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RESUME ANALYTIQUE

Faits marquants

Le CNR des virus des infections respiratoires (CNR VIR) a été impliqué depuis janvier 2020 dans une crise sans
précédent. Il a réussi a répondre aux enjeux de montée en puissance diagnostique et de surveillance en lien avec
les laboratoires Experts COVID et les laboratoires privés ayant répondu a I’Appel a Manifestation d’Intérét pour
le séquencage du SARS-CoV-2.

Par ailleurs, ses autres activités de référence ont été maintenues, comme le montre ce rapport pour les deux
périodes de surveillance 2021-2022 et 2022-2023. Ces deux années intégrent la période d’extension de la
circulation du SARS-CoV-2 avec notamment les variants Delta et surtout Omicron, période concomitante a celle
de la reprise de la circulation des virus influenza et VRS notamment. La surveillance a été compliquée par la
modification significative de I'épidémiologie de ces virus dans le contexte de la pandémie (circulations
épidémiques décalées), et une difficulté de fonctionnement pour le réseau sentinelle du fait de I'impact majeur
de la gestion COVID pour ce réseau.

Malgré ces difficultés, le CNR et ses partenaires ont pu analyser la circulation des différents virus des infections
respiratoires, montant en capacité aussi pour la détection et les séquengages des virus respiratoires,
essentiellement SARS-CoV-2 et virus influenza, comme |'atteste le niveau de production de séquences partagées
dans la base de données internationale GISAID. Cette montée en puissance a été rendue possible tant par
I"acquisition de nouveau outils de séquencage, que de compétences et d’expertise en bio-informatique. Cela va
permettre de passer a un niveau supérieur a trés courte échéance (2023-2024) en embarquant aussi le VRS et
d’autres virus ayant un impact sanitaire. Tant a Lyon qu’a Paris, mais aussi en Guyane et sur I'lle de la Réunion,
cette capacité de séquencage multi-virus va apporter une amélioration significative de la surveillance des virus
du CNR, en complément (et non en substitution) des techniques de recours plus conventionnelles toujours
indispensables pour le CNR. Cette nouvelle organisation permet au CNR d’avoir une vision tres internationale de
la circulation des virus des infections respiratoires, en structurant localement des laboratoires de recours et
d’excellence dans le Nord de I’Amérique du Sud et dans I'Océan Indien.

Dans le cadre de son expertise, les interactions plurihebdomadaires avec Santé publique France, tant pour le
suivi du SARS-CoV-2 que pour les autres virus respiratoires (virus influenza et VRS notamment), la préparation
réguliere des documents d’expertise (bulletins Flash, analyses variants, bulletins grippe, bulletins bronchiolite),
ainsi que la participation de membres du CNR a des cellules d’expertise nationale (CS COVID) et internationales
(Cellule variants de 'OMS) illustrent la perception des autorités sanitaires des compétences et valeurs ajoutées
des membres du CNR pour la gestion de la crise sanitaire, et au-dela.

Enfin, outre ses missions de surveillance et d’expertise, le CNR a aussi su répondre aux besoins de recherche dans
le cadre du projet EMERGEN copiloté par ’ANRS-MIE et SPF, en co-supervisant avec un représentant de Santé
publique France un des « workpackage » du projet (WP2), en se mettant en capacité de fournir aux équipes du
consortium les variants viraux nécessaires pour leurs travaux, et en aidant au co-développement de la plateforme
de I'lFB pour les séquences de SARS-CoV-2. Par ailleurs, le CNR en maintenant son adossement aux structures de
recherche de Lyon et le Paris, a continué a développer de nouveaux outils et techniques qui seront utiles pour
renforcer la surveillance des infections a virus respiratoires. Les laboratoires du CNR ont renforcé ainsi leur
présence dans le champ de la recherche, tant au niveau national qu’international.




EXECUTIVE SUMMARY
Highlights

The National Reference Centre (NRC) for respiratory infection viruses (NRC VIR) has been involved since January
2020 in an unprecedented crisis. It succeeded in meeting the challenges of increasing diagnostic and surveillance
capacity in conjunction with the COVID Expert laboratories and the private laboratories having responded to the
call for expression of interest for the sequencing of SARS-CoV-2.

Furthermore, the panel of other reference activities were maintained, as shown in this report for the two
surveillance periods 2021-2022 and 2022-2023. These two years include the period of expansion of SARS-CoV-2
viruses with the Delta and Omicron variants, and a period resuming the circulation of influenza and RSV viruses.
This surveillance was complicated by the significant change of the epidemiology of these viruses in the context
of the pandemic (staggered epidemic circulations), and an operating difficulty for the sentinel network due to
the major impact of COVID management for this network.

Despite these difficulties, the NRC and its partners were able to analyze the circulation of the different respiratory
viruses, while also increasing its capacity for the detection and sequencing of respiratory viruses, mainly SARS-
CoV-2 and influenza viruses as evidenced by the level production of sequences shared on the international GISAID
database. This increased sharing of information was made possible both by the acquisition of new sequencing
tools and by reinforcement of skills and expertise in bioinformatics. This enables a future move to a higher level
in the very short term (2023-2024) by including RSV and other viruses with health impact in the sequencing
portfolio. Both in Lyon and in Paris, but also in French Guyana and La Reunion Island, this multi-virus sequencing
capacity will bring a significant improvement in the surveillance of of respiratory viruses by the NRC, in addition
to (and not in replacement of) the more conventional reference techniques still essential for the NRC activities.
This new organization allows the NRC to have a very international vision of the circulation of respiratory viruses,
by locally structuring referral and excellence laboratories in the Northern part of South America and the Indian
Ocean.

As part of its expertise, multiple weekly interactions with Public Health France, for monitoring of both SARS-CoV-
2 and other respiratory viruses (influenza viruses and RSV in particular), for the regular preparation of expert
documents (Flash bulletins, variant analyses, flu bulletins , bronchiolitis bulletins), as well as the participation of
members of the NRC in national (CS COVID) and international (WHO TAG-VE variants exert group) expertise
illustrate the perception of health authorities of the skills and added values of the members of the NRC for the
management of the health crisis, and beyond.

Finally, in addition to its surveillance and expertise missions, the NRC was also able to respond to research needs
as part of the EMERGEN project co-led by the ANRS-MIE and SpF, by co-supervising the project's work package
(WP2) with a representative of Public Health France. In addition, the NRC provided the consortium with the viral
variants necessary for their work, and helped to co-develop the IFB platform for SARS-CoV sequences -2.
Furthermore, the NRC, while maintaining its strong link with the research structures of Lyon and Paris, has
continued to develop new tools and techniques which will be useful for strengthening the surveillance of
respiratory virus infections. The NRC laboratories have thus also strengthened their presence and visibility in the
field of research, both nationally and internationally.




1. Missions et organisation du CNR

HCL (Hospices Civils de Lyon)
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Extrait du document « Organigramme IAl » NE-RH-DE-012-16

Depuis le 24/07/2023, le cadre de santé Géraldine Berthot a été remplacée par Lionel Tristan. Le CNR HCL compte
parmi son équipe un ingénieur Antoine Oblette et une cheffe de projet, Nathalie Bergaud.




IPP (Institut Pasteur Paris)

AS,S_ISTANTES Laboratoire associé au CNR Virus
Valerl_e GRANATA Respiratoires
il e E Institut Pasteur Paris
| RECHERCHE | e N\
Pr Marie-Anne Rameix-Welti, responsable
/ \ Dr Vincent ENOUF, responsable adjoint
us mM3p Expert: Pr Sylvie van der Werf
Marie-Anne RAMEIX-WELTI, PUPH - ~ ~
AQUITI TRABELSI Myriam, IP, Technicienne Ingénieurs Techniciens
CHENANE Houssem, Paris Cité, PhD Flora DONATI, IP Léa AVON, IP
DIOT Cédric, UVSQ-Paris Saclay, Post-doctorant Séverine MATHEUS | IP Marion BARBET, IP
GAULT Elyanne, UVSQ-Paris Saclay et APHP, PU-PH . _/ IMarine BERNARD, IP
GIRY Claire, UVSQ-Pans Saclay, PhD s ~ Angela BRISEBARRE, IP
JAOUEN Tristan, UVSQ-Paris Saclay, PhD Bioinformaticiens Océane DEHAN, IP
\ SITTERLIN Delphine, UVSQ-Paris Saclay, MCF Samar BERREIRA IBRAIM, 1P Vanessa GUIMARAES, IP
Jéréme BOURRET, 1P Banujaa JEYARAJAH, IP
Kévin DA SILVA IP Florian PREJEAN, IP
- / Yannis RAHOU, IP
- -/

Le Pr Sylvie van der Werf a assuré la responsabilité du CNR jusqu’au 31/12/2022 et le Dr Etienne Simon-Loriere
du 01-01-2023 au 30-09-2023. Le Pr Sylvie van der Werf exerce une activité d’expertise auprés du CNR a 40%

jusqu’au 31-08-2024.

IPG (Institut Pasteur Guyane)

De 2021 a 2023, de nombreux mouvements de personnels sont intervenus au CNRVIR-LA-IPG :

1. Supports temporaires liés a I'activité COVID : 1 support technique en 2021-2022 avec une technicienne
dédiée au suivi épidémique SARS-CoV-2, puis supports en bicinformatique et technique en 2021 et 2022
pour la mise en place et le suivi de I'activité de séquencage SARS-CoV-2.

2. Etrenforcement de I'équipe en 2023 avec notamment le recrutement d’une ingénieure dans le cadre du
démarrage du nouveau mandat

ETP 2023
Noms et Prénoms Qualifications” ETP 2021 ETP 2022 |nouveau mandat
(1er semestre)

ROUSSET Dominique MD, PhD, Responsable du CNR 0,05 0,05 02

ENASSIAntoine PhD - Responsable adjoint 0,95 0,95 07

LAVERGNE Anne PhD - Responsable adjoint 01

BREMAND Laetitia Technicienne de laboratoire 0,5 0,5 04
CADER Salma Technicienne de laboratoire CDD appu COVID (jusqu'au 16/03/2022) 1 0,2

LAGRAVE Alisé Ingénieur (a4 compter du 06/03/2023) 0,6

TIRERA Sourakhata Bioinformaticien 0,25 0,1 01
DARCISSAC Edith Ingénieur (appui séquengage COVID en 2022) 0,05
BERNARD Vanessa Technicienne de laboratoire (appui séquengage COVID en 2022) 04
THOMAS Norma-Jean Secrétaire - jusqu'au 30/06/2022 0,2 0,1

BRIAND Dominique Secrétaire - 3 compter du 01/07/2022 0,1 02

Tableau : Effectifs du CNR des virus des infections respiratoires, laboratoire associé IP Guyane -2021- 2023
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CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion
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Organisme

Prénom Fonction Qualification ETP CNR VIR
Payeur

Souply Laurent Responsable Pharm D CHU 0.05
Jaffar- . L

. M-Christine Responsable adjoint MD, PhD CHU 0,00
Bandjee
M’nemosyme | Nicolas Bioinformaticien Master 2 CHU 0.80
Gourde Anne-Julie Technicienne BTS CHU 0.00

Mission et Organisation

HCL (Hospices Civils de Lyon)

Pour le nouveau mandat du CNR, le CNR HCL est devenu le Laboratoire coordonnateur du CNR des Virus des
infections respiratoires. Cette évolution a été décidée conjointement entre les acteurs du nouveau mandat du CNR.
Par ailleurs, le renforcement considérable du CNR HCL durant la crise COVID a permis la consolidation des
activités de séquencage en lien avec le CNR, tant pour les SARS-CoV-2 que pour les autres virus respiratoires.
Une extension de plus de 500m? utiles héberge la plateforme de séquence GENEPII, sous la responsabilité du Dr
Laurence Josset. Enfin, courant 2020, il convient de signaler I'arrivée du Dr Antonin Bal, dont le réle principal au
sein du CNR est d’assurer l'installation puis 'animation d’un réseau dérivé du reseau de laboratoires privés mis en
place pour les enquétes Flash, réseau qui renforcera la surveillance communautaire des virus des infections
respiratoires pour lesquels une prévention existe (Influenza, SARS-CoV-2 et VRS).

IPP (Institut Pasteur Paris)

Le Pr Sylvie van der Werf a assuré la responsabilit¢ du Centre coordonnateur du CNR virus des infections
respiratoires (dont la grippe) jusqu’au 31-12-2022. Lors de la nouvelle mandature, au 01-01-2023, la responsabilité
du CNR IPP a été confiée au Dr Etienne Simon-Loriere. Le Pr Marie Anne Rameix-Welti a rejoint I'équipe du CNR
IPP en qualité de responsable médicale. Le Pr Sylvie van der Werf a assuré la transition en restant rattachée au
CNR IPP jusqu'a son départ a la retraite au 31-08-2023. Elle poursuit une activité d’expertise auprés du CNR PP
a 40% de son temps jusqu’au 31-08-2024. Au 01-10-2023, le Pr Marie-Anne Rameix-Welti a pris la responsabilité
du CNR IPP suite au départ du Dr Etienne Simon-Loriere.

IPG (Institut Pasteur Guyane) et CFG (CHU Felix Guyon, lle de la Réunion)

Voir Annexe 1




Démarche Qualité
HCL (Hospices Civils de Lyon)

Le CNR virus des infections respiratoires (dont la grippe et le SARS-CoV-2) fait partie de I'Institut des
agents infectieux (IAl /Hdpital de la Croix Rousse) qui regroupe toutes les activités de microbiologie des Hospices
Civils de Lyon. L'ensemble des 20 laboratoires et disciplines différentes de Biologie Médicale et d’Anatomo-Cyto
Pathologie, réparties dans 3 groupements hospitaliers, constitue le Laboratoire de Biologie Médicale Multi-site
(LBMMS). En tant qu’établissement de santé public, les HCL, soumis & I'obligation de certification mise en ceuvre
par la Haute Autorité de Santé (HAS) est certifié par 'HAS avec une note de A (1¢ CHU de France noté A) depuis
2016 (Certification V2014).

Le LBMMS est accrédité selon la norme NF EN ISO 15189 — 2012 (ordonnance du 13 janvier 2010 et a la loi du
31 mai 2013) pour les disciplines de MICROBIOLOGIE (dont VIROLOGIE) (numéro 8-3442 rev-7 / disponible sur
le site du COFRAC www.cofrac.fr)

Linstitut des agents infectieux est accrédité pour ses activités de sérologies infectieuses (Parasitologie-Mycologie,
Bactériologie et Virologie) et de biologie moléculaire (Parasitologie-Mycologie, Bactériologie et Virologie). Le
LBMMS est accrédité pour 'ensemble des lignes de portée de la Microbiologie, y compris le séquencage NGS.

Notre systeme d'assurance qualité repose sur une gestion informatisée sur KALILAB des documents, de la
formation et de I'habilitation du personnel, du suivi des non-conformités, des revues et de la validation de méthode.

Le CNR participe annuellement aux différents contrdles de qualité externes organisés par 'eCDC, 'OMS et QCMD.
Il est inspecté ou audité régulierement :

e inspections ANSM (13-15 mai 2008, 2-4 juin 2014, 4-5 novembre puis 7-8 décembre 2015, 9 février
2018, 14 au 18 juin 2022 et 21-22 novembre 2023)

e audits qualité selon les GMP’s ([Good Manufacturing Practices] Bonnes pratiques de fabrication
(directives européennes 2001/83/CE du 6/11/2001 et 2003/94/EC du 08/10/2003 et directives
américaines FDA / Code Fédéral et de Régulation 21CFR parts 210 et 211) organisés par les sociétés
producteurs de vaccins dont nous sommes sous-traitants (en 2007, 2010, 2012 et 2014)

e audits internes (4, 20 avril 2016)

e audit COFRAC en septembre 2023 (accréditation LBMMS HCL dont CNR selon la norme ISO 15189)

Les objectifs du CNR sont guidés par la stratégie du LBMMS :

e Ajouts en cours pour les analyses suivantes : détection duplex des virus influenza A et B, sous-typage
H3, H5, H7 et N1 par RT-PCR en temps réel et détermination du lignage B (RT-PCR Vic-Yam) et PCR
de détection H275Y

e Ajouts en cours pour la PCR VRS A/B

e Ajouts en cours pour la PCR grippe A/ B, VRS, SARS-Cov2 sur Panther Hologic

Les dossiers de validation de méthodes sont en cours mais les différents moyens de maitrise du pré-analytique,
de la tragabilité et des processus analytiques sont en place au CNR.

