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Résumé analytique

Le CNR des virus des hépatites a transmission entérique associe depuis janvier 2012 le laboratoire de
virologie de I’h6pital Paul Brousse a Villejuif en charge de I'activité hépatite A, dirigé par le Pr Roque-
Afonso, et le laboratoire de virologie de I’h6pital Purpan a Toulouse en charge de I'activité hépatite E,
dirigé par le Pr Izopet.

L'année 2013 avait été calme sur le front de I’hépatite A avec peu de cas groupés signalés, seulement
915 cas déclarés a I'INVS et une augmentation de la diversité des souches isolées au CNR en lien avec
I"augmentation, parmi les cas analysés, de la notion de voyage ou de contact avec un sujet ayant
voyagé. En 2014, le nombre de préléevements adressés dans le cadre de I'observatoire ou de
I'investigation d’épidémies a augmenté de prés de 60%. Le CNR a été sollicité pour 12 investigations
autour de cas groupés. Ces épisodes concernaient des patients n’ayant pas voyagé et étaient dus a
des souches épidémiques différentes. lls n"ont pas ou peu concerné des populations précaires ou a
risque ol les souches auraient pu diffuser au long cours. On constate donc la disparition des souches
« autochtones ».

Grace au typage moléculaire, le CNR a pu identifier 3 cas liés a une épidémie transfrontaliere
débutée en 2013, associée a la consommation de fruits rouges surgelés. Une réflexion a été conduite
au niveau européen pour harmoniser les méthodes de typage et améliorer la détection des cas de
transmission par des aliments importés contaminés sur le lieu de production, le typage moléculaire
étant la seule maniere d’identifier formellement ces transmissions et de poser un éventuel embargo
sur I'importation de denrées en provenance de certains pays.

Le CNR VHE est en charge de I'activité de surveillance des infections a VHE. Il est également impliqué
dans les enquétes visant a identifier les sources de contamination devant la survenue de cas groupés
ou en cas de suspicion de transmission transfusionnelle.

En 2014, le CNR a été impliqué dans l'identification et la caractérisation des souches VHE, avec une
augmentation des tests réalisés au laboratoire de Toulouse par rapport a 2013 (18% d’augmentation
des tests moléculaires) et une légére diminution des tests sérologiques car ces analyses sont de plus
en plus réalisées par les partenaires du CNR. Cette augmentation de I'activité diagnostique est
également rapportée par les laboratoires d’analyses spécialisées a recrutement national. Toutefois le
nombre, de cas identifié reste stable entre 2013 et 2014.

En collaboration avec I'EFS, le CNR a étudié les facteurs de risques d’exposition des donneurs de sang
des régions Midi-Pyrénées et Languedoc-Roussillon. De méme, une étude de séroprévalence des
donneurs de sang de Polynésie a été initiée avec un questionnaire sur leur mode de vie afin de mieux
connaitre leurs facteurs d’exposition, un premier cas ayant été rapporté a Papeete en juin 2014.
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1 Missions et organisation du CNR

Comme en 2013, Trois biologistes sont impliqués dans le fonctionnement du CNR VHE : le Dr
Florence Abravanel, le Dr Sébastien Lhomme et le Pr Jacques lzopet (coordination).

Pour le VHA, seuls 2 biologistes ont contribué au CNR en 2014, le Dr Muriel Macé et le Pr Roque-
Afonso.

2 Activités d’expertise

2.1 Evolutions des techniques au cours de ’année 2014

Pour le VHA: mise en place d’'une RT-PCR temps réel de screening devant I'augmentation des
demandes a visée diagnostique

Pour le VHE : Optimisation des examens en systémes cellulaires de production virale et Optimisation
des examens moléculaires visant étudier les mécanismes de résistance du VHE au traitement par la
ribavirine

2.2 Hépatite A : Activités d’expertise de I’année 2014

e Prélévements recus

En 2014, 504 prélevements ont été recus au CNR : 152 (30.2 %) au titre de I'observatoire des souches
et 119 (23.6 %) dans le cadre d'investigations de cas groupés, soit une augmentation de pres de 60%
des préléevements regus dans ces contextes. Par ailleurs, 78 (15.5%) échantillons ont été adressés
pour expertise et 155 (30.7 %) pour diagnostic.

Le nombre d’échantillons adressés pour diagnostic ou expertise (46% des échantillons regus) a
augmenté de 35% par rapport a 2013, en lien avec 'augmentation des demandes de recherche de
I’ARN viral chez des sujets immunodéprimés présentant une cytolyse. Aucun cas d’hépatite A n’a été
identifié dans ce contexte, et nous rappelons régulierement a nos correspondants que les IgM VHA
restent I'outil de référence pour le diagnostic de I'infection. En cas de négativité malgré une forte
suspicion d’hépatite A, la répétition du test a 24-48h permet d’établir le diagnostic.
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Fig. 1 : Motif d’envoi des échantillons au CNR

En 2014, les demandes de diagnostic et d’expertise provenaient essentiellement de I'lle de France
(66%). En revanche, I'ile de France n’a contribué qu’a 31% des envois dans le cadre observatoire/cas
groupés et la diversité de la provenance des échantillons a augmenté avec 50 départements
contributeurs (contre 44 en 2013)
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Analyses réalisées

La recherche du génome VHA a été réalisée sur les 504 échantillons regus.

L’ARN viral était indétectable dans les 155 échantillons adressés pour diagnostic dans un
contexte d’'immunodépressions, sans notion de résultat d’IlgM. Aucune autre analyse n’a été
réalisée sur ces échantillons.

L’ARN viral était détectable dans 257 échantillons. Tous sauf un présentaient des IgM anti-VHA
détectables: 106 (41.2%) provenaient d’investigations d’épidémies et 151 (58.8%) de
I'observatoire. Le seul échantillon négatif correspondait a la phase d’incubation d’un patient
pour lequel des échantillons séquentiels nous ont été adressés. Les 257 échantillons ont été
génotypés par séguencage et analyse phylogénétique.

L’ARN viral était indétectable dans 91 échantillons présentant des IgM VHA détectables
(recherche équivoque, n=6, ou positive, n=85). L’dge moyen des patients IgM+/ARN+ était
significativement inférieur a celui des patients IgM+/ARN- (26 ans+/-19 vs. 57 ans +/-23, p<10™).

L'avidité des IgG VHA a pu étre mesurée dans 88 cas

- une avidité non déterminable avec des anticorps totaux négatifs était retrouvée dans 3
cas (3.4%), correspondant a des faux positifs

- une avidité des IgG <70% était retrouvée dans 6 cas (6.8%) : 4 sujets ayant une notion
vaccinale dans les 2 mois précédents et 2 patients présentant des transaminases élevées,
suggérant une infection récente avec une virémie déja négativée.

- une avidité des IgG =70% était retrouvée dans 79 cas (89.8%), correspondant a une
infection ancienne (= 2 mois). Un contréle des IgM par la technique Vidas a pu étre
réalisé sur 23 échantillons et est revenu négatif dans 10 cas, suggérant des faux positifs
de la 1°™ technique diagnostique.

Au total, parmi les échantillons avec des IgM anti-VHA initialement détectables (n=348), seuls

74.4% correspondaient a une infection VHA récente, comme habituellement retrouvé au CNR.

2.3 Hépatite E : Activités d’expertise de 'année 2014

Prélevements regus au laboratoire de virologie du CHU de Toulouse

En 2014, le laboratoire de virologie du CHU de Toulouse a réalisé 4279 analyses sérologiques (-6,4%
rapport a 2013) et 5282 tests moléculaires (+18% par rapport a 2013) pour le diagnostic et la
caractérisation des souches de VHE. Les échantillons analysés étaient originaires de patients issus de
France métropolitaine ou des départements et régions d'outre-mer (Polynésie francaise, Guyane,
Nouvelle Calédonie et Réunion).

% sérologies % tests moléculaires

CHU Toulouse 78,3% 49,8%
Centres Hospitaliers de 7,6% 5,2%
Midi-Pyrénées
CH et CHU hors Midi- 10,6% 27%
Pyrénées

3,2% 10,2%
Laboratoires privés 0,3% 7,8%
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¢ Prélevements regus par les autres laboratoires

L'Hépital Paul Brousse a Villejuif a réalisé 5022 analyses sérologiques et 3337 tests moléculaires pour
le diagnostic et la caractérisation des souches de VHE. Le laboratoire d’analyses spécialisées Cerba a
réalisé 13969 analyses sérologiques et 509 PCR VHE pour des laboratoires privés de France ou des
DOM-TOM. Le laboratoire d’analyses spécialisées Biomnis a réalisé 10787 tests d’IgM anti-VHE et 514
PCR VHE.

e Diagnostic des cas d’hépatite E

Au laboratoire de virologie de Toulouse, 386 cas d’hépatite E ont été diagnostiqués dont 306 cas
virémiques. Le laboratoire Cerba a répertorié 652 patients avec une hépatite E, dont 36 cas
virémiques (207 de ces échantillons ont été transmis au CNR de Toulouse pour quantification et
typage). Le laboratoire Biomnis a répertorié 631 cas d’hépatite E, dont 47 cas virémiques. Au
laboratoire de virologie de Paul Brousse, 114 infections virémiques ont été diagnostiquées. Le CHU
de Marseille a identifié 20 cas d’hépatite E. Le CHU de Bordeaux a identifié 35 cas d’hépatite E dont
16 cas virémiques. Le CHU de La Pitié-Salpétriere a identifié 16 cas d’hépatite E documentés par
sérologie et PCR.

