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Préambule

Résumeé analytique (en francais et en anglais)

Le CNR des virus des hépatites a transmission entérique est coordonné par le Pr Jacques |zopet en charge
de I'hépatite E, a Toulouse en association avec le Pr Anne-Marie Roque-Afonso en charge de I'hépatite A, a
Villejuif.

Concernant le VHA, 2017 avait été marquée par une épidémie de grande ampleur chez les
homosexuels masculins (HSH), avec une incitation a une surveillance active des souches responsables
d’hépatite A chez des hommes. En 2018, année post-épidémique, cette dynamique d’envoi des souches au
CNR s’est poursuivie, avec globalement une surreprésentation des hommes parmi les cas (67%) et
lisolement de souches épidémiques dans prés d’'un cas sur deux. Ces données sont donc différentes de
celles de la Déclaration Obligatoire avec un retour & la normale du sex ratio en 2018. Les cas infectés par
ces souches étaient plus souvent des hommes (84.2 vs. 50.5%) et avaient un age plus élevé que ceux
infectés par des souches non épidémiques (n=188): 40.9 vs. 24.5 ans. Ces différences montrent la
complémentarité des systemes de surveillance.

En 2018, le CNR VHE a évalué les performances de tests d'immunoanalyse (Test antigéne VHE de
Wantai chez les transplantés d’organe solide et test IgM VHE de Virclia) et de tests moléculaires pour la
détection-quantification de 'ARN VHE dans les selles (test Realstar HEV RT-PCR d’Altona associé a 2
systémes d’extraction de 'ARN viral). Le CNR VHE, en collaboration avec ses partenaires (Centres
hospitaliers, laboratoires privés, Etablissement Frangais du sang) a répertorié 2642 cas d’hépatite E, chiffre
en hausse de 17.7 % par rapport @ 2017. L’age moyen des sujets diagnostiqués était de 56,6 £26,2 ans,
avec une majorité d’hommes (64,3%).
Dans le cadre de la surveillance des souches circulant en France, le CNR a caractérisé 737 souches de VHE
appartenant trés majoritairement au génotype 3 (98%). Les sous-types impliqués étaient principalement le
sous-type 3f (54%) et les sous-types 3chi (41.1%). Dix enquétes dans le cadre de suspicion de contamination
transfusionnelle et 2 enquétes dans le cadre de cas groupés d’hépatite E ont été réalisées.

The Reference Centre for enterically transmitted hepatitis viruses is coordinated by Professor Jacques Izopet
in charge of hepatitis E in Toulouse, in association with Professor Anne-Marie Roque-Afonso in charge of
the hepatitis A, in Villejuif.

Regarding HAV, 2017 was marked by a large outbreak among homosexual men (MSM) with an incentive for
active surveillance of strains causing hepatitis A in men. In 2018, a post-epidemic year, this dynamic of
sending strains to the NRC continued, with an overall over-representation of men among cases (67%) and
isolation of 2017 epidemic strains in almost one out of two cases. These data are therefore different from
those of the Mandatory Notification, with a return to normal of the sex ratio in 2018. The cases infected by
epidemic strains were more often men (84.2 vs. 50.5%) and were older than those infected with non-epidemic
strains (40.9 vs. 24.5 years)

These differences show the complementarity of surveillance systems.
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In 2018, the HEV reference center has evaluated the performance of immunoassays (HEV antigen from
Wantai in solid organ transplant recipients and the anti-HEV IgM assay from Virclia) and molecular assays
(Realstar HEV Altona RT-PCR assay by Altona associated with 2 extraction methods of viral RNA). The
reference center in collaboration with its partners (Hospitals, private labs and French establishment for blood
collection, EFS) has listed 2642 cases of hepatitis E infections, representing an increase of 17.7% compared
with 2017. The mean age of the cases was 56.6 £26.2 years.

We have characterized 737 HEV strains from patients that belong for the majority to genotype 3 (98%),
mainly subtypes 3f (54%) and 3chi (41.1%). We performed 10 investigations concerning suspected cases of
transmission by transfusion of grouped cases.

1. Missions et organisation du CNR

Pour le VHA, un technicien, un ingénieur et 2 biologistes ont été impliqués dans le fonctionnement du CNR :
Eric Marchadier, Dr Lisa Mouna, Dr Elise Bouthry et Pr Anne Marie Roque. Le Pr Anne Marie Roque-Afonso
coordonne le CNR VHA, le Dr Lina Mouna, ingénieur, assure la fonction de responsable adjoint. Le CNR
VHA est accredité selon la norme ISO 15189 pour les techniques sérologiques.

Pour le VHE, deux ingénieurs et trois biologistes ont été impliqués dans le fonctionnement du CNR :
Martine Dubois, Chloé Diméglio, Dr Florence Abravanel, Dr Sébastien Lhomme et Pr Jacques Izopet. Le Pr
Jacques Izopet coordonne le CNR des virus des hépatites a transmission entérique et les Dr F. Abravanel
et S. Lhomme assurent les fonctions de responsables adjoints.

Le CNR VHE est accrédité selon la norme I1SO 15189 pour les techniques sérologiques, la détection et la
quantification de 'ARN VHE dans le sang, les selles et le liquide céphalo-rachidien ainsi que le typage par
sequengage de la région ORF2.

2. Activités d’expertise

- Evaluation des tests d'immunoanalyse Ag VHE de Wantai chez les patients transplantés et IgM VHE
de Virclia

- Caractérisation de 737 souches de VHE transmises par les partenaires du CNR (Centres hospitaliers,
laboratoires privés) et 50 souches de donneurs de sang transmises par I'Etablissement Frangais du

sang.

Les techniques disponibles au CNR sont présentées en annexe 2.

2.1 Evolutions des techniques
Pas d’évolution technique en 2018 pour le CNR VHA.

En 2018, le CNR VHE a développé une technique de séquencage haut débit permettant le
sequengage de génomes complets du VHE (technologie Oxford Nanopore).
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2.2 Travaux d’évaluation des techniques, réactifs et trousses

0 Le CNRVHA évalue actuellement des réactifs de dosage des IgG ou anti-corps totaux anti-
VHA.

0 Le CNRVHE a évalué l'intérét de la détection et de la quantification de I'Ag de capside libre
du VHE dans le sang et les urines de 24 patients transplantés d’organe a la phase aigie de
linfection a l'aide du test Ag VHE de Wantai. L’antigéne de capside était détectable chez
23/24 (96%) des patients infectés. Dés la phase aigué, un seuil de I'index du test Ag VHE
de 3,56 log permet de discriminer les transplantés qui vont développer une infection
chronique de ceux qui vont guérir spontanément avec une sensibilité de 80% et une
spécificité de 100%. La valeur prédictive positive a ce seuil est de 100% et la valeur
prédictive négative est de 75% (Marion, J Infection 2019).