Le personnel est formé, qualifié et habilité aux activités qui leur sont confié. Le maintien de compétences est
organisé au fil de I'eau.

IPP (Institut Pasteur Paris)

Le CNR virus des infections respiratoires fait partie des 14 Centres Nationaux de Référence placés sous la
responsabilité de I'Institut Pasteur. lls sont organisés en multisite et constituent, avec la Cellule d'Intervention
Biologique d’'Urgence (CIBU), le Laboratoire de Référence et d’Expertise Multisite (LREMS). Le LREMS est sous
démarche d’accréditation.



http://www.cofrac.fr/

Cette accréditation répond a I'ordonnance du 13 janvier 2010 et a la loi du 31 mai 2013 relative aux activités de
biologie médicale.

Le projet d’accréditation 1ISO 15189 de I'Institut Pasteur est une démarche dynamique pilotée par :

e la Direction aux Ressources Techniques et a 'Environnement et son Service Qualité, qui apportent ses
ressources et son expertise dans I'accompagnement du projet d'accréditation ISO 15189 du LREMS
(certifie 1ISO 9001 v 2015)
e |a Direction Médicale ;
o etla Coordination des Centres Nationaux de Référence de ['Institut Pasteur.
Les services supports de I'Institut Pasteur participent également a la démarche d’accréditation du LREMS en
apportant les ressources nécessaires au bon déroulement des activités. Les services supports critiques sont
régulierement audités dans le cadre de leurs activités en interne par les organismes de certification et
d’accréditation.

Le LREMS est accrédité selon la norme ISO 15189 version 2012 sous le n° 8-2588, Examens Médicaux.

L’ensemble des CNR/CIBU participent annuellement & des controles externes de la qualité. Ceux-ci n’étant pas
des programmes pérennes, lorsque ces CQE sont suspendus ou ne sont pas organisés annuellement, les CNR
organisent/participent a des essais inter laboratoires avec des laboratoires homologues ou confréres européens
ou mondiaux. Dans le cas ou cette organisation est impossible, le CNR organise en interne des exercices a
I'aveugle pour maintenir les compétences du personnel et du laboratoire.

Les grandes étapes de suivi de la qualité pour les années 2022 et 2023 du CNR-IPP sont résumées ci-dessous :

Etapes clés LRE-MS Périodes de réalisation

Année 2022

Revue qualité 17 juin 2022

Audit de surveillance COFRAC Du 27 au 29 juin 2022 et du 6 au 9 juillet 2022

Revue de direction LREMS et ajustement de la | 23 juin 2022
demande d’extension

Audit interne qualité 10 novembre 2022
Audit interne technique 30 novembre 2022

Finalisation des dossiers de validation de méthode | RnaseP juin 2022
pour les extensions et les ajouts

Année 2023
Revue qualité 29 mars 2023
Audit de surveillance COFRAC Pas d’audit en 2023

Revue de direction LREMS et ajustement de la | 4 juillet 2023
demande d’extension

Audits internes qualité 4 décembre 2023




Audit interne technique Date a définir

Finalisation des dossiers de validation de méthode | Non applicable en 2023
pour les extensions et les ajouts

Malgré le contexte sanitaire, Le LREMS a maintenu son systéme de management de la qualité et a renouvelé son
accréditation lors de I'audit en octobre 2020 avec la confiance accordée des évaluateurs COFRAC.

Les CNR ont été prioritaires dans le Plan de Continuité de I'Activité de I'Institut Pasteur avec un soutien et une
mobilisation de 'ensemble des services supports de I'Institut pour le maintien et la continuité des missions du CNR.

Perspectives 2024 :
Revues qualité LRE Mars - juin 2024
Audits internes qualité et technique Novembre - décembre 2024
Revue de direction LRE-MS Juin-juillet 2025
Audit de surveillance COFRAC 1er trimestre 2025

La prochaine évaluation par le COFRAC est prévue en 2025.

Ci-aprés le récapitulatif des analyses réalisées en 2022 et en 2023 déclarées a 'ARS :

Famille : Microbiologie — Sous-famille : Virologie

o o Nb analyses  Nb analyses Accrédité A
Activités de biologie médicale 2021 2022 Non Accrédité NA

Détection du génome des virus de la grippe type A 3573 2353 A
Détection du génome des virus de la grippe type B 1725 1796 A
Sous-typage des virus influenza A(H1N1)pdm09 et A(H3N2) 37 1851 A
Détection du génome du virus respiratoire syncytial 1591 1804 A*
Détection du génome du SARS-CoV-2 11103 4254 NA
Détection du génome du hMPV (métapneumovirus) 1709 1799 A
Détection du génome du hRV (rhinovirus) 1959 1799 NA
Détection QU génome des virus de la grippe HIN1p résistant a 0 0 A
l'oseltamivir (mutation H275Y)

Détection du génome des virus gripaux émergents H5N1a 0 0 NA
Détection du génome des virus gripaux émergents H7N9 0 13 NA
Détection du génome des Coronavirus émergents MERS-CoV 0 2 NA
;’rrizzzrua):lon d'amplicons pour le séquengage des virus 18 973 NA
Préparation d'amplicons pour le séquencgage du SARS-CoV-2 23543 64724 NA

*mode dégradé en 2023

La liste des techniques pour lesquelles des dossiers de demande d’adaptation ou d’accréditations sont en cours
ou prévues pour le CNR-IPP est donnée ci-dessous. De plus des demandes de modifications seront demandées
pour 'ensemble des techniques pour un changement de master-mix et I'ajout d’appareils.




Modifications/

Techniques RT-gPCR Nouvelle demande Commentaire

Détection du génome des virus de la grippe type A

Détection du génome des virus de la grippe type B lignage Passage de duplex B-YAM & B-

Vitoria g grippe type B ignag Modifications VIC & simplex B-VIC :
changement cible B-VIC

Sous-typage des virus influenza A(H1N1)pdm09 et A(H3N2) Modifications Changeme:lzgzrl]? et o P

Détection du génome du virus respiratoire syncytial (VRS A et B) Modifications Changement cible VRS A

Détection du génome du SARS-CoV-2 (duplex IP2/IP4) Nouvelle demande

Détection du génome du hRV (rhinovirus) Nouvelle demande

Détection du génome des virus gripaux émergents H5N1a aviaire | Nouvelle demande

Détection du génome des virus gripaux émergents H7N9 Nouvelle demande

Détection du génome des Coronavirus émergents MERS-CoV Nouvelle demande

Détection du génome du virus respiratoire syncytial (pan-VRS) Nouvelle demande

Ele;t)ectlon du génome des virus de la grippe type B (cibles M et Nouvelle demande

IPG (Institut Pasteur Guyane)

Le laboratoire de biologie médicale de I'Institut Pasteur de la Guyane qui abrite le CNRVIR-LA IPG, est accrédité
par la section santé humaine, selon la norme NF EN ISO 15189 et les régles d'application du COFRAC sous le
numéro 8-3373.

Les derniers audits Cofrac se sont déroulés respectivement en octobre 2021 (6 écarts non-critiques dont 2
applicables au laboratoire de virologie : i) stratégie de planification des audits internes & mieux définir ; ii) logo
Cofrac a afficher sur les CRR des analyses accréditées) puis en juillet 2023 (8 écarts non-critiques dont 6
applicables au laboratoire de virologie : i) Défaut de formalisation des dispositions de l'intervention de personnel
support qualité envoyé par I'lPP, i) Défaut de tragabilité des modifications du site internet de I'lPG, iii) Fiche de
fonction du responsable métrologie de I'lPG incompléte, iv) Audit des activités métrologiques a expliciter dans le
planning d’audit, v) Retard d'information du COFRAC suite I'ajout d’une technique, vi) Défaut de formalisation des
exigences concernant le coursier en charge de la tournée de ramassage des prélévements.

CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion
Rapport d’évaluation N° SH-21-0469-1 V00 du 10/08/2022

4 écarts non critiques :

DMT4 : vérification de l'intégrité de la sauvegarde des automates
AAC1 : évaluation des formations du personnel médical

AAC3 : affichage documentaire non référencée

AAC4 : existence de documents qualité non applicables

Prochain audit du péle Biologie : 25 septembre au 6 octobre




2. Activités d’expertise

2.1 Evolution des techniques

HCL (Hospices Civils de Lyon)

Séquengage.

En complément des techniques décrites dans le dossier de renouvellement, nous avons développé dés début 2021
la filiere séquengage virus respiratoire (Grippe/VRS/COVID) urgente basée sur la technologie Oxford Nanopore
Technologies (ONT), qui permet de rendre un résultat en moins de 12h. Cette technique a été validée sur une
souche H5N1 afin de confirmer sa faisabilité et ses performances en cas de suspicion de grippe aviaire. Concernant
la filiere de séquengage classique, basée sur la technologie illumina, I'ensemble du processus est semi automatisé
pour les trois virus respiratoires permettant un débit de plus de 2000 séquences par semaine. Sur le plan
bioinfomatique, nous avons développé et mis a disposition de la communauté des pipelines d’analyse permettant
de suivre I'évolution des trois virus en temps réel.

La surveillance génomique du VRS revét une importance cruciale dans le contexte du déploiement du nirsevimab
en France. Une surveillance génomique renforcée permettra la détection d’éventuelles mutations de résistance.
Plusieurs protocoles ont été publiés ou diffusés mais aucune étude comparative n’est actuellement disponible.
Dans ce contexte, nous finalisons actuellement I'évaluation technique de différentes méthodes de séquencage
ciblés pour le VRS. Nous avons sélectionné 40 prélevements respiratoires positifs en VRS A ou B, présentant une
gamme de charge virale, et issus principalement de la saison la plus récente (2022/2023). Les méthodes de
séquengage génome complet évaluées comprennent deux kits commerciaux (RVOP V2 - lllumina, xGen Repiratory
Virus Amplicon Panel -IDT) et trois protocoles maisons (un protocole développé par le G5 GEVA, un protocole
développé par une équipe Australienne - PMID: 36934591 et un protocole dévelopé par le laboratoire hollandais
RIVM). Les critéres d’évaluations porteront sur la sensibilité pour la détermination du génome complet et des génes
des protéine F et G. La spécificité ainsi que les différences de consensus eventuelles entre les protocoles seront
aussi évaluées.

Resistance aux antiviraux

De plus, début 2023, nous avons développé un test phénotypique d'évaluation de la sensibilité aux antiviraux contre
le SARS-CoV-2. Cette technique permet de mesurer la concentration inhibant 50% de la croissance virale (ICso) &
l'aide d’'une nouvelle méthode basée sur I'analyse cellulaire en temps réel (RTCA) sur systéme xCELLigence
(Agilent). Cette approche se base sur des mesures d'impédance cellulaire toutes les 15 min a l'aide de plaques
contenant des micro-électrodes. La mesures des changements d'impédance électrique permettent ainsi de refléter
lintégrité du tapis cellulaire pour surveiller I'effet cytopathique induit par la multiplication virale dans les cellules et
ainsi de suivre la pousse des virus en temps réel.

Les résultats préliminaires obtenus avec cette nouvelle approche sont reproductibles et moins variables (Figure
1A) et restent corrélés aux résultats obtenus par la technique de référence (ATV) (Figure 1B). Malgré le manque
de standardisation dans la littérature, IlCsp moyenne de notre souche de référence est comparable a celles
obtenues par d'autres techniques (doi: 10.1016/j.antiviral.2022.105252). Cette méthodologie sera donc appliquée
pour I'évaluation et la recherche de résistance aux traitements anti-SARS-CoV-2.
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Figure 1 : Résultats du développement des tests phénotypiques d'évaluation de la sensibilité aux antiviraux. A/ ICso
utilisant notre nouveau test RTCA par rapport au test de référence (ATV). B. Corrélation ICso entre RTCA et le test ATV
de référence.

IPP (Institut Pasteur Paris)
Mise en place NGS ONT SARS-CoV-2 et virus influenza

Nous avons mis en place un protocole de préparation de librairies Oxford Nanopore Technologies (ONT) pour des
amplicons courts (~400 nt, SARS-CoV-2, VRS A et B) et plus longs (taille des segments du génome des virus
influenza). Ce protocole permet un rendu de séquencage en 24h, déclenchable pour des cas spécifiques. Le
protocole a été mis a jour en 2023 avec I'accés aux flow cells ONT R10.4.1 et chimie v14 associée.

En 2023, nous avons testé et implémenté deux panels NGS amplicons courts (~400nt) développés par le G5 GEVA
pour le séquencage de VRS A et VRS B sur lllumina (adapté de Quick, J. et al. 2017
https://doi.org/10.1038/nprot.2017.066). Ce type de panel a été associé a de meilleures chances de succés pour
le séquencgage d'échantillons primaires en cas de charges virales faibles ou de dégradation des ARN viraux.
Chaque panel a été congu sur la base de la diversité connue des VRS A et B (GenBank), avec un focus sur les
virus circulant dans I'hémisphére nord entre 2017 et 2022. Ce protocole est aujourd’hui utilisé en routine pour le
séquencgage du VRS.

Nous avons mis en place un pipeline d'analyse et de curation de données de séquengage NGS pour SARS-CoV-
2, VRS et virus Influenza : nettoyage des données FASTQ selon le score qualité, détection de possibles
contaminations, assemblage des reads, mapping sur référence et création du consensus. Les consensus sont
soumis a une curation automatique et manuelle avant leur validation.

Nous avons développé un pipeline visant a détecter la présence de mutations d'intérét chez SARS-CoV-2 et les
virus Influenza saisonniers et aviaires (mutations de résistances aux traitements et d’adaptation a I'hote). Cet outil
prend en input des séquences consensus pour le SARS-CoV-2 et les virus Influenza et donne en output une liste
de mutations d'intérét. Cet outil repose sur les données de mutations d'intérét issues de 'OMS (Influenza,
https://www.who.int/teams/global-influenza-programme/laboratory-network/quality-assurance/antiviral-
susceptibility-influenza/) et de I'Université de Stanford (SARS-CoV-2, https://covdb.stanford.edu/).

Afin de prendre en compte les évolutions des virus influenza saisonniers et de la survenue de nouveaux cas
d'émergence de virus zoonotiques, le CNR-IPP a fait évoluer ses techniques de RT-qPCR et mis en place de
nouvelles cibles. Les évolutions ont notamment porté sur des modifications de cibles pour le sous-typage des virus
A(H1N1)pdm09 et la détermination du lignage pour les virus B-Victoria, ainsi que par la mise en place d'une RT-
qPCR duplex (cibles M et NP) pour la détection des virus influenza de type B (Jorgensen et al, 2022, DOI:
10.1111/apm.13262).