L’évolution du diagnostic des cas d’hépatite E en France est représentée dans le tableau ci-dessous :

Nb patients | NB cas certains ou probables % cas positifs parmi les
- testés Total e Autochtones échantillons testés
- 209 13 4 9 6,2
- 155 14 11 3 9,0
- 233 20 4 16 8,5
- 327 39 19 20 11,9
- 583 38 14 24 6,5
- 1012 107 10 97 10,5
- 1700 180 21 159 10,5
- 2150 206 23 183 9,6
- 2549 232 16 216 9,1
- 3429 266 19 249 7,6
- 17566 801 9 801 4,6
- 35416 1851 3 1848 4,9
- 44382 1825 12 1813 4,1

En 2014, 45,5% % des cas ont été identifiés chez des patients vivants dans le sud de la
France (régions Aquitaine, Midi-Pyrénées, Languedoc-Roussillon, Provence-Alpes-Cote d’Azur et
Corse) et 55,5% chez des patients vivants en dehors de ces régions. L’age moyen des cas est de 55 *
15 ans. Le sex-ratio homme/femme est de 1,9.

En conclusion, les demandes de diagnostic de VHE augmentent mais le nombre de cas d’infection par
le VHE répertorié reste stable par rapport a 2013.
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2.4 Nombre de souches ou échantillons de matériel biologique issus des collections du CNR
distribuées.

Le CNR VHE a fourni du matériel biologique au CHU de Bichat, pour la validation des tests
moléculaires de recherche de I’ARN VHE.

2.5 Evaluation des trousses de diagnostic du VHE.
0 Evaluation du nouveau test rapide IgM anti-HEV (Wantai)

Le CNR VHE a déterminé la sensibilité d’un nouveau test immunochromatographique permettant la
recherche des IgM anti-HEV en étudiant des échantillons prélevés a la phase aigué chez des
immunocompétents (n=30) et chez des immunodéprimés (n=30). Celle-ci a été comparée a la
sensibilité du test en microplaque anti-HEV IgM de Wantai. De plus, le risque de réactivité non
spécifique a été étudié avec 30 échantillons prélevés chez des sujets ayant une infection CMV ou
EBV. La sensibilité du test rapide est de 90% (95%Cl: 72.1-100%) chez I'immunocompétent, sans
différence significative avec celle du test microplaque (sensibilité: 96.6%, 95%IC: 78,77-100%;
p=0,61). Chez 'immunodéprimé, la sensibilité est de 73,3% (95%IC: 55,4-91,2%) et celle du test en
microplaque de 83,3% (95%IC: 65,4-100%; p=0,53). Aucune fausse réactivité n’a été observée avec le
test rapide alors que 2 échantillons (6,6%) étaient faussement positifs avec le test en microplaque.

0 Evaluation de la nouvelle trousse de détection des IgG anti-HEV d’Adaltis

Le CNR VHE a déterminé a I'aide du standard international (code NIBCS 95/854) et d’échantillons
qualifiés avec la trousse IgG anti-HEV de Wantai, les performances de la nouvelles trousse Adaltis de
détection des IgG anti-HEV. La trousse IgG anti-HEV d’Adaltis, EIAgen HEV IgG kit, présente une
excellente spécificité analytique (100%). La limite de détection, calculée par I'analyse probit, du test
est de 0,96 U/ml (IC95% : 0.81-1.33 U/ml). La sensibilité analytique a été améliorée par rapport a
I’'ancienne trousse, mais elle demeure inférieure au comparateur, Wantai HEV IgG ELISA, pour
laquelle la limite de détection a été déterminée a 0,25 U/ml (Abravanel, J Infec Dis, 2014).
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3 Activités de surveillance : Hépatite A

3.1 Surveillance de I’évolution et des caractéristiques des infections
0 Réseau de partenaires et Représentativité des échantillons regus

Depuis 2006, date de mise en place de la DO, le nombre de souches analysées par rapport au nombre
de cas déclarés a varié entre 17 et 33% (données DO 2014 non disponibles a la rédaction du rapport),
sans qu’il soit possible de croiser les données pour raisons réglementaires. Les années 2010 et 2012
ont été marquées par une recherche active de cas a la demande des ARS. Les années 2013 et 2014
n’a pas connu de tels épisodes
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Fig. 2 : Nombre de souches isolées au CNR par rapport au Nombre de cas déclarés (DO)

0 Définition de I’échantillon de souches isolées

En 2014, 257 infections virémiques ont été identifiées au CNR. Contrairement aux années
précédentes, c’est une prédominance féminine qui est observée avec 52.5% des cas. L'age moyen
des cas est de 26 +/-19 ans, sans évolution significative ces derniéres années.
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Fig. 3 : Evolution de I’age moyen des cas diagnostiqués au CNR

L'année 2013 avait été marquée par une augmentation importante de la proportion de cas
renseignés avec notion de voyage ou de contact avec un sujet malade ayant voyagé (47.6%) et
seulement 2 épisodes de cas groupés. En 2014, cette proportion revient a 26%, c'est-a-dire au
niveau des années précédentes, et un nombre plus important de cas groupés est identifié.
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Les souches ont été isolées majoritairement chez des patients résidant en lle de France (31.1%) et 3
régions (IDF, Languedoc Roussillon et Rhone Alpes) ont contribué a plus de 70% des souches isolées :

Origine des patients virémiques Nombre de souches %
Aquitaine 6 2,3%
Auvergne/Limousin 5 1,9%
Haute et Basse Normandie 6 2,3%
Bourgogne 3 1,2%
Bretagne 1 0,4%
Centre 4 1,6%
Languedoc Roussillon/midi Pyrénées 38 15,2%
lle de France 80 31,1%
Alsace/Lorraine 10 3,9%
Nord Pas de Calais/Picardie 6 2,3%
Provence Alpes Cote d'Azur 19 7,4%
Pays de Loire/ Poitou Charentes 10 3,9%
Rhéne Alpes 63 24,5%
Etranger (Afrique du Nord et de I'Ouest) 6 2,33%
TOTAL 257

L’évolution de la répartition des génotypes circulants montre la ré-augmentation de la proportion
des souches de sous-type IA représentant 70% des souches isolées en 2014 :
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Cette évolution ne s’accompagne pas de la résurgence des souches « autochtones », en particulier de
la souche 1A GQ506663 (en bleu foncé ci-dessous), qui diffusait dans la communauté du voyage :

Evolution relative des souches VHA isolées au CNR
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Les génotypes IIA et IlIA restent minoritaires et associés a un voyage dans 58% des cas, Afrique de
I'ouest et Inde/Océan Indien, respectivement. La fréquence de la notion « voyage » est de 35% pour
les sous-types IB et de seulement 20% pour les sous-types IA.
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3.2 Participation aux réseaux de surveillance
0 Surveillance nationale

Le CNR est contacté directement par les ARS/CIRE en cas de cas groupés, avec échange
d’informations entre InVS et CNR. Un retour d’information (nombre de prélevements recus,
résultats) vers les ARS/CIRE et InVS est réalisé.

0 Surveillance internationale

Les alertes transfrontalieres font I'objet d’échanges d’informations: L'InVS redescend au CNR les
données recgues des instances européennes ; le CNR remonte a I'InVS les alertes signalées par les
membres du réseau européen de laboratoires (HAVNet). L'outil Bionumérics permet de répondre
immédiatement a nos partenaires sur I'éventuelle circulation en France d’une souche isolée dans un
autre pays. L’identification d’épidémies transfrontalieres associées a un facteur de risque donné,
notamment alimentaire est ainsi possible.

4 Activités de surveillance : Hépatite E

e Surveillance a la demande de I’Etablissement Frangais du Sang (EFS)

0 Caractérisation des pools de plasma positifs de I'EFS

Les pools de plasma de I'EFS servant a la préparation du plasma frais congelé traité par solvant-
détergent ont été testés en PCR. Les pools ARN VHE positifs sont ensuite adressés au laboratoire
de virologie du CHU de Toulouse pour quantification et typage des souches détectées.

0 Enguétes lors de suspicion de contamination transfusionnelle

Le laboratoire de virologie du CHU de Toulouse a été sollicité pour réaliser 4 enquétes avec
suspicion de contamination transfusionnelle.

La premiére enquéte a concerné un patient traité par chimiothérapie pour un lymphome non
hodgkinien et multi-transfusé ayant développé une hépatite E a Lille. Le patient était infecté par
un génotype 3f. Les 64 donneurs de produits sanguins labiles administrés au patient ont été
testés en PCR VHE au laboratoire de virologie de Toulouse. Aucun échantillon n’était positif
écartant une contamination transfusionnelle.

La 2°™ enquéte a concerné un patient transplanté & Strasbourg et multi-transfusé ayant
développé une hépatite E de génotype 3f. Le patient était infecté par un génotype 3f. Les 67
donneurs de produits sanguins labiles administrés au patient ont été testés en PCR VHE. Aucun
échantillon n’était positif écartant une contamination transfusionnelle.

