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 Résumé analytique 
 
Le CNR des virus des hépatites à transmission entérique a été renouvelé pour 5 ans (2017-2021) sous 
la direction du Pr Jacques Izopet en charge de l'hépatite E, à Toulouse en association avec le Pr Anne-
Marie Roque-Afonso en charge de l'hépatite A, à Villejuif. 

 

Pour le virus de l’hépatite A, la baisse régulière du nombre de cas notifiés amorcée en 2009 et du 
nombre de cas confirmés au CNR s‘est poursuivie en 2016. Les souches identifiées étaient 
essentiellement des souches importées ou retrouvées chez des cas secondaires d’infections 
importées et peu de cas groupés ont été signalés.  

Sous l’égide de l’ECDC, des protocoles harmonisés de typage ont été promus au niveau Européen et 
les échanges au sein du réseau HAVNet ont été relancés. La fin de l’année a été marquée par le début 
d’une épidémie de très grande ampleur, impliquant des souches spécifiques transmises 
essentiellement au sein des communautés homosexuelles masculines et touchant plusieurs pays 
Européens dont la France.  

 

Pour le virus de l’hépatite E, plus de 2300 cas ont été identifiés en 2016. L’augmentation des cas 
rapportés est en rapport avec l’augmentation de l’activité diagnostique. L’identification et la 
caractérisation des souches ont connu une forte augmentation (+ 23,5% pour les tests sérologiques 
et + 7% pour les tests moléculaires) par rapport à 2015.   

Afin de préciser les facteurs de risque de transmission du VHE en France ainsi que les manifestations 
cliniques hépatiques et extra-hépatiques, une étude nationale impliquant le CNR, le réseau des 
laboratoires partenaires et Santé Publique France a été réalisée. Cette étude a permis d’inclure 200 
cas d’hépatite E et 200 témoins présentant une sérologie négative appariés sur l’âge, le sexe et le 
département de résidence.  
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1 Missions et organisation du CNR 

Pour le VHA, 2 biologistes ont été impliqués dans le CNR en 2016, le Pr Anne Marie Roque-Afonso et 
le Dr Muriel Macé, remplacée en septembre 2016 par Lina Mouna, Ingénieur. Un 3ème biologiste, 
Laure Izquierdo, a rejoint l’équipe en 2017. 

Pour le VHE, un ingénieur et trois biologistes ont été impliqués dans le fonctionnement du CNR: 
Martine Dubois, Dr Florence Abravanel, Dr Sébastien Lhomme et Pr Jacques Izopet. 

 

2 Activité d’expertise   

2.1 Évolution des techniques au cours de l’année 2016 

Pour le VHA :  

- Quantification systématique en UI/ml des sérums adressés pour typage (Coudray-Meunier C, 
BMC Microbiology 2014) 

Pour le VHE :  

- Optimisation des examens de séquençage profond pour la caractérisation des souches de 
VHE et la mise en évidence de mutations associées à la résistance au traitement par 
ribavirine. 

- Validation d’une méthode de détection et quantification de l’ARN VHE par PCR digitale 
(Nicot, Viruses, 2016) 

 

2.2 Hépatite A : Activités d’expertise de l’année 2016 

 Prélèvements reçus 

En 2016, 516 prélèvements (496 sérums et 20 selles) ont été reçus au CNR : 
 

 

Motif d’envoi des échantillons au CNR 

 

 

 Analyses réalisées 

Le diagramme ci-après représente la démarche diagnostique au laboratoire pour les 516 
échantillons. Les analyses disponibles au CNR (en vert sur le diagramme) sont 
Détection/quantification de l’ARN viral, Génotypage, Avidité des IgG VHA, Anticorps totaux VHA et 
IgM VHA 
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Traitement et analyse des échantillons reçus au CNR 

 

L’ensemble des échantillons reçus a été testé en RT-PCR temps réel : 

- 173 échantillons étaient virémiques avec une charge virale moyenne à 3,68 +/-0,8 log UI/ml 

- 252 (48.8%) échantillons ont été adressés pour simple diagnostic et provenaient 
essentiellement d’Ile de France (83.7%). Aucun cas d’hépatite A n’a été identifié dans ce 
contexte, et nous rappelons régulièrement à nos correspondants que les IgM VHA restent 
l’outil de référence pour le diagnostic de l’infection. En cas de négativité malgré une forte 
suspicion d’hépatite A, la répétition du test à 24-48h permet d’établir le diagnostic. 

La qualification du don de selles a représenté 6% de l’activité diagnostique 

- 69/78 échantillons présentant des IgM positives ou équivoques et un ARN viral indétectable 
correspondaient à des IgM d’activation polyclonale ou à des faux positifs : 

o Faux positifs IgM dans 21 cas 

 Chez 11 sujets non immuns : 10 du test Vidas Biomérieux et 1 du test 
Beckmann. 

 Chez 10 sujets immuns : 5 du test Beckmann, 3 de Roche, 1 de DiaSorin et 1 
du Centaur.  

o Activations polyclonales dans 48 cas avec une avidité des IgG anti-VHA >70% 

o  Parmi les échantillons avec des IgM anti-VHA initialement détectables (n=251), 
27,5% ne correspondaient pas à des infections en cours, comme habituellement 
retrouvé au CNR. 

 
  

516 
échantillons

ARN

Diagnostic ?

• 41 Statut Immunodépression 
renseigné

• 15 Don de microbiote
• 196 Autres ou non renseigné

• 167 genotypages
• 6 échecs (titre faible)

Positif
N=173

Oui
N=252

Négatif
N=343

IgM VHA+ 
ou 

equivoque ?

Non
N=92

Oui
N=78

IgM neg ou non 
disponible
N=14

Avidité

interprétable
N=65

Non
N=2

• 58 Activation polyclonale ou 
faux positifs IgM

• 11: Faux positifs IgM
Anticorps 

totaux

Nég
N=11

Génotypage

Sérum 
dispo

• 14 expertises diverses (EFS, 
Fx positifs HAVT, …)

• 2 Impossible de conclure

Oui
N=76

IgM 
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2.3 Hépatite E : Activités d’expertise de l’année 2016  

 Prélèvements reçus au laboratoire de virologie du CHU de Toulouse  

En 2016, le laboratoire de virologie du CHU de Toulouse a réalisé 6910 analyses sérologiques (+23% 
par rapport à 2015) et 6112 tests moléculaires (+7% par rapport à 2015) 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 française et Réunion). 
 