0 En collaboration avec le Laboratoire Biofusion de Montauban nous avons réalisé une
évaluation du test IgM VHE de Virclia. Au cours de I'année 2018, le CNR a regu du LBM 43
échantillons retrouve positifs en IgM avec le test Virclia pour confirmation avec la technique
Wantai. Parmi ces 43 échantillons, 15 (soit 34.9%) ont été confirmés positifs avec la
technique IgM VHE de Wantai. Parmi ces 15 échantillons, 13 ont pu étre utilisés pour réaliser
la recherche de 'ARN du VHE par PCR : 11/13 (84.6%) ont été retrouvé ARN VHE+. Parmi
les 28 échantillons IgM discordants, la recherche de '’ARN du HEV a pu étre réalisée pour
18 échantillons (volume insuffisant pour 10 échantillons) : tous étaient ARN VHE négatifs.

o Nous avons comparé les performances de la RT-PCR Realstar HEV RNA d’Altona et de 2
systémes d’extraction des acides nucléique pour détecter et quantifier 'TARN VHE dans les
selles. L'ARN viral a été détecté dans 77/93 (82.8%) avec le test Altona et dans 83/93
(89.2%) avec la RT-PCR accréditée du CNR, des échantillons extraits avec le systéme
QIAamp viral RNA mini kit. L'ARN viral a été détecté dans 67/92 (72.8%) et 66/92 (71.7%)
des échantillons extraits avec 'automate MagnaPure 96 de Roche. Les performances du
test Altona sont équivalentes a la technique du CNR. Cette évaluation met en lumiére
limportance du systéme d’extraction pour ce type d’échantillon (Abravanel, J Clin Virol
2018).

2.3 Techniques transférées vers d’autres laboratoires

La technique de détection de 'ARN VHE par RT-PCR en temps réel du CNR VHE a été transférée au Dr
Richard NJOUM, a l'institut Pasteur de Yaoundé au Cameroun.

2.4 Collections de matériel biologique

La collection de sérums et selles du CNR VHA intégre le CRB Paris Sud a I'année N+1. La collection actuelle
comporte des échantillons collectés lors de la période 2013-2016 dont le volume permet une cession pour
des analyses complémentaires, ou un éventuel projet de recherche. La cession de matériel est soumise a
projet et nécessite I'approbation du Copil du CRB.

Le CNR VHE dispose d’une collection clinique de plus de 1000 sérums ou selles contenant de TARN VHE
dont la souche a été typée et stockées selon les régles du CRB du CHU de Toulouse (certifié€ AFNOR selon
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la norme NF S96-900) ainsi que d’une collection de surnageant de culture de souches cliniques (génotypes
1, 3f et 3c).

Le CNR VHE a fourni des échantillons de sérum positifs en IgM VHE aux CH de Lourdes et Tarbes pour la
validation des tests sérologiques.

2.5 Activités d’expertise

HEPATITE A

2018, a été une année post épidémique, avec encore un nombre important d’échantillons regus : 919 vs.1818
en 2017 et 516 en 2016. Le pourcentage d’échantillons présentant un ARN viral détectable a atteint 45% vs.
71% en 2017.
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La démarche appliquée aux 919 échantillons est présentée ci-dessous.

415 échantillons (45%) avaient un ARN viral détectable, correspondant a 370 patients différents dont les
souches ont été génotypées : échantillons adressés dans le cadre de l'observatoire des souches, de
linvestigation des cas groupées par les ARS, ou d’expertises du don du sang par I'EFS.

- 379 échantillons (41%) ont été adressés pour simple diagnostic, ou sans renseignements. Aucun cas
d’hépatite A n’a été identifié dans ce contexte.

- 125 échantillons (14%) étaient adressés pour expertise, dont 87 présentaient des IgM détectables et un
ARN viral indétectable. L'avidité des IgG suggérait une infection ancienne dans 71 cas. Sil'on considére
tous les échantillons avec des IgM anti-VHA initialement détectables (415+87), 14% ne correspondaient
pas a des infections en cours. Ce pourcentage est habituellement autour de 25%, sauf en cas d’épidémie
d’envergure comme en 2017.
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919
échantillons

Positif (46 %) ¢ 370 génotypages
N=415
¢ 45 échantillons: non typables
ou en doublon

Négatif
N=504
Non N=379 165 Statut Immunodépression renseigné
Activité diagnostique simple 4 Don de microbiote

4 Don de sang

206 non justifiés

Expertise e 87IgM+ :3Faux pos, 71 infections anciennes

Les analyses disponibles (en vert sur le diagramme) sont Détection de I'’ARN viral (délai de rendu 1 sem.),
Génotypage (1 a 2 sem.), Avidité des IgG VHA (1 mois), Anticorps totaux VHA et IgM VHA (1 sem.).

Présence d’IgM
VHA ou autres
renseignements

Oui
N=125

HEPATITEE

Prélévements regus au laboratoire de virologie du CHU de Toulouse

En 2018, le laboratoire de virologie du CHU de Toulouse a réalisé 6955 analyses sérologiques (-4.3% par
rapport a 2017) et 6191 tests moléculaires (+0,4% par rapport a 2017) 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 frangaise, Réunion, Martinique).
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Origine des échantillons re¢us au CNR VHE

Les délais de rendu des résultats sont de 1 jour pour les tests sérologiques VHE, 3 jours pour la détection-
quantification de 'ARN VHE, et 10 jours pour le génotypage VHE.

Prélévements regus par les autres laboratoires

L’Hopital Paul Brousse a Villejuif a réalisé 5745 analyses sérologiques et 3157 tests moléculaires pour le
diagnostic et la caractérisation des souches de VHE. Le laboratoire d’analyses spécialisées Cerba a réalisé
30660 analyses sérologiques et 1040 PCR VHE pour des laboratoires privés de France ou des DOM-TOM.
Le laboratoire d’analyses spécialisées Biomnis a réalisé 24850 tests IgM anti-VHE et 801 PCR VHE.