Concernant les virus influenza A a potentiel zoonotique, des adapatations ont été effectuées pour la détection des
des virus H5N1 clade 2.3.4.4b sur la base de la séquence du virus A/England/215201407/2021 (H5N1) et une
RT-gPCR ciblant la N8 a été mise en place permettant la détecton des virus H10N8 ainsi que des virus H3N8
récemment responsables de cas d'infecton chez ’lhomme en Chine.



https://doi.org/10.1038/nprot.2017.066
https://www.who.int/teams/global-influenza-programme/laboratory-network/quality-assurance/antiviral-susceptibility-influenza/
https://www.who.int/teams/global-influenza-programme/laboratory-network/quality-assurance/antiviral-susceptibility-influenza/
https://covdb.stanford.edu/
https://doi.org/10.1111/apm.13262
https://doi.org/10.1111/apm.13262

Le CNR-IPP a également mis en place une technique pour la détection des VRS A ou B (cible M ; Fry et al, 2010,
DOI: 10.1371/journal.pone.0015098) et adapté la technique duplex pour le typage des VRS en modifiant la cible
pour le VRS A.

En 2023, nous avons mis en place une technique de titrage des virus influenza A et B par détection de la formation
de foci a I'aide d'un anticorps anti NP (A ou B respectivement) suivi d’'une révélation par un anticorps secondaire
fluorescent ou lié a la peroxydase. Le protocole a été optimisé pour des plaques 96 puits, et sur des temps post-
infection inférieurs a 36h. Ce protocole a initialement été développé en anticipation de la potentielle circulation de
virus influenza ne faisant pas de plages de lyse, ou présentant des propriétés d’hémagglutination inhabituelles. Le
protocole sera utilisable pour des tests de séroneutralisation ou de sensibilité & des antiviraux. Il permettra de
réduire les volumes de sérums ou de molécules, et devrait pouvoir étre transposé pour plaques 384 puits si
nécessaire.

IPG (Institut Pasteur Guyane)

CNRVIR-LA IPG : mise en place & partir de février 2021 du séquencage complet du SARS-CoV2 pour le suivi de
la circulation des variants en Guyane : technique NGS par technologie Oxford Nanopore (MinlON), protocole Artic.

CFG (CHU Félix Guyon), La RéunionTests PCR détection virus zoonotique
Mise en place du protocole de la PCR H5N1 du CNR IPP (transfert de I'lPP)

Séquengage

- Mise en place du séquencage des virus influenza A et B. Validation faite sur des échantillons envoyés
en double au CNR-HCL avec des résultats concordants.
- Endéveloppement : séquencage du VRS

2.2 Travaux d’évaluation des techniques, réactifs et trousses

HCL (Hospices Civils de Lyon)

Evaluation de la performance analytique pour la détection du SARS-CoV-2 dans le cadre de I'épidémie de
COVID-19 : comparaison avec la technique de référence du CNR IPP

Durant la pandémie de COVID-19, le CNR a été sollicité a la demande des autorités frangaises pour I'évaluation
des kits de détection du SARS-CoV-2. La majorité des évaluations ont été réalisées entre avril 2020 et en 2021 et
ont été rapportées lors des rapports précédents. Les rapports d’évaluation ont été rendus disponibles sur le site de
la SFM.

Pour les saisons 2021-22 et 2022-23, les évaluations supplémentaires réalisées par le CNR HCL sont indiquées
ci-dessous.

Nom du Kit : AmpliFlow® - SARS-CoV-2 Detection Test (BI0.056.96). Pour test salivaire.
Fournisseur : BIOTEM

Evaluations réalisées le 01 octobre 2021 et le 18 novembre 2021 en partenariat avec Bioaster
Rapport rendu le 03.12.2021

Nom du Kit : Xpert® Xpress CoV-2/FIu/RSV plus (Référence : 900-0966) test RUO
Fournisseur : Cepheid

Evaluations réalisées du 26.10.2021 au 09.11.2021.

Rapport rendu le 18.11.2021




Nom du Kit : Xpert® Xpress CoV-2 plus (Référence : 900-0918) test RUO
Fournisseur : Cepheid

Evaluations réalisées le 14.01.2022

Rapport rendu 10.05.2022

Résultats d’évaluation de la performance en analytique pour la détection de la grippe et du VRS de
l'autotest antigénique COVID-VIRO ALL IN® TRIPLEX (AAZ)

Avec la pandémie de COVID-19 I'utilisation de tests antigéniques pour le diagnostic des infections respiratoires
s'est développé. Le CNR HCL a été sollicité par la société AAZ pour évaluer les performances analytiques de leur
test antigénique triplex.

Nom du Kit : autotest COVID-VIRO ALL IN® TRIPLEX (Référence : TR-CGR-001)
Fournisseur : AAZ

Evaluations réalisées le 12.09.2022

Rapport rendu 16.09.2022

L’objectif de I'évaluation a été de tester la sensibilité analytique du test (autotest COVID-VIRO ALL IN®
TRIPLEX) pour la détection de virus influenza A(H1N1), A (H3N2), B et du VRS par comparaison des techniques
de RTgPCR en temps réel utilisées au CNR de Lyon.

Evaluation des performances du test IDTM SARS-CoV-2/Influenza Triplex vis-a-vis du virus influenza
A(H3N2

Evaluation réalisée en juin 2023
Rapport rendu le 23.06.2023

Suite a 'émergence de virus influenza A H3N2 porteur de mutations au niveau du gene M, cible de la plupart des
PCR de détection des virus de type A, il a été rapporté un défaut de sensibilité de certains kits commerciaux pour
détecter des virus influenza A(H3N2) circulant depuis I'hiver 2021.

Dans ce contexte, la société ID Solutions, a procédé a des alignements in silico de leurs amorces et sondes vis-a-
vis des séquences de virus influenza A H1IN1pdm09 et H3N2 de la saison hiver 2022-2023. lls ont mis en évidence
des mutations sur les sites de fixation des amorces sens et antisens de leur kit IDTM SARS-CoV-2/Influenza
Triplex.

La société ID Solutions a sollicité le CNR des Virus des Infections Respiratoires afin qu'il évalue les performances,
sensibilité et spécificité analytique, du kit IDTM SARS-CoV-2/Influenza Triplex sur des virus influenza circulants
porteurs des mutations décrites.

Evaluation des performances des différents protocoles de séquencage SARS-CoV-2
Evaluation réalisée en 2020 et publiée dans Virus evolution. PMID: 33318859
Evaluation of NGS-based approaches for SARS-CoV-2 whole genome characterisation

Caroline Charre, Christophe Ginevra, Marina Sabatier, Hadrien Regue, Grégory Destras, Solenne Brun,
Gwendolyne Burfin, Caroline Scholtes, Florence Morfin, Martine Valette, Bruno Lina, Antonin Bal, Laurence Josset

Evaluation des performances des différents protocoles de séquencage VRS

Nous finalisons actuellement I'évaluation technique de différentes méthodes de séquengage ciblés pour le VRS.
Nous avons sélectionné 40 prélévements respiratoires positifs en VRS A ou B, présentant une gamme de charge
virale, et issus principalement de la saison la plus récente (2022/2023). Les méthodes de séquengage génome
complet évaluées comprennent deux kits commerciaux (RVOP V2 - lllumina, xGen Repiratory Virus Amplicon Panel
-IDT) et trois protocoles maisons (un protocole développé par le G5 GEVA, un protocole développé par une équipe
Australienne - PMID: 36934591 et un protocole dévelopé par le laboratoire hollandais RIVM). Les critéres
d'évaluations porteront sur la sensibilité pour la détermination du génome complet et des génes des protéine F et
G. La spécificité ainsi que les différences de consensus eventuelles entre les protocoles seront aussi évaluées

IPP (Institut Pasteur Paris), IPG (Institut Pasteur Guyane), CFG (CHU Félix Guyon) La Réunion




Pas d'évaluation de techniques, trousses et réactifs sur la période 2021-2023

2.3 Techniques transférées vers d'autres laboratoires

HCL (Hospices Civils de Lyon)
Séquencage NGS RSV protocole RIVM.

IPP (Institut Pasteur Paris)
Détection virus H5 (et transcrits) transférés au CFG, et protocole partagé avec IPG

Transfert du transcrit synthétique IP2/IP4 au CHU de Limoges comme témoin de la technique de détection du
SARS-CoV-2 du CNR-IPP

Protocole NGS Nanopore transféré a IPG, et autres laboratoires du Pasteur Network

Protocole séquencage NGS amplicons courts VRS A et B partagé, réseau EVDlabNet/Promise (via Adam Meijer),
HCL et groupe Virus respiratoires du réseau de virologie et pharmacologie clinique de 'ANRS MIE

IPG (Institut Pasteur Guyane)
Rien & signaler en 2021-2023.

CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion
NA

2.4 Collections de matériel biologique

2.4.1  Collection de prélévements provenant d’études ou de firmes

HCL (Hospices Civils de Lyon)

Lots de semence regus de la part d’'un producteur de vaccins GlaxoSmithKline:

En 2021-2023 un total de 8 lots de semence a été regeptionné pour évaluation, liste ci-dessous.

A(H1N1)pdm09: A/Sydney/5/2021, AlVictoria/4897/2022 - H3N2: A/Darwin/9/2021 et

A/Darwin/6/2021 (x2) - B-Lignage VICTORIA:  B/Austria/1359417/2021 (x2) et B-Lignage YAMAGATA
B/Phuket/3073/2013.

IPP (Institut Pasteur Paris)

o Etudes avec le CEA/IDMIT dans le cadre des projets EMERGEN BIOVAR et PRODEVAR. Evaluation de
I'impact de la vaccination ou de l'infection préalable de macaques sur l'infection par différents variants du
SARS-CoV-2 (évaluation de la cinétique d’excrétion de virus infectieux) et de la réponse anticorps (test de la
réponse neutralisante a I'aide de pseudotypes porteurs de la protéine S de différents variants). Réception de
prélévements respiratoires (nasal, trachéal) de macaques (n=73) et de sérums (n=128) au cours de la période.




o Projet ANR PED-COVIDInf et EMERGEN PED-COVID Family: étude de [limmunoprévalence et
I'immunoprotection contre le SARS-CoV-2 chez de jeunes enfants peu ou pas symptomatiques, ainsi que leur
entourage et analyse de I'évolution de la détection du virus et l'infectiosité virale au cours du temps dans les
prélévements nasopharyngés et la salive selon les variants (Alpha et Omicron). L'étude vise également a
étudier la transmisison et le taux d’attaque au sein des familles selon les vriants Alpha et Omicron. Réception
de prélévements nasopharyngés (n=639, et salivaires (n=1318) et de sérums (n=251) au cours de la période.

o Etude CORSER 4 : étude de la réponse immunitaire a la vaccination slon le schéma de vaccination et
l'infection ; évaluation de la cinétique de la réponse et sa durabilité. Des sérologies sont réalisées a I'inclusion,
eta1, 6, 12 et 24 mois aprés la derniére injection vaccinale. Le CNR-IPP a réalisé des tests LULISA anti-N et
anti-S. Réception de 634 sérums.

o Etude COVICOMPARE': cette étude portée par 'AP-HP INSERM dans le cadre du réseau COVIREIVAC a
pour objectif d’évaluer de fagon détaillée la réponse immunitaire a la vaccination COVID 19 et sa persistance
dans ses différentes composantes chez des personnes de +75 ans, comparé a des personnes agées de 65-
74 ans et 18-45 ans, ainsi que I'impact d’'une infection sur la réponse. Aprés inclusion des sérologies sont
réalisées a linclusion et a J29, J57, M6, M12 et M24. Le CNR-IPP a en charge I'analyse des anticorps
neutralisants vis-a-vis de différents variants par test de pesudoneutralisation. Réception de 853 sérums au
cours de la période.

o SeroPrev-CoV19 : étude en partenariat avec SpF de la séroprévalence de l'infection a SARS-CoV-2 en
population générale réalisée a différents temps clé de la pandémie. Réception d’échantillons de sérum:
S42/2021(n=2913), S11/2022 (n=2935)

2.4.2 Collection de souches, antigénes de référence et immun-sérums

» Virus grippaux
Les laboratoires du CNR maintiennent une collection de souches de virus grippaux de type A et de type B d’origine
nationale et internationale. Ces souches sont conservée a -80°C ou sous forme lyophilisée.

HCL (Hospices Civils de Lyon)

Les CNR-HCL et -IPP ont regu du CCOMS la nouvelle souche prototype des vaccins de 'lhémisphére nord pour la
saison prochaine 2023-2024 A(H1N1)pdm09 A/Victoria/4897/2022 ainsi que le recombinant [VR-238 et les sérums
de furet correspondants.

IPP (Institut Pasteur Paris)

Pour le CNR-IPP, sont notamment disponibles des souches de la composition vaccinale dont les plus anciennes
remontent a 1993. En plus de ces souches de référence, des souches issues d'isolats représentatifs des virus
ayant circulé au cours de chacune des saisons de grippe sont aussi disponibles. Une sélection de 41 souches de
virus grippaux de type A (34) ou de type B (9) parfaitement caractérisées est également proposée via
linfrastructure EVAg. Le CNR-IPP a récemment ajouté 3 virus de grippe sur EVAg, A/lLeMans/15006/2022 (H1N1p,
PA(E199D)), A/Bretagne/06091/2023 (H1N1p, clade 6B.1A.5a.2), A/Franche_Comte/01892/2023 (H3N2, clade
3C.2a1b.2a.2).

! Molino D et al. A comparison of Sars-Cov-2 vaccine platforms: the CoviCompare project. Nat Med. 2022
May;28(5):882-884. doi: 10.1038/541591-022-01785-4. PMID: 35513532.




» SARS-CoV-2

HCL (Hospices Civils de Lyon)
Pour la collaboration entre laboratoires du CNR le CNR-HCL a fourni au CNR-IPP quatre souches Omicron isolées
sur cellules Vero E6 TMPRSS2. Il s’agit des variants BA.1, BA.2, BA.4, BA.5, XBB.1.

Pour la mise en collection, le CNR-HCL dispose aussi des variants XBB.1.5, CH 1.1, XBB.1.9.1, XBB.1.9.2,
XBB.1.16.

Pour le développement et/ou la validation de Kits commercialisés pour la détection du SARS-CoV-2 et des
différents variants en circulation le CNR a poursuivi la production d’ARN et de cultures cellulaires de virus inactivés.
Le CNR-HCL a proposé les virus suivants : Delta - Omicron : BA.1 - BA.2-BA.4 - BA.5 - XBB.1.9.1 - XBB.1.16.
Les ARN ont été envoyé & 3 Destinataires (ADNUCLEIS, BIOSYNEX, EUROBIO) et les cultures inactivées ont été
envoyées a 2 destinataires (BIOMERIEUX, GRENOBLE).

Ces échantillons sont conservés congelés a -80°C.

IPP (Institut Pasteur Paris)

Le CNR-IPP posséde une large collection de variants du SARS-CoV-2 dont 27 souches de référence sont
disponibles sur EVAg. Le CNR IPP dispose notamment des souches ancestrales et des principaux vairants pré-
Omicron ainsi que des principaux variants Omicron. Parmi ceux-ci, les variants Omicron BA.1, BA.2, BA4.6,
BA.5.1, BQ.1, BQ.1.1, BA.2.75.2, BF.7, CH.1.1.3, XBB.1, XBB.3, XBB.1.5, XBB.1.9, XBB.1.16.1, CR.1, DG .1,
EG.5.1.1,EG.5.1.3, FL.1.5.1, BA.2.86.1, DV.7.1, JN.1 sont mis a disposition sur EVAg.

Les souches virales sont conservées congelées a -80°C.

» Autres virus respiratoires saisonniers
Le CNR-IPP dispose de souches de référence de VRS A et de VRS B ainsi que de quelques isolats

» Virus respiratoires émergents
Le CNR-IPP a a disposition le MERS-CoV, SARS-CoV, ainsi que différentes souches de virus influenza aviaires
(H5N1, H5N8, H7N9) ou porcins (H1N1v, H3N2v, H1N2v). Le CNR-IPP a récemment acquis des souches de virus
H5N8 et H5N1 du clade 2.3.4.4b auprés de 'ANSES (Ploufragan) et de Eramus MC (R. Fouchier), Rotterdam,
Pays-Bas.

