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Résumé

Au cours des dernieres années, plusieurs cas autochtones
d’hépatite E et une forte séroprévalence ont été rapportés.
Une source potentielle de contamination est la consommation
de produits de porc ou d’aliments contaminés par une source
environnementale. Lobjectif de I'’étude était d’évaluer la
prévalence de VHE dans les échantillons alimentaires, et non
seulement I’évaluation des produits de porc considérés plus a
risque ainsi que I'évaluation des lisiers de porcs comme source
potentielle de contamination de I’environnement.

Une vaste étude de prévalence a été menée sur 440 échantillons
d’aliments collectés chez des industriels de 'agro-alimentaire
a I'échelle internationale en 2011 dans le cadre de la prise en
compte du risque viral dans leur plan HACCP, comprenant des
mollusques bivalves, des fruits, des légumes, des herbes et
des épices, de I'eau de process, des plats préparés et des
saucisses de foie de porc. Le kit hepatitisE@ceeramTools™
a été utilisé pour la détection par RT-PCR en temps réel. Les
échantillons ont également été testés pour norovirus Gl, Gll et
le virus de ’hépatite A. Une étude a également été menée sur
les lisiers de porc recueillis auprés de trois élevages porcins
positifs pour le VHE afin d’évaluer la persistance du virus dans
le lisier apres différents traitements.

Les résultats obtenus pour le VHE montrent une prévalence
de 0,9 % avec deux échantillons de saucisse de foie de porc
positifs, un de poivre et un de poudre de laurier. Sur ces
440 échantillons, les niveaux de prévalence de norovirus Gl,
Gll et VHA étaient de 2,95 %, 8,6 % et 0,45 % respectivement.
En ce qui concerne les lisiers de porc non traité, 67 % des
prélevements étaient positifs pour le VHE. Aprés traitement,
27 % de lisier de porc était encore positifs pour le VHE. Parmi
ces prélevements positifs, 30 % provenaient de lisiers de
porc traités par compostage, 50 % aprés déshydratation et
seulement 5,6 % aprées traitement par digestion anaérobie. Les
niveaux de contamination étaient faibles.

A notre connaissance, cette étude est la premiere menée sur
la prévalence du VHE dans des échantillons alimentaires aussi
divers pour essayer de comprendre I'origine de cas autochtones
d’hépatite E et I'origine possible de la contamination dans les
échantillons alimentaires. Nos résultats démontrent que la
prévalence du VHE dans les échantillons alimentaires est du
méme ordre que celle observée pour le VHA. L'épandage de
lisier de porc traité ne semble pas étre une pratique agricole a
risque pour le VHE. Tous ces résultats démontrent que les types
d’aliments autres que les produits a base porc ne semblent
pas étre une source potentielle de contamination. Cette étude
pourrait étre utile pour évaluer I'origine des cas d’hépatite E
humaine, et mieux prévenir les cas autochtones de VHE.
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Introduction

Le virus de I’'hépatite E (VHE) est responsable d’épidémies
d’hépatites aigués a transmission entérique chez ’'Homme,
assez similaires a I’'hépatite A mais généralement plus sévéres
(Emerson and Purcell, 2003). Bien que dans la plupart des cas
I’hépatite guérisse spontanément, des cas mortels peuvent
survenir (un a deux pour cent des cas). Le risque d’hépatite
fulminante chez les femmes enceintes peut atteindre 25 %
méme si de tels cas ont jusqu’ici été décrits uniquement dans
les pays émergents (Smith, 2001). Des hépatites chroniques
sont aussi de plus en plus fréquemment rapportées, et tout
particulierement chez les patients immunodéprimés (Bihl
and Negro, 2009; Gerolami et al., 2008; Kamar et al., 2008).
Récemment, de nombreux cas sporadiques d’hépatite E, non
liés a des voyages en zone d’endémie, ont été rapportés dans des
pays industrialisés. En France, le centre national de référence
des hépatites entéro-transmissibles décrit un accroissement
important du nombre de cas humains d’hépatite E entre 2002
(9 cas, création du CNR) et 2011 (249 cas), apparenté en partie
a un meilleur diagnostic de ce pathogene (Nicand et al., 2011;
Roque-Afonso, 2011).

