. The presence of HEV RNA in wild boar and
swine bile, liver, sera, and faces [11, 32-33] is in line with a higher risk of exposure and strengthens
the need for protective gloves during the disemboweling of wild boars [34].

Here, we observed that participants reporting eating specific types of meat such as figatellu were
significantly associated with higher HEV IgG seropositivity as previously described [35-37]. Our
study was the first to examine the consumption of fittonu, a dried pork liver sausage that is not
cooked before eating (in contrast with figatellu). In the Netherlands, traditional Dutch dry raw
sausages called “cervelaat”, “fijnkost”, “salami” and “salametti” were also associated with higher
seroprevalence [38]. Interestingly, anti-HEV IgG rates were in range from 27% to 31% according to
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three recent Dutch studies [8, 22, 38-39]. The same situation is observed in Poland with
seroprevalence between 44% and 50% and where Polish dry sausage known as “Kabanos” are very
popular [8].

A cooking temperature of 71 °C for twenty minutes is required to inactivate HEV [40-41]. The
virus stays viable after heating at 56 °C for one hour and remains infectious up to 60 °C [41-42].
Although figatellu is usually roasted, it remains strongly associated with HEV infection; cooking does
not appear to have a significant impact on seroprevalence in our study (p-value = 0.87). This could be
explained by the fact that figatellu is also (i) either eaten without being roasted or (ii) eaten after the
necessary cooking times and temperatures have not been respected; (iii) last, pre-roasting handling
of the raw figatellu might be a risk [43]. In this regard, washing hands after product handling or
wearing gloves during disemboweling must be recommended.

Meat products were not statistically associated with HEV seropositivity but showed higher rates
(>55%) (game, offal, liver, pork). These meat products have been frequently associated with higher
seroprevalence or HEV RNA detection [44-47].

HEV s increasingly found in the environment [48]. In our study, higher anti-HEV IgG rates were
associated with consumption of fountain waters in villages and waters of natural springs (mountain
hiking), and seafood. In Corsica, the Regional Health Agency (Agence Régionale de la Santé) has
carried out a study on the quality of drinking water, and many counties reported unsatisfactory
bacteriological results although HEV was not tested [49]. As a non-enveloped virus, HEV
transmission through water consumption (such as hepatitis A virus and other picornaviruses) must
be taken into consideration as an important route of infection. Many studies have identified the
presence of HEV in running water. In Italy, HEV was detected in river water [50]. Irrigation water is
also involved, and the virus was deteted in fruits and vegetables in several European countries [51-
54] or associated with higher seroprevalence in Turkey [55].

HEV was repeatedly detected in seafood in the United Kingdom, Spain and Japan [56-59] or
epidemiologically associated with higher anti-HEV IgG rates in population with frequent
consumption of seafood and shellfish [9]. In these studies, strains belonging to genotype 3 (swine and
human strains) were identified, suggesting the existence of an epidemiologic cycle between the
different animal reservoir, environment, and human cases.

This study has several limitations. First, we investigated anti-HEV IgG seroprevalence in the
adult population only. Data for children are scarce, and the risk factors remain to be thoroughly
evaluated [60]. Second, the sample issued from PGP was small in size with respect to the samples
issued from blood donors and university. Third, we cannot exclude that other risk factors that seem
to play a minor role in our study may be more prominent when increasing the sample size. Finally,
the number of individuals included who were older than 70 years was small compared to other age
groups, which may underestimate the overall seroprevalence calculated.

