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Introduction

Le virus de I'hépatite E, découvert dans les années 1980 est la premiére cause
actuelle d’hépatite aigué dans le monde. Elle touche a la fois les pays en voie de
développement et les pays plus industrialisés par divers modes de contamination. Elle
peut causer des troubles hépatiques sévéeres, notamment chez les femmes enceintes
et les sujets immunodéprimés. Compte tenu de cette potentielle gravité et d’'une
prévalence relativement élevée, il est nécessaire de savoir la détecter afin de poser

un diagnostic et d’établir un suivi adapté si besoin.

Deux approches se complétent quant au diagnostic de l'infection par le VHE : la
sérologie et la biologie moléculaire. Nous nous intéresserons plus particulierement ici
a I'approche moléculaire. En effet, L'objectif de cette thése est d’évaluer le kit AltoStar®
HEV RNA implémenté sur 'automate ALTOSTAR® AM16 d’Altona Diagnostics dans la
détection et la quantification de 'ARN du virus de I'hépatite E au sein de différentes

matrices.

On abordera dans un premier temps une présentation du virus de I'’hépatite E ; ses
aspects génétiques et physiopathologiques. Puis les performances du test
ALTOSTAR, outil de biologie moléculaire, pour la détection et la quantification de ’ARN
viral dans le sang et les selles. Enfin, on comparera ce dernier au précédent test utilisé
au laboratoire et discuteront du bénéfice de ce nouvel outil dans la détection de

nombreux virus.



Le virus de I’hépatite E

1. Historique

L'existence du virus de I'hépatite E (VHE) a été mentionnée pour la premiére fois
en 1978 dans la vallée du Cachemire en Inde a la suite d’'une grande épidémie
d’hépatites d’origine entériques. Celle-ci aurait été la conséquence de l'ingestion d’'une
eau contaminée. Ne retrouvant pas de marqueurs sérologiques d’hépatite A ou B, on
parle au début du « virus de I'hépatite non A non B » mais accompagné d’une clinique
similaire (1). Le docteur M.S. Khuroo, gastroentérologue dans la région au moment de

I'épidémie, soulévera la particuliere gravité de cette infection chez la femme enceinte
(1).

Ce n’est qu’en 1983, lors d’une nouvelle épidémie dans un camp militaire basé en
Afghanistan, que le Dr russe M.S Balayan va isoler le VHE. En effet, en ingérant un
culot de selles de patients contaminés, il mettra en évidence les particules virales de
ce dernier isolé dans ses propres selles par microscopie électronique (2). Cette
découverte souligne dans le méme temps la notion de transmission « fécale-orale »

de ce virus.

C’est seulement en 1990 que le génome viral a pu étre partiellement cloné et
séquencé a partir de la bile de macaques infectés expérimentalement et que I'agent
des hépatites non-A non-B a transmission entérique a ét¢ nommé Virus de I'hépatite
E (3).

Pendant de nombreuses années, le virus de I'hépatite E était considéré comme un
virus de transmission féco-orale limité aux pays en développement ou les
infrastructures de traitement des eaux usées étaient insuffisantes. Les cas retrouves

dans les pays industrialisés correspondaient a des cas d’'importation.

Ce n’est qu’en 1997 que va étre soulevée la notion de cas « autochtone » aux
Etats-Unis par Meng et al. En effet il a été démontré qu’une souche isolée de porc était
génetiquement identique a celle retrouvée chez des patients n'ayant pas séjourné
dans des pays endémiques (pays en développement). Ceci souligne alors la

transmission zoonotique possible du virus.



Le virus de I'hépatite E a été considéré au début comme agent responsable
d’hépatite aigué uniquement. Une étude menée par Kamar et al. chez 14 receveurs
d’'organes atteints d’une infection aigué par le virus de I'hépatite E a montré que
I'hépatite aigué pouvait évoluer vers la chronicité chez les patients immunodéprimés.
Celle-ci se définissant par un sérum positif pour '’ARN du VHE pendant plus de 3 mois

apres le diagnostic (4).

2. Virus

Le virus de I'hépatite E est un petit virus non enveloppé (diamétre 27-34 nm) avec
une capside icosaédrique et un génome a ARN simple brin (5).

Les virions se présentent sous deux formes : une forme nue et une forme « quasi-
enveloppée » associée a une membrane, circulant dans le sang des sujets infectés.
Les virions associés a une quasi-enveloppe sont moins sensibles a l'action des
anticorps (Ac) neutralisants favorisant ainsi leur dissémination dans I'organisme. Une
fois excrété via la bile dans le tractus digestif, cette enveloppe va étre détruite par les
sels biliaires et les protéases digestives. C’est ainsi que le virus maintenant nu va étre
éliminé dans les selles et dans I'environnement (6). Il est a I'origine de la transmission

fécale-orale entre les hotes.

Une étude menée par Xin Yin et al. A permis de montrer que les deux formes du
virus utilisaient deux mécanismes d’entrée distincts : les formes quasi-enveloppés
nécessitent un trafic endosomique dépendant de Rab5 et Rab7 ainsi qu’une
acidification endosomale. Quant aux formes nues elles sont internalisées via une

dynamine-2-, la clathrine et le cholestérol membranaire voie dépendante (7).

3. Génome

Le génome du VHE a base d’ARN simple brin de polarité positive, d’environ 7.2 kb
(5) comporte deux régions non codantes en 5’ et en 3’ et 3 cadres ouverts de lecture
(ORF).
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Figure 1 - Génome du VHE. Adapté de Fieulaine et al, 2023.

L'ORF-1 code une polyprotéine non structurale contenant un domaine
méthyltransférase (MetY), un domaine de type FABD (Fast Acid Binding Domain), une
région hypervariable riche en proline (PRR), un macrodomaine-X, un domaine
hélicase (HEL/NTPase) et un domaine ARN polymérase ARN-dépendant (RdRp) (8).

L'ORF-2 code 3 formes de protéine de capside : ORF2i qui est le composant structurel
des particules infectieuses, ORF2g et ORF2c qui sont sécrétées en grande quantité
dans le sérum des sujets infectés (9). ORF2 est la séquence du génome la plus
immunisante et rentre dans la composition de l'unique vaccin disponible contre
I'hépatite E (10).

L'ORF-3 chevauche 'ORF-2 et code une petite phosphoprotéine essentielle a la
morphogénése et a la libération des virions. Cette protéine est présente a la surface

des particules en association avec des lipides (5).

Il existe un quatrieme cadre de lecture ORF4 spécifique au VHE de génotype 1. I

stimulerait I'activité de 'ARN polymérase ARN dépendante (11).

4. Taxonomie

Le virus de I'hépatite E appartient a la famille des Hepeviridae qui se divise en deux

sous-familles :

La sous-famille Orthohepevirinae comprend 4 genres :
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- Le genre Avihepevirus retrouvé chez les oiseaux

- Le genre Chirohepevirus retrouvé chez les chauves-souris

- Le genre Paslahepevirus infectant a la fois 'hnomme et le mammifére avec 8
geénotypes identifiés. Les génotypes 1 et 2 sont exclusivement humains. Les
génotypes 3 et 4 sont principalement retrouvés chez le porc, le sanglier, le cerf
et les lapins. Les génotypes 5 et 6 ne sont détectés que chez les sangliers, les
genotypes 7 et 8 chez les camélidés. Pour chaque génotype il existe ensuite
plusieurs sous types.