La troisieme enquéte a concerné une patiente avec myélodysplasie et multi-transfusée ayant
développé une hépatite E a Bordeaux. Les 35 donneurs de produits sanguins labiles administrés
au patient ont été testés en PCR VHE. Aucun échantillon n’était positif écartant une
contamination transfusionnelle.

La quatrieme enquéte a concerné un patient allogreffé de moelle et multi-transfusé ayant fait
une hépatite E a Bordeaux. Les 40 donneurs de produits sanguins labiles administrés au patient
ont été testés en PCR VHE. Un donneur était ARN VHE positif mais la souche n’a pas pu étre
typée en raison de la trés faible virémie (176 copies/ml). Les souches du patient et du donneur
de sang n’ont pas pu étre comparées.
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4.1 Surveillance de I’évolution et des caractéristiques des infections
¢ Réseau de partenaires

Le laboratoire de virologie de Toulouse travaille en collaboration avec les laboratoires de virologie
des CHU, de nombreux centres hospitaliers périphériques et des structures privées. |l réalise les PCR
de détection et de quantification de ’ARN VHE et assure la caractérisation les souches identifiées.
C'est le cas des CHU d’Angers, Besancon, Brest, Clermont-Ferrand, Nantes, Nancy, Nice, Nimes,
Poitiers, Saint-Etienne, Reims et Rouen. D’autre part, les CHU de Bordeaux, Caen, Grenoble, Lille,
Lyon, Rennes, Strasbourg et Tours réalisent les tests moléculaires dans leur laboratoire et envoient
au laboratoire de virologie de Toulouse les échantillons positifs pour le typage des souches.

Les laboratoires d’analyses spécialisées Biomnis et Cerba ont communiqué également le nombre de
cas d’hépatite E identifiés dans leur laboratoire. Le laboratoire Cerba transmet les échantillons
positifs pour quantification et caractérisation des souches lorsque les échantillons sont disponibles.

Le laboratoire de virologie de Villejuif travaille en collaboration avec les principaux laboratoires
parisiens et a fourni le nombre de cas d’hépatite E identifiés en 2014.

Le laboratoire de virologie du CHU de Marseille a également fourni le nombre de cas d’hépatite E
identifiés en 2014.

* Caractérisation des souches
Pour 524 échantillons ARN VHE positifs, le génotype a été déterminé par séquencage.

La répartition des génotypes est la suivante :

Génotype 1 2 4 3a 3b 3c 3e 3i 3f Non
typé
Nombre en 7 1 7 1 1 115 6 32 276 78

2014 (%) 1,3% 02% 13% 0,2% 0,2% 21,6% 1,1% 6,1% 51,9%  14,6%

4.2 Surveillance de la résistance des agents pathogéenes aux anti-infectieux

Le laboratoire a étudié les facteurs associés a I’échec du traitement par ribavirine administré pendant
3 mois. Nous avons pu montrer que la persistance de I'excrétion virale dans les selles aprés 3 mois de
traitement est systématiquement associée a une rechute. Ainsi, la prolongation de la durée du
traitement au-dela de 3 mois est donc recommandée si I’ARN viral est toujours détectable dans les
selles aprés 3 mois de monothérapie avec la ribavirine (Abravanel, Clin Infect Dis, 2015).

De plus, la cinétique de décroissance de I’ARN viral lors de I'administration de ribavirine a été
étudiée. La décroissance de la concentration plasmatique de I’ARN viral dés la premiére semaine est
un facteur prédictif indépendant de la guérison. La baisse d’au moins 0,5 log copies/m| de I’ARN viral
plasmatique 7 jours aprés le début du traitement (J7) a une valeur prédictive positive de guérison de
88%. Aucune corrélation entre les concentrations de ribavirine sanguine mesurée a J7 ou 2 mois
apres le début du traitement et la guérison n’a été objectivée. Ainsi une décroissance de I’ARN viral
rapide est un nouvel outil pour mieux définir la durée optimale du traitement (Kamar et al., sous
presse).

Le CNR a mis au point des techniques permettant I'étude des mécanismes de résistance a la
ribavirine. Les patients en situation d’échec au traitement par ribavirine en France sont en cours
d’analyse au laboratoire.
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5 Alerte : Hépatite A

e Procédure d’alerte

Le CNR et ses correspondants de I'InVS (V.Vaillant et E.Couturier) échangent immédiatement sur
tout phénomeéne anormal.

a) L'INVS redescend au CNR les alertes Européennes postées via la plateforme EPIS-FWD
(Epidemic Intelligence Information System for Food- and Waterborne Diseases) de I'ECDC
(European Centre for Disease Prevention and Control) et relayées par le réseau HAVNet. Deux
alertes ont été traitées en 2014, avec réponse conjointe INVS/CNR.

b) Inversement, devant I'identification d’'une méme souche touchant plusieurs patients, le CNR
alerte le réseau HAVNet et I'INVS qui relaie I'information via la plateforme EPIS-FWD.

c) Devant la survenue de cas groupés, les ARS sollicitent le CNR pour I'investigation : en 2014, le
CNR a été ainsi sollicité pour I'investigation de 12 épisodes de cas groupés, impliquant au total 95
patients. Certains de ces épisodes sont décrits ci-dessous.

Lors de I'une des enquétes, une souche ayant fait I'objet d’une alerte Européenne en 2013 a été
identifiée, I'information a été aussitot relayée a I'INVS et au réseau HAVNet.

d) Devant une augmentation du nombre de cas ou la survenue de formes atypiques, un
laboratoire peut faire appel au CNR pour leur analyse :

0 lelaboratoire du CHU de Grenoble nous a sollicités pour augmentation du nombre de cas
diagnostiqués (19 cas) ;

0 nous avons sollicité une enquéte autour d’une hépatite fulminante (5 cas) ;

0 [I’EFS lle de France nous a sollicités pour I'expertise d’'une suspicion de contamination
transfusionnelle.

e Détection et investigation des cas groupés et phénomenes anormaux

Réponse aux alertes européennes

e 27/11/2014: Notification de cas groupés en Suéde associés a la séquence « 14-
15830 IA_hVP1», de sous-type IA. Cette séquence était homologue de la séquence
« autochtone » GQ506663-FR09-Yonne, associée a la communauté des gens du voyage, et
proche des souches importées d’Afrique du Nord. Seuls 2 enfants ont été infectés par cette
souche en 2014, sans notion de voyage, I'un d’eux appartenait a la communauté du voyage.

e 16/12/14: Notification de cas groupés en Allemagnhe avec suspicion d’origine alimentaire.
associés a la séquence « V14-33884_|IA_Germany_2014 », de sous-type IA. Pas d’identification de
cas similaires en France, mais contribution a I'identification de I'origine géographique supposée,
la souche présentant 99.3% d’homologie avec celle d’un sujet ayant voyagé en Slovaquie en
2013.

Cas groupés autour de Maisons d’Accueil Spécialisé dans I'Aisne. ldentification d’une souche
épidémique transfrontaliére transmise par la consommation de fruits rouges surgelés

A l'occasion de l'investigation de cas groupés survenus dans des Maisons d’Accueil Spécialisé de
I’Aisne en février 2014, impliquant un adulte handicapé, un aide-soignant et un agent de restauration
d’un établissement fournissant les repas pour les MAS, le CNR a identifié la souche de génotype IA
KF182323, ayant fait I'objet d’une alerte européenne en 2013.

Cette souche a été initialement responsable de plusieurs centaines de cas en ltalie, puis a été
identifiée dans d’autres pays (Allemagne, Pologne, Irlande, Pays Bas) et également en France en 2013
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(2 patients). Un questionnaire standardisé avait retrouvé une association avec la consommation de
fruits rouges surgelés.

Ce méme questionnaire, appliqué aux 3 sujets identifiés, a relevé la consommation de fruits rouges.
L'enquéte de tracabilité a retrouvé les lots incriminés, dans lesquels I’ARN viral a pu étre détecté par
le laboratoire de la DGCCRF a Montpellier. Parallelement, la souche a également pu étre détectée
dans plusieurs lots en Italie, toutefois la provenance des fruits rouges n’a pu étre identifiée avec
précision. Les conclusions de I'ECDC sont consultables a l'adresse suivante:
http://ecdc.europa.eu/en/publications/Publications/ROA-Hepatitis%20A%20virus-
Italy%20Ireland%20Netherlands%20Norway%20France%20Germany%20Sweden%20United%20King
dom%20-%20final.pdf.

Suspicion de cas groupés d’hépatite A en Isére

Le laboratoire de virologie du CHU de Grenoble a sollicité le CNR devant une augmentation du
nombre d’IgM VHA positives. Il n’y avait pas parallelement d’augmentation du nombre de cas ayant
fait 'objet d’'une DO, et il n'y a pas eu d’investigation menée par I'ARS. L’analyse a porté sur 19
patients prélevés entre le 3/02 et le 21/10/2014, d’age médian 15 ans (5-75). Pour certains, le
facteur de risque « sans domicile fixe » et « partage de point d’eau » était signalé ; il n’y avait pas de
notion de voyage.