En 1997, Meng et al. ont mis en évidence des similitudes
génétiques entre un nouveau virus porcin (i.e. VHE porcin) et une
souche de VHE humaine (Meng et al., 1997). Cette découverte
a suggéreé I'implication potentielle de souches de VHE porcins
dans les cas humains autochtones. De nombreuses études ont
ainsi été conduites dans différentes populations animales et ont
montré que le VHE est susceptible d’infecter de nombreuses
espéces animales, dont le porc, son réservoir principal (Cooper
et al., 2005; de Deus et al., 2008; Meng et al., 1997). Un lien
direct entre la consommation de produits infectés et des
hépatites E humaines autochtones a été rapporté a la suite
de consommation de viande de cerf crue (Tei et al., 2003), de
viande de sanglier crue (Tamada et al., 2004) ou de saucisses
de foie crues dénommeées figatelli (Colson et al., 2010).

Les mollusques bivalves peuvent concentrer les particules
virales au cours du processus de filtration qui accompagne leur
mode de nutrition. Le virus de I’hépatite E a été détecté dans
des coquillages collectés dans différentes régions d’Europe ou
en Asie (Crossan et al., 2012; Donia et al., 2012; Li et al., 2007).
Maunula et al. (2013), ont décrit la présence de VHE dans les
framboises.

Les porcs infectés par le VHE excretent le virus pendant trois
a quatre semaines en quantité importante. Les pratiques
d’élevage porcin permettent donc I'exposition des animaux
a de fortes doses de VHE (Kasorndorkbua et al., 2005). Le
statut du VHE dans le fumier de lisier de porc stocké dans les
installations, telles que les fosses en béton et des bassins de
terre, reste a étudier, ainsi que I'impact du traitement des lisiers
sur I'élimination du virus de ’hépatite.
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Les objectifs de cette étude étaient les suivants:

- évaluer la prévalence de VHE, en comparaison avec les
prévalences observées pour les norovirus et le virus
de I’hépatite A dans des matrices alimentaires diverses
prélevées chez des industriels dans le cadre d’un plan
HACCP en incluant un minimum de produits a base de foie
de porc;

- déterminer si '’épandage des produits issus des traitements
de lisiers de porcs présentait une pratique a risque pouvant
conduire a la contamination de végétaux.

Matériels et méthodes

Virus de I'‘hépatite E, Mengo virus et échantillons

Les développements et validations de la méthode de détection
du virus de I'hépatite E ont été réalisés avec le standard
international WHO existant pour ce virus. Ce standard
correspond a un plasma positif en VHE et titré en unité
international 2 250000 Ul/mL. Des selles de porcs positives en
VHE fournies par I’Anses (Dr Nicolas Rose, unité Epidémiologie
et bien-étre du porc, Laboratoire de Ploufragan-Plouzané,
France) ont permis de compléter ces validations.

Le Mengo virus VMCQO, utilisé comme contrdle de process,
provient du kit ceeramTools® Mengo Extraction Control
(Ceeram, La Chapelle/Erdre, France). En accord avec I'lSO/TS
15216, un rendement de 1 % en Mengo virus valide le process.
Larecherche de virus alimentaire tels que Norovirus (NV), virus
de I'hépatite A et E (VHA et VHE) par RT-PCR en temps réel
a été réalisée sur 441 échantillons de matrices alimentaires
variées (Tableau 1) soumises a analyse virale dans le cadre
des plans HACCP d’entreprises agro-alimentaires établies en
Europe permettant d’établir des données de prévalence.

Les matrices analysées lors de cette étude sont les suivantes:
230 échantillons d’herbes et épices variées, 77 fruits variés,
62 eaux de process, 36 coquillages (huitres et moules),
20 plats préparés (ne contenant pas de porcs), 12 légumes et
4 figatelles.