Synthése : en 2018, environ 90 000 patients ont été testés et 2642 cas d’hépatite E symptomatiques
ont été diagnostiqués. La majorité des cas sont autochtones. L’age moyen des sujets diagnostiqués était de
96,6 £ 26,2 ans, avec une majorité d’hommes (64,3%). Ces infections sont survenues majoritairement chez
des personnes immunocompétentes et dans 19,3% des cas chez des personnes immunodéprimées
(transplantés d’organe solide 45,2%, patient d’hémato-oncologie sous chimiothérapie 25,2%, patients

Plan-type Rapport annuel d’activités CNR VF -27/02/2018



infectés par le VIH 0,6% ou recevant des immunothérapies ou des chimiothérapies anti-cancéreuses 28,7%).
La répartition géographique des cas est illustrée dans la figure ci-dessous :

Nombre de cas:
pas de cas
139
10219
20329
30a39
40349
50a59
60369«
70279
80a89
902399
>100
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L’évolution du diagnostic des cas d’hépatite E en France depuis 2002 est présentée dans le tableau ci-
dessous :

Nb patients NB cas certains ou probables % cas positifs parmi les
testés échantillons testés

Total Importés Autochtones

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
66000 2122 4 2118 3,5
76000 2302 10 2292 3
80000 2245 26 2219 2,8
90000 2642 26 2616 2,9

2.6 Activités de séquengage

HEPATITE A

Le CNR VHA n'utilise pas en routine les techniques NGS, et une évolution vers un typage génome entier sur
une fraction des souches adressées aux CNR est toujours en projet. Le CNR aura accés a la plateforme de
séquengage de 'oncogénétique du groupe hospitalier HUPS (séquenceur lllumina MiSeq). La question de
I'expertise bioinformatique est encore en suspens.

Actuellement, le CNR fait appel systématiquement au séquengage Sanger pour le génotypage des souches
a des fins de santé publique : surveillance et investigation d’épidémie. Celui-ci est actuellement réalisé aprés
amplification et séquencgage d’un fragment de 508 nucléotides de la région VP1/2A. La réaction de séquence
est lue sur un séquenceur capillaire ABI 3130 qui sera remplacé en 2019 par un séquenceur SeqStudio 4
capillaires. Le génotype est déterminé par analyse phylogénétique. Les séquences sont stockées dans le

Plan-type Rapport annuel d’activités CNR VF -27/02/2018



logiciel Bionumerics qui permet de comparer toute nouvelle souche a I'ensemble des souches préalablement
identifiées.

Les séquences brutes (fluorogramme) et la database Bionumerics sont stockés sur un NAS sécurisé hébergé
par le groupe hospitalier, avec 2 sauvegardes journalieres. Le dossier informatique a été déclaré a la CNIL
(déclaration normale) sous le numéro 2170170. Une partie des sequences sous format fsta est partagée
avec le réseau HAVNet.

HEPATITE E
Le CNR VHE dispose d'un acces a 3 types de plateformes de séquencage :

- séquencgage Sanger

- séquengage haut debit sur la plateforme génomique/bio-informatique du pdle biologie du CHU de
Toulouse fédérant les équipements lllumina et Life Technologies de 2 sites (Purpan et Langlade) et
I'ensemble des besoins concernant le calcul, le stockage et I'archivage

- séquencage haut débit sur la plateforme génomique/bio-informatique de Genotoul (INRA) : équipements
lllumina, Pacific Biosciences et Oxford Nanopores.

Le CNR VHE a accés a la cellule bio-informatique du péle biologie constituée de 5 bio-informaticiens dont
I'un est dédié aux projets d'infectiologie. Les outils utilisés sont des outils maison et libre accés. Les analyses
phylogénétiques sont réalisées avec les logiciels standards (Clustal X2, PhyML, iTOL, Ugene, TreeView).

Le séquencage est utilisé dans le cadre d’investigation de cas groupés ou d’enquétes transfusionnelles (12
enquétes realisées en 2018) et dans le cadre de la surveillance des souches circulant chez les patients
symptomatiques ARN VHE positifs ou les donneurs de sang. Le séquengage Sanger a été réalisé de maniére
systématique (pas de sélection des souches) Nous évaluons actuellement la technologie de séquengage de
3éme génération d’Oxford Nanopore pour le séquengage de génomes complets.

Les séquences brutes obtenues ont été déposées dans deux bases de données fermées (celle du LBM du
CHU de Toulouse et HEV Net, base de données internationale RIVM, Bilthoven, Pays-Bas). Les séquences
utilisées pour les articles scientifiques ont été déposées dans GenBank.
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3. Activités de surveillance

Pour le CNR HAV, 2017 avait été marquée par une épidémie de grande ampleur chez les homosexuels
masculins (HSH), avec une incitation & une surveillance active des souches responsables d’hépatite A chez
des hommes. En 2018, année post-épidémique, cette dynamique d’envoi des souches au CNR s'est
poursuivie, avec une surreprésentation des souches isolées chez des hommes et I'isolement de souches
épidémiques.

Le CNR VHE, en collaboration avec ses partenaires (Centres hospitaliers, laboratoires privés, Etablissement
Frangais du sang) a répertorié 2642 cas d’hépatite E en 2018, chiffre en augmentation de 17.7% par rapport
a 2017. Dans le cadre de la surveillance des souches circulant en France, le CNR a regu 820 souches de
patients symptomatiques et a pu génotyper 737 souches de VHE appartenant tres majoritairement au
génotype 3 (98.8%). Les sous-types impliqués étaient principalement le sous-type 3f (54%) et les sous-types
3chi (41.1%). Il a également caractérisé 50 souches de donneurs de sang asymptomatiques.

3.1 Description du réseau de partenaires
HEPATITE A

o Estimation de la couverture du réseau ou représentativité ;

Hors investigations de cas groupés, 'envoi de sérums dans le cadre de I'observatoire des souches par
des laboratoires publics ou privés est sur la base du volontariat. 2010, 2012 et 2017 ont été marquées
par une recherche active de cas a la demande des ARS. Le nombre de souches analysées par rapport
au nombre de cas déclarés varie entre 17 et 36%.
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0 Répartition géographique des infections caractérisées au CNR

En 2018, toutes les régions sont représentées. Les 370 souches génotypées proviennent a plus de 50%
d’lle de France et de Normandie.
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Nombre de cas génotypés par région en 2017 et 2018
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HEPATITE E

Le laboratoire de virologie de Toulouse travaille en collaboration avec les laboratoires de virologie
des CHU, des centres hospitaliers généraux et des structures privées. Il réalise les PCR de détection -
quantification de 'ARN VHE et assure la caractérisation des souches identifiées. C'est le cas des CHU
d’Angers, Besangon, Brest, Nice, Nimes, Poitiers, Saint-Etienne, Reims et Rouen.

D'autre part, les CHU de Bordeaux, Caen, Clermont-Ferrand, Dijon, Grenoble, Limoges, Lille, Lyon,
Montpellier, Nantes, Nancy, Rennes, Strasbourg et Tours réalisent les tests moléculaires localement et les
échantillons positifs sont envoyés au laboratoire de virologie de Toulouse pour 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 a communiqué le nombre de cas d’hépatite E identifiés en 2018.

Le laboratoire de virologie du CHU de Marseille a également communiqué le nombre de cas d’hépatite E
identifiés en 2018.