Origine des 

prescriptions   

% sérologies % tests moléculaires 

CHU Toulouse 

 

75,5% 59% 

Centres Hospitaliers de 

Midi-Pyrénées 

10,1% 4,8% 

CH et CHU hors Midi-

Pyrénées 

10,5% 25,1% 

EFS 

 

2,3% 5,5% 

Laboratoires privés 

 

1,6% 5,6% 

 

 Prélèvements reçus par les autres laboratoires 

L’Hôpital Paul Brousse à Villejuif a réalisé 5710 analyses sérologiques et 2990 tests moléculaires pour 
le diagnostic et la caractérisation des souches de VHE. Le laboratoire d’analyses spécialisées Cerba a 
réalisé 18807 analyses sérologiques et 783 PCR VHE pour des laboratoires privés de France ou des 
DOM-TOM. Le laboratoire d’analyses spécialisées Biomnis a réalisé 19764 tests IgM anti-VHE et 604 
PCR VHE.  

 Diagnostic des cas d’hépatite E 

Le laboratoire de virologie de Toulouse a diagnostiqué 487 cas d’hépatite E dont 350 cas virémiques. 
Le laboratoire Cerba a diagnostiqué 704 patients avec une hépatite E, dont 71 cas étaient virémiques 
(208 de ces échantillons ont été transmis au CNR de Toulouse pour quantification et typage). Le 
laboratoire Biomnis a diagnostiqué 915 cas d’hépatite E, dont 46 cas virémiques. Le laboratoire de 
virologie de Paul Brousse a diagnostiqué 77 cas d’hépatite E, dont 71 cas virémiques. Les CHU de 
Marseille, Tours, Montpellier et la Pitié-Salpétrière ont identifié 119 cas d’hépatite E. 
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L’évolution du diagnostic des cas d’hépatite E en France est représentée dans le tableau ci-dessous : 

 

 Nb patients 
testés 

NB cas certains ou probables 

Total             Importés          Autochtones 

% cas positifs parmi les 
échantillons testés 

2002 209 13 4 9 6,2 

2003 155 14 11 3 9,0 

2004 233 20 4 16 8,5 

2005 327 39 19 20 11,9 

2006 583 38 14 24 6,5 

2007 1012 107 10 97 10,5 

2008 1700 180 21 159 10,5 

2009 2150 206 23 183 9,6 

2010 2549 232 16 216 9,1 

2011 3429 266 19 249 7,6 

2012 17566 801 9 801 4,6 

2013 35416 1851 3 1848 4,9 

2014 44382 1825 12 1813 4,1 

2015 66000 2122 4  2118 3,5 

2016 76000 2302 10 2292 3 

 

Sur la base des renseignements épidémiologiques fournis par les centres au CNR, la moyenne d’âge 
des cas était de 55 ans (± 15 ans) et le sex ratio (homme/femme) était  de 1,8. Vingt pourcent des cas 
d’hépatites E ont été identifiés chez des immunodéprimés et 48% dans les régions du Sud de la 
France (Aquitaine, Occitanie et Provence-Alpes-Côte d’Azur et Corse) 

En conclusion, l’augmentation du nombre de diagnostics d’infection à VHE en 2016 est en rapport 
avec l’augmentation du nombre d’examens réalisés.  

 

2.4 Nombre de souches ou échantillons de matériel biologique issus des collections du CNR 
distribuées. 

Le CNR VHE a fourni du matériel biologique aux CHU de Nantes et au CHU de St Etienne pour la 
validation des tests moléculaires de recherche de l’ARN VHE.  

 

2.5 Evaluation des trousses de diagnostic du VHE. 

o Evaluation du test ARN VHE automatisé Procleix HEV d’Hologic 

Nous avons évalué les performances du test Procleix HEV, test de détection qualitative de l’ARN VHE 
sur l’automate Panther, en comparant les résultats avec le test  Altona HEV RNA Real Star ® RT-PCR 
et la technique de PCR du CNR accréditée  ISO15189. La sensibilité analytique a été déterminée en 
testant des réplicats (n=20) de dilutions de souches de référence. L’inclusivité a été évaluée avec 92 
échantillons de différents génotypes HEV: génotype 3c (n=29), génotype 3e (n=8), génotype 3f 
(n=50), génotype 4 (n=3) et génotype 1 (n=1). L’absence de contamination inter-échantillon a été 
également vérifiée. Le test Procleix VHE a une excellente limite de détection (Table ci-dessous). Tous 
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les échantillons de l’étude d’inclusivité ont été détectés. Cinq cents échantillons ont été testés 
prospectivement avec le test d’Hologic et la PCR du CNR. La concordance entre les 2 tests était de 
98,4% (492/500).   
 

Table des limites de détection des 3 tests ARN VHE 

 Hologic 

UI/ml, [IC95%] 

Altona 

UI/ml, [IC95%] 

RT-PCR CNR 

UI/ml, [IC95%] 

Genotype 3a 24 [19 - 33] 31 [18 - 77] 33 [18 - 83] 

Genotype 3c 34 [28 - 44] 36 [21 - 83] 53 [32 - 112] 

Genotype 3f 53 [41 - 76] 60 [35 - 146] 166 [78 - 565] 

 

o Evaluation de 2 prototypes de détection des IgG et des IgM anti-VHE pour l’automate VIDAS 
 
Nous avons étudié les performances de 2 prototypes de détection des anticorps anti-VHE 

développés pour l’automate VIDAS de Biomérieux. L’un des prototypes contenait des antigènes 
viraux ORF2 et l’autre des antigènes ORF2 et ORF3. La sensibilité chez l’immunocompétent des tests 
IgG était de 95,2% (prototype ORF2) et 96,8% (prototype ORF2/3). Chez les immunodéprimés la 
sensibilité était de 66% (prototype ORF2) et 72% (prototype ORF2/3). La spécificité était de 100% 
(prototype ORF2) et 98,1% (prototype ORF2/3). Pour les prototypes de détection des IgM anti-VHE, 
la sensibilité du prototype ORF2 était de 94,7 % et celle du prototype ORF2/3 de 96,5% pour des 
patients immunocompétents. Chez les immunodéprimés la sensibilité était de 78,2% pour les 2 tests. 
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3 Activité de surveillance :  
3.1  Hépatite A 

3.1.1 Surveillance de l’évolution et des caractéristiques des infections  

o Représentativité des échantillons reçus 

Hors investigations de cas groupés, l’envoi de sérums dans le cadre de l’observatoire des souches par 
les laboratoires publics ou privés est sur la base du volontariat. 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%, 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 à la demande des ARS (données DO 2016 
non encore disponibles). 