Ces matrices analysées ont majoritairement une origine
européenne mais également asiatique ou africaine (pour
les épices par exemple). Les informations précises sur la
provenance des échantillons sont cependant difficiles a obtenir
et ne sont pas détaillées dans cet article.

122 échantillons de selles et lisiers de porcs et 44 échantillons
de composts issus d’une étude sur le terrain ont été récoltés
pour évaluer I'impact des différentes méthodes de traitement
du lisier de porc (épandage, compostage, méthanisation,
déshydratation). Deux réseaux de collectes ont été utilisés: un
réseau privé de laboratoires vétérinaires du Morbihan et '’Anses
(Dr Nicolas Rose). Les prélevements ont été réalisés a différentes
étapes de traitement du lisier dans des fermes porcines situées en
Bretagne. Le procédé de traitement a été évalué par prélevement
d’échantillons aux différentes étapes en fonction du traitement
appliqué: matieres fécales, compost, eaux brutes et traitées, et
eaux boueuses semi-liquides issues de lagunage.

Elution / concentration des particules virales dans
les matrices alimentaires et extraction des ARN
viraux

Pour les échantillons de coquillages, fruits/légumes et herbes/
épices, la méthode développée dans la norme ISO/TS 15216
a été appliquée. Briévement, aprés ajout de Mengo virus
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VMCO, un traitement a la protéinase K est réalisé sur 2g de
tissus digestifs de coquillages par incubation 1h a 37°C puis
15 min a 60°C. Apres centrifugation a 3000 g a température
ambiante pendant 5 min, le surnageant est collecté. La lyse
des capsides virales est réalisée sur 500 pL de surnageant
en utilisant le tampon de lyse NucliSens® (BioMérieux) par
incubation a 56°C pendant 30 min. Les ARNs sont ensuite
extraits et purifiés avec les réactifs NucliSens® (BioMérieux)
selon les recommandations du fournisseur.

A 25 g d’échantillons de fruits ou légumes et 5 g d’herbes
séchées ou d’épices sont ajoutés 40 mL de tampon TGEB
(tampon Tris Glycine, extrait de beeuf, pH 9,5) et le contrble
d’extraction Mengo virus VMCOQ. Les sacs sont mis sous
agitation constante 20 minutes a température ambiante. Le
surnageant obtenu est centrifugé 20 min a 10000 g a 4°C.
Le pH est ajusté a 7,2 +/- 0,2. Les particules virales sont
précipitées avec du polyéthylene glycol (PEG) (1/4 Vol) sous
agitation pendant 1h a 4°C puis centrifugés 30 min a 4°C a
10000 g. Le culot est ensuite mis en suspension dans 500 pL
de PBS1X puis clarifié par chloroforme/butanol. Aprés 15 min
de centrifugation a 13500 g a 4°C, la phase aqueuse supérieure
est conservée pour la lyse. Les acides nucléiques sont extraits
comme décrit précédemment.

Pour les échantillons d’eau de process majoritairement chargés
en particules, une méthode alternative, plus adaptée que la
norme ISO/TS 15216, a été appliquée. Un litre est concentré par
filtration tangentielle sur cassette de filtration (Sartorius) aprés
ajout de Mengo virus VMCO. Aprés ringage de la cassette avec
20 mL de tampon glycine, un concentrat de 40 mL est obtenu.
Une concentration secondaire est ensuite réalisée par incubation
en PEG 50 % pendant une heure a 4°C puis centrifugation a
11000 g a 4°C pendant 20 min. Le culot est ensuite mis en
suspension dans 1 mL de PBS1X puis clarifié par chloroforme/
butanol. Aprés 15 min de centrifugation a 13500 g a 4°C, la
phase aqueuse supérieure est collectée et les virus lysés puis
les acides nucléiques extraits comme décrit précédemment.
En ce qui concerne les figatelles (saucisse de foie de porc cru),
le process développé par le laboratoire de sécurité des aliments
de Maisons- Alfort, unité Virus entériques (Martin-Latil et al.
2015, EuroRéférence, ce numéro) a été appliqué. Brievement,
30 mL d’eau distillée est ajoutée a 3 g de la matrice qui est
broyée au Stomacher (2 min, 260 rpm). Lélution est réalisée
a température ambiante sous agitation pendant 10 minutes
apres ajout de Mengo virus VMCO. Lhomogénat est clarifié par
centrifugation (8000 g, 15 min, 4°C) puis les particules virales
sont précipitées avec du polyéthylene glycol (PEG) (1/4 Vol)
pendant 2h a 4°C et concentrées par centrifugation a 8000 g
pendant 30 min. L'éluat est récupéré pour la lyse.