Plusieurs souches ont été identifiées. L'analyse phylogénétique a révélé plusieurs regroupements de
séquences (clusters) : 2 clusters de sous-type IA contenant de 2 a 3 séquences, 1 cluster de sous-type
IB contenant 9 séquences et 5 séquences uniques (4 de sous-type A et 1 de sous-type B). La
répartition de ces souches dans le temps figure ci-dessous :

Nombre de cas d'hépatite A au CHU de Grenoble

9

8

7

6

5

4 —

3 |} —

2 —_— ——

: :l]

. | H H .
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M cluster1 M cluster 2 cluster3 M souches isolées

Au sein des cas observés, seul le cluster 3 (en vert ci-dessus) correspond certainement a
I'introduction puis a la transmission secondaire d’une souche importée et donc a des cas groupés.

Cette analyse montre que les cas diagnostiqués entre ao(t et octobre ne correspondaient pas a un

épisode unique de transmission. Le nombre important de souches « uniques ou isolées » a cette
période correspond a la surincidence habituelle observée a cette période.

Les 2 clusters de sous-type IA dispersés dans le temps : février, aout et octobre pour le cluster 1 et
mars, septembre pour le cluster 2 peuvent étre interprétés comme la persistance de ces souches par
transmission asymptomatique ou par des réimportations a partir de la méme zone géographique.
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Investigation de cas groupés d’hépatite A dans I’'Hérault liés a la fréquentation d’'une boulangerie

Suite a 'augmentation du nombre de cas signalés, I’ARS Languedoc Roussillon a sollicité le CNR pour
réalisation de I'épidémiologie moléculaire. L’analyse a porté sur 36 patients prélevés entre le
22/11/2013 et le 24/02/2014.

L’ARN viral était indétectable chez des patientes de 33, 68 et 69 ans, des avidités >70% ont permis
d’exclure une infection récente. Parmi 33 patients virémiques, d’age médian 36 ans (8-72), une
méme souche de génotype IA a été retrouvée chez 28 patients n’ayant pas voyagé. Chez les 5 autres
patients, des souches uniques de génotype IA et une souche de génotype IlIA ont été identifiées.
Dans 2 de ces cas, la notion de voyage était rapportée (Maroc et Liban).

La chronologie des cas infectés par la souche épidémique était compatible avec une transmission a
partir du cas index, patissier (prélevement le 22/11) avec des cas secondaires diagnostiqués a partir
du 11/12/2013. La souche épidémique n’était pas connue dans la base de données du CNR (2004-
2015) et son mode d’introduction reste a déterminer.

A noter que parmi les cas signalés, 3 n’étaient pas des infections récentes et 4 avaient été infectés
indépendamment de cet épisode.

Investigation d’une suspicion d’hépatite A transfusionnelle

Une patiente souffrant d’'une névrite oculaire auto-immune a eu des échanges plasmatiques le
18/8/14. Trois semaines plus tard, le 3/09/14, une infection aigue par le virus de I’hépatite A est
diagnostiquée sur la base de la positivité des IgM. Cette patiente avait par ailleurs séjourné en zone
d’endémie (Mali) dans les 6 semaines précédant I'apparition des IgM, avec un retour en France le
1/8/14.

A la demande de I'AFS, des échantillons séquentiels ont permis de montrer que la patiente était déja
virémique le 18/8 et donc en phase d’incubation au moment des échanges plasmatiques. La
transmission transfusionnelle a été exclue. Une souche de génotype IB, génétiquement proche des
souches importées d’Afrique de I'ouest a été identifiée, confirmant la contamination los du voyage
au Mali.

Investigation de cas atypiques en région PACA

A la demande de I’ARS Provence Alpes Cote d’Azur, le CNR a expertisé des cas atypiques d’hépatite A
ayant fait I'objet d’'une Déclaration Obligatoire car ils présentaient des IgM VHA positives, mais
présentant des transaminases normales. L’analyse a porté sur 5 patients, prélevés entre le 3/02 et le
27/02/2014.

L’dge moyen des patients concernés est élevé (68+/-14 ans), les transaminases normales ou
faiblement élevées (58+/-36 Ul/ml) et I'index des IgM VHA au laboratoire déclarant était faible (3+/-
1; technique Beckman). Ces trois éléments ont fait suspecter des faux positifs IgM. La recherche
d’ARN viral était négative et I'avidité des IgG VHA montrait une infection ancienne dans tous les cas,
excluant une infection en cours par le VHA.

Dans 4 cas sur 5, la recherche d’lgM VHA par une autre technique était négative. Dans 1 cas, la
positivité des IgM pouvait étre liée a une réactivation immunitaire.

Ces cas soulignent I'importance de ne prescrire des IgM VHA qu’en cas de symptémes ou d’élévation
des transaminases et de solliciter des examens complémentaires auprés du CNR, au moindre doute.
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6 _Alerte : Hépatite E

O Procédure d’alerte

Le CNR et ses correspondants de I'InVS (V.Vaillant et E.Couturier) échangent immédiatement sur tout
phénomeéne anormal.

0 Détection et investigation des cas groupés et phénomenes anormaux

Suite a l'alerte fin novembre 2013 de plusieurs cas d’hépatite E a Belle-lle en Mer, les analyses
épidémiologiques coordonnées par Mr Yvonnick GUILLOIS, de I’ARS Bretagne, ont été conduites.
Elles ont permis de suspecter un repas de mariage comme source commune de contamination. L’ARS
a conduit un interrogatoire chez les convives et des analyses sérologiques et moléculaires ont été
réalisées par le CNR chez les convives. Un cochon grillé farci a été servi lors du repas. La détection du
VHE au sein de I'élevage ayant fourni le cochon a été réalisée par le Dr Pavio de I’ANSES. Cette étude
a permis de suspecter comme source de la contamination la farce du cochon grillé servie lors du
mariage, composée d’abat du cochon. De plus, Mme Le Guyader, de I'lfremer a montré que la méme
souche de virus pouvait étre retrouvée dans les eaux usées a Belle-lle en mer, démontrant la
contamination de I'environnement suite a cette épidémie localisée. Les analyses phylogénétiques ont
montré le lien entre les souches des patients, celle de I'élevage de cochon et celle présente dans
I’environnement (manuscrit en préparation).

En septembre 2014, le CHU de Clermont-Ferrand a alerté I’ARS Auvergne (Mme Emmanuelle
VAISSIERE) et le CNR VHE pour 5 cas d’hépatite E survenus en 1 mois. Des analyses phylogénétiques
ont été réalisées afin de comparer les souches de ces 5 patients. L'un des patients était infecté par un
génotype 3c et les 4 autres par un génotype 3f. Toutefois, les résultats ne montrent pas d’homologie
de séquences entre les souches de ces 4 patients. De plus, I'enquéte épidémiologique de I’ARS n’a
pas mis en évidence de lien entre les patients. Il est donc peu probable que les 5 derniers cas
d’hépatite E déclarés au CHU de Clermont Ferrand soient liés entre eux.

Enfin, le CNR a été sollicité par le CHU de Rouen, pour un agent ayant développé environ 6 a 7
semaines apres un accident d’exposition au sang (AES) une hépatite E aigué symptomatique. L'agent
s’était blessé avec un patient hospitalisé aux urgences pour une hépatite cytolytique associée a un
ictere d'origine inconnue. Le CNR a confirmé le diagnostic d’hépatite E avec un génotype 3c chez
I"agent hospitalier mais les analyses sérologiques et de biologie moléculaire ont écarté une hépatite E
chez le patient source de I'AES. L’agent hospitalier s’est donc contaminé par une autre source.

7 Activités d’information, de formation et de conseil

* Enseignement, Formation

Les membres du CNR VHE participent aux enseignements concernant le VHE dispensés aux étudiants
en Médecine (DFGSM3), les étudiants en DES de biologie médicale et les étudiants scientifiques
(Master 1 et Master 2).

A Toulouse, le service de virologie accueille 10 internes en biologie médicale par an. Le laboratoire est
terrain de stage en M1, M2 recherche et M2 Pro. Il accueille en 2014-2015, 2 étudiants en thése
d’université : Hugo Barrague et Jordi Gouilly.

A Villejuif, Le service de virologie accueille 2 internes par an. Le laboratoire est terrain de stage en M1
et M2. Il a accueilli en 2013-2014, Camélia Mokhtari (M2R Innovation Thérapeutique- Pathogénie des
microorganismes Université Paris Xl).

Les membres du CNR participent activement sous forme de séminaires ou de conférences a la
diffusion des connaissances sur les virus des hépatites a transmission entérique (cf. liste des
communications)
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e Publications didactiques

Le CNR a écrit les chapitres sur le virus de I’'hépatite E et le Virus de I'hépatite A pour la version 2015
du REMIC (Référentiel en Microbiologie).

Des articles de revue sont publiés régulierement dans des journaux nationaux et internationaux (cf.
liste des publications).

¢ Diffusion des données de surveillance et production du CNR

Les résultats des analyses pratiquées au CNR sont adressés au laboratoire demandeur par courrier.
Les diagnostics positifs d’hépatite E sont également transmis par téléphone au médecin prescripteur.

Le rapport d’épidémiologie moléculaire est adressé aux ARS en cas d’épidémie et au service
d’hémovigilance de I'EFS en cas de contamination transfusionnelle.