 

Nombre de souches isolées au CNR par rapport au Nombre de cas déclarés (DO) 

o Définition de l’échantillon de souches isolées 

En 2016, 173 infections virémiques ont été identifiées. Deux régions (Hauts de France et Ile de de 
France) ont contribué à près de 50% des souches isolées ; toutes les régions métropolitaines sont 
représentées avec 36 départements.  

 

 

Origine des infections virémiques 
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Les patients virémiques étaient de sexe masculin dans 52.1% des cas. Cette prédominance masculine 
habituelle n’avait pas été observée en 2014 (fig.3). L’âge moyen des patients infectés était de 27+/- 
19 ans (fig.4). 

 

 

Sex ratio des infections virémiques 

 

Age moyen des cas identifiés au CNR 

 

La proportion de cas adressés au CNR renseignés avec notion de voyage ou de contact avec un sujet 
ayant voyagé était de 47,6% en 2016 , proche de ce qui est retrouvé habituellement par la DO. Cette 
proportion avait été nettement inférieure aux données issues de la DO en 2014 et 2015, 
probablement en raison du recrutement spécifique du CNR où les cas groupés étaient sur-
représentés notamment en 2015 (Fig.6).  

 

 

% de sujets virémiques avec notion de voyage ou 
de contact avec des sujets ayant voyagé 

 

% de cas appartenant à un épisode de cas groupés 

 

 

Comme habituellement, le génotype IA était largement majoritaire avec 123 infections (74%), suivi 
du génotype IB avec 32 infections (18,5%), IIIA avec 11 infections (6,4%) et une seule infection de 
génotype IIA. 

 

Evolution du nombre de souches par génotypes  
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La notion « voyage » était présente pour 10/11 des IIIA (90,9%), 22/32 des IB (68,8%) et 39/123 
(31,7%). Cette part importante des souches importées s’accompagne de la disparition des souches IA 
GQ506662 et IA GQ506663 « autochtonisées » entre 2008 et 2013 par transmission au sein de 
réseaux de diffusion dans certaines communautés. 

 

Evolution de la proportion relative des génotypes et souches isolées au CNR 

 

3.1.2 Participation aux réseaux de surveillance 

o Surveillance nationale 

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

Pour identifier les sources éventuelles à l’origine de cas groupés, le CNR collabore avec l’ANSES 
(Laboratoire de sécurité des Aliments, unité Virus Eau et Aliments, S Perelle), avec la DGCCRF (Service 
commun des laboratoires à Montpellier) et avec L’IFREMER (S Leguyader). Des cibles communes pour 
le typage des souches ont été développées. 

o Surveillance internationale 

Le CNR participe au réseau européen de laboratoires animé par le RIVM aux Pays Bas (HAVNet). Le 
logiciel Bionumérics (base de données de séquences) permet de répondre immédiatement à nos 
partenaires sur l’éventuelle circulation en France d’une souche isolée dans un autre pays et 
inversement. L’identification d’épidémies transfrontalières associées à un facteur de risque donné, 
notamment alimentaire est ainsi possible. 
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3.2 Hépatite E  

3.2.1 Surveillance à la demande de l’Etablissement Français du Sang (EFS) 

o Caractérisation des pools de plasma positifs de l’EFS 

Une partie des pools de plasma de l’EFS servant à la préparation du plasma frais congelé traité 
par amotosalène ou soumis à quarantaine ont été testés par PCR. Les 86 pools ARN VHE positifs 
ont ensuite été adressés au laboratoire de virologie du CHU de Toulouse pour quantification et 
typage des souches.  

Les virémies des donneurs allaient de 1,7 à 6,6 log10 copies/ml. La distribution des génotypes 
retrouvés chez les donneurs virémiques est la suivante : 

 

 

 

 

 

 

*Virémies trop faibles pour typage 

 

o Enquêtes lors de suspicion de contamination transfusionnelle  

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

- Patient transplanté cardiaque au CHU de Toulouse : le patient était infecté par un virus de 
génotype 3. Les 65 donneurs de produits sanguins labiles administrés au patient ont été 
testés en PCR VHE. Un donneur était ARN VHE positif (1430 copies/mL) avec un génotype 
3. Les séquences ont été comparées. Les résultats ont montré une homologie de 
séquences entre les souches VHE 3 du donneur et du receveur. 

- Patient avec une pathologie onco-hématologique au CHU de Clermont-Ferrand. Le patient 
était infecté par un virus de génotype 3f. Un pool de plasma administré à ce patient était 
ARN VHE positif (2050 copies/mL) avec un génotype 3f. Les séquences ont été comparées. 
Les résultats ont montré une homologie de séquences entre les souches VHE 3f du 
donneur et du receveur. 

- Patiente immunocompétente transfusée au CHU de Clermont-Ferrand en 2015 suite à une 
fracture. Le don testé était ARN VHE positif (140 000 c/ml, génotype HEV3f). La patiente 
avait une sérologie VHE en faveur d’une infection récente (IgM positif) mais l’ARN viral 
n’était plus détectable chez elle. La comparaison des souches n’a pu être réalisée.  

- Patient suivi en hémato-oncologie au CHU de Caen ayant fait une hépatite E. 10 donneurs 
de sang ont été testés mais tous étaient ARN VHE négatifs en PCR. 

 

3.2.2 Surveillance de l’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, des centres hospitaliers périphériques et des structures privées. Il réalise les PCR de 
détection et de quantification de l’ARN VHE et assure la caractérisation des souches identifiées. C’est 
le cas des CHU d’Angers, Besançon, Brest, Nancy, Nice, Nîmes, Poitiers, Saint-Etienne, Reims et 
Rouen. D’autre part, les CHU de Bordeaux, Caen, Clermont-Ferrand, Dijon, Grenoble, Lille, Lyon, 

Génotype 3chi 3e 3f 3 Non 

ss-typé 

Non 
typé* 

Nombre 
en 

2016 (%) 

19 

22,1% 

 

1 

1,1% 

24 

27,9% 

8 

9,3% 

34 

39,6% 
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Montpellier, Nantes, 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 Paul Brousse travaille en collaboration avec les principaux laboratoires 
parisiens et a communiqué le nombre de cas d’hépatite E identifiés en 2016. 