Elution / concentration des particules virales dans
les selles/lisiers et composts de porcs et extraction
des ARN viraux

Une suspension de selles ou de lisiers de 10 a 50 % est préparée
en PBS. La suspension est ensuite clarifiée par centrifugation
a 4°C pendant 30 min a 3000 g. Le surnageant est collecté
puis clarifié par une seconde centrifugation a 4°C de 15 min
a 10000 g. Si le surnageant obtenu n’est pas clair, la seconde
étape de centrifugation est répétée. La lyse et I'extraction des
ARNSs sont réalisées sur 500 pL de suspension avec les réactifs
NucliSens® (BioMérieux) comme décrit précédemment.
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Pour les échantillons « solides » (exemple de compost sur
sciure), 5 g d’échantillon ont été prélevés et transférés dans
un sac a filtre contenant 40 mL de tampon TGEB (tampon
Tris Glycine, extrait de beceuf, pH 9,5). Les sacs sont mis
sous agitation constante 20 min a température ambiante.
A travers le filtre, le surnageant est récupéré puis centrifugé
20 min 210000 g a 4°C. Le pH du surnageant obtenu est ajusté
a 7,2 +/- 0,2. Ensuite, 10 mL de PEG-NaCl 5X sont ajoutés a
40 mL de surnageant et mis sous agitation pendant 1h a 4°C
puis centrifugés 30 min a 4°C a 11000 g. Le culot est ensuite
mis en suspension dans 1 mL de PBS1X puis clarifié par
chloroforme/butanol. Aprés 15 min de centrifugation a 13500 g
a 4°C, la phase aqueuse supérieure est collectée et les virus
lysés puis les acides nucléiques extraits.

Pour les échantillons « semi-liquides » (prélevements dans
bassin de décantation et bassin de lagunage), un protocole
proche de celui réalisé pour I'extraction du VHE dans des selles
ou des lisiers est appliqué. 3 mL d’échantillons sont prélevés
pour suivre le protocole décrit précédemment.

RT-PCR quantitative

Les extraits d’acides nucléiques obtenus sont testés avec le kit
de RT-PCR en temps réel HepatitisE@ceeramTools™ en suivant
les recommandations fournisseur sur les appareils SDS7300
ou SDS7500 (Applied biosystems). Sur les extraits d’ARN
issus de matrice alimentaire ont également été recherchés
les NoVGI et Gll et le VHA avec les kits de RT-PCR en temps
réel norovirusGl@ceeramTools™, norovirusGll@ceeramTools™
et HepatitisA@ceeramTools™ (ceeram, La Chapelle/Erdre,
France). Des contrOles positifs contenant des ARN extraits
de suspensions de virus et un contrdle négatif contenant tous
les réactifs en dehors de I'extrait d’ARN ont été inclus dans
chaque série d’expériences. Le contrdle interne d’amplification
(IPC) contenu dans le kit HepatitisE@ceeramTools™ permet de
valider chaque réaction. De plus, chaque extrait d’ARN est testé
non dilué et dilué au 1/10¢ en duplicat. Tous les échantillons
sont caractérisés par une valeur de cycle seuil (cycle threshold)
(Ct). Une courbe standard pour chaque cible virale a été
produite en utilisant une gamme de dilutions de suspension
virale. Les rendements d’extraction du Mengo virus ont été
calculés pour chaque échantillon a partir de la courbe standard
correspondante.