This cross-sectional study indicates an anti-HEV IgG seroprevalence > 50% in the Corsican adult
population, similar between women and men and increasing with age. This serosurvey also showed
homogeneity regarding the exposure to HEV among three different types of populations. Finally, we
identified a strong association between consumption of figatellu/fittonu and the practice of skinning
and butchering, with the detection of anti-HEV IgG among the three populations studied. These
results provide relevant information for control and preventive strategies and concrete advice to risk
groups. Surface, irrigation, or consumption water could be a potential source for exposure. A study
on the presence of the virus in surface waters or bivalve molluscan shellfish as an indicator of water
pollution (or food products) could be carried out to better understand the epidemiology of the virus
in Corsica.
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Appendix

Appendix A List of items of the questionnaire
- Age
—  Gender
= Situation
—  Professional activity
- Educational level
- ZIP code
—  Type of residence
—  Water distribution
—  Sewage disposal
—  Contact with wastewater
= Consumption water
— Hunting
- Breeding
- Home at one kilometer of a farm or a breeding
—  Skinning or butchering activity
—  Contact with different animals
—  Eating habits and type of cooking
—  Clinical factors (presence of chronic diseases, transplantation, blood transfusion,
immunosuppression, and a past HEV infection during the life of the individual) except for blood

donors
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Table Al. Description of population and repartition of individuals included by variable.

Patient of
Overall
General Practice
n % n % n % n %
Men 201 43.0 149 37.9 36 51.4 386 41.5
Gender
Women 266 57.0 244 62.1 34 48.6 544 585
18-27 126 270 242 61.6 6 8.6 374 402
28-37 101 21.6 67 17.0 5 71 173 18.6
38-47 83 178 35 8.9 13 18.6 131 141
Age groups
48-57 84 18.0 34 8.7 19 27.1 137 147
58-70 73 156 11 2.8 13 18.6 97 104
70 4 1.0 14 20.0 18 19
Pre bac 87 186 30 7.6 42 60.0 159 171
Graduate studies
g Bac 145 31.0 180 45.8 8 11.4 333 35.8
eve
Post bac 232 497 179 455 20 28.6 431 463
Professional No 64 137 112 28.5 1 1.4 177 19.0
activity Yes 403 86.3 281 71.5 69 98.6 753 81.0
Apartment 179 383 182 46.3 23 329 384 41.3
Kind of habitation Individual House 284 60.8 204 51.9 47 67.1 535 575
Farm 4 09 6 1.5 0 0.0 4 04
No 447 957 350 89.1 64 914 861 92.6
Hunters
Yes 20 43 43 10.9 6 8.6 69 74
No 442 946 366 93.1 65 929 873 939
Breeders
Yes 25 5.4 27 6.9 5 7.1 57 6.1
Skinning and No 449 96.1 354 90.1 61 87.1 864 929
butchering Yes 18 39 39 9.9 9 129 66 7.1
Contact with No 450 96.4 383 97.5 67 95.7 900 96.8
wastewater Yes 17 36 10 2.5 3 43 30 32
Private 22 47 19 41 2 0.4 43 92
Housing water
Collective 429 919 360 91.6 69 98.6 858 9N.3
Total 467 502 393 42.3 70 7.5 930 100.0

Missing values (NA): Seven for the variable “Graduate studies level” and “kind of habitation”; 29 for
housing water.
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Table A2. Univariate analysis of the association between anti-HEV IgG detection and the type of

cooking.