3.2 Surveillance de I'évolution et des caractéristiques des infections

HEPATITE A

En 2018 comme en 2017, les patients identifiés au CNR étaient encore trés majoritairement de sexe
masculin, 67% des cas, et 'age moyen restait élevé a 32 +/- 19 ans.
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Comme chaque année depuis 2016, le génotype IA était tres largement majoritaire parmi les cas génotypés
avec 304 infections (82%), suivi du génotype IB avec 55 infections (15%), et llIA avec 11 infections (3%).
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Evolution du nombre de souches par génotypes

Parmi les 370 cas génotypés en 2018, 173 (47%) étaient encore associés a I'une des 3 souches impliquées
a I'échelle européenne dans des transmissions au sein de la communauté HSH en 2017 (en rose sur le
graphique).
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Comme en 2017, les patients infectés par 'une des 3 souches épidémiques en 2018 (n=171) étaient plus
souvent des hommes (84.2 vs. 50.5%, p<0.0001) et avaient un age plus élevé que ceux infectés par des
souches non épidémiques (n=188) : 40.9 vs. 24.5 ans (p<0.0001).
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Les données cliniques associées aux échantillons adressés au CNR sont le plus souvent partielles. Toutefois
un TP <50%, signalant une hépatite aigue sévére, était signalé pour 7 des 370 cas (1.9%).

HEPATITEE

Surveillance nationale dans le cadre du réseau de laboratoires partenaires

Un total de 820 souches étaient disponibles pour cette analyse. Le génotype a été étudié par séquengage
pour 820 échantillons ARN VHE positifs. Pour 83 souches, le génotype n’a pas pu étre déterminé du fait
d’'une charge virale trop faible. La classification en génotype et sous-type a été réalisée selon la classification
proposée par un groupe d’experts sur la base d’'un panel de séquences de référence (Smith et al, J Gen
Virol, 2016 ; Nicot Rev Med Virol 2018).

La répartition des génotypes caractérisés était la suivante :

Génotype 1 3 Non
ss-typé
2 0 7 5 303 9 398 2 11

Nombre

en 0.3% 1%  0.7% 411% 1.2%  54% 03% 1.5%

2018 (%)

Surveillance nationale en collaboration avec I'Etablissement Frangais du Sang (EFS)

Dans le cadre du dépistage génomique réalisé par 'EFS sur une partie des donneurs de plasma, les
échantillons positifs (n=89) ont été adressés au laboratoire de virologie du CHU de Toulouse pour
quantification et typage des souches.

Les virémies des donneurs allaient de 1,5 & 5.7 logso Ul/ml. La distribution des génotypes retrouvés chez
les donneurs virémiques était la suivante :

Génotype 3a 3chi 3f 3 non

sous-

typé

Nombre 1 33 15 1
en 2% 66% 30% 2%

2018 (%)

Pour 39 échantillons, le génotype n’'a pas pu étre déterminé du fait d’'une charge virale trop faible.

3.3 Surveillance de la résistance des agents pathogénes aux anti-infectieux

0 Le traitement par ribavirine pendant une durée de 3 mois est désormais recommandé par la société
européenne d'étude du foie (EASL, J Hepatol 2019). Lors d’une premiére étude, nous avions montré
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que l'arrét du traitement alors que le virus était encore excrété dans les selles conduisait
systématiquement a une rechute (Abravanel, Clin Infect Dis, 2013). Depuis cette étude, les patients
excrétant du virus dans les selles aprés 3 mois de traitement ont vu leur traitement prolongé de 3
mois supplémentaires conduisant a la guérison de 6 sur 7 patients. Les patients rechuteurs sont
retraités 6 mois par ribavirine conduisant a I'éradication du virus chez 3 des 4 patients. Ce travail
montre l'intérét du monitoring de I'excrétion du VHE dans les selles lors du traitement de 3 mois par
ribavirine afin d’ajuster la durée du traitement (Marion, J Hepatol 2019).

o ll'a été rapporté que le Zinc pourrait avoir un effet antiviral in vitro sur le VHE par une action sur la
polymérase virale et qu'il pourrait avoir un effet synergique avec la ribavirine. Toutefois, nous avons
étudie 2 patients infectés chroniquement par le VHE et avec une réplication persistante du virus sous
ribavirine. Chez ces patients, les dosages de zinc intra-érythrocytaires étaient normaux ou élevés
suggerant une absence d'efficacité du zinc chez des transplantés immunodéprimés (Marion,
Transplant Infect Dis 2019).

0 En collaboration avec le réseau de partenaire, une étude multicentrique internationale a inclus 255
transplantés d'organe solide de 30 centres européens afin de préciser I'efficacité de la ribavirine
chez les patients infectés chroniquement par le VHE. Le taux de succés thérapeutique était de
81,2%. Une sous-étude virologique a étudié les mutations dans la polymérase virale chez 112
patients qui pourraient avoir un impact sur la réponse au traitement. La fréquence des mutations
dans la polymérase était similaire chez les patients en succes thérapeutique (57/82, 69,5%) et chez
les patients en échec de traitement 19/30, 63,3%, p=0.65). La recherche de mutation dans la
polymérase virale avant traitement ne présente pas d'intérét clinique (manuscrit soumis).

3.4 Interfaces avec les réseaux de surveillance nationaux ou internationaux

Le CNR des virus des hépatites a transmission entérique 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 prélévements regus, résultats) vers les ARS/CIRE et Santé Publique France est
réalisé.

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

La détection de dons de sang positifs pour le VHA ou le VHE par I'Etablissement Frangais de Sang (EFS)
(technologie Grifols) est systématiquement confirmée par le CNR et le génotypage est réalisé.

Le CNR VHA 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 a nos
partenaires sur I'éventuelle circulation en France d’une souche isolée dans un autre pays et inversement.
L'identification d’épidémies transfrontalieres associées a un facteur de risque donné, notamment
alimentaire est ainsi possible.




Les alertes européennes issues de 'ECDC font I'objet d’échanges d'informations : Santé Publique France
redescend au CNR VHA les données postées sur la plateforme EPIS-FWD (Epidemic Intelligence
Information System) ou, pour les alertes alimentaires, le systéme 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. LE CNR VHA a eu 4 requétes EPIS en 2018, sans identification d’épidémies
transfrontaliéres. Toutefois, une épidémie associée a la consommation de dattes au Danemark était
associée a une souche identifiée en France chez 8 patients, sans lien entre eux, dont 4 avaient voyagé au
Maroc.

Le CNR VHE participe au réseau européen de surveillance HEVNet en collaboration avec 'lECDC. Un
échantillon représentatif des souches circulant en France a été communiqué. Une harmonisation des
typages fondée sur I'utilisation des souches de référence proposées par un groupe d’expert (Smith et al
2016) est en cours.