Tableau 1. Données de prévalence sur les matrices alimentaires analysées
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Résultats

Evaluation de la prévalence du VHE dans les aliments
Le plan d’échantillonnage réalisé pour I’étude de prévalence
comprend I'ensemble des matrices a risque décrit dans I'lSO/TS
15216 et dans la directive sur I'application des principes généraux
d’hygiene alimentaire a la maitrise des virus dans les aliments.
Ces échantillons ont été analysés dans le cadre d’autocontrole
pour la prise en compte du risque viral dans un plan HACCP.
Le nombre d’échantillons par type de matrice alimentaire
a cependant été dépendant des activités de production des
entreprises agro-alimentaires liées a cette étude.

Sur les 441 échantillons analysés, sept types de matrice étaient
représentés. Les analyses ont été réalisées en 2011. Pour
'ensemble de ces échantillons, un rendement minimumde 1 %
du Mengo virus vMCO a été obtenu permettant de valider les
résultats obtenus.

Parmi les 441 échantillons analysés, la présence de génomes
du VHE a été trouvée dans deux figatelles sur quatre et dans
deux herbes et épices sur 230, ce qui correspond a une
prévalence d’environ 0,9 % d’aliments contaminés par le VHE.
La prévalence pour I'ensemble des échantillons analysés ne
comprenant pas de porcs est de 0,46 % et de 0,9 % pour
les échantillons d’herbes et épices uniquement contre 50 %
pour les échantillons de figatelles a base de foie de porc. Les
Ct obtenus pour les échantillons de figatelles sont de 31,23
correspondant a une quantité de 4 775 copies de génomes/g et
30,18 correspondant a 9603 copies de génomes/g. Les Ct des
échantillons de poivre et de poudre de laurier sont de 36,4 et
37,2 respectivement. La charge virale de ces échantillons n’est
pas quantifiable, elle est inférieure a 500 copies de génome/
prise d’essai, ce qui correspond a la limite de quantification de
la méthode.

Le génotypage des échantillons identifiés positifs n’a pas été
effectué car la charge virale trop faible ne permet pas d’obtenir
suffisamment de matériel pour un résultat exploitable.

Sur les mémes échantillons, les taux de prévalence pour
Norovirus Gl, Norovirus Gll et le virus hépatite A étaient
de 2,95 %, 8,6 % et 0,45 % respectivement. Le nombre
d’échantillons positifs et la prévalence par matrice analysée
est détaillé dans le Tableau 1.

Pour la matrice la plus représentée dans cette étude, les herbes
et épices, le taux de prévalence pour VHE, VHA et NoVGll est du
méme ordre (<1 %). Pour NoVGl, 8 échantillons ont été identifiés
positifs sur 230 analysés, correspondant a une prévalence, plus
élevée que pour les autres virus, de 3,5 %.

. Autres virus alimentaires

Type de matrice o é(lzlltl)glt)irl'fons i ::)osli‘:il:;eVHE Pre:laEl‘?nce Nombres d’échantillons positifs (prévalence en %)

analysés (en %) NoVGlI
Herbes et épices 230 2 0,9 8(3,50) 1(0,45) 1(0,45)
Fruits 77 0 0 0(0) 2(2,60) 0 (0)
Eaux de process 62 0 0 0(0) 3 (4,85) 0 (0)
Coquillages (huitres, moules) 36 0 0 5(13,9) 32 (88,9) 0(0)
Plats préparés 20 0 0 0(0) 0(0) 0(0)
Légumes 12 0 0 0(0) 0(0) 1(8,3)
Figatelles 4 2 50 0(0) 0(0) 0(0)
Total 441 4 0,9 13 (2,95) 38 (8,6) 2 (0,45)
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Evaluation des traitements des lisiers de porc sur
I’abattement en charge virale du VHE

Parmi les 20 élevages sélectionnés initialement, trois élevages
(a, betc) se sont révélés positifs a des taux de VHE suffisamment
élevés pour réaliser I'étude. Un total de 123 échantillons de
lisiers bruts prélevés dans les fosses ou sous les animaux
dans différentes salles a été analysé. La présence d’acides
nucléiques du VHE a été identifiée dans 82 échantillons, soit
67 % d’échantillons de lisiers positifs. Les résultats obtenus
sur les lisiers pour les différents élevages sont présentés dans
le Tableau 2.