- Le genre Rocahepevirus est retrouvé uniquement chez les rongeurs. A noter

cependant que I'espéce Rocahepevirus ratti est pathogéne pour ’'homme.

La sous-famille Parahepevirinae comprend un seul genre : Piscihepevirus, avec des

souches isolées chez les salmonidés d’Amérique du Nord (12).

5. Epidémiologie

A. Dans les pays en développement

On y retrouve les génotypes 1 et 2 : a I'origine d’épidémies ou de cas sporadiques.
L'OMS estime qu’il se produit chaque année 20 millions d’infections par le VHE dans
le monde, avec 3.3 millions de cas symptomatiques (13). L'Asie de I'Est, I'Asie du Sud
et '’Afrique sont les régions les plus concernées. La contamination est principalement
féco-orale, via 'eau contaminée par l'insuffisance d’infrastructures d’assainissement
des eaux. De plus, certaines de ces épidémies ont eu lieu dans des zones de conflits
ou d’urgence humanitaire, comme des zones de guerre ou des camps de réfugiés ou
de déplacés et ou les risques sanitaires sont d’autant plus importants (13). Une
transmission de personne a personne a également été envisagée lors de ces

épidémies (14).

Une étude a été menée chez les réfugiés et les populations déplacées en Afrique
subsaharienne entre 2010 et 2020. Elle a révélé que 12 épidémies avaient eu lieu,
entrainant un total de plus de 30 000 cas suspects ou confirmés d’hépatite E aigué et
plus de 610 déces. Elles sont survenues au Soudan, en Ethiopie, au Tchad, au Niger,
en Namibie, au Burkina Faso, au Kenya et au Nigeria. Les facteurs contributifs majeurs

étant la surpopulation, le mauvais assainissement et les inondations (15).

12



De maniere générale, dans ces pays, I'infection symptomatique par le VHE touche
principalement les hommes de 15 a 30 ans avec un taux de |étalité compris entre 0.2%
et 4% chez les adultes en zone épidémique. Ce taux s’éléve jusqu’a 70% chez les

sujets atteints d’'une maladie hépatique chronique (16)

Les femmes enceintes sont également a risque de formes graves d’hépatite E
comme [|'hépatite fulminante ou des complications obstétricales. Elles le sont
principalement au cours du troisiéme trimestre de grossesse avec un taux de mortalité
pouvant atteindre 25% (17). Il est possible qu’une interaction de changements
hormonaux et immunologiques durant la grossesse, en plus d’'une charge virale élevée
de VHE, rendent la femme enceinte plus vulnérable (18). Il y a également un risque
élevé de transmission au feoetus, avec des complications pour ce dernier:
accouchement prémature, fausses couches, mortalité a la naissance ou néonatale.
Une des études les plus récentes menée chez la femme enceinte, au cours d’'une
épidémie au Soudan de 2010 a 2011 a montré que chez 39 femmes enceintes
porteuses du VHE ; 14 d’entre elles ont vécu des déces intra-utérins et 9 d’entre elles
des accouchements prématurés (19) .

B. Dans les pays développés

Dans les pays développés le profil de I'hépatite E est différent : les génotypes 3 et
4 sont prédominants et font I'objet d’'une transmission zoonotique. Le génotype 3
présente une répartition mondiale tandis que le génotype 4 est essentiellement
retrouvé en Asie (notamment en Chine, au Japon et en Inde) (20). Une étude récente
indique des séroprévalences variables (0,03% a 52%) dans les pays occidentaux, les
prévalences les plus élevées étant signalées aux Pays-Bas, en Allemagne et en
France (21). Le principal animal vecteur est le cochon : les fortes séroprévalences
correspondent donc aux régions ou la consommation d’aliments d’origine porcine
insuffisamment cuits est plus fréquente comme notamment le Sud de la France. Des
études montrent une prévalence du HEV comprise entre 0 et 21% dans les foies de
porcs domestiques et entre 2 et 38% dans les foies de sangliers. Les produits carnés
transformés (saucisse de foie type figatelli) présentent un taux de détection encore
plus élevé : de 16% a 47% pouvant s’expliquer par le mélange de foies de plusieurs
animaux dans un seul produit (22). Elle peut, par extension, se faire par consommation

d’eau ou de fruits ou légumes non pelés et crus contaminés par des féces d’origine
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humaine ou animale et par consommation de fruits de mer souillés par des eaux
contaminées (14). Elle peut se faire plus simplement par contact direct avec les

animaux.

Il existe également une transmission parentérale du VHE décrite pour tous les
génotypes (4). Elle a pu étre prouvée par comparaison de séquences génomiques
entre le donneur et le receveur qui s’avéraient étre identiques dans des cas au Japon
(23) en Angleterre (24) et en France (25) notamment. En France, entre 2006 et 2014,
quinze cas ont été mis en évidence de maniere formelle avec une imputabilité
certaines pour 13 cas (comparaison de souches génomiques). |l s’agissait a chaque
fois du génotype 3. Sur les 15 receveurs de produits sanguins, 14 étaient en situation
d'immunodépression et 7 étaient des transplantés d'organe. Cing d’entre eux ont

développé une hépatite chronique par la suite (26).

Par ailleurs, des études de séroprévalences établies dans différents pays par
I'utilisation d’'un méme test, sensible et spécifique, a permis d’identifier trois niveaux
d’endémie pour le VHE : faible (séroprévalence I1gG anti-VHE<10%), intermédiaire
(séroprévalence IgG anti-VHE comprise entre 10% et 20%) et élevéé (séroprévalence
IgG anti-VHE >20%) (27). Les pays présentant un taux d’endémie élevé sont la Chine
(32.6%), 'Allemagne (29.5%), les Pays-Bas (27%) et la France (22.4% mais avec des

taux variants entre 8% et 86% en fonction des régions (28)).

Le dépistage génomique de I'hépatite E est dorénavant obligatoire sur tous les

dons du sang depuis mars 2023 (29).

6. Pathogeénicité
A. Cycle de vie du VHE

Le virus de I'hépatite E se réplique dans les hépatocytes et les entérocytes (30). Il
se présente sous deux formes : nue (HEV) et quasi enveloppée (eHEV). lls entreraient
dans la cellule par deux mécanismes distincts mais celui de la forme nue HEV n’est

pas encore bien élucidée (7).

Le virion eHEV se fixe a I'hépatocyte via le protéoglycane héparane sulfate (figure

2). Il interagit avec un récepteur cellulaire spécifique encore non identifié mais
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dépendant des protéines Rab liées aux GTPases RAS (31) puis est internalisé via un
processus dépendant de la clathrine. Aprés élimination de l'enveloppe dans les
lysosomes, 'ARN viral peut étre traduit en protéines non structurales au niveau
ribosomal. La polymérase virale réplique 'ARN de sens positif pour former un transcrit
de sens négatif. Cet ARN de sens négatif sert de matrice pour la synthése de transcrits
de sens positif pleine longueur a conditionner dans des virions de descendance, ainsi
gu’'un ARN sous-génomique plus court qui contient ORF2 et ORF3 (4,31). ORF2 va
étre traduite en ORF2i, ORF2g et ORF2c (9) tandis qu'ORF3 va étre traduite en
viroporine essentielle au bourgeonnement du virus. La libération du VHE implique la
voie exosomale et la protéine ORF3. Ainsi les virions matures associés aux lipides
grace a la protéine ORF3 vont étre libérés du coté basolatéral des hépatocytes dans
le sang et du coté apical dans la bile. Dans les canalicules biliaires, ils perdent leur
enveloppe lipidique sous l'action des sels biliaires détergents, sont acheminés vers le

tractus gastro-intestinal et excrétés sous forme nue dans les selles (4,31).
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Figure 2 - Cycle de vie du virus de I'hnépatite E. Adapté de Kamar et al, 2017.