Food Products Cooking ~ OR[95%CI]  p-Value
Well-cooked Reference
Little wild game Raw INF 0.45337
Rare/Medium  0.85[0.51;1.4]
Well-cooked Reference
Big wild game Raw INF 0.23411
Rare/Medium  0.75[0.5;1.15]
Well-cooked Reference
Pork Raw 0.99[04,2.49]  0.2255
Rare/Medium  0.69 [0.46;1.05]
Well-cooked Reference
Sausages and patés Raw 0.8710.53;,1.45] 0.81779
Rare/Medium 0.9 [0.56;1.44]
Well-cooked Reference
Liver Raw INF 0.18698
Rare/Medium 0.71 [0.38;1.34]
Well-cooked Reference
Figatellu Raw 1.18 [0.62,2.32] 0.86939
Rare/Medium  1.05[0.67;1.64]
Otfal Well-cooked Reference 0.17%4
Rare/Medium  0.65[0.35;1.21]
Well-cooked Reference
Beef Raw 1.29[077;22] 0.60331
Rare/Medium 1.01 [0.75;1.36]
Well-cooked Reference
Poultry Raw INF 0.51125
Rare/Medium  0.97[0.66;1.41]
Well-cooked Reference
Shellfish Raw 1.24[086;1.8]  0.40387
Rare/Medium  1.3[0.79,2.14]
Well-cooked Reference
Fish Raw 1.07[0.73;1.58] 0.7241
Rare/Medium  1.16 [0.8;1.69]
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L’hépatite E est une maladie zoonotique émergente dans les pays industrialisés dont le réservoir
majeur est représenté par les porcs. Les géenotypes 3 et 4 infectent la population humaine et
animale et la transmission a I’homme intervient majoritairement par voie féco-orale, par
ingestion de produits carnés insuffisamment cuits (Pavio et al., 2014 ; Pavio et al., 2016). La
Corse fait partie des régions hyperendémiques d’Europe avec notamment des séroprévalences
IgG anti-HEV aux alentours de 60% en population humaine (Mansuy et al., 2016) et de 90%
chez les porcs domestiques (Jori et al., 2016 ; Charrier et al., 2018). En France métropolitaine,
des cas groupés de HEV ont été associés a la consommation de saucisse de foie de porc Corse
(ficatellu [ficatelli]) traditionnellement consommé grillé ou cru apreés avoir été seché (Renou et
al., 2014 ; Pavio et al., 2016). En effet, une enquéte sur les produits alimentaires francais a
révelé la présence d'ARN du HEV chez 30% des ficatelli testés (Pavio et al., 2014). Les produits
a base de porc sont sans danger quand ils sont cuits ) cceur car le HEV est inactivé a des
températures > 70 ° C (Emerson et al., 2005b ; Barnaud et al., 2012a).

En Corse, les systémes traditionnels d’élevage de porcs extensifs (ou semi-extensifs) sont
majoritaires. Ce type d'élevage facilite le contact avec des populations de sangliers partageant
des agents pathogeénes tels que le HEV et le virus causant la maladie d'Aujesky (Jori et al., 2016
; Charrier et al., 2018). Seulement 10% des produits charcutiers proviennent de ce secteur
traditionnel. Les 90% restants sont préparés a partir de matiéres premiéres importées (viande et
foie) de porcs d'élevage intensif appartenant a d'autres races qui sont abattues a I'dge de 6 mois
(Assemblée de Corse, 2006). Dans une moindre mesure, certains systémes d’élevage porcin
fermé (avec abattage a 6 mois) existent sur I’ile. Il est a noter qu'un label d'appellation d'origine
protégée (AOP) pour la charcuterie corse existe pour promouvoir la race locale « Nustrale» et
I’élevage traditionnel corse (Territoires, 2012 ; Relun et al., 2015). Les porcs de ce type
d’élevage atteignent un poids de 100 a 130 kg tardivement ce qui repousse 1’dge d’abattage a
15 ou 18 mois voire méme 24 mois. Un age tardif pourrait étre moins propice a la contamination
par consommation car les porcs sont immunisés et ne seraient donc plus infectés (Salines et al.,
2017).

Dans ce contexte, la compréhension des cycles d’infections, de 1’épidémiologie et des facteurs
de risques dans la filiere porcine en Corse apparait donc comme primordiale. Une seule étude
a éte réalisée en Corse sur I’infection des porcs au HEV (détection d’ARN dans le sang ou la

bile) mais le nombre d'échantillons testés était faible (n = 24) et correspondait a des foies
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prélevés a ’abattoir (Jori et al., 2016). Pour cette raison, nous avons décidé de mener la présente

étude dans laquelle un plus grand nombre d'échantillons a été testé.