Tableau 2. Echantillons de lisiers et lisiers traités analysés par élevage

Nombre Nombre
Nombre Nombre “:?s';::;e d’échantillons g ecl;:::nsllons
échantillons | lisiers e issus )
positifs ) traitement
traitement
Elevage a 58 48 26 10 3
Elevage b 70 54 43 16 1
Elevage ¢ 38 20 13 18 1
Total 166 122 82 44 12

Parmi ces échantillons positifs, la concentration en virus
est cependant variable. Pour I'élevage a, les niveaux
de contamination dans les lisiers non traités observés
s’échelonnent entre absence de détection et 1,46.10° copies
de génomes/g avec une moyenne plus faible sur 'ensemble
de I'élevage a 2,26.10* copies de génomes/g. Concernant
I’élevage b, les niveaux de contamination dans les lisiers non
traités observés s’échelonnent entre absence de détection a
3,97.10° copies de génomes/g avec une moyenne de 2,53.10*
copies de génomes/g pour I'ensemble de I'élevage. Pour
I’élevage c, les niveaux de contamination dans les lisiers non
traités varient entre une absence de contamination et 7,74.103
copies de génomes/g avec une moyenne de 1,5.10% copies de
génomes/g pour les échantillons positifs, pour 'ensemble de
I’élevage.

Chacun des élevages possédant un systeme de traitement
propre, trois types de traitements ont été évalués. L'élevage
a sélectionné utilise un traitement des lisiers par compostage
sur sciure.

Tableau 3. Bilan de I'impact des traitements
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Lélevage b utilise une station de traitement de déshydratation
des lisiers conduisant a trois types de produits pouvant
étre exploités: compost fermenté, surnageant de bassin de
décantation, eau de lagunage.

Lélevage c utilise également une station de traitement de
digestion anaérobie du lisier conduisant a trois types de produits
pouvant étre exploités: lisier brut, lisier traité et eau de lagunage.
Les résultats obtenus dans les différents élevages figurent dans
le Tableau 3.

Sur les 166 échantillons analysés, 122 sont des échantillons de
lisiers et 44 sont des échantillons issus de traitement des lisiers.
Sur ces 122 échantillons, 82 (67 %) ont été identifiés comme
positifs en VHE avec des niveaux de contamination allant de
118 copies de génome/g a 1,46.10° copies de génomes/g.
Pour les échantillons issus des traitements, la présence du VHE
a été identifiée dans 12 échantillons soit 27 % des échantillons
issus de traitement a des niveaux de concentration allant de
85 copies de génome/g a 3,34.10* copies de génomes/g.
Dans I'élevage a traitant les lisiers par compostage sur sciure,
sur les dix composts analysés, trois ont été trouvés positifs
en VHE avec des niveaux de contamination faible de 17 a
740 copies de génomes/g

Dans I'élevage b utilisant une station de traitement des lisiers,
sur les six échantillons de compost testés, trois ont été
trouvés négatifs. Pour les trois autres, des contaminations de
100 a 6680 copies de génomes/g ont été détectés. Quatre
échantillons de bassins de décantation ont été testés: tous
présentaient une contamination positive en VHE allant de
80000 a 600000 copies de génomes/mL. Pour I'échantillon
de bassin de lagunage testé, 1030 copies de génome/mL ont
été détectées.

Dans I'élevage c, pour les six échantillons de lisier brut prélevés
dans la station, un seul a été identifié€ comme positif a 416 copies
de génome/g. Pour les douze autres échantillons prélevés dans
la station correspondant au lisier traité ou bassin de lagunage,
aucun échantillon n’a été identifié positif.