Le laboratoire de virologie du CHU de Marseille a également communiqué le nombre de cas 
d’hépatite E identifiés en 2016.  

 

 Caractérisation des souches 

Le génotype a été déterminé par séquençage pour 694 échantillons ARN VHE positifs. La 
classification en génotypes et sous-types  a été réalisée selon la classification proposée récemment 
par un groupe international d’experts sur la base d’un panel de séquences de référence (Smith, J Gen 
Virol, 2016). 
 
 
La répartition des génotypes caractérisés était la suivante : 

 
Génotype 1 2 4 3a 3chi 3e 3f 3 

lapin 
3 Non 

ss-typé 

Non 
typé 

Nombre 
en 

2016 (%) 

8 

1,2% 

1 

0,2% 

6 

0,9% 

2 

0,4% 

183 

26,4% 

13 

1,9% 

325 

46,8% 

3 

0,5% 

53 

7,6% 

100 

14,4% 

 

Toutes les infections par un VHE de génotype 1 ou 2 sont survenues chez des immunocompétents de 
retour de voyage en Asie (génotype 1, n=8) ou au Niger (génotype 2). Les infections par un génotype 
4 ont toutes été contractées en France chez 3 patients immunocompétents et 3 patients 
immunodéprimés. Parmi ces 3 sujets immunodéprimés, un patient a eu une infection spontanément 
résolutive, le second a développé une infection chronique qui a été traitée par ribavirine et le dernier 
est décédé de sa maladie hématologique peu de temps après la découverte de l’infection par le VHE.  

Les infections par un génotype 3 ont été contractées en France métropolitaine ou dans les 
départements ou territoires d’outre-mer. Comme en 2015, les données de 2016 confirment la 
possibilité de contamination humaine par des souches de génotype 3 lapin, retrouvées chez les lapins 
sauvages ou d’élevage (Izopet et al, Emerg Infect Dis 2012). Les infections avec un génotype 3-lapin 
sont toutes survenues chez des patients immunodéprimés. Elles ont toutes conduit à des infections 
chroniques. 

 

3.3.3 Surveillance de la résistance des agents pathogènes aux anti-infectieux 

 
Nous avons étudié l’effet antiviral du sofosbuvir en collaboration avec l’équipe de KJ Simpson au 
Royaume-Uni (Donelly, Gastroenterology 2017). Un patient transplanté écossais infecté 
chroniquement par le VHC et le VHE a été traité par l’association sofosbuvir plus daclatasvir, 2 
molécules ayant une activité anti-VHC. Le patient a guéri de son hépatite C mais ce traitement n’a eu 
aucun effet sur la virémie VHE. Ce résultat in vivo va à l’encontre de ce qui a été observé par Dao Thi 
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et collaborateurs dans un modèle cellulaire in vitro. D’autres travaux sont donc nécessaires pour 
documenter l’éventuelle activité du sofosbuvir sur le VHE. 

 

4 Alerte :  

4.1 Hépatite A 

 Procédure d’alerte 

Le CNR et ses correspondants de Santé Publique France échangent immédiatement sur tout 
phénomène anormal :  

 Les alertes européennes issues de l’ECDC font l’objet d’échanges d’informations : Santé 
Publique France redescend au CNR les données postées sur la plateforme EPIS-FWD 
(Epidemic Intelligence Information System) ou, pour les alertes alimentaires, le système 
RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF). Ces données sont le plus souvent 
relayées par le réseau HAVNet, avec échange de données de séquences. 

Inversement, devant une souche inhabituelle touchant plusieurs patients, le CNR peut 
alerter le réseau HAVNet et Santé Publique France qui relaie l’information via la 
plateforme EPIS-FWD. 

 Devant des cas groupés, les ARS sollicitent le CNR pour investigation : 9 épisodes de cas 
groupés en 2016, impliquant au total 61 patients. Certains de ces épisodes sont décrits 
ci-dessous.  

 Devant une augmentation du nombre de cas, la survenue de formes atypiques, ou la 
nécessité de confirmation diagnostique, un laboratoire peut faire appel au CNR pour 
analyse.  

 La détection de dons positifs pour le VHA par l’EFS est systématiquement confirmée par 
le CNR 

 

 Détection et investigation des cas groupés et phénomènes anormaux 

Quatre requêtes EPIS en 2016 : 

 Décembre 2015 : Notification par le Royaume Uni de cas groupés associés à un séjour 
dans le même hôtel (Falikari, ile de Rhodes). Les souches en cause, 1-VRD-901-2015 et 2-
VRD-907-2015, de génotype IIIA, ont été identifiée début 2016 dans la base du CNR chez 
deux patientes françaises ayant également séjourné à Rhodes et déclaré une hépatite A 
début décembre 2015. 

 Mai 2016 : suite à de nombreux cas groupés survenus au Canada en 2015 associés à la 
consommation d’un mélange de baies et de cerises « bio », les laboratoires du réseau 
HAVNet ont été questionnés sur la circulation en Europe de la souche en cause. Aucun 
cas Européen n’a été identifié 

 Septembre 2016 : notification par l’Allemagne de cas groupés associés à la 
consommation de drogues. Souche V16-22852 non retrouvée en France. 

 Octobre 2016 : requêtes du Royaume Uni (souche VRD_521_2016), des Pays bas 
(souches RIVM-HAV16-090 et RIVM-HAV-16-069) et de l’Allemagne (souche V16-25801) 
sur des souches de génotype IA associées à des cas groupés dans la communauté 
homosexuelle masculine.  

Deux de ces souches ont été identifiées chez des patients Français : RIVM-HAV16-090 
chez 3 hommes avec des dates de diagnostic entre le 24/11 et le 12/12 et VRD_521_2016 
chez 4 patients (dont 3 hommes) avec des dates de diagnostic entre le 20/10 et le 11/11.  



14 
 

Ces souches ont été responsables d’une flambée épidémique à l’échelle européenne et 
en France dès fin 2016, dont l’ampleur sera connue en 2017.  

 

Cas groupés à Belle Ile 

Suite au signalement de 5 cas groupés survenus à Belle Ile en avril chez des sujets ayant consommé 
des coquillages pêchés par eux même, le CNR a reçu les sérums des patients concernés ainsi que 
ceux de 4 autres cas déclarés dans le département pendant la même période. L’IFREMER a 
parallèlement réalisé des analyses en entrée et sortie de stations d’épuration. Une même souche de 
génotype IA a été identifiée chez les patients et en sortie de station d’épuration. La signature 
géographique de la souche était le Maroc. 