Un site web (http://www.cnrvha-vhe.org/) présente les informations récentes, les rapports d’activité
ainsi que les coordonnées du CNR (téléphone, fax et mail) et les modalités d’envoi des prélevements.
Le rapport d’activité est mis en ligne dés réception de son évaluation par le comité des CNR. Le site
liste également les publications du CNR.

e Activité de conseil aux professionnels

Les membres du CNR sont disponibles par téléphone (accueil des laboratoires) ou par mail
(disponibles sur le site web) pour répondre aux interrogations des professionnels: conseils
diagnostiques, type de prélevement, conditions d’acheminement, etc...

e Activités d’expertise

0 Consultation d’experts sur la caractérisation moléculaire du VHA et la détection des cas
groupés (Expert consultation on molecular characterization of hepatitis A virus for
outbreak detection and response), sous I'égide de 'ECDC a Stockholm, les 23 et 24
octobre. (Pr Roque Afonso)

0 Journée d’échanges « Virus et Aliments », sous I'égide de la DGAL le 18 novembre (Pr
Roque-Afonso)

0 Nous avons travaillé avec la société francaise « rhumatisme et inflammation » afin
d’étudier I'impact du VHE <chez les patients recevant des traitements
immunosuppresseurs pour leur maladie rhumatismale (Bauer et al., Medicine, 2015).
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8 Travaux de recherche et publications en lien direct avec I'activité du CNR

8.1 Décrire les activités de recherche en cours notamment ceux ayant un lien direct avec les
missions et activités du CNR.

e Apport d’'une technologie basée sur la mesure de I'impédance cellulaire dans la détection
précoce de l'infectiosité des souches sauvages de VHA (coll. ANSES)

* Rodle de la recombinaison dans la diversification du VHA : Caractérisation par séquencage
profond du virus produit apres co-infection en culture cellulaire.

* Identification de souches recombinantes du VHE

Le CNR VHE a étudié la région riche en proline de virus prélevés lors de la phase aigué (n = 59) ou lors
de la phase chronique de l'infection (n = 27) chez les patients transplantés d’organe solide. Parmi ces
27 souches, nous avons identifié des événements de recombinaison 12, 34, 48, et 88 mois apres
I'infection. Les séquences insérées avaient pour origine le génome viral ou le ggnome humain. Elles
étaient enrichies en acides aminés aliphatiques ou basiques conférant de nouveaux sites de
régulation pouvant favoriser la réplication virale (Lhomme, J Virol, 2014).

e Séroprévalence et facteur de contamination chez les donneurs de sang du Sud-Ouest

Le CNR VHE a étudié 3353 donneurs de sang de Midi-Pyrénées et Languedoc-Roussillon. La
prévalence des IgG était de 39,1% et variait de 20% a 71,3% selon les départements. La détection des
IgG anti-HEV était corrélé a I'age (p<0,001), la consommation de saucisses de foie crues (p<0,001),
d’abats (p=0,003) ou de moules (p=0,02). La détection des IgM anti-HEV IgM était associée au sexe
masculin (p=0,01) et a la consommation de saucisses de foie crues (p=0,004). Le virus de I’hépatite E
est hyperendémique dans le Sud-ouest de la France, mais les habitudes alimentaires n’expliquent pas
a elles seules I'exposition au virus suggérant d’autres sources de contamination notamment
environnementales (Mansuy, Eurosurveillance, sous presse).

e Séroprévalence et facteur de contamination chez les donneurs de sang de Polynésie Frangaise
Le CNR VHE a étudié 300 donneurs de sang de Polynésie. La prévalence des IgG était de 7,7% et celle
des IgM de 2,3%. L’ARN du virus a été recherché chez tous les donneurs avec des IgM positifs mais
aucun échantillon n’était positif. Un questionnaire rempli par tous les participants est en cours
d’analyse afin de déterminer les facteurs d’exposition au HEV en Polynésie.

e Etude nationale de la prévalence des dons ARN VHE positifs

L'EFS a testé 558 pools correspondant a 53 234 dons. Vingt-deux pools positifs pour I’ARN VHE
comprenant 24 donneurs positifs ont été confirmés par le CNR VHE. La prévalence de dons de plasma
ARN VHE positif est donc de 0,045%, soit environ 1/2200 donneurs. La majorité des dons (22/24)
avaient une recherche des IgG et les IgM anti-HEV négative (Gallian, Emerg Infect Dis, 2014).

8.2 Les publications et communications réalisées ou prévues en lien avec les activités du CNR

En 2012-2015, I'équipe de Toulouse a contribué a 7 publications nationales, 28 publications
internationales, 11 articles de revue anglophones et 13 communications orales internationales. J
Izopet et F. Abravanel ont réalisé 20 conférences sur invitation/séminaires en France.

L’équipe de Villejuif a contribué a 3 publications nationales, 15 publications internationales, 4
communications orales internationales, 2 communications affichées internationales et 3
communications affichées nationales. AM Roque-Afonso a réalisé 16 conférences sur
invitation/séminaires en France et 2 a I'international.

La liste compléte des publications figure en annexe.
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9 Coopération avec les laboratoires de santé animale, d’hygiéne
alimentaire, environnementaux

e Coopération avec les laboratoires de santé animale et d’hygiéne alimentaire dont les LNR

ANSES/Laboratoire de sécurité des aliments

Le CNR collabore avec Sylvie Pérelle, Maisons-Alfort, pour ce qui touche le VHA dans les produits
alimentaires : échanges de souches, de techniques, accueil ponctuel d’étudiants. Validation inter-
laboratoire de la RT-PCR temps réel pour la détection du VHA.

Obtention d’un contrat conjoint DIM-Malinf en 2014 sur les modifications de la signalisation
cellulaire suite a I'infection par le VHA

IFREMER

Le CNR VHE collabore avec Soizick Le Guyader avec laquelle nous échangeons nos informations dans
le cadre d’enquétes de cas groupés, dont Belle-lle-en-Mer en 2013-2014.

ANSES/ENVA

Le CNR VHE collabore avec Nicole Pavio dans le cadre de I'enquéte de Belle-lle-en-Mer pour I'étude
du réservoir porcin.

10 Programme d’activité pour les années suivantes

- Une étude a été validée par le Comité consultatif sur le traitement de I'information en matiere
de recherche dans le domaine de la santé (CCTIRS) et par la CNIL en 2014. Elle a débuté en
janvier 2015. Il s’agit d’une étude cas-témoin afin d’identifier les facteurs de risque associés a la
survenue de I’hépatite E en France métropolitaine. Chaque cas d’hépatite E sera apparié a un
témoin, 1gG anti-VHE négatives, sur I'age, le sexe et le département de résidence. Un moniteur
d’étude contacte par téléphone les cas et les témoins compléter un questionnaire sur leurs
habitudes de vie et leur alimentation. De plus, les patients infectés ayant décrit des troubles
neurologiques seront inclus dans une sous-étude visant a déterminer la fréquence et a
caractériser ces atteintes neurologiques. Elle sera conduite par le Dr Cintas, neurologue au CHU
de Toulouse.

- Mise en place de modeles cellulaires pour identifier les facteurs cellulaires induits au cours de
I'infection VHA et les mécanismes viraux d’inhibition et/ou de détournement des défenses
cellulaires (apoptose et autophagie)
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Annexe 1 : Missions & organisation du CNR des virus des hépatites a
transmission entérique

11 Missions et objectifs majeurs du CNR et des laboratoires associés

Le CNR des hépatites A et E a des missions d’expertise microbiologique, de surveillance
épidémiologique et d’alerte.

Dans sa mission d’expertise, le CNR évalue des tests commercialisés et développe des tests
sérologiques et moléculaires pour le diagnostic et la confirmation des infections et le typage
moléculaire des souches ; Il s’attache a caractériser les souches responsables d’hépatites fulminantes
et, dans le cas du VHE, celles responsables d’infections chroniques.

Dans sa mission de surveillance, le CNR contribue a I'investigation d’épidémies par la caractérisation
des souches épidémiques, la recherche des sources de contamination et la participation aux réseaux
de surveillance internationaux.

L'incidence de I'hépatite A est déterminée grace a la déclaration obligatoire.

L’hépatite E n’est pas une maladie a déclaration obligatoire. Le CNR VHE organise la surveillance des
cas d’hépatite E en répertoriant les cas qui lui sont transmis par ses partenaires publics ou privés
impliqués dans le diagnostic virologique en France.

Dans sa mission d’alerte, le CNR signale a I'InVS tout phénomene inhabituel : cas groupés,
modification des formes cliniques, apparition de nouvelles souches, nouveaux modes de
contamination. En particulier, il est impliqué dans les études de transmission transfusionnelle, en
collaboration avec I'EFS.

Pour remplir ses missions, le CNR a mis en place un réseau de laboratoires publics et privés, qui
adressent des échantillons pour surveillance épidémiologique, diagnostic ou expertise.
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1.2 Equipes

Créé en 2002, le CNR des virus des hépatites a transmission entérique a été renouvelé en 2012 sous la
direction du Pr Roque-Afonso en charge de I'hépatite A, a Villejuif, en association avec le Pr Izopet en
charge de I'hépatite E, a Toulouse. L’activité du CNR est intégrée aux deux laboratoires de Virologie.