2.4.4 Collection de souches et prélévements respiratoires
HCL

Les échantillons biologiques humains réalisés dans le cadre de la surveillance des IRA, les souches de virus
grippaux, les isolats sont conservés congelés au CNR-HCL. Le CNR dispose aussi de souches d‘origine animale
(porcine et aviaire).

La mise en collection de ces échantillons est en cours de constitution pour Lyon. En attendant, les virus sont
stockés en lien avec le Centre de Ressource Biologique NORD des HCL, sous la responsabilité du Dr Vinca
ICARD.

Le CNR-HCL a regu en 2023 une souche IAHP H5N1 du clade 2.3.4.4b, du LNR influenza aviaire (ANSES-
Ploufragan) , souche représentante des virus circulants en Europe depuis 2021.

IPP (Institut pasteur Paris)

Le CNR-IPP posséde une collection de prélevements biologiques humains positifs ou négatifs pour la grippe. Cette
collection remonte a la saison grippale 1993-1994 et représente plus de 40 000 prélévements avec informations
cliniques associées. Ces prélévements sont conservés congelées a -80°C.




Souches virales

Des souches avec des caractéristiques particuliéres (résistance, mutation, ...) ont aussi été conservées au fil des
saisons grippales. Au total, le CNR dispose d’une collection de plus de 23 000 isolats de virus grippaux humains.
Par ailleurs, une collection de virus grippaux d'origine animale (aviaire, porcin, équin) est aussi disponible.

Concernant les autres virus, le CNR-IPP a a disposition le MERS-CoV, SARS-CoV, H5N1, H5N8, H7N9, plusieurs
souches de VRS ainsi que les souches de coronavirus saisonniers 229E et OC43..

Sera de référence

Le CNR-IPP possede enfin une large collection de sérums de lapin et/ou de furet dirigés contre la plupart des
souches vaccinales de référence pour les virus grippaux. Ces sérums ont été produits localement ou obtenus
auprés de certains CCOMS. D’autres sérums sont aussi disponibles (dirigés contre H5SN1, contre des virus d’origine
animale, ...). Enfin, une collection de sérums humains est également & disposition. Concernant le SARS-CoV-2, le
CNR dispose de sérums de patients infectés a différents temps et par différents variants. Il dispose aussi de sérums
de patients vaccinés. Le CNR-IPP a commandé auprés de Bei ressources le « Panel of Human Antiserum and
Immune Globulin to Respiratory Syncytial Virus » (Catalog No. NR-32832)

Mise a disposition des collections

Le CNR-IPP met a disposition ses collections autant que de besoin et dans la limite des disponibilités dans le cadre
strict des activités de surveillance. En tant que membre du réseau GISRS, il met aussi ses collections a disposition
des CCOMS. Dans le cadre des activités de recherche, le CNR-IPP peut mettre a disposition ses collections selon
des protocoles définis contractuellement (accord de transfert, accord de collaboration, ...).

L'IPP a envoyé des ARN de hCoV-19/France/GES-1973/2020 (D614G) au Centre de surveillance et de prévision
pour la gestion des milieux aquatiques (Suez) pour étre utilisés en contréle positif de détection. L’IPP a également
distribué le transcrit SARS-CoV-2 & I'hépital universitaire Dupuytren de Limoges.

Des ANR extraits de souches de deux souches de virus influenza A(H3N2) onté également été envoyés au
laboratoire CERBA pour I'évaluation de la performance de leurs tests de détection.

Des transferts de souches de variants du SARS-CoV-2 et de virus grippaux ont été réalisés a destination de
laboratoires académiques, privés ou a des industriels. Ces transferts, notamment pour les envois a I'étranger, ont
été réalisés dans le cadre du projet EVAg ou du projet ISIDORe.

» Envois a des laboratoires académiques

o SARS-CoV-2

o

Institut Pasteur (F. Agou, O. Schwartz, E. Simon-Loriére, X. Montagutelli, H. Bourhy, C. Zurzolo, JP Vartanian, M.
Lavigne, N. Jouvenet, L. Quintana-Murci) - divers variants

France : UVE-Marseille, ANSES-Nancy, IDMIT CEA Fontenay-aux-Roses, IRIM-Montpellier,  CEMIPAI-
Montpellier, CIPHE-Marseille, MAVIVH-Tours, CRBS-Strasbourg, Sys2Diag-Montpellier — divers variants

Europe :

-Espagne : Centro Nacional de Biotecnologie, Madrid (variants Alpha, Beta, Gamma) ; Fundacié Privada Institut
de Recerca de la SIDA-Caixa (IrsiCaixa), Barcelone (variants Alpha, Beta, Gamma, Delta) ; IRTA-CReSA,
Barcelone (variant D614G)

-Allemagne : Leibnitz Institute (variant Gamma)
- Pays-Bas : Biomedical Primate Research Center, Rijswijk (variants EG.5.1.1 et XBB.1.5)
- ltalie: Fondazione Toscana Life Sciences, Siena (variants EG.5.1.1, XBB.1.9.1, XBB.1.16.1)




Autres pays :
-Royaume-Uni : QCMD (variant XD)

-USA : University of Wisconsin-Madison, Influenza Research Institute, School of Veterinary Medicine (variant AY .4,
recombinant XD)

o Virus grippaux
Europe :

-Allemagne : Leibnitz Institute (un virus HIN1pdm09, un virus H3N2)

-Pologne : Université de Gdansk (2 virus de type B),

-Pays-Bas : Microvida Lab Medical Microbiology (un virus H3N2)

Suéde : Uppsala University, Uppsala (un virus HIN1pdm09, un virus H3N2, un virus B-VIC)

Italie : University of Torino Dept. of Life Sciences and Systems Biology, Turin (un virus HIN1pdm09, un virus H3N2,
un virus B-VIC)

Danemark: Aarhus Universitet, Aarhus (un virus HIN1pdmQ9, un virus H3N2)

Autriche : Medizinischen Universitat Graz, Graz (un virus HIN1pdm09, un virus H3N2, un virus B-VIC)

> Envois a des laboratoires industriels

o SARS-CoV-2
Roche DIA, Suisse (variant BA.1)

Valvena SE, Autriche (variant B.1)

CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion

Nos échantillons proviennent d’'une part des patients hospitalisés ou vus aux urgences, et d’autre part du réseau
des médecins sentinelles. Nous pouvons aussi recevoir des prélévements des autres laboratoires privés et public.

La collection biologique CNR des échantillons positifs comprend :

- La biothéque spécifique des positifs en virus respiratoires hormis le SARS-CoV-2 mise en place depuis
le 30 juin 2023 :

- La biothéque des positifs SARS-CoV-2 (Ct < 31) des prélévements externes est hébergée au plateau de
séquengage. Les prélevements hospitaliers (Ct<31) est hébergée dans la biothéque générale du
laboratoire de Virologie/Biologie moléculaire. Ce dispositif est voué a fusionner avec celui des virus
respiratoires.

- Les échantillons sont conservés a -80°C.




2.5 Activités d’expertises

2.5.1 Collection de préléevements pour la surveillance des infections respiratoires

La majorité des échantillons proviennent de la surveillance communautaire ou hospitaliere.

Saison Origine CNR-HCL CNR-IPP  CNR-IPG = CNR-Réunion
Sentinelles 1331 1471 105 / 2907
2021/2022 Hépital 129 225 170 / 524
Total 1460 1696 275 3431
Sentinelles 1820 2654 75 361 4910
2022/2023 Hépital 253 362 116 8134 8865
Total 2073 3016 191 8495 13 775

Tableau 1 : nombre de prélévements regus par les laboratoires du CNR

Les laboratoires du CNR regoivent également des échantillons lors d’épisodes de cas groupés (EHPAD, Armée),
de laboratoires Privés (généralement pour un contréle de résultat) ou dans le cadre de la collaboration avec les
DOM et TOM (La Réunion, Mayotte, Papeete). La liste détaillée pour les saisons 2021 — 2023 est listée dans les
tableaux ci-dessous.

Le délai moyen de restitution des résultats apres réception des prélevements est de 24h pour la détection. Ce
délai peut étre plus long, jusqu’a 15 jours, en fonction des analyses demandées (caractérisation phénotypique,
recherche de résistance aux antiviraux, séquengage).

Virus type A Virus type B

positifs | Provenance
plvts/| (A, B ou |Surveillance

Population Non | HIN1pdmo9

sous-

1471 | 601 ﬁﬁ”“”e”es 395 | 4 127 | 25 | 264 | 49 | 2 2 1 204

1331 588 ﬁgm'“e”es 404 | 11 | 123 | 32 | 270 100 @0 191

Lab
225 151 |hospitaliers | 138 1 63 34 74 32 2 0 2 1 11
FN

Lab
129 118 hospitaliers | 114 1 71 42 42 17 4 0 4
FS




Virus type A Virus type B

Nbre | Plvts
de | positifs | Provenance
plvts/| (A, B ou [Surveillance
Population

Non | HIN1pdmo9 H3N2

Bourgogne-
9 3 Franche- 3 0 3 1 0 0 0 0 0 0 0
Comté
3 0 Belfort 0
4 3 Dijon 3 3 1 0
2 0 Trevenans 0
5 29 Bretagne 26 0 15 8 11 5 1 0 1 0 2
12 10 |Brest 10 6 6 4 3 0
1 0 Fougeres 0 0
1 1 Lorient 1 1 1 0
2 2 Noyal-Pontivy| 1 1 0 1
2 0 Quimper 0 0
15 14 Rennes 12 9 2 3 1 1 1 1
2 2 Saint-Malo 2 2 0
3 3 S:T(;‘i*r':a' 3 0 1 1|2 |o]oflo]| o 0 0
2 2 Orléans 2 2 0
1 1 Tours 1 1 1 0
6 4 Grand-Est 4 0 2 2 2 2 0 0 0 0 0
1 0 Epinal 0 0
5 4 Reims 4 2 2 2 2 0
24 | 20 Ef;nfede 19 o0 3 |1 |1|5 0|0 o 0 1
5 3 Amiens 3 1 2 1 0
1 1 Beauvais 1 1 0
10 10  |Dunkerque 9 1 1 8 2 0 1
6 5 Lille 5 1 4 1 0
1 0 Roubaix 0 0
1 1 Saint-Omer 1 1 1 0
114 75 :l‘:a‘:lie 67 1 30 18 3 16 1 0 1




Virus type A Virus type B

Nbre | Plvts
de | positifs | Provenance

plvts/| (A, B ou [Surveillance
Population

4 3  Ambroise 3 3 3 | o
Paré
5 4 Argenteuil 3 1 1 1 1 1 1 1 1
8 g |Armand- 8 5 5 3 10
Trousseau
20 20 Cochin 20 13 7 7 4 0
8 1 Créteil 1 1 0
32 13 Garches 7 2 5 2 0 6
1 0 Gonesse 0 0
2 0 HEGP 0 0
1 1 [Hopital 0 0 1
Américain
Marne-la-
L L Vallée L L 0
6 2 Necker 2 2 2 0
3 2 Paul Brousse 2 2 0
Pitié-
! ! Salpétriere ! ! 0
1 1 Robert ) 1 1 1 0
Ballangé
4 3 Robert debré 3 3 2 0
6 6 Saint-Denis 6 2 2 4 2 0
3 3 Suresnes 3 3 0
1 1 Tenon 1 1 1 0
7 5 Versailles 5 5 0
12 10  Normandie 9 0 6 2 3 2 0 o0 0 0 1
1 1 [Elbeuf 0 0 1
11 9 Rouen 9 6 2 3 2 0
26 g | 7 0 3 1 4 2 0lol o 0 0
Loire
16 0 Angers 0 0
1 0 Cholet 0 0
1 0 Laval 0 0
6 5 Le Mans 5 2 1 3 2 0
2 2 Saint-Nazaire 2 1 1 0




Virus type A Virus type B

Nbre | Plvts
de | positifs | Provenance

plvts/| (A, B ou [Surveillance
Population

4 4 Auvergne . 4 . 1 . 3 1
4 4 [Clermont- 4 | 1 3 1| o0 /
Ferrand
Bourgogne
1 0 Franche-
Comté
1 0 Besancon 0 /
1 1 Corse 1 1
1 1 Bastia 1 0 1 0 0 /
44 | 42 Egzx‘:':e 42 30 13 12 4
38 37  |Bordeaux 37 0 27 12 10 4 /
2 1 La Rochelle 1 0 1 0 /
2 2 Limoges 2 0 1 1 1 0 /
1 1 Rochefort 1 0 1 0 /
1 1 Poitiers 1 0 1 0 /
10 10 Occitanie 10 5 3 5 2
3 3 Nimes 3 0 2 2 1 0 /
7 7 Toulouse 7 0 3 1 4 2 /
26 21 PACA 18 7 4 11 6 3 3 3
1 1 Abeen- 1 0 11|
Provence
9 6 Antibes 6 0 3 0 3 /
2 2 Gap 2 0 2 2 /
5 5 Marseille 3 0 3 1 2 0 2 2
1 1 Monaco 1 0 1 1 /
4 3 Nice 2 0 2 2 0 1 0 1 1
1 1 Sisteron 1 0 1 1 /
3 2 Toulon 2 0 1 1 1 1 /
43 40 Rhone-Alpes 39 25 21 14 5 / 1 1
1 1 ?;’I‘I‘i;%"i“ 1 0 0 1|1
16 13 Chambéry 13 0 12 11 1 1 /
14 14  |Grenoble 14 0 5 4 9 1 /
7 7 Lyon 7 0 6 5 1 1 /
2 2 Romans 2 0 1 1 1 1 /
2 2 St Etienne 1 0 0 1 0 1 0 1




Virus type A Virus type B

Nbre | Plvts
de | positifs | Provenance

plvts/| (A, B ou [Surveillance
Population

1 1 Vilefranche 1 0 1 0 /
67 29  Autres FS 27 6 6 21 7 2
49 12 EHPAD (FS) 12 12 0 /
Auvergne
Le Puy en
7 0 Velay / /
Nouvelle
Aquitaine
Montmorillon
17 1 EN 1 1
2 0 Cazaubon / /
PACA
5 0 Pegomas
Rhdne-Alpes
6 6 Grenoble 6 6 0 /
10 6 Roanne 6 6 0 /
14 0 St Peray / /
5 0 Thpnon Les / /
Bains
3 5 Lab Privés / / 2
FS/COVID
Lab Privés
5 5 ORIADE 5 0 2 2 3 2 /
5 5 Brest Armée 5 0 0 5 4 /
Cote Ivoire
Armee

Lab

Laborizon 0

/BRE

Lab Biopath
4 4 / HDE 4 4 0
3 3 Lab Cerba 3 1 2 2 0
2 2 Lab Océalab 0 0




Virus type A Virus type B

Nbre | Plvts

de | positifs | Provenance

plvts/| (A, B ou [Surveillance
Population

1 1 Lz?\b 'Selas 0 0 1
Biolaris
Lab La

1 0 Chocolaterie, 0 0
/ IDF

La Réunion

FN
Guadeloupe

1 1 EN 1
Guyane

8 4 Francaise 4
FN

3 0 Papeete FN 3

14 14 k@ Reunion 14 5
FS

94 93 |Mayotte FS 93 0 93

76

3374 1610

Tableau 2 - Saison 2021-22, Bilan des prélévements analysés par les CNR-IPP et -HCL : nombre et origine des
préléevements recus ayant permis la détection d’un virus influenza ou SARS-CoV-2