Plusieurs éléments ont remis en cause l’hypothèse d’une contamination par consommation de fruits 
de mer : 1/ un délai court (15j) entre consommation et signes cliniques ; 2/ la découverte d’un cas 
antérieur d’un mois aux cas groupés infecté par la même souche après un voyage au Maroc 3/des 
zones de pêche différentes rendant peu probable la contamination du littoral par un seul patient.  

 

Détection de dons de sang positifs en ARN VHA par les EFS 

Les EFS de Montpellier et le Metz nous ont sollicités pour confirmation de résultats de dépistage de 
génome viral VHA positif par la technique Procleix dans 8 dons qui ont tous été confirmés positifs. 

 

 

4.2 Hépatite E 

o Procédure d’alerte 
Le CNR et ses correspondants de Santé publique France (V.Vaillant et E.Couturier) échangent 
immédiatement sur tout phénomène anormal. Les cas d’hépatite E ne font pas l’objet de 
déclaration obligatoire. 

 

o Détection et investigation des cas groupés et phénomènes anormaux 

- En février 2016, le CNR a été sollicité par l’ARS de Moselle afin d’étudier 4 cas suspects 
d’hépatite E au Centre hospitalier de Metz. Les investigations ont exclu le diagnostic 
d’hépatite E chez un patient. Les 3 autres patients étaient infectés par le VHE de génotype 
3f mais l’analyse phylogénétique n’a pas montré d’homologie de séquence des 3 souches.  

- En 2017, l’ARS de la région Provence-Alpes-Cote d’Azur a contacté le CNR pour 2 cas 
d’hépatites E chez 2 sœurs ayant consommé des figatelles crues en décembre 2016 dans 
un restaurant à Aix en Provence. Les 2 patientes étaient infectées par un virus de 
génotype 3f. Des figatelles récupérées dans le restaurant ont été analysées par le 
laboratoire du Dr Nicole Pavio à l’ANSES qui a détecté une souche 3f mais les analyses 
phylogénétiques des souches ne montrent pas d’homologie de séquence. Le lot de 
figatelles testé pourrait ne pas correspondre au lot de figatelles consommé par les 
patientes. 

 

5 Activités d’information, de formation et de conseil  

 Enseignement, Formation 

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

A Toulouse, le service de virologie accueille 10 internes en biologie médicale par an. Le laboratoire est 
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terrain de stage en M1, M2 recherche et M2 Pro. Il a accueilli en 2016-2017, 4 étudiants en thèse 
d’université et un post-doctorant. 

A Villejuif, le service de virologie accueille 2 internes par an. Le laboratoire est terrain de stage en M1 
et M2.  

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

 Publications didactiques 

Le CNR a écrit le chapitre sur le virus de l’hépatite E à la demande d’AZAY (collégiale des enseignants 
de microbiologie des facultés de médecine) pour un cours national destiné aux étudiants en 
médecine. 

Des articles de revue sont publiés régulièrement 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 l’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 prélèvements. 
Le rapport d’activité est mis en ligne dès réception de son évaluation par le comité des CNR. Le site 
liste également les publications du CNR. 

 

 Activité de conseil aux professionnels 

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

 

 Activités d’expertise  

o Le CNR VHE a collaboré avec Nicole Pavio qui appartient au groupe CoVetLab, groupe de 
laboratoires vétérinaires européens (Danemark, France, Hollande, Suède et Royaume 
Uni), qui étudie les souches de VHE circulant chez l’homme et l’animal en Europe. 

o Le CNR VHA et VHE (Pr Roque-Afonso et Pr Izopet) ont participé en 2016 au groupe de 
travail « Attribution des sources des maladies infectieuses d’origine alimentaire », sous 
l’égide de l’ANSES 

 
6 Travaux de recherche et publications en lien direct avec l’activité du CNR 

 

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

 Facteurs de risque de contamination par le VHE et troubles neurologiques associés au VHE 

Afin de préciser les facteurs de risque associés à la survenue de l’hépatite E en France 
métropolitaine, une étude cas-témoin a été initiée par l’InVS, le CNR VHE et le réseau des 
laboratoires français et Santé publique France de janvier 2015 à octobre 2015. Deux-cents cas 

http://www.cnrvha-vhe.org/
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d’hépatite E ont été appariés à un témoin, IgG anti-VHE négatives, sur l’âge, le sexe et le 
département de résidence. Un moniteur d’étude a contacté par téléphone les  cas et les témoins 
afin de remplir un questionnaire sur les habitudes de vie et leur alimentation. De plus, les 
patients infectés ayant décrit des troubles neurologiques ont été inclus dans une sous-étude 
visant à déterminer la fréquence et à caractériser ces atteintes neurologiques. Elle était conduite 
par le Dr Cintas, neurologue au CHU de Toulouse.  

L’âge moyen des patients infectés était de 56 ± 14 ans ; 63% étaient des hommes et 31,5% des 
cas sont survenus chez des sujets immunodéprimés. Cette étude a permis d’identifier que le 
contact avec les animaux de ferme, la consommation de saucisses de foie et la consommation de 
fruits non pelés étaient associés à l’infection par le VHE. Les atteintes neurologiques ont été 
confirmées chez 33 patients (16,5% des cas).   

 

 Séroprévalence des anticorps anti-VHE chez les patients infectés par le HIV 

Les patients infectés par le HIV constituent une population à risque d’infection par les virus 
hépatotropes. Nous avons déterminé la séroprévalence des IgG et des IgM chez 300 patients 
infectés par le HIV dans le sud-ouest de la France en comparent celles-ci à celles de donneurs de 
sang de la région appariés sur l’âge et le sexe. Les anti-VHE IgG ont été détectés chez 116 
patients infectés par le HIV (38,7%) et chez 284 sujets appariés (47,3%, p = 0,027). La 
concentration des IgG anti-VHE semblait plus faible chez les patients infectés par le HIV que chez 
des contrôles suggérant une réponse humorale plus faible. La prévalence des IgM anti-VHE était 
similaire chez les patients HIV (3.6%) et chez les contrôles (3.8%, p = 0,85). Nos données ne sont 
pas en faveur d’une transmission sexuelle dans cette population (Abravanel, J Infection, 2017). 