1.21

CNR : Pr Roque-Afonso, Villejuif

L’équipe dédiée au CNR a Villejuif est composée de 2 biologistes et d’un technicien :

Personnels :

Nom ETP | Qualification Statut Organisme payeur
Anne-Marie Roque-Afonso 0.2 Médecin Biologiste PU-PH / Chef de service | APHP / Université Paris Sud
Muriel Macé 0.2 Pharmacien Biologiste PA APHP

Eric Marchadier

Technicien

APHP

Organigramme fonctionnel du laboratoire :

CHEF DE
ROQUE-AFONSO

STRUCTURE
Anne-Marie (PU-PH)

ACTIVITES TRANSVERSALES

ASSURANCE QUALITE
DEBACK Claire* / DOELL Sabine**
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DEBACK C* /MARCHADIER E**
(Admin Kalilab GH)

- J
EEQet CQl
VAULOUP-FELLOUS C.* / SAVARY J.

s A
METROLOGIE

Corr. GH et Ref.Tech: AUNIS J.*
Ref. Tech : PIRIN C**
Ref. Biol: MAZET A.A.

- J
' 2\
HYGIENE ET SECURITE
GESTION DES RISQUES
DOELLS.*

LEMAIRE J. / BOIRARD R. (Coor. Hyg)
ELOPHE S./PREGERMAIN C. (Ref Gest Risques)
- J
s N

REFERENTS INFORMATIQUE
PALLIER C.* / COLLIOT P./LEBRAUD P.
VIEUX-COMBE C./VEILLETF.

CADRE DE LABORATOIRE
DOELL Sabine

SECRETARIAT
MAKHLOUF Fatiha

LOGISTIQUE
Agents

RECEPTION DES EXAMENS
Agents / AS / Tech

SECTEURS MEDICAUX ET

BIOLOGISTES RESPONSABLES

Urgences et Réponse Rapide

ACTIVITE MEDICALE SPECIALISEE

\

URGENCES ET REPONSE RAPIDE
VAULOUP-FELLOUS Christelle*

Pré analytique

CNR HEPATITES A&E
ROQUE-AFONSO A.Marie

PALLIER Coralie**

Sérologie Automatisée

VIROLOGIE MOLECULAIRE
DEBACK Claire

Sérologie Manuelle

VAULOUP-FELLOUS Christelle

RETROVIRUS

CNR RUBEOLE MATERNO-FOETALE

PALLIER Coralie

Virologie Moléculaire manuelle

\\
/

,/
\

SEROLOGIES VIRALES
VAULOUP-FELLOUS Christelle

Virologie Moléculaire automatisée

PROTOCOLES
MEB: MACE Muriel

Technicien Réception

HEPATITES VIRALES

Charges virales

ROQUE-AFONSO A. Marie

LABORATOIRE L3
MARCHADIER E.* / DOELL S.**

*Titulaire ; **Suppléant

(C
[
[
[
[
[
[
[

Séquencage

CRB PARIS-SUD

?/
)
)
)
)
)
)
)

MOKHTARI C. (Ref. Qualité)

DIAGNOSTIC PRENATAL
VAULOUP-FELLOUS Christelle

AN

SECTEURS TECHNIQUES

SAVARY J. (Ref Technique)
MAKHLOUF F.

ROQUE-AFONSO A.M. (Ref opérationnel)

AN

2/

secteurs médicaux

—

—

secteurs techniques
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1.2.2 CNR Associé : Pr Izopet, Toulouse

L’équipe dédiée au CNR a Toulouse est constituée de 3 biologistes, et d’un ingénieur :

Personnels :

Nom ETP | Qualification Statut Organisme payeur

Jacques Izopet 0.2 Biologiste PU-PH/ Chef de service | CHU Toulouse / Université Toulouse
Florence Abravanel 0.4 Biologiste MCU-PH CHU Toulouse / Université Toulouse

Sébastien Lhomme

0.4 Biologiste

AHU CHU Toulouse / Université Toulouse

Martine Dubois

1 Ingénieur

CHU Toulouse

Organigramme du laboratoire de Virologie du CHU de Toulouse (Accréditation 1SO15189)

e . A )
Rétrovirus Virus Virus Virus a
et virus des neurotropes et respiratoires et potentiel
hépatites des entériques oncogene
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1.3 Locaux et équipements
1.3.1 Laboratoire de Virologie des Hopitaux Paris Sud, Villejuif

Le CNR est intégré au service de Virologie (LBM des HOpitaux universitaires Paris Sud, (Accréditation
1S015189).

Le laboratoire de virologie est organisé autour d’une réception et de secteurs techniques (Pré-
analytique, Protocoles et Centre de Ressources Biologiques, Urgences et réponse rapide, Sérologie
manuelle et automatisée, Biologie moléculaire Manuelle et automatisée et Séquencage). Il est
équipé d’un laboratoire L3 et posséde 3 chambres froides, une laverie et de hombreuses réserves.
Quatre salles climatisées (3 au rez-de-chaussée et 1 au sous-sol) accueillent les congélateurs.

Plan du laboratoire (RCH):
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|
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Hygiéne Bureau Temps Reel Bureau

Bureau I Bureau Bureau Bureau

e ‘

- Congélateurs et réfrigérateurs reliés a une centrale de surveillance des températures (JRI)

- Gestionnaire de microplaques ELISA (Etimax)

- Automates d'immunoanalyse : Vidas (Biomérieux), Liaison XL (Diasorin), Cobas e6000 (Roche)

- Automates d’extraction d’acides nucléiques : 2 QiaSymphony (Qiagen), 2 EasyMag (Biomérieux),
1 Cobas AmpliPrep (Roche), 1 m2000sp (Abbott)

- Appareils de PCR en temps réel (2 7500, 2 VIIA7, 2 RotorGeneQ, 2 m2000rt) et thermocycleurs
conventionnels

- Séquenceurs automatiques d’acides nucléiques : séquenceur conventionnel ABI 3130 16
capillaires (Applied Biosystems) et pyroséquenceur GS Junior (Roche), mutualisés avec la
plateforme de génétique des tumeurs (labellisée INCA)

- 1 ultracentrifugeuse (dans le L3)
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1.3.2 Laboratoire de Virologie du CHU de Toulouse

Le CNR hépatite E est intégré au laboratoire de virologie du CHU de Toulouse appartenant au plateau
technique d’infectiologie du CHU de Toulouse localisé dans I'Institut Fédératif de Biologie (IFB), LBM du
CHU de Toulouse, site Purpan.

Le laboratoire comporte des espaces tertiaires et 3 plateaux techniques :
- sérologie

- biologie moléculaire

- culture de virus en P2 et P3
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Page 22 sur 37



Plan des espaces techniques du Laboratoire de Virologie
Institut Fédératif de Biologie - CHU de Toulouse
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Les secteurs pré-analytiques et logistiques sont des activités mutualisées au sein de I'IFB. Ceci permet
un traitement 24h/24h, dimanches et jours fériés, d’échantillons biologiques destinés a des examens

virologiques.

Les principaux équipements du laboratoire sont les suivants :
- Congélateurs et réfrigérateurs reliés a une centrale de surveillance de température (VigitempR)

- Automates d’extraction d’acides nucléiques : 2 Cobas AmpliPrep et 1 MagnaPure 96

- Thermocycleurs 9700

- Appareils de PCR en temps réel (5 Light Cycler 2, 2 Light Cycler 480)

- Séquenceurs automatiques d’acides nucléiques : séquenceur conventionnel ABI 3130 16 capillaires
(Applied Biosystems) et pyroséquenceur GS Junior (Roche)

- Gestionnaire de microplaques ELISA

- Systeme Luminex
- Laboratoire de sécurité P3

Nous disposons d’un accés direct a différents plateaux techniques (Inserm U1043) :

. cytométrie en flux
. imagerie cellulaire
. microscopie électronique

Page 23 sur 37



14 Description de la démarche qualité du laboratoire : GBEA, participation a un contréle de
qualité externe, programmes, accréditation, certification,...

1.4.1 Laboratoire de Virologie des Hopitaux Universitaires Paris Sud, Villejuif

Le laboratoire de Virologie est partie intégrante du LBM des Hopitaux universitaires Paris Sud,
accrédité par le COFRAC selon la norme ISO 15189 depuis 2013 (n°8-1128). La gestion documentaire,
le suivi des non-conformités et les actions d’amélioration continue sont réalisées grace au logiciel
Kalilab.

Le Laboratoire de Virologie a intégré, en juin 2012, le Centre de Ressources Biologiques Paris-Sud,
certifié selon le référentiel AFNOR NF S96-900. Cette activité est auditée sur une base annuelle.

Outre le CNR des hépatites a transmission entérique, le Laboratoire héberge également le CNR des
infections rubéoleuses materno-feetales. Au titre de cette activité, le laboratoire est accrédité en tant
que laboratoire National OMS pour la Rubéole depuis février 2014.

1.4.2 Laboratoire de Virologie du CHU de Toulouse

L'activité de Virologie du CHU de Toulouse est accréditée par le COFRAC selon la norme I1SO 15189
depuis avril 2007 (n° 8-1769). L’accréditation concerne en particulier les techniques sérologiques et
les techniques de quantification et de typage de I’ARN VHE.

A la suite de I'audit initial, le laboratoire a été régulierement audité sur une base annuelle. La gestion
documentaire, la gestion des stocks, le suivi des non-conformités et les actions d’amélioration
continue sont réalisées grace a un logiciel spécialisé.