En moyenne, la quantité de VHE détectée dans les échantillons
de lisiers traités est plus faible que dans les échantillons de
lisiers non traités.

De maniere plus détaillée, les niveaux d’abattement en VHE
sont décrits dans le Tableau 3.

Lisier brut
charge virale

2,26.10* 4,35

Type de traitement

Elevage a compostage
compost fermenté
2,53.10*

Elevage b 4.4

bassin de lagunage

Traitement

Charge virale apreés traitement
294

surnageant de décantation

lisier brut apres traitement

anaérobie
lisier traité
bassin de lagunage

Elevage ¢ 1,5.10° 317

17

Abattement logarithmique de la charge
virale (charge initiale - charge aprés
traitement)

2,47 1,88

4117 3,61 0,79
2104 43 0,1

1030 3,01 1,39

416 2,62 0,56

0 0 3,17

0 0 3,17
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Dans I'élevage a traitant les lisiers par compostage sur sciure,
un abattement logarithmique de la charge virale de 1,88 est
observé.

Dans I'é/levage b utilisant une station de traitement, I'abattement
moyen sur I'ensemble des échantillons traités est de 0,76.
Labattement est de 0,79 dans le compost fermenté, 0,1 dans
le surnageant de décantation et de 1,39 dans le bassin de
lagunage.

Dans I'élevage c, un abattement moyen de 3,29 a été calculé.
L’abattement est de 0,56 dans le lisier brut et de 3,17 dans le
lisier traité comme dans le bassin de lagunage.

Discussion

La premiére partie de I’étude avait pour objectif d’évaluer la
prévalence du VHE dans différentes matrices alimentaires et
non seulement les produits identifiés a risque a base de porc.
Cette vaste étude sur 441 échantillons a mis en évidence une
prévalence de 0,9 % de VHE dans I'ensemble des matrices
alimentaires. Ce taux de prévalence est inférieur a celui observé
pour les norovirus dans ces mémes échantillons. Cependant, il
est du méme ordre que celui trouvé pour le virus de I’hépatite
A. Dans les travaux réalisés par Maunula et al. (2013), une
prévalence de 0,98 % du VHE est décrite dans les framboises.
Ces données sur la framboise sont en corrélation avec le taux
de prévalence global identifié dans cette étude.

La prévalence de VHE dans la matrice la plus représentée de
cette étude, 230 échantillons d’herbes et épices est identique au
taux de prévalence retrouvé dans I'’ensemble des échantillons.
Par ailleurs, le taux de prévalence de VHA et NoVGII de
0,45 % est comparable aux données retrouvées pour VHE contre
3,5 % pour NoVGI. Ces herbes et épices sont principalement
produites dans des zones tropicales d’Afrique, d’Amérique
du Sud et d’Asie, le plus souvent de maniére traditionnelle.
Ces produits sont exposés a de nombreuses sources de
contamination, notamment microbiologique: irrigation avec de
'eau de qualité sanitaire insuffisante, contact avec la terre et
avec des amendements biologiques non traités, manipulation
par des agriculteurs/cueilleurs potentiellement vecteurs de
contamination. Le caractére zoonotique du VHE peut également
laisser supposer une contamination animale contrairement
au VHA et aux Norovirus qui ne possedent pas de réservoirs
animaux. Lanalyse des données bibliographiques relatives a
la qualité microbienne de ces matieres premiéres montre que
les échantillons présentent une contamination extrémement
diversifiée avec la présence de bactéries d’origine entériques,
de levures et de moisissures en quantités importantes
notamment dans les produits non traités (McKee et al., 1995;
Garcia et al., 2001 ; Omafuvbe et al., 2004 ; Hara-Kudo et al.,
2006; Choo et al., 2007 ). Les données obtenues dans notre
étude confirment le caractére potentiellement a risque de ces
matrices par la présence de virus entériques. Ces données
doivent cependant étre relativisées, la charge virale de ces
échantillons est trés faible et doit étre mise en corrélation avec
la dose infectieuse humaine.