 

 Transmission transfusionnelle du VHE chez les patients transplantés d’organe 

Afin d’estimer le risque de contamination par transfusion des patients transplantés d’organe, 60 
patients ont été étudiés. Parmi ceux-ci, seuls 7 (11.7%) avaient reçu des transfusions de produits 
sanguins dans les 6 mois ayant précédé leur infection. Nous avons testé 231 échantillons 
correspondant à des dons administrés à ces 7 patients, 3% étaient ARN VHE positifs. Une 
contamination transfusionnelle a été objectivée pour 3 patients transplantés receveurs de 
produits sanguins. La contribution de la transfusion dans la transmission du VHE n’est donc pas 
majoritaire dans cette population (Lhomme, Emerging Infectious Diseases 2017). 

 

 Le Sud Tunisien est encore une région de très forte endémie d’hépatite A 

Les marqueurs du VHA ont été recherchés chez 216 femmes enceintes asymptomatiques et 92 
sujets présentant une hépatite aiguë entre Octobre 2014 et Novembre 2015. La séroprévalence 
du VHA était de 98.6% chez les femmes enceintes et dépassait 90% après l’âge de 5 ans chez les 
sujets admis pour hépatite aiguë. L’hépatite A était responsable de l’hépatite aiguë dans 21.7% 
des cas et de nouvelles souches tunisiennes ont été identifiées (Neffatti, PlosOne 2017). 

 

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

En 2016-2017, l’équipe de Toulouse a réalisé à 2 articles de revue francophone, 22 publications 
internationales, 6 articles de revue anglophone et 15 communications orales internationales ou 
conférences sur invitation dont 6 à l’international. 

L’équipe de Villejuif a contribué à 1 article de revue francophone, 5 publications internationales, 1 
publication nationale, 1 communication orale nationale et 8 conférences sur invitation/séminaires 
nationaux. 

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

 

 Coopération avec les laboratoires de santé animale et d’hygiène alimentaire dont les LNR 

ANSES/Laboratoire de sécurité des aliments 

Le CNR VHA collabore avec Sylvie Pérelle, ANSES, pour ce qui touche 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. 

 
Le CNR VHE collabore avec Nicole Pavio, ANSES Maisons-Alfort, dans le cadre d’enquêtes 
alimentaires et dans le cadre du réseau CoVetLab. 
 
 

7 Programme d’activité pour les années suivantes 
 

7.1 Hépatite A 

a- Evaluation des techniques sérologiques et moléculaires commerciales 

Nous avons été sollicités au cours du précédent mandat pour des suspicions de faux positifs en 
anticorps totaux VHA. Ce résultat devient critique si une décision de non vaccination est alors 
prise, avec l’exposition d’un voyageur adulte au risque d’infection sévère. De même, depuis 
2012, il est recommandé de vacciner les candidats à la transplantation, qui n’ont pas toujours 
une réponse optimale. Depuis le rapport commandé par l’Afssaps en 2007 sur le dosage des 
anticorps totaux anti-VHA, les firmes ont mis sur le marché de nouveaux tests dont les 
performances n’ont pas été évaluées comparativement. Cette évaluation sera donc réalisée au 
CNR. 

De même, un possible manque de spécificité des techniques de dépistage du génome viral 
(DGV) pour la qualification des plasmas thérapeutiques est apparu lors du précédent mandat. 
Leur évaluation sera réalisée au CNR  

b- Etude des génomes entiers 

Les analyses d’épidémiologie moléculaire seront affinées par l’étude du génome entier. Nous 
développerons des protocoles de séquençage sur les plateformes haut débit (Illumina) ainsi que 
les pipelines bioinformatiques. 

c- Etude de la Réponse vaccinale 

Nous développerons une technique permettant l’étude de la réponse immune cellulaire 
(réponse interféron gamma après stimulation des PBMC par le VHA) qui sera corrélée au titre 
d’IgG VHA et permettra de mieux étudier la réponse vaccinale 

 

 

7.2 Hépatite E 

a- Evaluation des techniques sérologiques et moléculaires proposées par les industriels 

Compte tenu de la fréquence et de l’impact en santé publique désormais reconnus des 
infections par le VHE dans les pays industrialisés dont la France, de nombreuses firmes 
développent des tests d’immunoanalyse et des tests moléculaires pour la détection et la 
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quantification du VHE. Ces nouveaux dispositifs présentent de nouvelles caractéristiques en 
termes d’automatisation ou de miniaturisation. 

 

b- Contribution à la surveillance épidémiologique 

- Participation à la surveillance des souches circulant chez l’homme coordonnée avec la 
surveillance des souches détectées chez les animaux et dans l’environnement 

- Participation au groupe d’expert de l’ECDC HEVnet, pour la surveillance épidémiologique 
coordonnée avec celle des autres pays européens  

 

c- Etudes ciblées 

- Etude des mutations de la polymérase virale associées à une résistance au traitement par 
ribavirine chez les sujets traités au stade chronique.  

La ribavirine,  dont on ne connait pas précisément le mécanisme d’action, est devenue le 
traitement de choix des hépatites E chroniques. Malgré l’efficacité clinique et virologique 
de la molécule, un échec thérapeutique est observé dans environ 20 % des cas.  

La nature et l’impact sur la résistance virale de mutations dans la polymérase virale sont 
aujourd’hui très peu connus. Des études in vivo et en système cellulaire seront conduites. 
Ce projet sera réalisé en collaboration avec le réseau des laboratoires de virologie de 
l’AC33 (Hépatites virales) de l’ANRS. 

- Etude de la présence du VHE dans l’environnement 

L’ARN du VHE a été détecté dans les eaux usées, dans de l’eau de rivière, et dans les 
coquillages. Nous ne disposons pas de données quantitatives et le caractère infectieux du 
matériel détecté n’a pas été déterminé. Une étude nationale suggère que la transmission 
hydrique du VHE est probable en France (Mansuy, Hepatology 2016). Cette source de 
transmission a d’ailleurs été récemment à l’origine de cas groupés, dont un fatal, dans le 
Cantal. Nous souhaitons mettre en place un travail dans la région Occitanie, région de 
forte endémie pour le VHE, mais qui se caractérise par une grande hétérogénéité de la 
séroprévalence des IgG dans la population générale en fonction des départements 
(Mansuy, Eurosurveillance 2015). D’une manière générale, nous pensons que cette 
thématique pourra faire l’objet d’une collaboration avec le CNR des virus entériques tant 
sur le plan méthodologique que technologique. 