B. Pathogénése du VHE

La pathogénése de I'hépatite E se déroule en 3 étapes : une période d’incubation,
une hépatite E aigué (majoritairement asymptomatique) et une phase de
convalescence aboutissant a une guérison progressive. Méme si linfection est
presque toujours spontanément résolutive, une infection chronique persistante peut

survenir chez les sujets immunodéprimés.

L'hépatite aigué est caractérisée par une phase prodromique (1-10 jours) avec un
syndrome pseudo-grippal (fievre modérée, nausées vomissements, myalgies,

malaises...) associé a une augmentation progressive des transaminases. Puis une
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phase ictérique (14-28 jours) associée a une hyperbilirubinémie. Enfin, une phase de
convalescence avec disparition des symptdbmes associée a une normalisation des
transaminases (32). Elle peut dans de rares cas (sujets atteints d’hépatopathies

chroniques, femme enceintes) étre fulminante.

L'hépatite chronique (décrite pour les génotypes zoonotiques 3, 4 et 7)est
caractérisée par une réplication persistante du VHE au-dela de 3 mois aprés l'infection
(33). Elle concerne les sujets immunodéprimés (greffés d’organes solides, patients
atteints d’hémopathies malignes traités par chimiothérapie ou encore les patients
séropositifs pour le VIH). Elle peut évoluer vers la cirrhose dans les 3 a 5 ans pour

10% des cas (34) et ainsi entrainer le décés du patient (35).

L'hépatite E peut également provoquer des manifestations extra hépatiques. En
effet, en plus des cas cliniques relayés, le VHE a pu étre détecté dans plusieurs sites

extra-hépatiques chez I'animal apres expérimentation mais aussi chez 'lhomme :

Chez le porc, de 'ARN viral a brin négatif (reflétant une réplication virale en cours) a
été détecté dans le foie mais aussi dans lintestin gréle, le cblon et les ganglions

lymphatiques (36).

Chez le lapin a été mis en évidence de '’ARN brin négatif dans le foie, les reins,

l'intestin gréle, la rate et 'estomac (37).

Chez 'homme, la présence du VHE a été détectée dans le LCR (via 'ARN viral (38)
et indirectement par une production intrathécale d’anticorps (39)) chez des patients
présentant des manifestations neurologiques ainsi que dans le placenta (via ’ARN) de

femmes enceintes (40).

Les manifestations extra-hépatiques les plus fréquentes sont les manifestations
neurologiques. Une revue de la littérature a été réalisée par Belbézier et al recensant
130 cas de troubles neurologiques entre 2000 et 2017 principalement causés par le
génotype 3 (41). Les sujets les plus touchés étaient les hommes immunocompétents
dont les syndromes les plus décriés étaient celui de Guillain-Barré puis de Parsonage-
Turner suivis de méningites et/ou de meéningoencéphalites et enfin de
mononeuropathies multiples. La sérologie IgM permettait de réaliser le diagnostic dans
la plupart des cas comme il s’agissait de sujets immunocompétents (41). La RT-PCR
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restait utile chez les sujets immunodéprimés avec mise en évidence directe du VHE

dans le plasma mais également dans le LCR pour certains cas (38).

Le VHE a également été identifié comme a l'origine de troubles rénaux (42,43),

pancréatiques et hématologiques (34).

C. Role du systeme immunitaire dans la physiopathologie du VHE

L'infection par le virus de I'hépatite E entraine la mise en place de la réponse

immunitaire innée puis adaptative.

La réponse immunitaire innée débute par la reconnaissance de composants viraux
par les récepteurs reconnaissant les pathogenes (pathogen recognition receptors :
PRRs) situés a la surface (toll like receptors : TLRs), dans le cytoplasme (RIG-1 like
receptors : RLRs) ou les endosomes (NOD like receptors : NLRs) des cellules cibles
que sont les hépatocytes et les entérocytes. lls activent une cascade de signalisation
aboutissant a la production d’'IFN a et y (44,45). L'IFN se lie ensuite a ses récepteurs
speécifiques entrainant la stimulation de génes dépendant de [linterféron (IFN-
stimulated genes :ISGs) qui codent pour des protéines anti-virales. Ces derniéres vont
inhiber la réplication du VHE, entrainer la mort des cellules infectées ou encore

recruter des polynucléaires neutrophiles (44,45).

Le VHE va mettre un certain nombre de mécanisme pour échapper au systéme
immunitaire. ORF1 peut inhiber la production d’IFN (3 et limiter la production de ferritine
atténuant ainsi la réponse immunitaire. ORF2 peut inhiber 'apoptose et la voie NF-kB
qui serait impliquée dans la régulation de l'inflammation et le rétrocontrdle négatif de
I'apoptose (44). ORF3 inhibe également la production d’IFN a et 3 ainsi que I'activation
des voies NF-kB, JAK-STAT et JNK-MAPK (ces derniéres jouent aussi un role dans la
régulation de la division cellulaire et de I'apoptose) générant ainsi un environnement

favorable a l'infection par le VHE (44).

Les lymphocytes cytotoxiques NK et NKT sont également impliqués dans la
réponse immunitaire innée. Des études ont montré que les lymphocytes NK activés
migraient vers le foie chez les patients infectés par le VHE (44). lls produisent de I'IFN
y et du TNF-a modulant la réponse antivirale. Il est a noter que les patients transplantés

d’organe solide atteints d’'une hépatite E aigué présentent une expression augmentée

18



du marqueur d’activation CD69 par les lymphocytes NK. L’action cytotoxique est alors
amplifiée, impactant la clairance virale mais également les dommages hépatiques
(46).

La réponse immunitaire adaptative comprend deux composantes : humorale et

cellulaire.

La réponse humorale correspond a l'apparition des IgA, IgM puis IgG. Ces
immunoglobulines sont principalement dirigées contre I'antigéne (Ag) de capside codé

par ORF2. Cependant, le VHE contraint leurs effets par deux mécanismes (9,47) :

- Via sa forme quasi-enveloppée circulante : le moment le plus propice pour
I'atteindre correspond au moment de I'élimination de cette pseudo-enveloppe
dans les endolysosomes. Les IgM apparaissant en premier ne peuvent accéder
a ce compartiment contrairement aux IgG apparaissant plus tardivement.

- Viala production de protéines de capside ORF2g et ORF2c solubles servant de

leurre aux immunoglobulines.

La réponse cellulaire correspond a la destruction des cellules infectées par les
lymphocytes T CD4+ « helpers » et T CD8+ « cytotoxiques ». Peu d’études existent
sur I'impact de cette réponse dans le contréle de l'infection. Certaines montrent une
population lymphocytaire T plus importante chez les patients présentant une infection
spontanément résolutive contre ceux présentant une infection chronique (48,49). De
plus, les patients transplantés avec un taux plus bas de lymphocytes CD3+ et CD4+
présentent un phénoméne d'« épuisement » de la réponse cellulaire. Il est di a
I'exposition permanente du systéme immunitaire aux antigénes du greffon appartenant

au non soi et impliquerait la protéine inhibitrice PD-1 (50).