3.5 Enquétes ou études ponctuelles concourant a la surveillance

HEPATITE A

0 Hepatitis A immunity in pre-exposure prophylaxis users and HIV-infected MSM before and after an outbreak and
an intervention program: Situational analysis and challenge from the field (Robineau et al. Etude en collaboration
avec les ARS et Cire Hauts de France et le service de maladies infectieuses de Tourcoing, manuscrit soumis)

Etude rétrospective évaluant 'immunité anti-VHA chez des HSH co-infectés par le VIH et chez les HSH usagers
de PrEP avant (2016) et aprés I'épidémie (2017). Une augmentation de la séroprévalence dans les deux cohortes
est observée soit par vaccination, soit par infection passant de 73% a 93% chez les sujets co-infectés VIH avec
un taux d'attaque de l'infection de 6% (taux d’attaque particuliérement élevé malgré le taux d'immunisation
important), et passant de 48% a 90% chez les usagers de PrEP, avec un taux d’attaque de 9%.

- Hepatitis A outbreak in men who have sex with men in Seine-Maritime district, Normandy, France, 2016-2017.
One year of outbreak management. (Le Bourhis-Zaimi, manuscript soumis)

Evaluation des campagnes de vaccination Hors les Murs, Normandie 2017

- Hépatite A transfusionnelle (abstract soumis au congres de la SFTS)

Le service de Qualification biologique des dons a I'EFS CPDL identifie un échantillon positif le 7 septembre 2018
pour le VHA, marqueur non obligatoire mais exigé pour le fractionnement du sang. Le don incriminé a été prélevé
le 28/08/2018 chez un donneur de 45 ans ayant présenté 5 jours plus tard fievre et courbatures ayant motivé une
information post don. Les produits issus de ce don encore en stock (CGR, PFC sécurisé) ont été détruits. Mais un
MCP a été transfusé chez un patient de 66 ans, non immun. L'identité des souches chez receveur et donneur
confirme le caractere transfusionnel de cette hépatite A.

HEPATITE E

En collaboration avec le CH de Papeete, une étude de la prévalence des anticorps anti-VHE chez
les donneurs de sang de Polynésie associée a un questionnaire sur les facteurs de risques de
contamination a été réalisée. La séroprévalence des IgG était de 7,7%. La seroprevalence était
associée a l'age, la consommation d’abat de poulet et de lapin. Inversement, un mode de vie polynésien
telle que la consommation de « fafaru » ou la pratique de la pirogue et du surf semblait un facteur
protecteur vis-a-vis de l'infection (Dimeglio, PlosOne 2018).




4 Alerte

4.1 Procédure d’alerte

Le CNR et ses correspondants de Santé publique France (Dr J. Figoni) échangent immédiatement sur
tout phénoméne anormal. Les cas d’hépatite E ne font pas I'objet de déclaration obligatoire.

4.2 Détection et investigation des cas groupés et phénoménes anormaux

HEPATITE A

- Investigation de cas groupés a Orléans :

Suite au signalement de 5 cas a Orléans en lien avec la fréquentation d’un bar, le CNR a regu les sérums
des patients concernés ainsi que ceux d’autres hépatites A du département : 13 échantillons chez 12 adultes
(9 hommes et 3 femmes) et un enfant ayant été diagnostiqués avec des IgM VHA positives entre le 26/9/18
et le 28/11/18. L’ARN viral était détectable dans I'ensemble des échantillons avec des souches de génotype
A.

Trois souches uniques sont retrouvées chez 3 patients (2 souches importées et une souche V16-25801),
non reliés aux cas groupés, et une souche « épidémique » (RIVM HAV16-090) est retrouvée chez 10
patients, dont le patient index supposeé, diagnostiqué en semaine 39. Les cas survenus en semaines 43/44
et 47/48 sont probablement des cas secondaires. Le cas diagnostiqué en semaine 41 pourrait étre un cas
secondaire ou un cas contaminé antérieurement a la fréquentation du bar.
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Distribution des semaines de diagnostic et souches en cause a Orléans (2018)

- Investigation de cas groupés en lien avec une patisserie, Le Tholonet (13), Provence Alpes Cote d’Azur
Le CNR a regu les échantillons de 6 patients agés de 17 a 55 ans avec des dates de prélévement allant du
16/04 au 23/05/2018. Une méme souche de génotype IA a été identifié¢e chez les 6 patients,
indépendamment de la fréquentation de la patisserie. Il s'agit de I'une des trois souches épidémiques isolées
en 2017 au sein de la communauté HSH : VRD_521_2016, dite « UK travel to Spain ». Le cas index a un
prélevement antérieur de 3-5 semaines a ceux des cas secondaires, et une charge virale déja faible au
moment du diagnostic. Il est & noter que ce cas a voyagé avec son conjoint et sa fille en Espagne, ou cette
souche circule encore actuellement de maniére importante.
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- Investigation de cas groupés possiblement en lien avec des écoles maternelles en Gironde (33) :

Le CNR a regu les échantillons de 4 patients avec des dates de diagnostic d’hépatite A allant du 28/5 au
16/6/18, chez des sujets agés de 4 a 22 ans. Une méme souche de génotype IB (V18-16428) a été identifiée.
Proche génétiquement des souches en provenance du Maroc, cette souche a été retrouvée dans plusieurs
pays d’Europe en lien avec un voyage au Maroc ou la consommation de produits en provenance de ce pays
(dattes). En 2018, cette souche a été isolée chez 17 sujets, dont donneurs de sang, répartis sur toute la
France.

HEPATITE E

Enquétes lors de suspicion de contamination transfusionnelle

En 2018, le CNR a été sollicitt pour réaliser 10 enquétes avec suspicion de contamination
transfusionnelle.

- Patient avec une pathologie onco-hématologique au CHU de Lyon. Le patient était infecté par un
virus de génotype 3c. Les 34 donneurs de produits sanguins labiles administrés au patient ont
été testés en PCR. Un donneur était ARN VHE positif (11 800 Ul/mL) avec un génotype 3c. Les
résultats ont montré une homologie de séquences entre les souches VHE 3c du donneur et du
receveur.

- Patient hospitalisé dans le service de médecine interne du CHU de Nice. Le patient était infecté
par un virus de génotype 3f. Les 2 donneurs de produits sanguins labiles administrés au patient
ont été testés en PCR. Un donneur était ARN positif (23 400 Ul/mL) avec un génotype 3f. Les
résultats ont montré une homologie de séquences entre les souches VHE 3f du donneur et du
receveur.