 

d- Développement de méthodes spécialisées 

En biologie moléculaire, ce volet concernera surtout les protocoles de séquençage sur les 
plateformes haut débit de 2ème génération (Illumina) ou 3ème génération (Pacific 
Biosciences/Roche) ainsi que les pipelines bioinformatiques. 
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Annexe 1 : Missions & organisation du CNR des virus des hépatites à 
transmission entérique 
 
1.1 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. 

Dans sa mission de surveillance, le CNR contribue à l’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 l’hépatite A est déterminée grâce à la déclaration obligatoire.  

L’hépatite E n’est pas une maladie à 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 à Santé Publique France tout phénomène 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 l’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 à transmission entérique a été renouvelé en 2016 sous la 
direction du Pr Izopet en charge de l'hépatite E, à Toulouse en association avec le Pr Roque-Afonso en 
charge de l'hépatite A, à Villejuif. L’activité du CNR est intégrée aux deux laboratoires de Virologie. 

 

1.2.1 CNR : Pr Roque-Afonso, Villejuif 

Personnels :  
Nom ETP Qualification Statut Organisme payeur 

Anne-Marie Roque-Afonso 0.2 Médecin Biologiste PU-PH / Chef de service APHP / Université Paris Sud 

Lina Mouna 0.2 PhD Ingénieur APHP 

Laure Izquierdo 0.2 Pharmacien AHU APHP / Université Paris Sud 

Eric Marchadier 1 Technicien  APHP 

 

Organigramme fonctionnel du laboratoire :  

 

ACTIVITES
TRANSVERSALES

INFORMATIQUE
PALLIER C*, COLLIOT P**,
LEBRAUD P**, VEILLET F**

HYGIENE ET SECURITÉ
AUNIS J.*

ELOPHE  S**/ A VOLANTE**

QUALITÉ
DEBACK C* 

AUNIS J** /MARCHADIER E**

GESTION DOCUMENTAIRE
DEBACK C* /MARCHADIER E* 

AUNIS J**

MÉTROLOGIE
CHAVROT C*
DUQUESNE S*

SECTEURS TECHNIQUES 

Urgences et Réponse RapidePré analytique 

Sérologie AutomatiséeSérologie Manuelle

Virologie Moléculaire automatisée Virologie Moléculaire manuelle

Charges virales Séquençage

PROTOCOLES et CRB PARIS-SUD 
MEB : MOUNA L

RECEPTION DES EXAMENS 

CHEF DE STRUCTURE
ROQUE-AFONSO Anne-Marie (PU-PH)

CADRE DE LABORATOIRE
AUNIS Julie (FF)

SECRETARIAT
MAKHLOUF Fatiha

LOGISTIQUE

SECTEURS MEDICAUX
BIOLOGISTES RESPONSABLES

VIROLOGIE MOLECULAIRE
DEBACK C  (MCU-PH)

RETROVIRUS ET HEPATITES B&C
PALLIER C  (PH)

SEROLOGIES / DPN/ Hépatite A et E
VAULOUP-FELLOUS C (MCU-PH)

URGENCES ET REPONSE RAPIDE
KADI A (PA)

*Titulaire ; **Suppléant

CNR HEPATITES A&E
ROQUE-AFONSO AM (PU-PH)

CNR RUBEOLE
VAULOUP-FELLOUS C (MCU-PH)
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1.2.2 CNR Associé : Pr Izopet, Toulouse 

L’équipe dédiée au CNR à 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 ISO15189) 

 

 

 

Rétrovirus 
et virus des 
hépatites 

Responsable 
Karine Sauné, 

MCU-PH 

Florence Abravanel, 
MCU-PH 

Stéphanie Raymond, 
MCU-PH 

Sabine Chapuy-
Regaud, 
 MCU-PA 

Sébastien Lhomme, 
AHU 

Virus 
neurotropes et 

des 
immunodéprimés 

Responsable 
Catherine 

Mengelle, PH 

Virus 
respiratoires et 

entériques 

Responsable 
Jean-Michel 
Mansuy, PH 

Virus à 
potentiel 
oncogène 

Responsable 
Christophe 

Pasquier, PU-PH 

Référent méthodologie/ 
statistiques 

Karine Sauné, MCU-PH 

Moniteur d’Etudes 
Biologiques  

Julie Chiabrando 

ACTIVITES 

TRANSVERSALES 

Référent astreintes 
Catherine Mengelle, PH 

Référent informatique et 
préanalytique 

Jean-Michel Mansuy, PH 

Référent hygiène/sécurité  
et internes 

Christophe Pasquier, 
 PU-PH 

Référent Qualité 
Marcel MIEDOUGE, PH 

CHEF DE SERVICE 

Jacques IZOPET (PU-PH) 

CNR hépatite E 
Florence 

Abravanel, MCU-
PH 

Sébastien 
Lhomme, AHU 
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1.3 Locaux et équipements 

1.3.1 Laboratoire de Virologie des Hôpitaux Paris Sud, Villejuif 

Le CNR est intégré au service de Virologie (LBM des Hôpitaux universitaires Paris Sud, (Accréditation 
ISO15189).  

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 Séquençage). Il est 
équipé d’un laboratoire L3 et possède 3 chambres froides, une laverie et de nombreuses réserves. 
Quatre salles climatisées (3 au rez-de-chaussée et 1 au sous-sol) accueillent les congélateurs. 

 
Plan du laboratoire  (RCH):  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Principaux équipements 

- Congélateurs et réfrigérateurs reliés à 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), 

2 m2000sp (Abbott) 
- Appareils de PCR en temps réel (2 7500, 2 VIIA7, 3 RotorGeneQ, 2 m2000rt) et thermocycleurs 

conventionnels 
- Séquenceurs automatiques d’acides nucléiques : séquenceur conventionnel ABI 3130 16 

capillaires (Applied Biosystems) et NGS (MiSeq), 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 appartenant au plateau technique d’infectiologie 
à l’Institut Fédératif de Biologie (IFB), sur le site de Purpan du LBM du CHU de Toulouse. 
 

Le laboratoire comporte des espaces tertiaires et 3 plateaux techniques : 
- sérologie 
- biologie moléculaire 
- culture de virus en P2 et P3 
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Les secteurs pré-analytiques et logistiques sont des activités mutualisées au sein de l’IFB. Ceci permet 
un traitement 24h/24h, dimanches et jours fériés, d’échantillons biologiques destinés à des examens 
virologiques. 
 