7. Diagnostic

L'incubation de l'infection dure entre 3 et 6 semaines puis apparaissent les IgM
parallélement a I'élévation des transaminases suivies des IgG (figure 3), plus durables
et dont l'avidité augmente au cours du temps. La stratégie diagnostique du virus de
'hépatite E repose avant tout sur la recherche d’IgM anti-VHE par dosage
immunoenzymatique ou des kits immunochromatographiques rapides. Elle est

recommandée en premiére ligne a la fois chez les immunocompétents et les
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immunodéprimés comme le stipule l'algorithme proposé par le Centre National de
Référence (CNR) (5) et la Haute Autorité de Santé (HAS). Elles peuvent persister

jusqu’a 12 mois.

Figure 3 - Evolution des marqueurs biologiques de I'népatite E.

D'aprés Izopet et al, 2015.

La détection de I'immunité ou de I'exposition antérieure au VHE se fait par la
détection des anticorps IgG. lls sont assez variables en termes de sensibilité et
peuvent s’avérer faussement négatifs dans les cas ou les IgG sont indétectables ou
ont disparu rapidement (5). Cette variabilité est a I'origine de sous estimations de la
séroprévalence du VHE au sein des population par le passé. Il est désormais admis
que des séroprévalences ne peuvent étre comparées qu’a la condition que le méme

test ait été utilisé (51).

Chez les immunocompétents, la recherche d’IgM anti-VHE peut s’avérer suffisante
mais chez les sujets immunodéprimés : la recherche par détection moléculaire est
indispensable car les Ac peuvent étre indétectables. La détection de ’ARN du VHE est
une méthode importante pour le diagnostic, la confirmation et la surveillance des

infections par le VHE (52). Les tests de biologie moléculaire présentaient également
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une variabilité inter-laboratoire dans les débuts démontrant la nécessité de produire
des Standards Internationaux pour normaliser les tests de détection et quantifier avec
précision 'ARN du VHE (52). UARN viral doit étre recherché lors d’'une cytolyse
hépatique chez le sujet immunodéprimé sans mise en évidence d’'IgM. Il est présent
dans le sang et les selles avant la phase aigué : persiste 3-4 semaines dans le sang
et jusqu’a 5-6 semaines dans les selles quand l'infection est spontanément résolutive.
Il est également recherché pour confirmer une infection aigué dans le cas d’IlgM
positives (figure 4). La fenétre d’ARN détectable est relativement étroite de sorte qu’un
résultat négatif chez des patients symptomatiques depuis plusieurs semaines n’exclut
pas toujours une infection récente. La détection de 'ARN viral dans le sang ou les
selles permet aussi de définir le passage a la chronicité quand il reste détectable 3 a
6 mois post infection (33). La recherche de I'ARN est indispensable au suivi
thérapeutique des patients.

Il existe également un test ELISA permettant de détecter I'antigéne du VHE. Celui-
ci pourrait constituer une alternative moins couteuse a la biologie moléculaire. Il a été
testé sur des échantillons de sang de 33 patients immunocompétents et de 31 patients
immunodéprimés atteints d’'une infection aigué par le VHE de génotype 3, positifs pour
'ARN du VHE. Le test était spécifique a 100%, sans réactivité croisée. Les virémies
plus faibles détectées allaient de 10° copies/mL a 10° copies/mL. La sensibilité
diagnostique était de 91% sans différence significative entre les patients
immunocompétents (88%) et immunodéprimés (94%). Le test Ag-VHE était plus
fréquemment positif chez les patients immunodéprimés a la phase aigué (94%) que le
test anti-VHE IgM. Enfin, le dosage de 'Ag VHE était corrélé a la charge virale
plasmatique ARN (53).
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Figure 4 - Algorithme diagnostique du VHE proposé par le CNR.

8. Traitement et suivi

Dans la majorité des cas, l'infection du virus de I'hnépatite E n’est pas traitée car
spontanément résolutive dans le cadre d’hépatites aigués. Dans les rares cas

d’hépatite fulminante, 'unique traitement est la transplantation hépatique.

Les sujets traités pour le VHE restent avant tout les patients immunodéprimés
ayant développé une infection chronique. En effet, si ’ARN viral persiste au-dela de 3
mois, I'élimination spontanée du virus est peu probable et une intervention
thérapeutique doit étre envisagée (54). La premiere stratégie consiste a restaurer leurs
fonctions immunitaires en réduisant les traitements immunosuppresseurs
(principalement ceux ciblant les lymphocytes T) conduisant a I'éradication du virus
dans un tiers des cas (5). Mais cela n’étant pas toujours possible, deux traitements

médicamenteux peuvent étre utilisés : la ribavirine et I'interféron alpha pégylé.
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La ribavirine constitue le traitement de référence en monothérapie. L'European
Association for the Study of the Liver (EASL) préconise de la prendre pendant 3 mois.
Si a lissue des 3 mois I'ARN viral est indétectable dans le sang et les selles ; alors le
traitement peut étre stoppé. Si ce n’est pas le cas, la ribavirine doit &tre poursuivie pour
3 mois supplémentaires (55). Elle agirait sur la réplication virale par déplétion du pool
cellulaire de guanosine triphosphate et exercerait un effet mutagéene et
immunomodulateur. Son principal effet indésirable reste la survenue d’'une anémie
(14). Le suivi de 'ARN viral par RT-PCR est indispensable pour juger de I'efficacité du
traitement. Une étude menée chez des patients transplantés d’organe solide, atteints
d’'une infection chronique par le VHE et traités par ribavirine sur 3 mois a démontré
gu’une réponse virologique soutenue (c’est-a-dire que 'ARN plasmatique du VHE est
indétectable au moins 6 mois aprés 'arrét du traitement) a été obtenue chez 63% des
cas. Cette étude a également permis de montrer qu’une diminution de la concentration
d’ARN plasmatique de 0.5 log copies/mL et de 1 log copies/mL a J7 montraient des

valeurs prédictives positives de 88% et 100% respectivement (56).

Le suivi de l'excrétion fécale du VHE par RT-PCR peut également servir
d’indicateur d’efficacité du traitement. En effet, une autre étude a été menée chez 24
patients également transplantés, atteints de fagon chronique par le VHE et traités sur
3 mois par ribavirine. LARN du VHE a été mesuré dans les selles et le plasma avant
I'instauration du traitement, a M+1 et M+3. Il a été observé que 'ARN du VHE fécal
était indétectable a l'issue des 3 mois chez 15 patients ayant obtenu une réponse
virologique soutenue (RVS) mais qu’il était encore détectable chez les 6 patients ayant
fait une rechute (qui avaient obtenu un ARN plasmatique indétectable au bout des 3
mois mais qui est réapparu 1 a 3 mois post traitement). La persistance de ’'ARN fécal
malgré une négativité de 'ARN plasmatique en fin de traitement constitue donc un

marqueur prédictif de rechute (57).