Concernant les autres matrices, Serracca et al. (2012) n’ont
pas démontré la présence de VHE dans les plats préparés
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(110 échantillons). Ces résultats confirment ceux de notre étude
sur ce méme type de matrice alimentaire. Aucun échantillon de
mollusques testés n’a été trouvé positif en VHE. A contrario,
sur 153 échantillons de mollusques testés, Diez-Valcarce et
al. (2012) ont démontré un taux de positivité en VHE de 3 %.
Ces données soulignent que les mollusques bivalves peuvent
constituer des matrices plus a risque pour le VHE comme pour
les norovirus Gl et Gll et le virus hépatite A en raison de leur
caractere filtreur pouvant concentrer les virus présents dans
un environnement contaminé. Dans notre étude, deux des
échantillons de produits a base de foie de porc cru (figatelle) sur
quatre présentaient une contamination en virus de I’hépatite E.
Ces données sont en accord celles de Martin-Latil et al.
(EuroRéférence, 2015, ce numéro) pour lesquelles un produit
a base de foie de porc sur trois présentait une contamination
en VHE. Les données de cette étude ont permis de mettre en
évidence un taux de prévalence de VHE équivalent au VHA
ainsi qu’une variabilité de la présence du virus en fonction des
matrices analysées.

Lévaluation des lisiers de porcs comme source potentielle de
contamination de I’environnement et des aliments a fait 'objet
de la deuxieme partie cette étude. Trois élevages de porcs ont
été identifiés comme positifs avec I'avantage de posséder trois
systemes de traitement du lisier distincts. Les niveaux moyens
d’ARN de virus de I’hépatite E retrouvés dans les différents
élevages sont relativement constants (10* copies de génome
par gramme de lisier) sauf pour I'élevage c ou une charge virale
inférieure a été détectée (10° copies de génome par gramme
de lisier). Les charges retrouvées dans les produits finaux issus
des traitements sont relativement faibles voire trés faibles pour
I'élevage c, ou la charge virale était initialement plus faible.
Ces données sont en corrélation avec les études publiées
(Kasorndorkbua et al., 2005; McCreary et al., 2008; Garcia et
al., 2013).

Le traitement par compostage utilisé pour I'élevage a semblé
relativement efficace puisqu’une trés faible concentration
d’ARN viral est retrouvée dans le produit final. Garcia et al.
(2013) ont démontré qu’aprés compostage, le produit final
ne présentait pas de contamination en VHE et suggére une
utilisation sans risque en tant que fertilisant agricole. Le
traitement utilisé pour I'élevage ¢ semble efficace puisqu’une
trés faible contamination a été retrouvée dans un seul produit
final. Pour I'élevage b, les niveaux de contamination retrouvés
dans les différents produits de traitement semblent plus a
risque. Les résultats retrouvés dans le surnageant du bassin
de décantation et dans le bassin de lagunage sont en accord
avec I'étude de Kasorndorkbua et al. (2005). Dans leur étude,
les auteurs ont montré que le VHE retrouvé dans les fosses et
les lagunes était infectieux aprés inoculation a des cochons.
Lutilisation du surnageant de bassin de décantation pour un
usage agricole de type production de fruits et I€gumes pourrait
éventuellement conduire a une contamination des végétaux.
Cette derniére pourrait donc constituer un risque potentiel pour
I’'homme en cas de consommation. La question de la dose
infectieuse humaine reste cependant posée.
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En conclusion, nos résultats démontrent que la prévalence du
VHE dans les échantillons alimentaires est du méme ordre que
le VHA pour des matrices telles qu’herbes et épices. Lorigine
des contaminations avec le VHE n’a pas pu étre mis en évidence,
les activités humaines (directe ou indirecte avec de l'eau
contaminée) ou animales (épandage, vie sauvage) pouvant étre
a l'origine de ces contaminations. Le suivi réalisé sur les lisiers
de porcs et les produits résultant de son traitement démontre
cependant que I'épandage de lisier de porc traité ne semble pas
étre une pratique agricole a risque pour le VHE.
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