Virus type A

Provenance
Surveillance
Population

2654 1126 ?E’“'”e”es 524 | 2 93 | 48 | 429 193 338 338 | 148 | 264
1820 738 ?g’“'”e”es 315 | 7 77 | 20 | 232 | 93 [213]| 15 | 198 | 92 | 230
Lab
362 253 |hospitaliers | 198 5 54 29 139 59 | 43 O 43 21 11
FN
Lab

hospltallers

Bourgogne-
9 8 Franche- 7 0 0 0 7 7 0 0 0 0 0
Comté
7 7 Dijon 7 7 7
2 |t Qe | ik :
82 63 |Bretagne 42 0 6 3 36 22 | 19 0 19 11 2
58 43 Brest 30 5 3 25 20 12 12 11 1
1 1 Lannion 1 1 1 0
1 0 Lorient 0 0 0 0
3 3 Noyal-Pontivy, 3 3 0
3 1 Quimper 1 1 0
16 12 |Rennes 5 5 1 7 7
2 3 Saint-Malo 2 2 1
7 6 geerl‘_tc:‘;'g’a' 6 0 2 0o 4 0 0 0 o0 o0 o0
1 0 Chartres 0 0
5 5 Orléans 5 1 4 0
1 1 Tours 1 1 0 0
17 6 Grand-Est 5 0 1 0 4 1 1 0 1 1 0
4 1 Nancy 1 1 0 0 0
5 4 Reims 4 4 1 0
1 0 \S/sisnseiie des




Provenance
Surveillance
Population

Virus type A

3 1 .Strasbourg 0 1 1 1

3 0 Troyes 0 0

1 1 Calais 1 1 1 0

1 2 Compiégne 2 1 1

5 4 Dunkerque 4 1 1 3 1 0

10 9 Lille 4 1 3 2 4 4 2
150 | 123 [lede 103 30 17 71 20 15 15 7

France

6 5 Argenteuil 5 3 3 2 2

8 0 Bichat

3 2 Bobigny 0 2 2 2
10 8 Boulogne 6 1 0 4 3 2 2 0
75 75 Cochin 68 20 11 47 4 4 4 3

2 2 Colombes 2 2 0

2 0 Créteil

18 7 Garches 4 2 1 2 1 1 1

2 0 HEGP

1 0 Montereau

7 1 Necker 0 1 1

2 1 Paul Brousse| 0 1 1

2 2 ggllf)-étriére 2 2

1 0 Saint Joseph

7 7 Saint-Louis 7 7 3

11 11  |Trousseau 9 1 1 8 7 2 2 2

2 2 Versailles 2 1 1 1 0

9 5 Normandie 3 0 0 3 1 2 2 0

2 2 Caen 1 1 0 1 1 0

7 3 Rouen 2 2 1 1 1 0
31 9 Egi’fé'de' 6 0 o 6 4 1 10
20 5 Angers 3 3 1

7 1 Le Mans 1 1 1

1 0 Nantes

3 3 Saint-Nazaire, 2 2 2 1 1




Plvts
positifs

CoV-2)

Provenance

Surveillance
Population

Virus type A

205 | 189 gﬁ‘éﬁ'g;ﬁes 138 30 | 31| 52 | 52 | 53 38 29
2 2 Chambéry 1 1 1 1
3g | 37 Clermont 23 6 1 | 16 2 |16 15 | 2

Ferrand
2 2 Firminy 2 1 1
38 37  |Grenoble 27 8 4 19 10 | 10 10 6
2 2 {_IZIay Puy-en- 1 1 1
67 67 Lyon 54 23 31 13 13
1 0 Montelimar
48 40 |St Etienne 30 15 3 15 8 10 9 7
3 0 Tournon 0
3 1 Valence 1 1
1 1 Villefranche 1 1 1
1 1 Corse 1
1 1 Ajaccio 1
6 5 xgzx‘:‘fe 2 3 1 | 1 1 1| 1
2 2 Agen 1 1 1
3 3 Bordeaux 2 2 1 1 1
1 0 La Rochelle
29 23 Occitanie 16 6 3 10 5 7 7 1
18 15 Montpellier 8 2 1 6 1 7 7 1
1 1 Nimes 1 1 1
5 5 Toulouse 5 1 1 4 4
5 2 Uzes 2 2
13 7 PACA 8 6 3 3 3 3 1 3
1 1 Aix-en- 1 1

Provence
1 1 Cannes 1 1 1
1 0 Frejus
1 1 |Gap 1 1 1
2 2 Nice 1 1 1 1 1 1
7 2 Toulon 5




Virus type A

Plvts
positifs | Provenance

Surveillance
Population
CoV-2)

6 Armées

w | o ©

6
5 HIA Brest 5
1 HIA Percy 1

(¢)]

Nouvelle
Aquitaine

Agen 1 1 0

Langon 1 1

La Rochelle

occC

Cahors

Lourdes

PACA

RN P W W R R

o W N P W O k|
o L N P W

\V]

\V]

Antibes

[EnN

Aix-en -
Provence

[EnY
o

Brignoles

Cannes

Rhéne-Alpes

W W

W W ke
W w = O

Firminy
Lab

0 Laborizon 0
/BRE

W W

lab La
1 Chocolaterie 1 1 0
/ IDF

Lab Biopath
/ HDF

4 Lab Cerba 4 1 0

Xlabs
Mauleon

Eurofins
/Chateaulin

Unibio /
0 Bourg less 0
Valence

La Réunion

9 Guadeloupe 5




Virus type A

Plvts
positifs | Provenance

Surveillance

Population
CoV-2) H1IN1pdmO09

.Guyane

Francaise
31 30 Martinique 29 4 4 25 15 1 1 0
2 2 Papeete 2 2

100 e Alpes

4 0 Lyon /
3 0 Tournon /
3 0 Saint-Vallier /
15 15 Bretagne 15 15 3

15 15 |Rennes 15 15 3 /
3 3 PACA 3 3 2

3 3 Marseille 3 3 2 /
IR L |
AENAE Bk |
10 | 10 Armee 10 10 8 /

Toulon

71 7 I';g Reéunion|  gg 30 8 26 7 15 15 3 /
34 32 |Mayotte FS 15 15 11 17 8 /
1 0 Papeete FS

Tableau 3 Saison 2022-23, Bilan des prélévements analysés par les CNR-IPP et HCL : nombre et origine des prélévements
recus ayant permis la détection d’un virus influenza ou SARS-CoV-2




Au cours des 2 saisons, dans la surveillance communautaire nous avons détecté des co-infections.
En 2021-22
- 13 co-infections de SARS-CoV-2 : 7 avec un virus grippal, 4 avec un Rhinovirus, 1 avec du VRS, 1 avec
un Coronavirus saisonnier ;
- 8 co-infections de virus grippal A(H1N1)pdm09 avec un virus grippal A(H3N2) ou d’autres virus
respiratoires (VRS, métapneumovirus ou Rhinovirus)
- 3 co-infections de virus grippal A(H3N2) avec un virus grippal de type B, du VRS ou du Rhinovirus.
En 2022-2023 :
- 33co-infections de SARS-CoV-: 13 avec un virus grippal de type A, dont 9 H3N2, 6 avec un virus grippal
de type B, 8 avec du Rhinovirus, 2 avec du VRS ou de I'Adénovirus, 4 avec du métapneumovirus.
- 81 co-infections de virus grippaux de type A (63) oulet de type B (18) avec du Rhinovirus, du VRS, du
métapneuovirus, de I'Adénovirus.

IPG (Institut Pasteur Guyane)
Le CNRVIR-LA-IPG a assuré la détection et l'identification des virus respiratoires a partir des prélévements de cas
d'infections respiratoires aigués qui lui ont été adressés :

o prélévements de cas hospitalisés adressés par les laboratoires de virologie des CHU de Martinique et de
Guadeloupe ainsi que par le laboratoire des Centres Hospitaliers de Guyane

e prélévements communautaires adressés directement par les médecins des réseaux sentinelles des
Antilles et de la Guyane et par quelques laboratoires de ville

Les délais moyens de rendu de résultats pour la surveillance Grippe/VRS/Rhino était de 2.52 jours ouvrés pour la
saison 2021-2022 et de 2.36 jours ouvrés pour la saison 2022-2023.

Analyses virologiques d'échantillons cliniques humains, surveillance saisonniére des virus grippaux

Au total 684 prélévements ont été regus et traités au CNRVIR-LA-IPG pour la saison 2021-2022 et 407 pour la
saison 2022-2023.

Parmi ces prélévements 647 et 354 respectivement ont été testés dans le cadre de la surveillance des virus
grippaux; la majorité d’entre eux (73.7% et 56.8%) adressés dans le cadre de la surveillance sentinelle (réseau
sentinelle renforcé par la participation de laboratoires privés). Leur répartition est indiquée dans le tableau ci-
dessous. Parmi ces prélévements, 257 (39.7%) ont été trouvés positifs pour un virus grippal en 2021-2022 et 213
(60.2%) en 2022-2023.

Les virus grippaux détectés se répartissent de la fagon suivante : pour la saison 2021-2022, 100% de virus A, avec
35 virus A(HIN1)pdm09 (13,6%), 220 A(H3N2) (85.6%), et 2 virus de type A (0.8%) non sous-typés et pour la
saison 2022-2023, 58.7%(n=125) de virus A, avec 109 (51.2%) virus A(HIN1)pdm09 et 16 (7.5%) A(H3N2) et
41.3% (n=88) de virus B-VIC (cf tableau 4). Aucune infection grippale mixte n’a été détectée.
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Tableau 4: Origine des prélévements adressés pour recherche de virus grippaux au CNRVIR-LA-IPG et bilan des virus
grippaux détectés au cours des saisons 2021-2022 et 2022-2023

Expertise relative aux virus grippaux d’origine animale

Aucune suspicion de grippe d'origine animale n’a été recue au CNRVIR-LA-IPG.

Toutefois le 08/08/2022, en I'absence de laboratoire vétérinaire en Guyane, le CNRVIR-LA-IPG a été sollicité par
I'association Kwata pour recherche de virus grippaux sur des oiseaux (becs en ciseaux, n=4) trouvés morts sur le
littoral de Guyane. Les tests réalisés se sont avérés négatifs.

Analyses virologiques d'échantillons cliniques humains, surveillance saisonniére des autres virus respiratoires

Le CNRVIR-LA-IPG a recherché le virus Respiratoire Syncytial (VRS) avec détermination des types A et B et les
rhino/enterovirus (hRV), i) de fagon systématique dans les prélévements du réseau sentinelle et des laboratoires
privés de Guyane et i) de fagon ponctuelle (demande de confirmation ou typage VRS) pour les hdpitaux de
Guyane.

Les résultats sont résumés dans les tableaux ci-dessous

Nbre de plvts/  Plvts positifs
souches (VRS A ou B) Provenance Surveillance

Population
2021-22 2022-23 2021-22 2022-23 2021-22 2022-23 2021-22 2022-23
Hop. Cayenne / Centres de
Santé
Hop. Saint Laurent et Kourou
Laboratoires privés
Surveillance sentinelle
Total Sentinelle
Total Hopitaux
Total Général

Tableau 5: Origine des prélévements testés pour le VRS et bilan des VRS détectés par le CNRVIR-LA-IPG au cours des
saisons 2021-2022 et 2022-2023




Nbre de plvts /

Provenance Surveillance Rhinovirus
souches .
Population
2021-22 2022-23 2021-22 2022-23
Hop. Cayenne / Centres de
25 0 santé 0 0
13 23 |Hop. Saint Laurent et Kourou 1 5
Laboratoires privés/ Médecin
372 87 de ville | CMIA 48 15
105 75 Surveillance sentinelle 4 4
r r r r
515 185 Total Général 53 24

Tableau 6 : Origine des prélévements testés pour les rhinovirus et bilan des rhinovirus détectés par le CNRVIR-LA-IPG au
cours des saisons 2021-2022 et 2022-2023

Un total de 10 co-infections de virus respiratoires a été détecté :
- 3 aucours de la saison 2021-2022 avec 1 co-infection A(H3N2) / VRS A et 2 co-infections SARS-CoV-2
/ Rhinovirus
- T au cours de la saison 2022-2023 avec 5 co-infections VRS A / Rhinovirus, 1 co-infection VRS B /
Rhinovirus et 1 co-infection B-VIC / SARS-CoV-2

Le coronavirus SARS-CoV-2 responsable de la COVID-19

La participation du CNRVIR-LA-IPG a I'offre de dépistage COVID en Guyane s’est poursuivie jusqu’en aodt 2021,
aprés la fermeture du drive COVID de I'lPG en septembre 2021, I'activité de diagnostic SARS-CoV-2 s’est
poursuivie uniquement sur les prélévements de surveillance.

Sal Nb Plvts Pos % stivité

SISON testés  SARS-Cov-2 ~ PostHVite
2021-2022 482 25 5,2%
2022-2023 127 14 11,0%

Tableau 7 : Détections du SARS-CoV-2 par RT-qPCR réalisées par le CNRVIR-LA-IPG au cours des saisons 2021-2022 et
2022-2023 avec % de positivité

En paralléle de I'activité de détection, le CNRVIR-LA-IPG a assuré le suivi de la variabilité génétique des souches
de SARS-CoV-2 circulant en Guyane, a travers le séquengage des prélévements positifs adressés dans le cadre
des enquétes Flash (cf. bilan dans le chapitre 2.6).

CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion
Tableaux du nombre d’échantillons traités pour la grippe, le VRS, le rhinovirus et le SARS(CoV-2) :

Grippe Origine Nombre total de prélevements Grippe A positifs  Grippe B positifs Nombre totale de positifs Taux de positivité globale
2022/2023 Hospitaliers 8134 594 302 896 11%
Sentinelles 361 111 70 181 50%

Tableau 8 : Positivité du virus de la grippe saison S18-2022 a S37-2023

VRS Origine Nombre total de prélevements VRS positifs VRS-A positifs VRS-B positifs Total du nombre de positifs Taux de positivité globale

2022203

[ sentirelles | 361

Tableau 9 : Positivité du VRS saison S18-2022 a S37-2023




Rhinovirus  Origine Nombre total de préldvements Rhinovimus positifs Taux de posiivité
Hospitaliers 8134 1234 15%

2022/2023
Sertinelles 361 78 22%

Tableau 10 : Positivité du rhinovirus saison S18-2022 a S37-2023

Sars-cov-2  Origine Nombre total de préldvements Sars-cov-2 positifs Taux de posivité
Hospitaliers 30594 3241 11%

2022/2023

Sertinelles 0 (o]
Tableau 11 : Positivité du SARS-CoV-2 saison S18-2022 a S37-2023

2.6 Activités de séquengage

CNRHCL

Le CNR a-t-il eu acces a une plateforme de séquencage ?

Accés interne HCL : plateforme GENEPII
O oul
lllumina et ONT

Le CNR a-t-il eu accés a une expertise bio-informatique ?

NON  SiNON ou acceés limité, précisez les raisons
Accés interne : plateforme GENEPII

%= OUl
Outils opensource avec pipelines maisons

Les analyses biocinformatiques conduites sont la définition des clades/lignages, la recherche de résistance, et des
analyses phylogénétiques. Les pipelines utilisés sont en partie disponible sur github/genepii.

Séquencgage utilisé a des fins de surveillance :

Le CNR a-t-il fait appel aux techniques de séquencage a des fins de santé publique ?
O NON

% OUl Voir description ci-dessous

Séquencgage utilisé a des fins d’investigations d’épidémies :




SARS-CoV-2 Influenza

2021 (depuis S39) 46 5
2022 344 15
2023 (jusqu'a S32) 151 7

Tableau 12 : Nb de prélévements séquencés pour investigations de clusters

SARS-CoV-2 Influenza
2021 (depuis S39) 26148 240 287
2022 56499 2114 195
2023 (jusqu'a S32) 10773 1215 12

Tableau 13 : Nombre de séquences réalisées (hors investigation de cluster)
Modalités de sélection des souches:

1. Séquencage représentatif
1. FLASH pour le SARS-CoV-2
2. Réseaux pour les autres virus : Sentinelles et RENAL
1. Séquencage exhaustif début et fin de saison
2.Séquengage aléatoire en milieu de vague
2. Séquengage ciblé : séquencgage systématique des cas signalés
1. Cas sévéres (i.e., en réanimation)
2. Immunodéprimés
3. Suspicion de résistance aux traitements, d'échappement vaccinal
3. Séquengage interventionnel
1. Clusters
2. Retours de voyage
3. Situation épidémiologique particuliére

Les génomes assemblés (.fasta) sont déposés dans GISAID pour les 3 virus, en plus ’EMERGEN-DB pour le
SARS-CoV-2.