- Patient avec une pathologie onco-hématologique au CHU de Lille. Le patient était infecté par un
virus de génotype 3c. Les 26 donneurs de produits sanguins labiles administrés au patient ont
été testés en PCR. Un donneur était ARN VHE positif (386 000 Ul/mL) avec un génotype 3c. Les




résultats ont montré une homologie de séquences entre les souches VHE 3c du donneur et du
receveur.

Patient avec une pathologie onco-hématologique au CHU de Bordeaux. Le patient était infecté
par un virus de génotype 3c. Les 42 donneurs de produits sanguins labiles administrés au patient
ont été testés en PCR. Un donneur était ARN VHE positif (15 400 Ul/mL) avec un génotype 3f.

Patiente du CHU de Grenoble. Le virus n'a pas pu étre typé pour cette patiente du fait de la faible
virémie (205 Ul/mL). Les 9 donneurs de produits sanguins labiles administrés au patient ont été
testés en PCR. Un donneur était ARN VHE positif (26 900 Ul/mL) avec un génotype 3c.

Patiente greffée cardiaque du CHU de Bordeaux. La patiente était infectée par un virus de
génotype 3f. Les 34 donneurs de produits sanguins labiles administrés au patient ont été testés
en PCR. Deux donneurs étaient ARN VHE positif (29 et 32 Ul/mL). La comparaison des souches
n'a pas été possible.

Patient hospitalisé dans le service d’hépato-gastroentérologie du CHU de Bordeaux. Le patient
était infecté par un virus de génotype 3f. Les 3 donneurs de produits sanguins labiles administrés
au patient ont été testés en PCR. Les dons étaient tous négatifs.

Patient hospitalisé dans le service de réanimation du CH de Dunkerque. Le virus n'a pas pu étre
typé pour ce patient. Les 11 donneurs de produits sanguins labiles administrés au patient ont été
testés en PCR. Les dons étaient tous négatifs.

Patient avec une pathologie cardiaque au CH de Guingamp. Le patient était infecté par un virus
de génotype 3f. Les 18 donneurs de produits sanguins labiles administrés au patient ont été
testés en PCR. Les dons étaient tous négatifs.

Découvert d'une seropositivité VHE chez une patiente transfusée au CHRU de Nantes avec un
MCP provenant de 'EFS IDF. Les 5 donneurs de produits sanguins labiles administrés a la
patiente ont été testés en PCR. Les dons étaient tous négatifs.

0 Investigation des cas groupés

En Aout 2018, le laboratoire Oxabio de Cambrai, partenaire du CNR VHE a signalé 2 cas
d’hépatite E chez 2 patientes apres un voyage en Corse en juillet. Les 2 patientes étaient
infectées par un virus de génotype 3f. Les analyses phylogénétiques des 2 souches ont montré
une grande homologie de séquence suggeérant une source commune de contamination. Des
investigations réalisées par la CIRE de Corse, Mr Quiterie Mano, ont montré que les patientes et
leurs conjoints avaient tous consommé de la charcuterie Corse achetée dans un supermarché
en Corse. Une sérologie VHE a été également réalisée chez les conjoints des patientes en
septembre 2018. Les 2 conjoints présentaient une immunité ancienne (IgG positif et IgM négatif).

En septembre 2018, le biologiste du CHU de Nantes a signalé a 'ARS du Pays de Loire et a
Santé Publique France un grand nombre de cas d'infections par le VHE faisant suspecter une
source commune de contamination en Pays de la Loire. L'ARS a interrogé les cas sur leurs
risques d'infection. Il a été noté une consommation importante de moules parmi les patients
(consommation de charcuterie mais peu de produits « a risque »). Cependant, l'origine diverse
des moules consommées et un biais de mémoire des patients n’a pas permis d’établir de lien




entre les sujets. Le CNR a analysé 21 échantillons regus mais plusieurs sous-types différents et
sans homologie de séquence ont été retrouvés ne pouvant confirmer une source commune. Des
analyses d’lfremer dans les zones de péche a pied déclarées par 1 cas se sont avérées
négatives, tout comme les analyses des eaux usées autour des habitations de quelques cas
rapprochés géographiquement (lieu de résidence). L'une des hypothéses serait que ces cas
pourraient étre liés aux pluies importantes dans le courant du mois de juillet — aodt ayant pu
conduire a un débordement d’eaux usées dans les zones de culture de moules concernées.

5 Activités de rétro-information, de formation et de conseil

5.1 Conseil et expertise aux professionnels de santé

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).

Le CNR arédigé les chapitres sur I'hépatite A et sur 'hépatite E de la nouvelle mouture du Traité de Virologie
Médicale paru début 2019.

Le CNR a rédigé la mise a jour 2018 du Référentiel en Microbiologie Médicale (REMIC) pour I'hépatite A et
I'hépatite E.

Le CNR a rédigé le chapitre Hepatitis A and E Viruses in Manual of Clinical Microbiology, 12th edition.

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

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 'EFS en cas de contamination transfusionnelle.

Un site web (http://www.cnrvha-vhe.org/), créé en 2012 qui comporte tous les rapports d’activité de 2011
jusqu’a 2017, présente les informations récentes 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.

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 prélévement, conditions d’acheminement, efc...

o0 Activités de conseil aux professionnels de santé : Les biologistes du CNR VHE sont disponibles de
9h a 19h en semaine et le samedi de 9h jusqu’a 16h pour réceptionner les appels ou les e-mails. Le
CNR VHE transmet des informations ou des résultats par mails ou par téléphone environ 2 a 4 fois par
jour.




5.2 Conseil et expertise aux autorités sanitaires

Le CNR VHE a une activité d’expertise aupres de Santé Publique France et des ARS auprés de qui il
transmet des informations. Le Pr Jacques Izopet participe au groupe de travail de TANSM sur I'évaluation
du risque de transmission du VHE par transfusion. Il participe également au groupe HEVNet mis en
place par 'TECDC (ECDC meeting 26-27 October 2017, RIVM, Bilthoven ; et 22 mars 2019 ; travaux en
cours).

Le CNR VHE a été audité par 'HAS dans le cadre des recommandations publiées en 2017 (actualisation
des actes de biologie médicale relatifs au diagnostic et au suivi de I'hépatite E).

5.3 Conseil et expertise pour d’autres cibles (médias, grand public ...)

Des séminaires pour les biologistes libéraux ont été réalisés.