Ces résultats suggérent que le suivi de '’ARN viral dans le plasma et les selles peut
aider a déterminer une durée optimale de traitement et que les patients dont les selles
sont toujours positives pour 'ARN du VHE aprés 3 mois de traitement doivent

continuer a étre traités (57).

Des mutations dans la polymérase ont été décrites chez des patients en échec
mais leur réle dans la résistance a la ribavirine n’est pas certain (51,58). Ces mutations

semblent impliquées dans une meilleure réplication du virus.
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Outre les infections chroniques, la ribavirine peut étre utilisée dans les cas
d’hépatite aigué séveres chez les patients ayant une hépatopathie préexistante (55).

Elle est en revanche contre-indiquée chez la femme enceinte.

L'interféron alpha pégylé a aussi fait preuve d’efficacité chez les patients greffés
hépatiques et hémodialysés. Il ne peut cependant pas étre utilisé chez les transplantés

rénaux, cardiaques et pulmonaires en raison du risque de rejet aigu du greffon (5).

9. Prévention

Dans les pays en développement, la prévention repose sur I'amélioration des
infrastructures sanitaires notamment dans les zones ou il existe de fortes

concentrations de populations.

Dans les pays industrialisés, la contamination se faisant principalement par voie
alimentaire, il est recommandé de cuire suffisamment les aliments a risque (a base de
foie cru de porc type saucisse de foie fraiches ou séche, figatelli et a base de sanglier
ou de cerf de type abats surtout). La consommation de ces produits méme cuits est a
déconseiller chez les personnes a risque de développer une forme grave d’hépatite E
(patients immunodéprimés, patients atteints d'une hépatopathie chronique

préexistante et les femmes enceintes) (14).

Il existe un vaccin recombinant nommé Hecolin® basé sur la protéine de capside
du virus mais dont la disponibilité est actuellement restreinte a la Chine et au Pakistan.

L'efficacité clinique dans les études était de 100% apres 3 injections (59).

Concernant la transmission par perfusion, le virus de I'hépatite E fait désormais
parti des agents pathogénes systématiquement dépistés sur les dons du sang depuis

mars 2023 en France.
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Objectif

L’objectif de cette étude était d’évaluer les performances du kit ALTOSTAR® HEV
RT-PCR 1.5 d’Altona Diagnostics pour la détection et la quantification au sein de
différentes matrices de 'ARN du virus de I'hépatite E implémenté sur I'automate
d’extraction et de PCR set-up AltoStar® AM16.

Matériels et méthodes

1. Echantillons

Pour évaluer la performance du kit 1.5 ALTOSTAR® HEV RT-PCR, nous avons
sélectionné 81 échantillons de plasma et 10 échantillons de selles congelés provenant
de patients infectés par le VHE. lls avaient été dépistés positifs par la précédente
technique a l'aide du Kit 2.0 RealStar® HEV RT-PCR d’'Altona Diagnostics. La loi
frangaise de santé publique (CSP Art L 1121-1.1) ne requiert pas de consentement

éclairé pour un tel protocole.

Le génotypage a été déterminé par séquencgage d’'un fragment ORF2 du génome
et les génotypes et les sous-types ont été déterminés en utilisant la classification
proposée par Smith et al. (39). Ainsi les 81 échantillons de plasma positifs pour le VHE
sont de génotype 3c (n=41), 3f (n=24), 3m (n=1), 4b (n=3) et 12 échantillons de
concentration d’ARN insuffisante pour le typage (2.6 log 10 UI/mL). Les 10 échantillons
de selles contiennent les génotypes 1 (n=1), 3c (n=6), 3f (n=2), 3h (n=1) du VHE.

Le 1¢" Standard International de ’OMS pour les tests de biologie moléculaire visant
a détecter et quantifier le VHE (code #6329/10) a également été utilisé. |l s’agit d’un
échantillon de VHE de génotype 3a reconstitué d’'une concentration de 250 000 Ul/mL
et dilué dans du sérum humain pour évaluer la sensibilité analytique et vérifier

I'exactitude de la quantification conformément a la norme internationale de 'OMS.
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2. Kit Altostar® HEV RT-PCR 1.5

A. Automates

Le kit Altostar® HEV RT-PCR 1.5 est un test de diagnostic in vitro pour la détection
et la quantification de 'ARN spécifique du VHE. Il s’intéegre au sein du Workflow
AltoStar® qui comprend les étapes suivantes : purification sur I'AltoStar® AM16 a
I'aide du kit de purification AltoStar® 1.5 ; préparation de la RT-PCR sur I'Altostar®
AM16 a l'aide du kit AltoStar® HEV RT-PCR 1.5 et exécution de la RT-PCR sur un
CFX96TM DW Dx.

Altostar® AM16
Principe

L'automate AltoStar® AM16 est une station de pipetage robotisée qui permet la
purification des échantillons et la configuration de la plaque destinée a la RT-PCR avec

les extraits d’ARN obtenus.

Figure 5 - AltoStar AM16.
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Pré-requis

Le portoir d’échantillons destinés a I'extraction est préparé la veille au niveau du
plateau pré-analytique. Les échantillons parviennent aux techniciens chargés
d’enregistrer les analyses. Chaque demande de diagnostic direct HEV entre autres est
associée a la technique d’analyse ALTONA. Quand l'analyse est acquittée, une
étiquette munie d’'un code-barre s'imprime et contient les informations suivantes : nom,
prénom, numéro de dossier MOLIS, type d’analyse, type de matrice, recherche
quantitative ou qualitative. Elle sera collée sur I'aliquot correspondant. Une premiere

vérification du volume est ensuite effectuée par 'automate préanalytique.

Le technicien de virologie récupeére les tubes et dédie un portoir spécifique aux RT-
PCR HEV. Il va créer une liste de travail HEV destinée a I'’AltoStar® AM16 puis scanner
tous les tubes concernés. |l vérifie en méme temps que le volume soit bon : 500 pL
minimum requis pour I'extraction + 250 uL de volume mort soit 750 pL au total. Si ce
dernier est insuffisant : une dilution est nécessaire et sera intégrée a la liste de travail

directement sur 'automate.

Avant purification

Le technicien récupére le portoir de la veille et vérifie que le nombre de tubes
corresponde a la liste de travail importée. Il précise les dilutions s’il y en a eu. |l peut
ensuite placer aléatoirement les tubes sur le portoir spécifique a I'’AltoStar® AM16 sans
oublier le contrdle interne qui sera ajouté automatiquement avant le run et jugera de

la validité de I'extraction.

Avant de lancer le run I'AltoStar® AM16 réalise un dernier check-up : lisibilité et
unicité des codes-barres, concordance de lot des composants du kit de purification,
non-péremption des réactifs chargés, suffisance des volumes de réactifs,
positionnement correct de la plaque d’éjection des cones.

Purification

La purification ou extraction consiste a isoler TARN du VHE contenu dans les
échantillons biologiques. Elle se déroule en trois étapes automatisées sur I'AltoStar®
AM16 (figure 6) :

1. Au cours de la premiére étape, les acides nucléiques sont libérés par une lyse
chimique et mécanique gréace a des concentrations élevées en sels

chaotropiques. Les acides nucléiques sont stabilisés en solution et vont se lier
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aux billes magnétiques recouvertes de silice. Le contrdle interne est ajouté
automatiquement par I'AltoStar® AM16.