Nombre de séquences génomes complets par virus :

- Tableau 14 : Séq

Séquences > Nombre de
) Séquences )
génomes . séquences
partielles
complets totales
2021 (depuis S39) 194 46 240
2022 1917 197 2114
2023 (jusqu'a S32) 1080 135 1215
TOTAL 3191 378 3569




- Tableau 15 : Séquengage SARS-CoV-2

Séquences ) Nombre de
) Séquences )
génomes . séquences
partielles
complets totales
2021 (depuis S39) 25874 320 26194
2022 55935 908 56843
2023 (jusqu'a S32) 10584 340 10924
TOTAL 1568 92393 93961

- Tableau 16 : Séquencage VRS

Séquences > Nombre de
] Séquences )
génomes . séquences
partielles
complets totales
2021 (depuis S39) 230 57 287
2022 159 36 195
2023 (jusqu'a S32) 9 3 12
TOTAL 398 96 494

IPP (Institut Pasteur Paris)

Le CNR a-t-il eu acces a une plateforme de séquengage ?
x ou| | Plateforme P2M (interne Pasteur) / technologie lllumina

Le CNR a-t-il eu accés a une expertise bio-informatique ?
Personnel du CNR / si besoin appui du HUB Bio-informatique de I'lPP
x OUI
Outils open-source avec pipelines maisons

Le CNR a-t-il fait appel aux techniques de séquencage a des fins de santé publique ?
x oul | Surveillance épidemiologique / seq NGS technique de réference

Surveillance épidémiologique assurée dans I'espace et le temps par des analyses phylogénétiques
et phylodynamiques via une version interne de I'outil nextstrain (PMID : 29790939). Ces analyses
sont appuyées par I'utilisation des outils nextclade, pangolin et UShER (PMID : 29790939, 34527285,
33972780) pour détermination des profils mutationnels, des lignages et de leur dynamique de
propagation. Veérification des mutations d'intérét (résistance, adaptation a I'hdte) pour les virus
Influenza et SARS-CoV-2 a laide d’'un outil interne et des outils FluSurver pour influenza
(https://flusurver.bii.a-star.edu.sq/) et Sierra pour SARS-CoV-2 (SARS-CoV-2, 35263335).

= OuI

Séquencage utilisé a des fins d'investigations d’épidémies :

OUl | Investigation de cluster nosocomiaux



https://flusurver.bii.a-star.edu.sg/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35263335

Séquencage utilisé a des fins de surveillance :

Modalités de sélection des souches pour séquengage : aucune sélection (séquengage de toutes les souches
regues),

Un séquencage est effectué sur 'ensemble des échantillons positifs pour le SARS-CoV-2, le VRS ou un virus
influenza A ou B si le CT est inférieur & 28 — 30 selon le virus.

Nombre de séquences réalisées : cf tableau page 21 page 47

Séquencage utilisé par le CNR, ol sont déposées les séquences :génomes assemblés ou séquences brutes (fastQ
files) ?

GISAID consensus, données brutes en cours (aprés élimination des reads d’origine humaine)
NCBI dépbts occasionnels pour Adénovirus, en cours pour Rhino/Entero hMPV etc
Nombre de dépots de séquences réalisés : cf tableau 22 page 48

OUl | Investigation de cluster nosocomiaux
GISAID consensus, données brutes en cours (aprés élimination des reads d’origine humaine)

NCBI dépbts occasionnels pour Adénovirus, en cours pour Rhino/Entero hMPV etc

IPG (Institut Pasteur Guyane)

Les activités de séquencage du CNRVIR-LA-IPG pour la période couverte par ce rapport ont porté sur le
séquengage du virus SARS-CoV-2 dans le cadre du suivi de I'évolution des variants circulant en Guyane.

Au total des semaines 40-2021 a 34-2023, 2202 prélévements SARS-CoV-2 positifs ont été recus au CNRVIR-LA
IPG pour séquencgage. La répartition par année et provenance est présentée dans le tableau 17 ci-dessous.

2021 2022 2023
(540-552) (S01-552) (S01-534) |TOTAL
Labos lle de Cayenne 135 976 271 1382
Labos Kourou 81 116 19 216
CH Saint laurent du Maroni 35 151 45 231
CH Cayenne 66 258 49 373
TOTAL 317 1501 384 2202

Tableau 17 : répartition des détections positive de SARS-CoV-2 par origine géographique (CNR-IPG)

Les modalités de sélection des échantillons réalisées par les laboratoires préleveurs étaient définies de fagon
hebdomadaire par Santé publique France (enquétes flash réalisées sur le territoire guyanais). La répartition
hebdomadaire des prélévements avec leur origine est présentée dans la figure ci-dessous.

Une interruption de la transmission des prélévements provenant de Kourou est intervenue de mi 2022 a avril 2023
du fait de remaniements associés a la vente du laboratoire privé (ville + CH Kourou) qui participait a la surveillance.
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Figure 1: Nombre et origine des prélévements SARS-CoV-2 analysés par séquencage au CNRVIR-LA IPG de la semaine 40-
2021 a la semaine 34-2023.

IPG (Institut Pasteur Guyane)

Séquengage utilisé a des fins de surveillance :

Le CNR a-t-il fait appel aux techniques de séquencage a des fins de santé publique ?

CONON  SiNON ou accés limité, précisez les raisons

Type d’acceés : Accés interne au CNRVIR LA IPG
aoul
Plateforme interne : séquenceur Minion, technologie Oxford Nanopore

CONON  SiNON ou accés limité, précisez les raisons

Le CNRVIR-LA IPG a acceés en interne a une expertise bioinformatique

Outils utilisés pour I'analyse des séquences :
OOuUl - outil commercial : CLC Workbench 22.0.2
- outil open source : ARTIC, nanopolish, Guppyplex, minimap2, BLAST, SPADES,
VELVET etc..
- et outils maison pour analyse des données de métagénomique

NON  SiNON, est-ce prévu ? A quelle échéance ?

Investigations dans le cadre de la surveillance : suivi des variants SARS-CoV-2 circulants en Guyane

coul (enquetes flash)

Enquétes flash Guyane (cf ci-dessus)

Modalités de sélection des souches pour séquengage : aucune sélection (séquengage de toutes les souches regues),
échantillonnage (préciser son type), études répétees, ...

Dans les bases de données fermées : Nrécisez NA

Dans des bases de données publiques (European Nucleotide Archive (ENA) par exemple) avec ou sans métadata
associées : Précisez Séquences SARS-CoV2 génomes assemblées et séquences brutes déposées dans GISAID via
emergen DB avec métadata associées.




CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion

Dans le cadre de la surveillance épidémiologiques du virus du SARS-CoV-2, 8401 séquencages ont été
réalisés durant la période allant de la semaine 18-2022 a la semaine 37-2023. Parmi ces séquences, 7
899 ont été déposées sur GISAID.
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Figure 2 : Evolution des variants du SARS-CoV-2 a La Réunion, semaine 18-2022 a la semaine 34-2023.

Parmi les 8401 échantillons séquencés, 7595 séquences avaient une qualité suffisante pour étre
caractérisées afin d’identifier leur clade et linéage.

Au cours de la méme période, soit 24 échantillons de grippe B et 18 échantillons de grippe A ont été
séquencés.

Date de séquencage  Date de prélévement Clade
17/11/2022 07/09/2022 6B.1A.5a.1
17/11/2022 19/09/2022 6B.1A.5a.1
17/11/2022 29/09/2022 6B.1A.5a.1
19/06/2023 02/03/2023 6B.1A.53.2a
19/06/2023 24/03/2023 6B.1A.5a.2a
19/06/2023 27/03/2023 6B.1A.5a.2a
19/06/2023 27/03/2023 6B.1A.5a.2a
19/06/2023 29/03/2023 6B.1A.5a3.2a
19/06/2023 07/05/2023 6B.1A.5a.2a

Tableau 18 : Données de séquencage du virus Influenza A H1N1 a La Réunion durant la saison $18-2022 & S37-2023




17/11/2022 15/07/2022 3C.2alb.2a.2a.3b

17/11/2022 18/07/2022 3C.2alb.2a.2a.3b

17/11/2022 18/08/2022 3C.2alb.2a.2a.3a.1
11/08/2023 25/07/2023 3C.2alb.2a.2a.3a.1
11/08/2023 27/07/2023 3C.2alb.2a.2a.3a.1
11/08/2023 30/07/2023 3C.2alb.2a.2a.3a.1
11/08/2023 02/08/2023 3C.2alb.2a.2a.3a.1
11/08/2023 03/08/2023 3C.2alb.2a.2a.3a.1
11/08/2023 06/08/2023 3C.2alb.2a.2a.3a.1

Tableau 19 : Données de séquengage du virus Influenza A H3N2 a La Réunion durant la saison S18-2022 & S37-2023

Date de séquencage Date de prélévement Clade

13/03/2023 08/12/2022 V1A.3a.2
05/07/2023 02/06/2023 V1A.3a.2
05/07/2023 03/06/2023 V1A.3a.2
05/07/2023 10/06/2023 V1A.3a.2
05/07/2023 11/06/2023 V1A.3a.2
05/07/2023 11/06/2023 V1A.3a.2
05/07/2023 12/06/2023 V1A.3a.2
05/07/2023 12/06/2023 V1A.3a.2
05/07/2023 13/06/2023 V1A.3a.2
05/07/2023 13/06/2023 V1A.3a.2
05/07/2023 13/06/2023 V1A.3a.2
05/07/2023 14/06/2023 V1A.3a.2
05/07/2023 19/06/2023 V1A.3a.2
05/07/2023 19/06/2023 V1A.3a.2
05/07/2023 20/06/2023 V1A.3a.2
11/08/2023 17/07/2023 V1A.3a.2
11/08/2023 22/07/2023 V1A.3a.2
11/08/2023 26/07/2023 V1A.3a.2
11/08/2023 27/07/2023 V1A.3a.2
11/08/2023 27/07/2023 V1A.3a.2
11/08/2023 28/07/2023 V1A.3a.2
11/08/2023 30/07/2023 V1A.3a.2
11/08/2023 05/08/2023 V1A.3a.2
11/08/2023 06/08/2023 V1A.3a.2

Tableau 20 : Données de séquengage du virus Influenza B a La Réunion durant la saison S18-2022 a S37-2023

Le CNR a-t-il eu accés a une plateforme de séquengage ?

CONON | SiNON ou acces limité, précisez les raisons

Plateforme de séquengage mutualisée du CHU
% OUl
Technologie Oxford Nanopore




Le CNR a-t-il eu acces a une expertise bio-informatique ?

CONON | SiNON ou accés limité, précisez les raisons

Le CNR FGR a recuté un bioinformaticien 0.8 ETP

= OUl o . . ,
Outils utilisés pour 'analyse des séquences : commercial (BioNumerics par exemple),

outil open source, outil maison ...

CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion

Le traitement des données de séquencage (Fastd et Fastq) est réalisé en utilisant les outils bio-informatiques
d'Oxford Nanopore (Guppy, Epi2me Labs, Epi2me) et workflow « wf-artic » d'epi2melabs
(https://github.com/epi2me-labs/wf-artic) s'appuyant sur le pipeline open source field bicinformatics du consortium
Artic ( https://github.com/artic-network/fieldbioinformatics).

Les séquences (.fasta) sont ensuite analysées par Nextclade (Nextstrain) et Pangolin pour identifier les clades et
linéage associées.

Le CNR a-t-il fait appel aux techniques de séquengage a des fins de santé publique ?
%« NON = SiNON, est-ce prévu ? A quelle échéance ?

Si OUI, précisez pour quelles activités. Indiquez s’il s’agit d’investigations d’épidémies ou

] oul . P .
d’investigations intervenues dans le cadre de la surveillance.

Dans le cadre de la collaboration avec SpF Réunion

Les séquences fasta sont analysés par l'outil Nextclade (Nextstrain) permettant lidentification des mutations
nucléotidiques et protéiques des génes du virus, ainsi qu'une analyse phylogénétique. Des analyses
phylogénétiques complémentaires peuvent aussi étre réalisées si besoin.

Séquencgage utilisé a des fins d’investigations d’épidémies :

Précisez ici le nombre de souches séquencées dans 'année

Séquencgage utilisé a des fins de surveillance :
8 401 échantillons séquencées sur la période

Sélection des échantillons SARS-CoV-2 par SPF transmis aux labo.....Enquétes Flash complétées par les
enquétes locales, fonction du taux d'incidence différente de celle de la métropole.

Pour la grippe, sélection aléatoire et en fonction des Ct au moment des épidémies.

Séquencgage utilisé par le CNR, ol sont déposées les séquences :génomes assemblés ou séquences
brutes (fastQ files) ?

Toutes nos séquences brutes (fastq) ou assemblées sont stockées en interne sur un NAS sécurisé au CHU de la
Réunion.

Les séquences fasta de SARS-COV-2 et les métadonnées (non nominatives) associées sont envoyées sur la base
de données nationale Emergen-DB de l'institut frangais de bioinformatique (IFB). Ces données sont également



https://github.com/epi2me-labs/wf-artic
https://github.com/artic-network/fieldbioinformatics

transmises a une base de données internationale : GISAID. Cette transmission est réalisée automatiquement par
I'lFB depuis la base de données Emergen-DB.

2.7 Partage de séquences produites par les CNR

CNRHCL

- Séquences de Grippe

Au total sur les 2 saisons 2021-2022 et 2022-2023, 3569 séquences de virus influenza ont été produites
par NGS par le CNR-HCL, dont 3191 (89,4%) séquences génomes complets interprétables (définies sur
la couverture de HA et NA > 95%). Les séquences génomes complets ont été partagées sur GISAID
réguliéerement.

Les prélevements séquencés provenaient des patients hospitalisés aux HCL (séquencage systématique
des patients de réanimation et séquencage aléatoire des prélevements provenant d’autres unités), du
réseau Sentinelles, du réseau RENAL, et d’autres indications (investigation de cluster a la demande de
I’ARS par exemple). La majorité des prélévements provenant des HCL (Fig ci-dessous), nous avons une
surreprésentation des prélevements d’ARA. Une meilleure répartition géographique des séquences
est attendue a partir de 2023-2024 avec le démarrage du réseau RELAB.
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Figure 3 : Provenance des prélévements de grippe séquencés par semaine. C.H. = Centre hospitalier (réseau RENAL), HCL
Séquences SARS-CoV-2

Au total 93961 séquencgages SARS-CoV-2 ont été réalisées entre la S39 2021 et la S32 2023, avec une
provenance selon les régions variable au cours du temps et qui refléte en partie les réorganisations
successives des cartographies FLASH, et la part des cas hospitalisés dans I'épidémie (Fig ci-dessous).

Ces séquences ont été soumises a EMERGEN et GISAID de maniére bi-hebdomadaire.
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Figure 4 : Provenance par région des prélevements de SARS-CoV-2 séquencés par semaine.

- Séquences VRS

Au total, 494 séquences de VRS ont été produites au cours des saisons 2021-22 et 2022-23, avec >90% des
prélévements provenant des HCL. Une surveillance active des cas communautaires couvrant toutes les régions
francaises commence cette année avec RELAB.

IPP (Institut Pasteur Paris)

Les informations relatives aux activités de séquencage au CNR-IPP sont résumées dans les Tableaux 21 et 22
pour chacun des virus (provenance des échantillons séquencgés, nombre de séquences réalisées, nombre de
séquences déposées dans les bases de données).