Conformément a la norme ISO 15189, des audits internes, des contrdles de qualité externes et
internes, des enquétes de satisfactions et un suivi des indicateurs pertinents de l'activité du
laboratoire sont réalisés.

1.4.3 Démarche commune

Les deux laboratoires du CNR pratiquent des échanges inter-laboratoire pour des marqueurs pour
lesquels il n’existe pas d’organisation d’évaluation externe de la qualité : Détection de I’ARN VHA,
Génotypage du VHE.
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ANNEXE 2 : CAPACITES TECHNIQUES DU CNR

1.1. Liste des techniques de référence: diagnostic/identification, typage

HEPATITE A
Tests Sérologiques
0 Détection et quantification des anticorps totaux (Cobas) et détection des IgM (Vidas HAV
IgM, BioMérieux)
0 Avidité des IgG VHA (Desbois, J Clin Microbiol 2004 ; Roque-Afonso, Clin Infect Dis 2006).
Cette technique est réalisable si le titre d’IgG anti-VHA est > 200 mUI/ml.

Détection et quantification du génome viral
0 RT-PCR en temps réel ciblant la région 5’NC pour le screening (Coudray-Meunier C, BMC
Microbiology 2014)

Caractérisation des souches
O RT-PCR de la région VP1-2A (500 nucléotides) permettant le génotypage par séquencage et
analyse phylogénétique de la région VP1/2A
0 Séquencage du génome complet
0 Analyse de la quasi-espéce par clonage et séquencgage des variants et par NGS

Techniques de culture cellulaire
0 Lignées fibroblastiques FRh-K4 et hépatocytaires Huh7. La souche cytopathique HM175-18f
et plusieurs souches cliniques sont cultivables sur ces systemes.

HEPATITE E

Les techniques sérologiques et les techniques de quantification et de typage de I’ARN HEV sont
accréditées COFRAC selon la norme I1SO 5189 depuis avril 2007 (n° 1-1852).

Conformément a la norme ISO 15189, des audits internes, des controles de qualité externes et
internes, des enquétes de satisfactions et un suivi des indicateurs pertinents de l'activité du
laboratoire sont réalisés.

Tests Sérologiques
0 Test ELISA de détection des anticorps VHE ELISA IgG et IgM de Wantai (Wantai Biological
Pharmacy Enterprise Co, China) (Mansuy, Emerg Infec Dis, 2011, Abravanel J Clin Virol 2013)
0 Test ELISA permettant I'’étude de I'avidité des IgG VHE (par adaptation de la technique IgG
Wantai).
0 Test ELISA permettant le titrage des IgG anti-VHE a I'aide du standard international NIBSC
95/584 (par adaptation de la technique IgG Wantai).

Détection et quantification du génome viral
0 La RT-PCR en temps réel développée au laboratoire de Toulouse cible la région ORF3 du
génome (Abravanel, J Clin Microbiol, 2012).

Caractérisation des souches

0 Génotypage par séquencgage et analyse phylogénétique de la région ORF2 ou ORF1 (Legrand-
Abravanel, Emerg Infec Dis, 2009).

0 Séquencage de génomes complets (Legrand-Abravanel, Emerg Infec Dis, 2009 ; Izopet Emerg
Infec, Dis 2012)

0 Analyse de la quasi-espéece par clonage et séquencage des variants (Kamar, Am J Transplant,
2010 ; Lhomme, J Virol 2012, Lhomme, J Infec Dis 2014)
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Techniques de culture cellulaire

Nous disposons des lignées hépatocytaires PLC/PRF-5, HepG2/C3A et de la lignée pulmonaire A549.
Plusieurs souches cliniques de génotype 3f et 3c ont été adaptées sur ces systemes.

1.2. Collections de souches, antigénes ou immun-sérums de référence :
Hépatite A
0 Collection clinique de plus de 500 sérums ou selles contenant de ’ARN VHA dont la souche a
été typée. Ces échantillons sont conservés selon les régles du Centre de Ressources
Biologiques Paris Sud (certifi€ AFNOR selon la norme NF S96-900)
0 Collection de surnageants de culture de souches cliniques
0 Base de données de séquences sur le logiciel Bionumerics (séquences génotypées et
annotées sur 'origine géographique et certains facteurs de risque). Permet le croisement
rapide des données en cas d’alerte transfrontaliere.
Hépatite E
0 Collection clinique de plus de 600 sérums ou selles contenant de I’ARN VHE dont la souche a
été typée et stockées selon les regles du CRB du CHU de Toulouse.
0 Collection de surnageants de culture de souches cliniques (3f et 3c).
0 Banque de séquences accessibles dans GenBank
1.3. Liste des techniques (diagnostic/identification, typage, sensibilité aux anti-infectieux...)
recommandées par le CNR
Hépatite A

Le CNR a participé a I’élaboration du Controle National de Qualité 2012 de I’ANSM sur les parameétres
IgM et Anticorps Totaux/IgG anti-VHA, avec des résultats trés satisfaisants pour I'ensemble des
laboratoire ayant participé au CNQ.

Le diagnostic de l'infection aigué repose sur la détection des IgM spécifiques. Toutefois, la valeur
prédictive positive de ce marqueur est faible en I'absence de cytolyse et en dehors d’'un contexte
aigu. Le CNR propose la démarche diagnostique suivante (Roque-Afonso, Future Virology 2010) :

Situation clinique

Symptomatologie aigue /
transaminases  élevées
+/- ictére et

Absence de symptémes /
transaminases normales

Transaminases élevées et
faible probabilité
épidémiologique
d’hépatite A

Indication des IgM

Définition d’une

hépatite aigue

Indication non ciblée
(erreur) ou dépistage
autour d’un cas

Hépatite

Que faire d’un résultat positif

Excellente VPP des IgM VHA +

Recherche d’une virémie VHA

Avidité des 1gG VHA si
négative

virémie

Recherche d’une virémie VHA

Avidité des 1gG VHA si
négative

virémie
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Diagnostic a évoquer

Hépatite A aigue

Virémie détectable : infection
asymtomatique

Virémie indétectable +/- avidité
élevée : faux positif ou activation

polyclonale

Virémie détectable : infection aigue

Virémie indétectable +/- avidité
élevée : faux positif ou activation
polyclonale = Rechercher d’autres
causes de cytolyse



Hépatite E

Les performances des trousses de détection des IgM anti-HEV (Adaltis et Wantai) ont été évaluées

I’an dernier (Abravanel J Clin Virol, 2013) et nous ont conduits a proposer I'algorithme de diagnostic
suivant dés 2013 :

| Diagnostic d’une hépatite E aigué |
| Patient immunocompétent | | Patient immunodéprimé

‘, l

[ Recherche des igm Recherche des IgM

|
el o

o | o
ARN VHE
ace dinfection Infection récente

récente par Mise en évidence de FARN
le vn:M VHE (PCR) pour confirmation
et caractérisation [arnvie | [ asnvies |

+

Absence d'infection Infection récente

récente par ou évolutive
le VHE

h 4
Envoi de la souche au CNR VHE :
Laboratoire de virologie , IFB
CHU Toulouse Purpan
330 avenue de Grande Bretagne
31059 Toulouse Cedex 9

A

Détermination du statut
(clairance ou persistance virale)
par recherche de I'ARN VHE
au pic cytolyse et 3 mois plus tard

4
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Annexe 3 : Les publications et communications réalisées ou prévues en lien
avec les activités du CNR (au 1*" avril 2015)

Equipe du Pr Roque-Afonso

(i) Publication Nationales

Articles Originaux Francophones

1.

D Desbois, L. Grangeot-Keros, B. Roquebert, AM Roque-Afonso, V. Mackiewicz, JD Poveda, E. Dussaix. Usefulness of
specific 1gG avidity for diagnosis of hepatitis A infection. Gastroenterol Clin Biol, 2005 ; 29 :573-76.

P Santa-Olalla, AM Roque-Afonso, E Couturier, B Cottrelle, C Drougard, C Lecadet-Morin, P Lebraud, J Beytout, D Lévy-
Bruhl, E Dussaix, E Delarocque-Astagneau. Utilisation de tests salivaires dans I'investigation d’une épidémie d’hépatite
A, Auvergne, décembre 2004. BEH n° 2-3/2006; 13-15.

E Couturier, MJ Letort, AM Roque, E Dussaix, E Delarocque-Astagneau. Hépatite aigue A an France en 2006 : premiéere
année de surveillance par la déclaration obligatoire. BEH n°29-30/2007 : 253-256.

C Chakvetadze, F Bani-Sadr, L Slama, G Pialloux, AM Roque-Afonso, E Dussaix. Sustained alanine aminotransferase
increase during hepatitis A due to concomitant lymphogranuloma venereum infection in an HIV-1 positive patient.
Gastroenterol Clin Biol 2008 ; 32 :657-59.

A Berlioz-Arthaud, S. Barny, J.F. Yvon, AM Roque-Afonso, E. Dussaix Surveillance biologique de I'hépatite A en
Nouvelle-Calédonie : de I'endémie a I'épidémie (1986-2007). Bull Soc Path Ex 2008 ; 101 : 336-342.