2. Puis plusieurs étapes de lavage s’enchainent pour faire disparaitre les
protéines et autres impuretés.

3. Enfin, les acides nucléiques sont libérés des billes magnétiques a l'aide d’un

tampon d’élution et transférés sur la plaque d’éluat.

Figure 6 - Processus de purification.

Configuration RT-PCR

Un des principaux intéréts de cet automate consiste en I'automatisation de la

configuration de la plaque RT-PCR ; étape réalisée manuellement via la précédente
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technique. Limitant ainsi nettement le risque d’erreurs et de contamination inter

échantillon.

Avant PCR-set up
Avant de configurer la plaque, 'automate estime la quantité de réactifs nécessaires
en fonction du nombre de tubes : Masters A et B, Standards de quantification, controle

négatif.

Description du kit de RT PCR AltoStar® HEV RT-PCR 1.5

Masters Aet B
lls contiennent tous les composants (tampon PCR, transcriptase inverse, ADN-

polymérase, sel de magnesium, amorces et sondes) utiles a la transcription inverse, a
'amplification médiée par PCR et a la détection de 'ARN spécifique au HEV et au

controle interne en une seule réaction.

Standards de quantification

Les 4 standards fournis contiennent des concentrations normalisées d’ARN
spécifique au HEV. lIs ont été calibrés par rapport au standard de 'OMS. lls sont
utilisés pour vérifier la fonctionnalité du systeme d’amplification et générer une courbe
d’étalonnage permettant la quantification de 'ARN spécifique au HEV dans un

échantillon.

Contréle néqatif

Il ne contient pas d’ARN spécifique au HEV mais contient la matrice du contrdle
interne. Il permet de mettre en évidence une possible contamination du Master A et du

Master B ou inter-échantillon.

PCR set-up
L’automate prépare la plaque de PCR en ajoutant les échantillons ou les standards
dans la plaque et le mix dans chaque puits.

B. Thermocycleur CFX96TM DW Dx
Principe

Le thermocycleur va permettre, via le kit AltoStar® HEV RT-PCR 1.5 d’amplifier et
de quantifier 'TARN du HEV au sein de différentes matrices. Le technicien récupére la

plaque configurée précédemment et scanne le code-barre associé sur le CFX : toutes
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les informations relatives aux échantillons et au positionnement des patients sont alors

transmises.

Figure 7 - CFX96TM DW Dx.

Il s’agit d’une technique RT-PCR en temps réel qui consiste en plusieurs étapes :

- Conversion de 'ARN en ADN complémentaire par la transcriptase inverse

- Amplification des séquences cibles spécifiques au HEV et des sondes
spécifiques marquées par fluorescence par la polymérase pour la détection de
I’ADN amplifié

En plus du systéme d’amplification et de détection spécifique de 'ARN du HEV, le
test comprend des oligonucléotides pour I'amplification et la détection du contrdle

interne.

A noter que les sondes spécifiques a 'ARN du HEV sont marquées avec le
fluorophore FAM et la sonde spécifique au contréle interne est marquée avec le

fluorophore JOE détectable dans le canal VIC.
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C. Délai de rendu des résultats
La durée totale du process de I'extraction par I'Altostar® AM16 a I'amplification par
le CFX96TM DW Dx est d’environ 8 heures. |l est donc possible de rendre un résultat

pour les patients testés dans la journée.

3. Comparaison avec le kit RealStar® HEV RT-PCR 2.0

La précédente technique utilisait le kit RealStar® HEV RT-PCR 2.0 avec I'étape
d’extraction sur le MagNAPure 96 ™ (Roche) et I'étape d’amplification sur le Light
Cycler 480 (Roche).

A. Automates
MagNAPure 96TM

A la différence de I'Altona AM16®, il y avait deux trousses d’extractions sur le
MagNA en fonction du type de matrice : MagNA Pure DNA and Large Volume kit™
pour le plasma/sérum et MagNA Pure DNA and Viral NA Small volume kit™ pour les
selles. Le volume requis était de 500 yL pour I'extraction Large volume et de 200 pL

pour I'extraction Small volume.

Le technicien devait établir une plaque manuellement a partir des échantillons
primaires en intégrant le contréle interne sans oublier que les matrices selles et plasma
devaient étre extraites séparément. Une fois I'extraction terminée, les extraits d’ARN
étaient a nouveau répartis dans les eppendorfs préalablement identifiés et disposés
selon le plan de plaque établi. A ce moment-la devaient étre rajoutés manuellement
les réactifs utiles a I'amplification : mix RT-PCR (Master A et B, contréle interne),

témoin positif et témoin négatif.

Toutes ces étapes sont dorénavant automatisées sur I'AltoStar® AM16.
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Figure 8 - MagNa Pure 96.

Thermocycleur Light Cycler 480
Le principe est le méme que pour le CFX96TM DW Dx: amplification et

quantification de ’ARN du HEV au sein de différentes matrices.

Figure 9 - LightCycler 480.
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B. Délai de rendu des résultats

De part les deux types d’extraction et la configuration manuelle de la plaque RT-
PCR ; un jour était nécessaire pour la purification et un jour pour 'amplification. Ainsi,
il fallait 48h pour rendre un résultat qualitatif ou quantitatif quant a la détection d’ARN

viral dans I’échantillon.

4. Analyses statistiques
Plusieurs tests statistiques ont permis de comparer les deux techniques

- Le test de Spearman et la droite de régression linéaire ont permis d’évaluer la
force de corrélation.

- Le graphe de Bland-Altman: il s’agit d’'un diagramme de dispersion des
différences entre les mesures appariées par rapport a leurs moyennes. Il a
permis d’évaluer 'ampleur du désaccord entre les deux techniques et d’estimer

un biais global.

Il a fallu dans un premier temps transformer les valeurs obtenues d’ARN du VHE

en logarithme et les analyser a 'aide du logiciel GraphPad Prism 9.
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Résultats

Une validation de méthode a été réalisée afin d'utiliser le kit 1.5 ALTOSTAR® HEV
RT-PCR intégré au sein du Workflow AltoStar® selon la norme ISO15189 au
laboratoire. Il vient substituer le kit 2.0 RealStar® HEV RT-PCR d’Altona Diagnostics
utilisé précédemment aprés une extraction sur le MagNapure 96. Plusieurs aspects
ont été évalués: répétabilité, reproductibilité, justesse, exactitude, incertitudes,

spécificité et inclusivité, étendue de mesure et enfin comparaison de méthodes.

Il s’agit d’'un examen de biologie médicale de portée A : c’est-a-dire que la méthode
utilisée est reconnue et marquée CE au titre de la directive 98/79/CE ou a déja fait

I'objet de publications internationales validées.

1. Répétabilité

La répétabilité montre I'erreur systématique d’'un automate. Elle se calcule par le
dosage répété d’un ou de plusieurs échantillons, par un méme opérateur, dans des
conditions identiques pour toutes les mesures (réactif, calibration, appareil, opérateur)

et dans un délai le plus court possible (44).