Saison Provenance Virus influenza VRS SARS-CoV-2
A H1p H3 B-Vic variant VAR_IND PREL_NC
2021-22 Hopital 0 29 27 1 10044 1913 889 12846
Sentinelles 0 30 58 0 32 4 8 44
Labo Analyse Med 0 0 4 51069 7378 3580 62027
Armee 0 140 22 3 165
DROM 0 0 0 0 1516 260 157 1933
Total 0 59 90 1 25 62801 9577 4637 77015
Hopital 0 27 100 23 6078 421 854 7353
Sentinelles 1 53 208 134 157 12 28 197
Labo Analyse Med 0 0 3 0 15489 934 1748 18171
Armee 0 3 0 1 1
DROM 0 0 10 0 331 13 28 372
Total 1 81 324 157 | 107 | 22055 1381 2658 26094

Tableau 21 : Nombre déchantillons séquencés au CNR-IPP au cours des saisons 2021-22 et 2022-23 par virus et selon leur
provenance

Toutes les séquences dont la qualité est satisfaisante sont déposées sur GISAID. Pour les virus Influenza le
principal critere de qualité est une couverture supérieure a 10x sur au minimum 97% du consensus pour les
segments HA et NA. Pour les SARS-CoV-2, le critére de qualité est une couverture supérieure a 10x sur au
minimum 97% du consensus et/ou de la spike. Pour les virus VRS, le critere de qualité est une couverture
supérieure a 10x sur au minimum 97% du consensus et/ou au minimum 99% des génes G et F.




Le dépot sur GISAID est réalisé a chaque nouvelle validation de séquences. Ces validations peuvent avoir lieu
tous les jours ou toutes les semaines suivant la quantité d’échantillons a analyser. De maniére similaire, et
seulement pour les séquences SARS-CoV-2, le méme principe est appliqué pour le dépdt sur EMERGEN DB.

Saison A(HIN1)p A(H3N2) B-Vic VRS SARS-CoV-2
2021-22 Nb d’échantillons séquencés 59 90 1 25 77015
Nb de séquences soumises dans GISAID 59 90 0 en 43731
cours
2022-23 Nb d’échantillons séquencés 81 324 157 107 26094
Nb de séquences soumises dans GISAID 81 323 155 en 23349
cours

Tableau 22 : Nombre d’échantillons séquengés au CNR-IPP et nombre de dépots dans la base de données GISAID et la
base de données EMERGEN-DB au cours des saisons 2021-22 et 2022-23

IPG (Institut Pasteur Guyane)

Les résultats de séquencgage ont été rendus individuellement aux laboratoires préleveurs tandis que les séquences
(génomes assemblés et séquences brutes) étaient déposées dans GISAID via EMERGEN-DB assurant ainsi leur
accessibilité au niveau national comme international.

CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion

Nos séquences de SARS-CoV-2, provenant d'échantillons issus des laboratoires privés et publics de Ile de La
Réunion, sont partagées sur les bases de données nationales EMERGEN-DB et internationale GISAID.
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Figure 5: Nombre de séquences produites et partagées dans la base de données Emergen-DB allant de la semaine 18-2022
a la semaine 37-2023.




3. Activités de surveillance

Description résumée de la circulation des virus respiratoires (saisons 2021-22 et 2022-23)

Au début de la saison 2021-22, les hRV/IEV (Rhinovirus et Entérovirus) étaient détectés de fagon majoritaire
(environ 31% en S42-2021, données RENAL) dans les échantillons respiratoires. La circulation de ces virus s’est
poursuivie tout au long de la saison. En 2022-23, le nombre d’échantillons testés a été plus important que la saison
précédente surtout au cours de la période hivernale mais le taux de positivité était comparable et oscillait entre 10
et 30% des échantillons testés (données RENAL).
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Figure 6 : circulation des hRV /EV en 2021-22 et 2022-23

Le début de chaque saison a été caractérisé par la circulation du VRS avec une circulation plus précoce en 2021-
22 (pic de circulation en S43-2021) mais moins intense qu’en 2022-2023 (pic de circulation en S47-2022). Au pic
de détection, 15% (S44-2021) et 17,8% (S47-2022) des échantillons testés étaient positifs pour le VRS.
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Figure 7 : circulation du VRS en 2021-22 et 2022-23

Le hMPV (métapneumovirus humain) a circulé de fagon notable au cours des deux saisons. En 2021-22, 'épidémie
a atteint un pic en S50-2021 avec un taux de positivité au pic de 6,64% mais la circulation des hMPV a été retrouvée
tout au long de I'année y compris durant I'été 2022. En 2022-23, I'épidémie d’'hMPV a également culminé en S50-
2022 avec un taux de positivité au pic de 5,42% et s’est poursuivie au printemps 2023.
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Figure 8 : circulation du hMPV en 2021-22 et 2022-23




Pendant la période 2021-22, la circulation du SARS-CoV-2 s’est traduite par 'émergence du variant Omicron qui
s'est déployé en trois vagues successives d'intensité décroissante. Aprés la vague du variant Delta (qui a débuté
S43 en 2021), la prémiére vague Omicron a démarrré début janvier 2022 (S01) pour atteindre un pic mi-janvier
2022 (variant BA.1), la deuxieme vague a culminé en mars 2022 (S12) (variant BA.2) puis une troisiéme vague a
atteint un pic en juillet 2022 (S27) (variant BA.5). En 2022-23, le SARS-CoV-2 a continué a circuler avec une vague
de S40- a S45-2022 liée au variant BQ.1* puis, une nouvelle vague est observées de S46-2022 & S03-2023 au
cours de laquelle se fait la transition de BQ.1 vers les variants recombiants XBB*, dontnotamment le variant
XBB.1.5 (a partir de S03) et XBB.1.9 (& partir de S08). Ces varaints XBB* ont circulé de fagon significative a partir
de début janvier 2023, et ont été suivis par les varaints XBB.1.16 apparu en S19 et EG.5 a partir de S28.
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Figure 9 : circulation du SARS-CoV-2 en 2021-22 et 2022-23

Avec la pandémie de Covid-19, les mesures de confinement et d’hygiéne mises en place ont conduit a un arrét
complet de la circulation des virus influenza en France de mars 2020 (S14-2020) & novembre 2021 (S46-2021).
Des virus ont de nouveau té détectés sporadiquelent fin 2021, la circulation des virus ayant aussi repris au niveau
international.

En 2021-22, la période épidémique de circulation des virus influenza a débutée assez tardivement, début mars, et
a duré 9 semaines jusqu'a début mai (S09- a S17-2022) avec un pic début avril. Les virus A(H3N2) et
A(H1N1)pdm09 ont co-circulé avec 68% de A(H3N2) et 32% de A(HIN1)pdm09 au niveau communautaire
(données  Sentinelles). Les virus A(HIN1)pdm09 étaient apparentés a la souche vaccinale
A/Guangdong/Maonan/SWL1536/2019 (clade 6B.1A.5a.1). La majorité des virus A(H3N2) étaient apparentés a la
souche vaccinale A/Darwin/9/2021 (clade 3C.2a1b.2a2). Des virus de type B du lignage Victoria antigéniquement
apparentés a la souche vaccinale B/Austria/1359417/2021 (clade V1A.3a.2) ont été détectés de fagon trés
sporadique tout au long de la saison.
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Figure 10 : circulation des virus influenza en 2021-22

En 2022-23, I'épidémie de grippe a débuté de fagon précoce fin novembre 2022 (S47-2022) avec un premier pic
en semaine S51-2022 marqué par la circulation majoritaire (80%) de virus A(H3N2) (89% antigéniquement
apparentés a la souche vaccinale A/Darwin/9/2021 (clade 3C.2a1b.2a2)) et une circulation minoritaire (20%) de
virus A(H1N1)pdm09 antigéniquement apparentés & la souche a la souche vaccinale A/Victoria/2570/2019 (clade
6B.1A.5a1.2). La circulation des virus grippaux s'est poursuivie jusqu’a fin mars 2023 (S13-2023) avec un second
pic (S06/07-2023) marqué par la circulation majoritaire de virus influenza B du lignage Victoria tous
antigéniquement apparentés a la souche vaccinale B/Austria/1359417/2021 (clade V1A.3a.2).
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Figure 11 : circulation des virus influenza en 2022-23




Fait marquant : Il convient de noter que depuis avril 2020, et durant les surveillances de 2021-2022 et de 2022-
2023, aucun virus du lignage B Yamagata n'a été détecté dans le cadre de la surveillance conduite par le CNR.
Ce constat de disparition complete de toute circulation du virus B Yamagata est aussi rapporté par 'OMS au niveau
mondial.

3.1 Description du réseau de partenaires

En métropole, les réseaux sur lesquels s'appuie le CNR pour la surveillance de la circulation du virus influenza
sont :

- le réseau Sentinelles, réseau de médecins généralistes soit 2,2 % des MGL frangais métropolitains et
pédiatres soit 4,8 % des PL frangais métropolitains

S

Figure 12 : Localisation des médecins Sentinelles (points bleus), MG a gauche et pédiatres a droite, en regard de I'ensemble
des médecins généralistes libéraux et des pédiatres libéraux (points gris) en France métropolitaine au 1er janvier 2023 (d'aprés
www.sentiweb.fr)

le réseau REseau NAtional des Laboratoires (RENAL) des Centres Hospitaliers pour la surveillance a
I'hépital. Les centres hospitaliers qui communiquent leurs données de surveillance hebdomadaire sont
listés ci-dessous

(APHP Ambroise Paré, Boulogne-Billancourt;Hopital Foch, Suresnes;APHP Necker,Paris; APHP Paul Brousse,
Villejuif; APHP Trousseau, Paris; APHP Kremlin-Bicétre, Le Kremlin-Bicétre; APHP Saint Louis, Paris;APHP Robert
Debré, Paris; APHP Cochin, Paris; CHU La Pitié Salpétriére, Paris; HIA Begin, Paris ; Hopital Bichat, Paris ; CH
Avicenne, Bobigny : CH Argenteuil ; CH St Denis ; CH Frangois Quesnay, Mantes ; Hopital André Mignot, Le
Chesnay-Rocquencourt;CHU Rennes; CHU Nantes;CHRU Strasbourg; CHRU Lille; CHU Amiens;CHU Dijon;
CHRU Brest;CHU Rouen;CHRU Tours;CHRU Nancy;CHI Elbeuf, Saint Aubin;CHU Caen; CHU Angers ; CHU
Orléans ; CHU Montpellier; CH Annecy Epagny Metz Tessy; CHU Dupuytren, Limoges; CH Métropole Savoie,
Chambéry; CH Aix-en-Provence; CHU Clermont-Ferrand; CHU Grenoble Alpes Hopital Sud, Echirolles; CHU
Nimes, CHU Lyon; APHM Marseille;CHU Nice;CHU Poitiers, CHU Saint Etienne; CHU Toulouse)




Figure 12 : localisation des laboratoires du réseau RENAL

IPG (Institut Pasteur Guyane)

Surveillance aux Antilles et en Guyane
Les partenaires

La surveillance de la grippe et des infections respiratoires aigués repose en grande partie sur une surveillance en
population générale menée en partenariat avec SpF Antilles, SpF Guyane et les réseaux de médecins sentinelles
grippe de Guyane, Martinique et Guadeloupe. En Guyane, le réseau sentinelle grippe est constitué de 18 médecins
généralistes choisis dans les communes du littoral (seules accessibles par la route et ou réside environ 80% de la
population) : Cayenne, Rémire-Montjoly, Matoury, Roura, Macouria, Tonate, Kourou, Sinnamary et St Laurent du
Maroni. En Guadeloupe et en Martinique, les réseaux de médecins sentinelles se composent chacun de 12
médecins généralistes. Si en Guyane, la surveillance des virus grippaux est annuelle, aux Antilles cette derniére
n'est activée que d’octobre a avril de 'année suivante.

Depuis I'émergence du SARS-CoV-2, le fonctionnement du réseau sentinelle reste perturbé, a I'origine d’une chute
du nombre de prélévements réalisés. La surveillance communautaire est complétée avec la participation de
laboratoires d’analyses de biologie médicale (LABM) privés.

La surveillance de la grippe repose également sur une surveillance hospitaliére en collaboration avec les
laboratoires des CHU des Antilles et des trois hpitaux de Guyane et des Centres Délocalisés de Prévention et de
Soin (CDPS).
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Figure 13. Répartition géographique des structures de santé partenaires de la surveillance des virus respiratoires en Guyane
: Centres Hospitaliers (Cayenne (CHC), Kourou (CHK) et Saint Laurent du Maroni (CHOG) et CDPS.

Les prélevements

Le protocole prévoit, pour chaque médecin, le prélévement des deux premiers patients de la semaine, présentant
un syndrome grippal défini par « une fiévre >39°C d’apparition brutale accompagnée de myalgies et d’au moins un
signe respiratoire » et évoluant depuis moins de 4 jours. Dans le cadre de la surveillance hospitaliére, différents
types de prélévements respiratoires sont réalisés : naso-pharyngés, expectorations, aspirations, tres rarement
liquides broncho-alvéolaires.

En Guyane, I'hétérogénéité du territoire notamment en matiére de type et de densité de populations ainsi que de
structures de santé rend complexe la mise en place d’un réseau de surveillance présentant une bonne couverture
et une bonne représentativité. Cette complexité est encore aggravée par la faiblesse de la démographie médicale
et un fort taux de renouvellement des personnels, a l'origine de fluctuations dans la participation aux activités de
surveillance. Des efforts devront encore étre fait pour renforcer et améliorer la représentativité des réseaux avec
notamment 'amélioration de la régularité de la participation des différents acteurs.

CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion
Sur la Réunion, les partenaires sont :

- laboratoire public du CHOR (hdpital appartenant au GHT)




- les laboratoires privés de I'lle : Bioaustral, Cerballiance, LABM St-Benoit, Reunilab/Inovie,

- Le réseau des médecins sentinelles qui comprenait environ 33 médecins généralistes et 2 pédiatres.
Malheureusement, depuis I'épidémie de covid, il y a eu des défections, ils ne sont plus que 28 médecins
généralistes, et il n'y a plus de pédiatres. Leur distribution correspond bien & la ceinture littorale la plus habitée &
I'exception de la région sud-est la moins peuplée et des 3 cirques Salazie, Cilaos ET Mafate.

Figure 14 : Carte des médecins sentinelles partenaires sur l'ile de la Réunion.

Dans la région :
- Le Centre Hospitalier de Mayotte qui nous a transféré cette année 2 échantillons pour séquencage de grippe.

- Sur le plan régional, nous faisons partie du réseau SEGA (Réseau de surveillance des épidémies et de gestion
des alertes) qui réunit Madagascar, Maurice, Seychelles, les Comores et la Réunion. Le partenariat dans le
domaine des virus respiratoires devra étre développé.




3.2 Surveillance de I’évolution et des caractéristiques des infections

3.2.1 Caractéristiques des 2 épidémies de grippe

Les caractéristiques des épidémies de grippe au cours des 2 derniers hivers dans la population générale
sont décrites dans les tableaux ci-dessous.

> Distribution par age, par type et sous-type de virus grippal (tableaux 23 et 24)

Tableau 23 : Saison 2021-22

% du
% de + groupe
ter:ikl]ae d'age/ % + /total +
Grippe A+ V . Grippal A ‘ Grippe B+ age total
HIN1 H3N2 NT ‘

0-4 376 92 58 29 5 0 24,5 13,4 11,6
5-14 512 203 57 145 1 0 39,6 18,3 25,5
15-64 1608 455 124 322 9 0 28,3 57,4 57,2
>65 305 46 10 35 1 0 15,1 10,9 5,8

(0]

Tableau 24 : Saison 2022-23

% du
Nb % de + groupe
dans la d'age/ % + ftotal +
tranche
Privt  Grippe A+ V . Grippal A ‘ Grippe B+ age total
HINL  H3N2  NT |
0-4 588 81 15 65 1 53 22,8 13,2 9,7
5-14 881 213 26 184 3 194 46,2 19,7 29,3
15-64 2447 484 114 366 4 298 32,0 54,7 56,3
>65 555 59 15 43 1 6 11,7 12,4 4,7

©

Total 4471 837 170 658 551 31 100 100

Pour rappel, au cours de la saison 2021-22 le virus grippal A a circulé de fagon quasi-exclusive.