6 Travaux de recherche et publications en lien direct avec I'activité du CNR

6.1 Activités de recherche en cours lors de I'année N, concernant uniqguement celles ayant un lien direct avec
les missions et activités du CNR

HEPATITE A

0 L’hépatite A chez les donneurs de sang : Dans la suite de I'étude publiée en 2018 sur la prévalence de
I'’ARN VHA en période pré-épidémique et épidémique 2015-2017 (Gallian, EuroSurveill 2018), I'évolution
de la prévalence de 'ARN VHA en 2018, année post-épidémique, sera montrée.

o Performance des réactifs actuels de dosage des IgG ou anticorps totaux VHA : manuscrit en préparation

HEPATITE E

o Caractérisation du bourgeonnement du VHE dans des cellules hépatiques polarisées

Nous avons étudié le bourgeonnement vectoriel du VHE dans un modéle d’hépatocytes polarisés. Le
virus produit au niveau des canalicules biliaires (coté apical de I'hépatocytes) est associé a des lipides et
est plus infectieux que le virus excrété dans le sang (coté baso-latéral de I'hépatocytes). Ceci a été
observé pour le génotype 1 comme pour le génotype 3 (Capelli, J Virol 2018).

o Etude de la prévalence des cryoglobulines lors d'infections VHE chez le transplanté

Nous avons étudié la prévalence de cryoglobulinémie chez des transplantés lors de l'infection par le VHE.
La prévalence de la cryoglobulinémie était plus élevée chez les patients au stade chronique de l'infection
(52,9%) qu’au stade aigué (36,4%) ou que chez des transplantés non infectés (23,6%). Aprés élimination
du virus grace au traitement par ribavirine, la prévalence de la cryoglobuline diminue a 20,9%. La fonction
rénale des patients avec un cryoglobuline était plus altérée que celle des patients sans cryoglobuline




(Marion, Liver Int 2018).

6.2 Liste des publications et communications de I'année N, concernant uniquement celles ayant un

lien direct avec les missions et activités du CNR

Equipe du Pr Roque-Afonso
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7 Coopération avec les laboratoires de santé animale, d’hygiéne alimentaire,
environnementaux

IFREMER

0 Les CNR VHA et VHE collaborent avec Soisick LEGUYADER, pour ce qui touche la détection du VHA et du
VHE dans les coquillages et les effluents et les enquétes épidémiologiques autour de cas groupés impliquant
des coquillages: échanges de souches, de techniques (séquengage).

ANSES/Laboratoire de sécurité des aliments

0 Les CNR VHA et VHE collaborent 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.

0 Les CNR VHA et VHE collaborent avec Nicole Pavio, ANSES Maisons-Alfort, dans le cadre d’enquétes
alimentaires et dans le cadre du réseau CoVetLab.

8 Programme d’activité pour les années suivantes

HEPATITE A

0 Analyse et publication de la description des formes cliniques observées lors de I'épidémie 2017, comparaison aux
années 2016 et 2018

0 Développement du séquengage du génome entier par NGS




HEPATITE E

o Evaluation des techniques sérologiques et moléculaires proposées par les industriels

Compte tenu de la fréquence et de I'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 quantification du VHE. Ces nouveaux dispositifs présentent de
nouvelles caractéristiques en termes d’automatisation ou de miniaturisation.

0 Etude de la présence du VHE dans I'environnement

L’ARN du VHE a été détecté dans les eaux usées, dans de 'eau de riviere, et dans les coquillages. Nous ne
disposons pas de données quantitatives et le caractere infectieux du matériel détecté n'a pas été déterminé.
Une étude nationale suggére que la transmission hydrique du VHE est probable en France (Mansuy,
Hepatology 2016). Cette source de transmission a d'ailleurs été récemment a l'origine de cas groupés, dont
un fatal, dans le Cantal. Le VHE a été également détecté par des techniques moléculaires dans des eaux
usées du centre de la France (M. Bisseux, Eurosurveillance 2018). Cependant, la relation entre la
quantification génomique et I'infectiosité n'a pas été étudiée. 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 maniére générale, nous pensons que cette thématique pourra faire
I'objet d’'une collaboration avec le CNR des virus entériques et le laboratoire de 'ANSES tant sur le plan
méthodologique que technologique.

o Développement de méthodes spécialisées

En biologie moléculaire, ce volet concernera surtout les protocoles de séquengage sur les plateformes haut
débit de 2éme génération (lllumina) ou 3¢me génération (Pacific Biosciences/Roche et Oxford nanopore) ainsi
que le développement de pipelines bioinformatiques.




Annexe 1 : Missions & organisation du CNR des virus des hépatites a 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 a 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 I'hépatite A est déterminée gréace 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 Santé Publique France tout phénomeéne 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.




1.2 Equipes

Créé en 2002, le CNR des virus des hépatites a transmission entérique a été renouvelé en 2016 sous la direction du
Pr Izopet en charge de I'hépatite E (Toulouse) en association avec le Pr Roque-Afonso en charge de I'hépatite A
(Villejuif). L’activité du CNR est intégrée aux deux laboratoires de Virologie.

CNR VHA Laboratoire Associé -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

Eric Marchadier 1 Technicien APHP

Organigramme fonctionnel du laboratoire :
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CNR VHE: Pr Izopet, Toulouse

L'équipe dédiée au CNR a Toulouse est constituée de 3 biologistes et de 2 ingénieurs :

Personnels :
Nom ETP | Qualification Statut Organisme payeur

N PU-PH/ Chef de |CHU Toulouse [/ Université
Jacques |zopet 0.2 | Biologiste :

service Toulouse

Florence 02 | Biologiste MCU-PH CHU Toulouse / Université
Abravanel Toulouse
Sébastien 02 | Biologiste MCU-PH CHU Toulouse / Université
Lhomme Toulouse
Martine Dubois 0.2 | Ingénieur CHU Toulouse
Chloé Diméglio 0.8 | Ingénieur Biostatisticienne CHU Toulouse

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

HEPATITE A
Le CNR est intégré au service de Virologie (LBM des Hopitaux universitaires Paris Sud (Accréditation 1SO15189).

Le laboratoire de virologie (500 m2) 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 nombreuses réserves. Quatre salles climatisées (3 au rez-de-chaussée et 1 au sous-sol)
accueillent les congélateurs, dont ceux du Centre de Ressources Biologiques.