D Desbois, E Couturier, V Mackiewicz, A Graube, MJ Letort, E Dussaix, AM Roque-Afonso. Genetic diversity of a rare
hepatitis A virus genotype. Path Biol 2011;59(1):57-65

O Ronan, AM Roque, E Nuiaouét, MT Rousseau, B Hubert. Analyse croisée des cas identifiés par la DO et par le CNR des
hépatites dans les Pays de la Loire en 2012. BVS 2013 ; 14 :13-15

Bani-Sadr F, Chakvetadze C, Galperine T, Lassel L, Bonnard P, Lependeven C, Roque-Afonso AM, Pialoux G. Biphasic

hepatitis A with severe cholestasis and thrombocytopenic purpura in an HIV-1-infected male patient. Med Mal Infect.
2014

Articles de revue francophones

1.
2.

E Dussaix et AM Roque Afonso. Le virus de I'Hépatite A. mt pédiatrie ; déc 1998 ;vol 1 hors série :4-9.

V Mackiewicz, AM Roque-Afonso, E Dussaix. Hépatite A : de I'évidence au piége diagnostique. Revue Frangaise des
Laboratoires 2006 ; 382 : 51-56.

AM Roque-Afonso, V Mackiewicz, E Dussaix. Le virus de I'hépatite A : Actualités. IBS. 2006 ; 21 :202-209.
V Mackiewicz, AM Roque-Afonso, E Dussaix. Hépatite A: de I’évidence au piege diagnostique. RFL 2006

E Dussaix, V Mackiewicz, AM Roque Afonso. Epidémiologie de I'hépatite A : qu’en est-il en 2007 ? Virologie 2007 ;
11:361-9.

C Renou, A Pariente, AM Roque-Afonso, E Nicand. Hépatite E autochtone : une maladie émergente mais encore
méconnue. Rev Prat. 2012 ; 62 :903-8.

11- Izopet J, Lhomme S, Abravanel F, Roque AM, Kamar N. Hepatitis E virus. Presse Med. 2015 sous presse.

(ii) Publications internationales

Articles Originaux Anglophones

1-

2-

G Rezende, AM Roque-Afonso, D Samuel, M Gigou, E Nicand, V Ferré, E Dussaix, H Bismuth, C Féray. Viral and clinical
factors associated with the fulminant course of hepatitis A infection. Hepatology 2003; 38: 613-8.

V Mackiewicz, E Dussaix, MF Le Petitcorps, AM Roque-Afonso. Detection of Hepatitis A Virus RNA in Saliva. J Clin
Microbiol 2004; 42: 4329-31.

AM Roque-Afonso, L Grangeot-Keros, B Roquebert, D Desbois, JD Poveda, V Mackiewicz, E Dussaix. Diagnostic
relevance of I1gG avidity for Hepatitis A Virus. J Clin Microbiol 2004; 42: 5121-4.

V Mackiewicz, AM Roque-Afonso, E Marchadier, E Nicand, L Fki-Berrajah , E Dussaix. Rapid Investigation of Hepatitis A
Virus Outbreak by Single Strand Conformation Polymorphism Analysis. J Med Virol; 2005; 76:271-278.

AM Roque-Afonso, V Mackiewicz, E Dussaix. Detection of Immunoglobulin M Antibody to Hepatitis A Virus in Patients
without Acute Hepatitis A: The Usefulness of Specific Immunoglobulin G Avidity. Clin Infect Dis. 2006; 42:887-8.

D Desbois, P Vaghefi, J Savary, E Dussaix, AM Roque-Afonso. Sensitivity of a rapid immuno-chromatographic test for
Hepatitis C antibodies detection. J Clin Virol 2008; 41:129-133.
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15-

16-

19-

20-

21-

22-

23-

24-

25-

26-

27-

28-

Schwarz NG, Revillion M, Roque-Afonso AM, Dussaix E Giraud M, Liberpre C, Couturier E, Delarocque-Astagneau. A
food borne outbreak of hepatitis A virus (HAV) in a secondary school in Upper Normandy/France in November 2006.
Euro Surveill 2008; 13. pii: 18885.

Couturier E, Roque-Afonso AM, Letort MJ, Dussaix E, Vaillant V, de Valk H. Cluster of cases of hepatitis A with a travel
history to Egypt, September-November 2008, France. Euro Surveill. 2009 Jan 22 ;14(3). pii : 19094

Guillois-Bécel Y, Couturier E, Le Saux JC, Roque-Afonso AM, Le Guyader FS, Le Goas A, Pernes J, Le Bechec S, Briand A,
Robert C, Dussaix E, Pommepuy M, Vaillant V. An oyster-associated hepatitis A outbreak in France in 2007. Euro
Surveill. 2009;14(10):pii=19144.

D Desbois, AM Roque-Afonso, P Lebraud, E Dussaix. Use of dried serum spots for serological and molecular diagnosis of
hepatitis A virus. J Clin Microbiol 2009; 47: 1536- 42.

B Syhavong, B Rasachack, L Smythe, KSA Myint, JM Rolain, AM Roque-Afonso, K Jenjaroen, V Soukkhaserm, S
Phongmany, R Phetsouvanh, S Soukkhaserm, T Thammavong, M Mayxay, SD Blacksell, E Barnes, P Parola, D Raoult, E
Dussaix, | Humphreys, Paul Klenerman, NJ White, PN Newton. The infective causes of hepatitis and jaundice amongst
hospitalised patients in Vientiane, Laos. Trans R Soc Trop Med Hyg. 2010

D Desbois, E Couturier, V Mackiewicz, A Graube, MJ Letort, E Dussaix, AM Roque-Afonso. Epidemiology and genetic
characterisation of Hepatitis A virus genotype IIA. J Clin Microbiol. 2010; 48: 3306-15.

V Mackiewicz, A Cammas, D Desbois, E Marchadier, S Pierredon, F Beaulieux, E Dussaix, S Vagner, AM Roque-Afonso.
Nucleotide variability and translation efficiency of the 5’untranslated region of hepatitis A virus: an update from
clinical isolates associated with mild and severe hepatitis. J Virol, 2010; 84: 10139-147.

Guet L, Desbois D, Roque-Afonso AM, Germain JM, Merle V. Investigation of a severe nosocomial outbreak of hepatitis
A among healthcare workers and adult patients. J Hosp Infect, 2011;78(1):70-1.

C Gallot, L Grout, AM Roque-Afonso, E Couturier, P Carrillo-Santisteve, J Pouey, MJ Letort, S Hoppe, P Capdepon, S
Saint-Martin, H De Valk, V Vaillant. Hepatitis A Associated with Semidried Tomatoes, France, 2010. Emerging
Infectious Diseases, 2011; 17: 566-67.

Kamar N, Garrouste C, Haagsma EB, Garrigue V, Pischke S, Chauvet C, Dumortier J, Cannesson A, Cassuto-Viguier E,
Thervet E, Conti F, Lebray P, Dalton HR, Santella R, Kanaan N, Essig M, Mousson C, Radenne S, Roque-Afonso AM,
Izopet J, Rostaing L. Factors Associated with Chronic Hepatitis in Patients with Hepatitis E Virus Infection Who Have
Received Solid Organ Transplants. Gastroenterology 2011; 140(5):1481-9.

Arcangeletti MC, Dussaix E, Ferraglia F, Roque-Afonso AM, Graube A, Chezzi C. Multicentric evaluation of new
commercial enzyme immunoassays for the detection of IgM and total antibodies against hepatitis A virus. Clin Vaccine
Immunol 2011; 8:1391-4.

S Haim-Boukobza, MP Ferey, AL Vétillard, A Jeblaoui, E Pélissier, G Pelletier, L Teillet, AM Roque-Afonso. Transfusion-
transmitted hepatitis E in a misleading context of autoimmunity and drug-induced toxicity. J Hepatol 2012, 57:1374-8.
A Jeblaoui, S Haim-Boukobza, E Marchadier, C Mokhtari, AM Roque-Afonso. Genotype 4 Hepatitis E Virus in France: an
autochthonous infection with a more severe presentation. Clin Infect Dis 2013; 57(4):e122-6.

A Coilly, S Haim-Boukobza, T Antonini, A Pause, C Mokhtari, A Becq, H Farahmand, L Hauser, JC Duclos-Vallée, D
Samuel, R Adam, AM Roque-Afonso. Post-transplantation Hepatitis E: Transfusion-transmitted hepatitis rising from the
ashes. Transplantation 2013; 96:e4-6.

Mokhtari C, Marchadier E, Haim-Boukobza S, Jeblaoui A, Tessé S, Savary J, Roque-Afonso AM. Comparison of real-time
RT-PCR assays for hepatitis E virus RNA detection. J Clin Virol. 2013; 58:36-40.

Mallet V, S Le Mener, Roque-Afonso AM, Tsatsaris V, Mamzer MF. Chronic hepatitis E infection cured by pregnancy. J
Clin Virol 2013 ; 58 :245-7.

Féray C, Pawlotsky JM, Roque-Afonso AM, Samuel D, Dhumeaux D. Should we screen blood products for hepatitis E
virus RNA ? Lancet. 2014 ; 383 : 218.

Hauser L. Roque-Afonso AM, Beyloune A, Simonet M, Deau Fischer B, Burin des Roziers N, Mallet V, Tiberghien P
Bierling P. Hepatitis E transmission by transfusion of Intercept blood system treated plasma. Blood. 2014, 123 :796-7.
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