Elle a été effectuée sur le plasma ; unique matrice ou la mesure est quantitative.
Elle a permis de calculer la moyenne, I'écart-type (ET) et le coefficient de variation
(CV) (quotient de I'écart type sur la moyenne). Les valeurs ont été répertoriées dans

le tableau suivant :

Echantillons | Nombre | Moyenne | Ecart- | CV Ccv ET retenu par | Conclusion
de type | (%) | (fournisseur | le laboratoire
Valeurs si disponible)
(N)
Echantillon 5 2.3 log 0.09 | 4% | 3.5%deCV <0.25 log Conforme
positif Ul/mL log selon la Ul/mL
(clal Ul/mL notice en
inter-lot
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2. Reproductibilité

La reproductibilité peut étre intra-laboratoire (fidélité intermédiaire) ou inter
laboratoire (reproductibilité externe). On parle alors ici de fidélité intermédiaire. Elle est
déterminée par la mesure répétée d’échantillons selon des conditions opératoires plus
variables (temps, lots de réactifs, étalonnages, opérateurs et équipements). Les

valeurs trouvées lors de la validation de méthode sont les suivantes :

Nombre reItEe-I;m
: de Ecart- | CV CcVv .
Echantillons Moyenne . parle | Conclusion
valeurs type (%) | fournisseur
laborat
(N) oire
Controle 23110 0.31 <0.5
interne 177 UI /ng log 13% log Conforme
indépendant Ul/mL Ul/mL

Le suivi régulier des contréles internes de qualité réalisés sur une longue période
(8 mois) faisant intervenir plusieurs lots de réactifs a permis de confirmer I'ET
acceptable de 0.31 log Ul/ml (45).

3. Justesse

La justesse correspond a I'étroitesse de I'accord entre la moyenne d’'un nombre
infini de valeurs mesurées répétées et une valeur de référence. Il s’agit ici d’'une
moyenne de 3 concentrations obtenue a partir d’'une dilution du standard international
délivré par le Paul Ehrlich Institute (PEI) dont la concentration admise sert de

référence.

Les valeurs obtenues sont les suivantes :

Echantillons Nombre de Moyenne Valeur Biais =
valeurs obtenue attendue : Moyenne-
Valeur attendue
Ehrlich D2 3 3.79 log Ul/mL | 3.40 log Ul/mL -0,39
(2500 Ul/mL)
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4. Exactitude

Elle repose sur I'exploitation des Evaluation Externes de la Qualité (EEQ). Elle
consiste a comparer le résultat d’'un seul dosage d’un échantillon inconnu (x) a celui
d’'une valeur cible consensuelle (m). Cette valeur est généralement la moyenne du
groupe de pairs d’'une évaluation externe de la qualité lorsque les participants sont en

nombre suffisant.

Les valeurs obtenues sont les suivantes :

Echantillons

Valeur Labo

Moyenne
(groupe de

pairs)

Ecart-type
(groupe de

pairs)

Z-Score

Conclusion

Echantillon

de contrdle

CTCB 2022
2211

3.56

3.42

0.231

0.60

Conforme

Echantillon

de contrdle

CTCB2022
2212

2.67

2.607

0.235

0.26

Conforme

Echantillon

de contrdle

CTCB 2022
2212

2.18

2.24

0.263

-0.22

Conforme

Echantillon

de contrdle

CTCB 2022
2223

4.1

4.16

0.241

-0.20

Conforme

Le z-score se calcule par la formule suivante : (valeur labo — moyenne des pairs)

/écart-type des pairs. || permet de conclure a la conformité ou non :

- Quand Z-score compris entre -2 et 2 : conforme

- Quand Z-score compris entre -3 et -2 ou +2 et +3 : alerte a analyser

- Quand Z-score <-3 ou >+3 : non conforme
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5. Incertitude

C’est la marge d’erreur associée aux valeurs mesurées. C’est un indicateur de la
qualité d’un résultat et de la fiabilité qu’on peut lui accorder : elle doit faire 'objet d’'une
réévaluation réguliére. Elle a été calculée ici a partir du Standard PEI par la formule

suivante :

(Biais)?

U= ZJ(Et)Z +

Avec Et: écart-type déterminé sur un niveau choisi pour déterminer l'incertitude et

Biais : déterminé a partir du standard international.

L'incertitude calculée est de 0.45 log Ul/mL.

6. Spécificité et inclusivité

L'inclusivité a pu étre évaluée au laboratoire avec les 91 échantillons testés. Elle
est de 100% avec le kit Altostar pour la détection des génotypes et sous-types 3c, 3f,

3m et 4b dans le plasma et des génotypes et sous-types 1, 3¢, 3f et 3h dans les selles.

La spécificité n'a pas été évaluée au laboratoire et repose sur des données
bibliographiques (cf paragraphe « Discussions »).

7. Etendue de mesure

A. Limite de détection

C’est la concentration minimum pour laquelle un résultat positif est obtenu pour
95% des échantillons testés. Selon les spécifications indiquées dans la notice, elle doit
étre de 3.4 Ul/mL grace au standard international du PEI. Ce standard reconstituée,
d’'une concentration de départ de 250 000 Ul/mL a été dilué en série dans du sérum
humain. Chaque dilution a été mesurée de maniére répétée (3 a 10 fois). Les résultats

ont été répertoriés dans le tableau suivant :
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Concentration attendue (Ul/mL) Nombre de réplicas positifs
2500 3/3
250 3/3
125 3/3

66 3/3
33 3/3
16 3/3
8 3/3
4 6/10
2 6/10
1 1/10

En conclusion, la limite de détection communément admise calculée gréace a

'analyse probit est de 7,6 [4,4-52,5] Ul/mL.

B. Lineéarité

Elle doit étre vérifiée en portée A et établie en portée B. Elle consiste, aprés la
dilution d’'un échantillon de concentration trés élevée, a vérifier I'existence d'une
relation linéaire entre les dilutions effectuées et les concentrations observées. D’apres

la notice, la linéarité doit s’étendre de 10 a 100 000 Ul/mL et le coefficient de régression

linéaire R2 doit étre > 0.95.

Elle a été mesurée a partir d’'un échantillon de génotype 3f et donne la courbe

suivante :
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Concentration (log Ul/mL) mesurée

y =0,8073x + 1,3408

R2=0,9949 ..

5 e
4 o
3 o0
2 PR
1
0

0 1 2 3 4 5 6 7

Concentration (log Ul/mL) attendue

Figure 10 - Vérification de la linéarité a partir du Standard PEI

On obtient une linéarité entre 2 et 6 log UI/mL avec un R?> 0.95.

C. Limite de quantification
Elle correspond a la plus petite valeur mesurée exprimée en concentration, fournie
avec un niveau de fiabilité acceptable et d’'inexactitude connue. Elle a été déduite de

la linéarité. Elle est estimée a 100 Ul/mL

8. Contamination

La contamination inter-échantillon s’appuie sur les études bibliographiques et sur
une étude expérimentale. Ont été alternés 5 échantillons positifs a 9 log Ul/mL pour le
BKV et 5 négatifs : on note une absence de contamination inter-échantillons vérifiée
sur les 3 AltoStar® AM16 du laboratoire.
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9. Comparaison de méthodes
Il s’agit de comparer I'ancien kit RealStar® HEV RT-PCR 2.0 au nouveau kit
AltoStar® HEV RT-PCR 1.5. Les résultats sont affichés dans le tableau suivant :

RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0
POSITIF NEGATIF
L
=
x 175}
o6 |8 55 0
o 3w o
by =
X «
2S¢ |u
< =
= © 0 20
=z

La sensibilité et la spécificité du diagnostic obtenues a 'aide du kit AltoStar® HEV
RT-PCR Kit 1.5 par rapport au kit RealStar® HEV RT-PCR Kit 2.0 étaient de 100%.