Plan du service de virologie de I’hdpital Paul Brousse (RCH):

o Sureay CSwran

Principaux équipements

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

- Gestionnaire de microplaques ELISA (Etimax)

- Automates d'immunoanalyse : Vidas3 (Biomérieux), Liaison XL (Diasorin), Cobas 6000 (Roche)

- Automates d’extraction d’acides nucléiques : 3 QiaSymphony (Qiagen), 2 EasyMag (Biomérieux),

- Appareils de PCR en temps réel (2 7500, 2 VIIA7, 4 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)




HEPATITE E

Laboratoire de Virologie du CHU de Toulouse

Le CNR hépatite E est intégré au laboratoire de virologie appartenant au plateau technique d'infectiologie a I'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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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'lFB. 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 (Vigitempl)
- Automates d’extraction d’acides nucléiques : MagnaPure 96
- Thermocycleurs 9700
- Appareils de PCR en temps réel (5 Light Cycler 2, 4 Light Cycler 480)
- Séquenceurs automatiques d'acides nucléiques : séquenceur conventionnel ABI 3130 16 capillaires (Applied
Biosystems) et séquenceurs NGS (lllumina, Life Technologies)

- Gestionnaire de microplaques ELISA

- Systéme Luminex
- Laboratoire de sécurité P3
Le laboratoire dispose d'un accés direct a différents plateaux techniques (Inserm U1043/CNRS 5282) :

. cytométrie en flux
. imagerie cellulaire
. microscopie électronique




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

HEPATITE A, Laboratoire de virologie CHU Paul Brousse, Villejuif

Le laboratoire de Virologie est partie intégrante du LBM des Hépitaux 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-foetales. Au titre de cette activité, le laboratoire est accrédité en tant que laboratoire National
OMS pour la Rubéole depuis février 2014.

Les techniques réalisées exclusivement dans le cadre du CNR (Avidité des IgG VHA, Charge virale VHA et génotypage
par séquengage) seront progressivement accréditées dans les délais requis selon la gestion de portée flexible.

HEPATITE E, Laboratoire de Virologie du CHU Purpan, 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 'ARN VHE.

A la suite de l'audit initial, le laboratoire a été réguliérement 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 1SO 15189, des audits internes, des contréles de qualité externes et internes, des enquétes
de satisfactions et un suivi des indicateurs pertinents de I'activité du laboratoire sont réalisés.

1.3.1  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 'ARN VHA, génotypage du VHE.




ANNEXE 2 : CAPACITES TECHNIQUES DU CNR

2.1 Liste des techniques de référence

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) — techniques accréditées
0 Avidité des IgG VHA (Desbois, J Clin Microbiol 2004 ; Roque-Afonso, Clin Infect Dis 2006).

Détection et quantification du génome viral
0 RT-PCR en temps réel ciblant la région 5’NC pour le screening (HAV realStar, Altona Diagnostics)

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

Techniques de culture cellulaire
0 Lignée fibroblastiques FRh-K4. La souche cytopathique HM175-18f et plusieurs souches cliniques sont
cultivables sur ce systéme.

(0]

HEPATITE E
Les techniques sérologiques et les techniques de quantification et de typage de '’ARN HEV sont accréditées COFRAC
selon la norme 1SO 15189.

Tests Sérologiques

0 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)

0 Test ELISA permettant I'étude de l'avidité des IgG VHE (par adaptation de la technique IgG Wantai).

0 Test ELISA permettant le titrage des IgG anti-VHE a 'aide du standard international NIBSC 95/584 (par
adaptation de la technique 1gG Wantai).

0 Test ELISA sandwich permettant la détection de I'antigéne de capside du VHE (Wantai Biological Pharmacy
Entreprise Co ; China).

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).
0 RT-PCR en temps réel RealStar HEV RNA version 2 d’Altona

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

0 Séquengage de génomes complets (Legrand-Abravanel, Emerg Infec Dis, 2009 ; Izopet Emerg Infec, Dis
2012, Nicot, Review Med Virol 2018)

0 Analyse de la quasi-espéce par clonage et séquencage des variants (Kamar, Am J Transplant, 2010 ;
Lhomme, J Virol 2012, Lhomme, J Infec Dis 2014 ; Lhomme, Antimicrobiol Agent and chemother 2015)

Techniques de culture cellulaire




Nous disposons des lignées hépatocytaires PLC/PRF-5, HepG2/C3A et de la lignée pulmonaire A549. Plusieurs
souches cliniques de génotypes 1, 3f et 3¢ ont été adaptées sur ces systemes.

11 Collections de souches, antigénes ou immun-sérums de référence :

HEPATITE A

Le CNR posséde une collection clinique de plus de 500 sérums ou selles contenant de 'ARN VHA dont la souche a
été typée ainsi qu'une collection de surnageants de culture de souches cliniques. Il détient également une collection
de sérums présentant des IgM anti-VHA d’activation polyclonale (ARN négatif et avidité des IgG >70%)

Ces échantillons sont conservés au sein du Centre de Ressources Biologiques Paris Sud (numéro BRIF : BB-0033-
00089), certifie AFNOR selon la norme NF S96-900). Dans sa charte, il garantit la qualité, la tracabilité de ces
ressources biologiques et le respect de la réglementation en vigueur. http://maladiesrares-paris-sud.aphp.fr/centre-de-
ressources-biologiques/

HEPATITE E
0 Collection clinique de plus de 1000 sérums ou selles contenant de 'ARN VHE dont la souche a été typée et
stockées selon les régles du CRB du CHU de Toulouse (certifié AFNOR selon la norme NF S96-900).
o Collection de surnageants de culture de souches cliniques (1, 3f et 3c).
0 Banque de séquences accessibles dans GenBank

1.2 Liste des techniques (diagnostic/identification, typage, sensibilit¢ aux anti-infectieux...)
recommandées par le CNR

Hépatite A

Le diagnostic de l'infection aigué repose sur la détection des IgM spécifiques. Toutefois, la valeur prédictive positive
de ce marqueur est faible en '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 a évoquer

Symptomatologie
aigue /' Definion  dune g, -olente VPP des IgM VHA +  Hépatite A aigue
transaminases hépatite aigue

¢élevées +/- ictére et
Virémie détectable : infection

Absence de Indication 100 R cherene dline e mie A oo p emataze
symptoémes | ciblée (erreur) ou -y C
transaminases dépistage  autour A‘,"d'i? e T e Nt CrabIE AT
normales d'un cas negaive élevée : faux positif ou activation
polyclonale
Virémie détectable : infection
Transaminases aigue
glevées et faible Recherche d’'une virémie VHA
probabilité Hépatite Avidité des IgG VHA si virémie  Virémie indétectable +/- avidité
épidémiologique négative élevée : faux positif ou activation
d’hepatite A polyclonale =  Rechercher

d’autres causes de cytolyse




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 'ARN VHE (Abravanel J Clin Microbiol 2012 ;
Abravanel J Clin Microbiol 2013) ayant fait I'objet de plusieurs évaluations par le CNR, un algorithme diagnostique des
infections par le VHE a été proposé dés 2013 (Kamar Clin Microbiol Rev 2014). Cet algorithme a permis d’accroitre de

maniére substantielle le nombre d'infections a VHE répertoriées en France.

| Diagnostic d'une hépatite E aigué |
l Patient immunocompétent | | Patient immunodéprimé
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Envoi de la souche au CNR VHE :
Laboratoire de virologie , IFB
CHU Toulouse Purpan
330 avenue de Grande Bretagne
31059 Toulouse Cedex 9
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