Les principaux équipements du laboratoire sont les suivants : 
- Congélateurs et réfrigérateurs reliés à une centrale de surveillance de température (Vigitemp ) 
- 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 séquenceurs NGS (Illumina, Life Technologies) 
- Gestionnaire de microplaques ELISA 
- Système Luminex 
- Laboratoire de sécurité P3 
 
Le laboratoire dispose d’un accès direct à différents plateaux techniques (Inserm U1043/CNRS 5282) 
: 
. cytométrie en flux 
. imagerie cellulaire 
. microscopie électronique 
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1.4 Description de la démarche qualité du laboratoire : GBEA, participation à un contrôle de 
qualité externe, programmes, accréditation, certification,... 

1.4.1 Laboratoire de Virologie des Hôpitaux Universitaires Paris Sud, Villejuif 

Le laboratoire de Virologie est partie intégrante du LBM des Hôpitaux 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 grâce 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 à transmission entérique, le Laboratoire héberge également le CNR des 
infections rubéoleuses materno-fœtales. 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 ISO 15189 
depuis avril 2007 (n° 8-1769). L’accréditation concerne 98 % des examens virologiques incluant en 
particulier les techniques sérologiques (IgM et IgG anti-VHE) et les techniques de quantification et de 
typage de l’ARN VHE. 

A la suite de l’audit initial, le laboratoire a été régulièrement 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 grâce à un logiciel spécialisé. 

Conformément à la norme ISO 15189, des audits internes, des contrôles de qualité externes et 
internes, des enquêtes 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 l’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 

o Détection et quantification des anticorps totaux (ECLIA Cobas Roche et ELISA Diasorin) et 
détection des IgM (Vidas HAV IgM, BioMérieux et ELISA DiaSorin) 

o 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 

o 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 séquençage et 
analyse phylogénétique de la région VP1/2A  

o Séquençage du génome complet  
o Analyse de la quasi-espèce par clonage et séquençage des variants et par NGS 
 

Techniques de culture cellulaire 
o Lignées fibroblastiques FRh-K4 et hépatocytaires Huh7. La souche cytopathique HM175-18f 

et plusieurs souches cliniques sont cultivables sur ces systèmes.  
 
HEPATITE E 
Les techniques sérologiques et les techniques de quantification et de typage de l’ARN HEV sont 
accréditées COFRAC selon la norme ISO 15189. 
 
Tests Sérologiques 

o Test ELISA de détection des anticorps VHE ELISA IgM et IgG de Wantai (Wantai Biological 
Pharmacy Enterprise Co, China) (Mansuy, Emerg Infec Dis, 2011, Abravanel J Clin Virol 2013) 

o Test ELISA permettant l’étude de l’avidité des IgG VHE (par adaptation de la technique IgG 
Wantai).  

o Test ELISA permettant  le titrage des IgG anti-VHE à l’aide du standard international  NIBSC 
95/584  (par adaptation de la technique IgG Wantai). 

o Test ELISA sandwich permettant la détection de l’antigène de capside du VHE (Wantaï 
Biological Pharmacy Entreprise Co ; China). 

 
Détection et quantification du génome viral 

o 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  

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

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

o Analyse de la quasi-espèce par clonage et séquençage des variants (Kamar, Am J Transplant, 
2010 ; Lhomme, J Virol 2012, Lhomme, J Infec Dis 2014 ; Lhomme, Antimicrobiol Agent and 
chemother 2015) 
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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 systèmes. 

  

1.2. Collections de souches, antigènes ou immun-sérums de référence : 
 
Hépatite A 

o Collection clinique de plus de 500 sérums ou selles contenant de l’ARN VHA dont la souche a 
été typée. Ces échantillons sont conservés selon les règles du Centre de Ressources 
Biologiques Paris Sud (certifié AFNOR selon la norme NF S96-900) 

o Collection de surnageants de culture de souches cliniques 
o Base de données de séquences sur le logiciel Bionumerics (séquences génotypées et 

annotées sur l’origine géographique et certains facteurs de risque). Permet le croisement 
rapide des données en cas d’alerte transfrontalière. 

 
Hépatite E 

o Collection clinique de plus de 1000 sérums ou selles contenant de l’ARN VHE dont la souche a 
été typée et stockée selon les règles du CRB du CHU de Toulouse (certifié AFNOR selon la 
norme NF S96-900).  

o Collection de surnageants de culture de souches cliniques (3f et 3c). 
o 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 diagnostic de l’infection aiguë repose sur la détection des IgM spécifiques. Toutefois, la valeur 
prédictive positive de ce marqueur est faible en l’absence de cytolyse et en dehors d’un contexte 
aigu. Le CNR propose la démarche diagnostique suivante (Roque-Afonso, Future Virology 2010) :  

 

Situation clinique Indication des IgM  Que faire d’un résultat positif Diagnostic à évoquer 

Symptomatologie aigue / 
transaminases élevées 
+/- ictère et 

Définition d’une 
hépatite aigue 

Excellente VPP des IgM VHA + Hépatite A aigue 

Absence de symptômes / 
transaminases normales 

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

Recherche d’une virémie VHA  

Avidité des IgG VHA si virémie 
négative 

Virémie détectable : infection 
asymtomatique 

 

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

Transaminases élevées et 
faible probabilité 
épidémiologique 
d’hépatite A 

Hépatite 

Recherche d’une virémie VHA  

Avidité des IgG VHA si virémie 
négative 

Virémie détectable : infection aigue 

 

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

Les performances des trousses de détection des IgM anti-VHE (Legrand-Abravanel Clin Vaccine 
Immunol, 2009 ; Abravanel J Clin Virol, 2013 ; Abravanel J Clin Virol, 2015) et de l’ARN VHE  
(Abravanel J Clin Microbiol 2012 ; Abravanel J Clin Microbiol 2013) ayant fait l’objet de plusieurs 
évaluations par le CNR, un algorithme diagnostique des infections par le VHE a été proposé dès 2013 
(Kamar Clin Microbiol Rev 2014). Cet algorithme a permis d’accroitre de manière substantielle le 
nombre d’infections à VHE répertoriées en France. 
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Annexe 3 : Publications et communications réalisées ou prévues en lien avec 
les activités du CNR 2012-2017 
 

Equipe du Pr Roque-Afonso 
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