A. Analyse de la concordance des résultats qualitatifs

La cible idéale est de 100%. Une concordance de 97.5% a été retrouvée pour les
81 plasmas et 10 selles testés avec la précédente technique. Deux échantillons
faiblement positifs n‘ont pas été détectés par la nouvelle technique (avec des
concentrations de 1.41 log Ul/mL et de 1.64 log Ul/mL respectivement) : peut-étre

s’agit-il d’'un probléme de stabilité lié a la congélation.

B. Analyse de la concordance des résultats quantitatifs
Le coefficient de Spearman calculé est de p=0.98 soit proche de 1 :il n’y a pas de

différences significatives entre les deux techniques pour un méme échantillon.

Le biais global (Realstar-Altostar) estimé grace au Graph de Bland-Altman est de
0.28 log Ul/mL. Celui-ci est considéré comme non significatif car inférieur a 0.5 log
Ul/mL :
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Bland-Altman of HEV
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Moyenne des concentrations (log Ul/mL)

Différence des concentrations (log UIUI/mL)

-1.0-
Figure 11 - Graphe de Bland-Altman

C. Régression linéaire

L’équation de la droite de régression obtenue est donnée sur la figure ci-dessous.
La pente est proche de 1 et 'ordonnée a l'origine proche de 0 : 'analyse est faite via
le test t de Student. En conclusion : les deux techniques sont fortement corrélées.
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Figure 12 - Droite de régression linéaire Altostar/Realstar
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Discussion

Les paramétres testés au laboratoire répondent aux critéres de la validation de
méthode selon la norme 15189. La répétabilité est conforme avec un écart-type bien
inférieur a celui considéré comme pouvant présenter une conséquence clinique en
virologie (>0.5 log Ul/mL). Les données de reproductibilité, de justesse, d’exactitude
(via le calcul du z-score) et d’incertitude sont conformes. La linéarité est vérifiée avec
un R2 > 0.95 ainsi que l'absence de contamination inter-échantillons. Enfin, les
données de comparaison de méthode (biais global de Bland-Altman, coefficient de
corrélation de Spearman et coefficient de corrélation linéaire) prouvent que les deux
techniques sont fortement corrélées. Il n'y a pas d'impact sur le suivi des charges

virales et donc pas d’'informations a donner aux cliniciens.

L'infection par le VHE est trés répandue dans le monde, que ce soit dans les pays
en développement ou industrialisés. Face aux complications qu’elle peut entrainer
(personnes a risques) et a ses possibilités de transmission parentérale, il parait
indispensable d’avoir des outils de biologie moléculaire performants pour le diagnostic.
Le kit ALTOSTAR® HEV RT-PCR, comparativement au kit RealStar® HEV RT-PCR
d’Altona Diagnostics propose une meilleure limite de détection (7.6 Ul/mL contre 30
Ul/mL). Il s’agit de plus de l'une des meilleures actuellement recensée par
comparaison notamment a celles indiquées dans une étude de Gallien et al. Celle-ci a
évalué les limites de détection (LOD) de deux techniques d’amplification d’acides
nucléiques automatisées : le test Cobas HEV opéré sur le systtme Cobas 6800
(Roche Molecular Systems) et le test Procleix HEV opéré sur le systeme Procleix
Panther (Grifols Diagnostic Solutions). lls doivent donc obéir a une stratégie de
dépistage trés sensible et de rendement conséquent. Des dilutions en série ont été
réalisées a partir du méme standard international (PEI 6329/10) : 40, 25, 15.6, 9.8, 6.1,
3.8,24,1.5,0.93 et 0 log Ul/mL avec 24 répétitions pour chaque point. Les LOD a
95% calculées grace a I'analyse Probit sont de 11.76 Ul/mL [IC a 95%, 8.58-18.97]
pour le test Cobas HEV et de 12.78 Ul/mL [IC & 95%, 9.47-20.01] pour le test Procleix
HEV (60). L'AltoStar® propose donc une technique a la fois qualitative de tres bonne
sensibilité et a la fois quantitative. Elle permet par ailleurs a l'issue du process de
récupérer de ’ARN extrait pour les séquengages ultérieurs ce qui n’est pas le cas des

systémes Cobas ou Panther.
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L'extraction opérée sur ’TAM16 présente de plus un nombre de repasses des selles
(lié aux inhibiteurs de PCR) bien inférieure a celle effectuée sur le MagNa Pure (9
repasses sur un an contre 229 pour le MagNa Pure). A cela s’ajoute les bénéfices en
termes d’identitovigilance, de limitation des risques de contaminations, d’optimisation
du temps de travail technique et du délai de rendu des résultats a J+1 avec le
WorkFlow AltoStar® contre J+2 avec le kit RealStar.

Des limites existent pour la validation de méthode. Elles concernent les paramétres
non testés au laboratoire et devant s’appuyer sur les données bibliographiques

(s’agissant d’'un examen de portée A) :

Pour la spécificité : pas de réactivité croisée avec CMV, EBV, HAV, HBV, HCV, HSV1
et 2, HIV1, B19 et VZV selon la notice.

Pour linclusivité : elle est de 100% selon la notice avec tous les échantillons du 1°¢"
panel international de génotypes HEV (#8578/13) distribué par le Paul Erlich Institute
(génotypes 1a, 1e, 2a, 3b, 3c, 3e, 3f, 3 type lapin, 4c, 49)

Ces données respectent les spécifications requises en virologie : soit 100% de
sensibilité pour 'ensemble des génotypes existants et >99.5% de spécificité.

Les paramétres d’interférences, de robustesse et de stabilité des réactifs s’appuient
également sur les données bibliographiques.

Concernant les interférences, 'impact de 'hémolyse et de I'héparine a tout de méme
pu étre évaluée : I'analyse des résultats des contrdles internes obtenus sur un trés
grand nombre d’échantillons plasmatiques pour les techniques de détection et
quantification des virus HIV, HBV, HCV et des virus EBV, CMV a montré I'absence

d’inhibition de la PCR en cas d’hémolyse et de présence d’héparine respectivement.

Une autre limite a soulever du kit ALTOSTAR® HEV RT-PCR dont les amorces sont
spécifiques du genre Paslahepevirus est de ne pas pouvoir détecter la souche du rat
Rocahepevirus ratti a I'origine d’hépatites E émergentes et dont la répartition est
mondiale (cas identifiés en Chine (61), en Espagne (62) et au Canada notamment
(63)).
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En conclusion, le kit ALTOSTAR® HEV RT-PCR parait optimal pour le diagnostic
et le suivi de patients atteints de forme aigué ou chronique d’hépatite E du fait de ses
aspects techniques (validation de méthode) et pratiques (fluidité de prise en charge
des échantillons, optimisation du temps de travail technique et du délai de rendu des
résultats). Il fera I'objet d’une publication ultérieure mettant en relief ses avantages et

ses inconvénients.
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utiliser en routine et disposant d’un délai de rendu de résultats optimal. C’était I'objet de cette
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et le comparer au kit Realstar® 2.0 RT-PCR HEV précédemment utilisé.
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HEV kit recently used in the Toulouse laboratory and compare it with the Realstar® 2.0 RT-
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