L'objectif principal de cette étude a été d'estimer le taux de détection de I'ARN du HEV dans
les feces de porcs domestiques corses, de procéder a la caractérisation moléculaire des souches
virales identifiées et de déterminer les facteurs de risques en analysant les résultats en fonction

du type d'élevage. Les résultats majeurs de 1’étude sont présentés dans le Tableau 12.

Tableau 12 Tableau récapitulatif des principaux résultats de [’étude de la filiere porcine corse

919 échantillons 9,2% de positifs
83 génotypes 3c (97,7%)
85 genotype 3 (100%)
2 génotypes 3f (2,3%)
1-3 mois 13,6%
3-4 mois 21,9%
4-6 mois 11,7%
> 6 mois 1,4%
) AOR =0,08 [0,019-0,24]
> 6 mois
p-value = 0,001
) AOR =1,84[1,15-2,92]
3-4 mois
p-value = 0,031
_ ) AOR =1,93[1,15-3,30]
Elevage semi-extensif
p-value = 0,039

Selon nos résultats et la cinétique d’infection observée, un age plus élevé d'abattage semblerait
associé a un risque plus faible de présence du HEV dans les produits alimentaires issus de la
filiere traditionnelle. C’est la premicre description d’un possible effet protecteur des pratiques
d’¢élevage traditionnelles vis-a-vis du HEV. Ces résultats observés durant notre étude méritent

d’étre confirmés par la réalisation d’une étude de suivi des porcs de la naissance a I’abattage.

Ce travail a été publié dans le journal Transboundary and Emerging Diseases Impact
factor : 3,554 (publié le 23 juillet 2019) (Capai et al., 2019a) et article est présenté dans
la figure 13 ci-dessous.
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1 | INTRODUCTION

The hepatitis E Virus (HEV) is a single-stranded, positive sense non-
enveloped RNA virus (7.5 kb; Tam et al., 1991) that was discovered
in 1983 during an hepatitis outhreak in Afghanistan (Balayan et al.,
1983). The virus belongs to the family Hepeviridae (Kamar et al.,

Abstract

Suidae is an important reservoir of hepatitis E virus (HEV) and a source of transmis-
sion to humans (direct contact or via consumption of meat products). Our goal was
to characterize the epidemiology of HEV infecting domestic pigs in Corsica Island, a
French region hyperendemic for HEV. In Corsica, traditional extensive (or semi-ex-
tensive} outdoor pig farming system is common. Sixteen farms were selected accord-
ing to location and breeding system. Individual pig faeces samples were collected and
qRT-PCR for detecting HEV RNA was performed. Nucleic acids from HEV-positive
samples were amplified using specific ORF2 genotyping system. The genotype and
subtype of the Corsican HEV sequences were determined by phylogenetic analysis.
Among the 919 porcine faeces samples tested 9.2% (n = 85) were positive. The pres-
ence of viral RNA was correlated with (a) age (>6 months} Adjusted Odd Ratio (AOR}
0.25 [0.068-0.90] p = .032; 3-4 months AOR = 4.94 [2.30-10.62] p = .000043)} with
the logistic regression model with a random effect at the farm level. Among the 85
positive samples, 83 belonged to genotype 3¢ and two to genotype 3f. The highest
prevalence was observed in the 3-4 months age group and older age (>6 months) was
negatively related to HEV infection and this suggests that traditional breeding with a
late slaughter age may limit the risk of transmission to humans. A kinetic study of pigs
from birth to slaughtering would allow to ensure that the type of traditional breeding
reported here is very favourable to the absence of the virus in slaughtered pigs and
in pork products.

KEYWORDS
domestic pigs, epidemiology, hepatitis E, virology, zoonosis

2012). All human strains belong to the genus Orthchepevirus A in
five genotypes HEV-1, HEV-2, HEV-3, HEV-4 and HEV-7. In devel-
oped countries (Europe, USA, and Japan), infections are <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>