Au cours des 2 derniers hivers, ce sont les enfants et adolescents [5-14 ans] qui ont été les plus touchés, avec
respectivement 40% en 2021-22 et 46% en 2022-23 de taux de positivé dans la tranche d’'age. Chez les sujets >65
ans l'impact de la circulation des virus grippaux a été plus faible avec respectivement 15% et 12% de taux de

positivité.

»  Cas de grippe confirmés chez les sujets vaccinés et en fonction de I'age pour les saisons 21-22 (tableaux
25A, 25B) et 22-23 (tableaux 26A, 26B)




Tableau 25A detections en fonction du statut vaccinal Saison 2021-22

Statut Grippe + Effectif

(%)

Tableau 25B detections en fonction de I'age saison 2021-22

Age (ans) 0-4 %) 514 (%) 1564 (%)

Vaccinés

Non Vaccinés 53,6

Tableau 25A detections en fonction du statut vaccinal Saison 2022-23
Grippe + Grippe - Effectif

(%) Nbre (%)

Vaccinés 12,4

Non Vaccinés

Total

Tableau 25B detections en fonction de I'age saison 2022-23

Age (ans) 0-4 (%) 5-14 (%) 15-64 | (%)

Vaccinés 14 2,6 22 2,7 203 9,0 275 54,1

Non Vaccinés | 531 97,4 799 97,3 2065 91,0 233 45,9

Total 545 \

Au cours de I'hiver 2022-23, le pourcentage de sujets vaccinés prélevés dans le cadre d’un syndrome grippal a été
plus important que lors de la saison précédente, respectivement 12,4 et 10,6 %, et tout particuliérement pour les
sujets de plus de 65 ans avec, 54,1% versus 46,4%.

Globalement, parmi les sujets vaccinés, la détection de virus grippaux était équivalente (7-8%) pour les deux
saisons.

v'Isolement et identification par caractérisation antigénique des virus grippaux

L'isolement des virus grippaux de type A et B a été effectué sur une sélection de prélevements sur la base de la
charge virale déterminée par la qRT-PCR ciblant le géne M ou le géne de 'hémagglutinine HA (Cp<32 (LightCycler
480) CNR-IPP ; Ct<30 (QS5) HCL) aprés inoculation de cultures de cellules MDCK ou MDCK-SIAT et détection de
la présence de virus dans le surnageant de culture par test d’hémagglutination (test HA) au moyen de globules
rouges de cobaye. L'isolement a également été tenté de fagon systématique pour les prélévements de cas graves,
de cas d’échec de traitement antiviral ou de cas de sujets vaccinés. La caractérisation antigénique des virus
grippaux est réalisée sur les virus isolés en culture cellulaire par inhibition de 'hémagglutination (IHA) a l'aide de
sérums de furet spécifiques fournis par le CCOMS de Londres. Ces analyses ont permis d’évaluer la proximité ou
la distance antigénique des isolats par rapport aux souches vaccinales. Pour les virus A(H3N2) les tests IHA sont
réalisés en présence d’'oseltamivir afin de s’affranchir de la capacité de ces virus a fixer les acides sialiques via la
neuraminidase.




Tableau 26 : isolement en culture des virus influenza au cours de la surveillance 2021-22 et 2022-23

Tentative
Isolement total A H1IN1pdm09| H3N2 B-Vic
2021-22 844 360 354 140 214 6
2022-23 1400 894 594 134 460 300
Total 2244 1254 948 274 674 306

2021-22 : La majorité des virus A(H3N2) caractérisés était antigéniquement apparenté a la souche
A/Darwin/9/2021 (clade 3C.2a1b.2a2) présente dans le vaccin de 'hémisphére sud (HS) 2022, quelques virus
étaient apparentés a la souche A/Hong-Kong/45/2019 (clade 3c.2a1b.1b) présente dans le vaccin HS 2021, et une
minorité était apparentée a la souche A/Cambodia/e0826360/2020 (clade 3C.2a1b.2a1) présente dans le vaccin
de I'hémisphére nord (HN) 2021-22. Les virus A(H1N1)pdm09 étaient tous apparentés a la souche vaccinale
A/Guangdong/Maonan/SWL1536/2019 (clade 6B.1A.5a.1) présente dans le vaccin HN 2020-21 a I'exception d’un
isolat qui était apparenté a la souche vaccinale A/Victoria/2570/2019 (clade 6B.1A.5a.2) présente dans le vaccin
HN 2021-22. Les quelques virus de type B-Lignage Victoria étaient antigéniquement apparentés a la souche
B/Austria/1359417/2021 (clade V1A.3a.2) présente dans le vaccin HS 2022.

2022-23: La majorité des virus A(H3N2) caractérisés étaient antigéniquement apparentés a la souche vaccinale
A/Darwin/9/2021 (clade 3C.2a1b.2a2) présente dans le vaccin de 'hémisphére nord (HN) 2022-23. Les virus
A(H1N1)pdm09 étaient tous apparentés a la souche vaccinale A/Victoria/2570/2019 (clade 6B.1A.5a2), présente
dans le vaccin HN 2022-23. Tous les virus de type B appartenaient au Lignage Victoria et étaient apparentés a la
souche vaccinale B/Austria/1359417/2021 (clade V1A.3a.2) présente dans le vaccin HN 2022-23.

Le CNR-HCL a également isolé des virus en provenance de I'Outre Mer :

» LaRéunion :

o 7 virus A(H3N2) caractérisés, tous sont antigéniquement apparentés & la souche vaccinale
A/Darwin/9/2021 (clade 3C.2a1b.2a2), présente dans le vaccin hémisphére sud (HS) 2022.

o 7 virus AHINT)pamos  antigéniquement apparenté A/Guangdong-Maonan/SW1536/2019 (clade
6B.1A.5a1).

o 1virus A(HIN1).amoe antigéniquement apparenté A/Victoria/2570/2019 (clade 6B.1A.5a2).

o 3virus de type B sont antigéniquement apparentés a la souche vaccinale B/Austria/1359417/2021 — Clade
V1A.3a.2

» Mayotte :
o 11 A(HINT)pamos Sont antigéniquement apparentés a la souche vaccinale A/Victoria/2570/2019 (clade

6B.1A.5a2), présente dans le vaccin HS 2022.
e 8 virus identifiés antigéniquement apparentés a la souche vaccinale B/Austria/1359417/2021 - Clade
V1A.3a.2 présente dans le vaccin HS 2022.

v' Caractérisation génomique des virus grippaux

Les sous-types séquencés étaient représentatifs des 2 épidémies, avec 472 A(H1N1)pdm09 et 912 A(H3N2)
séquenceés pour la saison 2021-22, et 429 A(HIN1)pdm09 et 814 A(H3N2) et 555 B/Vic séquencés pour la saison
2022-2023 (Fig 2). A noter que lors de cette saison, 4 coinfections entre sous-types A et B ont été détectées par
NGS.
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Figure 15 : Nombre de prélévements séquencés chaque semaine pour chaque sous-type de virus influenza.




Concernant la diversité des clades détectés en France Métropoitaine pour les virus grippaux

. A(H1N1)pdm09 : aprés une saison 2021-2022 dominée par le clade 6B.1A.5a.1 (auquel appartenait la
souche vaccinale A/Guangdong-Maonan/SWL1536/2019 du vaccin HN 2020-21 mais pas dans le vaccin HN 2021-
22), le clade majoritaire en 2022-2023 était le clade 6B.1A.5a.2a (auquel appartient la souche vaccinale
ANVictoria/2570/2019 du vaccin HN 2022-23, clade 5a2), avec une minorité de virus du sous-clade 6B.1A.5a.2a.1
(Figure 16).
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Figure 16 : Diversité des clades des virus A(H1N1)pdmQ9 circulant lors des saisons 2021-22 et 2022-23 en France
métropolitaine. A. Arbre phylogénétique des séquences HA des virus A(H1N1)pdmQ9 circulant en 2021-2023. B. Proportion
des clades. C. Arbre phylogénétique des séquences NA des virus A(H1N1)pdm09 circulant en 2021-2023. Les arbres ont été
construits par une approche Maximum-Likelihood (modele GTR). Les séquences de France métropolitaine (n=535) sont
contextualisées a I'aide de séquences de référence internationales des CCOMS (n=64, n=51 pour la période a partir de 2019 ;
branches fines masquées). Les souches vaccinales sont indiquées par une croix noire.




De fagon intéressante on note deux virus réassortants pour les sements HA et NA avec une association de HA
de clade 5a.2a.1 avec une NA de clade 5a.2a (A/PARIS/16713/2023) et de HA de clade 5a.2a avec une NA de
clade 5a.1 (A/France/ARA-HCL023041992901/2023).

o A(H3N2) : le sous-type A(H3N2) est marqué par la diversification continue du clade 3C.2alb depuis
2021, avec une disparition du clade .1a, auquel appartient la souche vaccinale A/Cambodia/e0826360/2020 du
vaccin HN 2021-22, et du clade .1b en 2022-23, ainsi que par une diversification du clade .2a auquel appartient
la souche vaccinale A/Darwin/9/2021 du vaccin HN 2022-23 et co-circulation des clades .2b et .2a avec une
Iégére augmentation du clade .2a.1b en fin de saison 2022-23 (Figure 17).
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Figure 17 : Diversité des clades des virus A(H3N)2 circulant lors des saisons 2021-22 et 2022-23 en France Métropolitaine.
A. Arbre phylogénétique des séquences HA des virus A(H3N2) circulant en 2021-2023. B. Proportion des clades. C. Arbre
phylogénétique des séquences NA des virus A(H3N2) circulant en 2021-2023. Les arbres ont été construits par une approche
Maximum-Likelihood (modele GTR). Les séquences de France métropolitaine (n=1221) sont contextualisées a l'aide de
séquences de référence internationales des CCOMS (n=105, n=93 pour la période a partir de 2017 ; branches fines
masquées). Les souches vaccinales sont indiquées par une croix noire.




A noter que pour de nombreux virus H3N2 on observe I'association d’'une HA de clade .2b avec une NA de clade

2a.1 ou 2a.1b. Egalement un virus A/France/ARA-HCL023018539601/2023 avec une HA de clade 2a.3a.1 avec
une NA de clade 2a.1b.

e B Vic: apres une quasi-absence de circulation des virus de type B lors de la saison 2021-22, seuls les virus

du clade V1A.3a.2 auquel appartient la souche vaccinale B/Austria/1359417/2021 des vaccins HN 2021-22
et HN 2022-23 a été observée lors de la saison 2022-23 (Figure 18).
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Figure 18 : Diversité des clades des virus B-Vic circulant lors des saisons 2021-22 et 2022-23 en France métropolitaine. A.
Arbre phylogénétique des séquences HA des virus B-Vic circulant en 2021-2023. B. Proportion des clades. C. Arbre
phylogénétique des séquences NA des virus B-Vic circulant en 2021-2023. Les arbres ont été construits par une approche
Maximum-Likelihood (modéle GTR). Les séquences de France métropolitaine (n=676) sont contextualisées a l'aide de

séquences de référence internationales des CCOMS (n=35, n=20 pour la période a partir de 2019 ; branches fines masquées).
Les souches vaccinales sont indiquées par une croix noire.




3.2.2 Caractéristiques des infections respiratoires pour les virus autres que les virus grippaux

> Répartition par age des différents virus respiratoires (tableaux 27 et 28)

Tableau 27 : répartition des virus non influenza par groupe d’age Saison 2021-2022

N
Age b VRS SARS-CoV-2 | hRV/EV |hmpPVv| Nb
Privt Priv hPIV | hCoV

Total % A B Nb % Nb %

04 | 371 | 64 |17,25| 31 | 34 | 20 |539| 39 |1051] 35 | 190 | 11 | 22

5-14 | 512 | 6 | 1,17 | 2 3 47 | 9,18 | 30 | 586 | 22 | 252 | 3 8

15-64| 1605 | 40 | 2,49 | 15 | 22 | 284 |17,69| 137 | 854 | 32 | 745 | 16 | 47

>65 | 305 | 12 |3,93| 6 5 48 |15,74| 27 | 8,85 | 21 | 143 3 10

Total [2793| 122 | 437 | 54 | 64 | 399 |14,29| 233 | 8,34 | 110 | 1330 | 33 | g7

Tableau 28 : répartition des virus non influenza par groupe d’age Saison 2022-2023

Nb

Age | . VRS SARS-CoV-2 | hRV/EV |hMPV| nNp

Privt
Total % A| B | Nb %| Nb %| Nb hPIV | hCoV
04 |580 | 92 |1586]33| 56| 11 | 1,90 | 68 |11,72| 33 | 225 6 8
5-14 | 881 | 34 | 386 10| 23| 26 | 295 | 44 | 499 | 29 | 365 1 c
15-64 | 2447 | 117 | 4,78 (39| 78 | 342 |13,98| 228 | 9,32 | 80 | 955 15 ’8
>65 | 555 | 58 |1045| 9 | 47 | 114 |20,54| 63 |11,35| 39 | 242 7 1
Total | 4463|301 | 0,07 |91|204| 493 | 0,11 | 403 | 0,09 | 181 | 1817 29 cy

Comme attendu, la circulation du VRS a été la plus intense chez les enfants de moins de 4 ans avec un taux de
positivité de 16-17% au cours des 2 hivers. Globalement, pour les autres tranches d’age la circulation du VRS a
été plus importante au cours de la derniére saison, notamment chez les sujets 265 ans. Au cours de I'hiver 2021-
22 les VRS A et B ont été détectés de facon équivalente alors que I'hiver suivant nous avons observé une
dominance du VRS de type B dans toutes les tranches d'age.

Pour le SARS-CoV-2 ce sont les sujets de plus de 15-64 ans (18%) avec les = 65 ans (16%) qui ont été les plus
touchés au cours de la saison 2021-22. Au cours de la saison 2022-23, les = 65 ans (21%) ont été plus
particuliérement touchés et dans une moindre proportion les 15-64 ans (14%).

Les Rhinovirus/Enterovirus, détéctés principalement chez les jeunes enfants au cours de la saison 2021-22 (<5
ans : 10.5%), ont touché de fagon équivalente les enfants et les sujets >65 ans (<5ans : 12% - >65 ans : 11%) lors
de la saison 2022-23.

Les autres virus respiratoires Métapneumovirus humain (4 - 5%), Parainfluenza virus humains (1,6 — 2,5%) et
Coronavirus humains (2,9 — 6,5%) ont été détectés de fagon sporadique. La détection de ces virus a été plus
importante chez les enfants (<5 ans) au cours de ces 2 saisons.




> Répartition du SARS-CoV-2 par age et selon le statut vaccinal

La détection de SARS-CoV-2 a été analysée en fonction du statut vaccinal et par tranches d'age (Tableaux 29A,
29B*, 30A, 30B ci-dessous).

Saison 2021-22 :

(%)  Effectif (%)

Vaccinés ) 53% 92.50% 919 65,13%

Non
Vaccinés

7,60% 492 |34,87%
100,00% 1411  100,00%

Statut SARS-CoV-2 + SARS-CoV-2 - Effectif
()

Nbre (%)

65,15% 65,13% 65,13%
34,85% 34,87% 34,87%
100,00% 1213 100,00% 1411 100,00%

*Tableau 29B : Les données présentées pour 2021-22 concernent uniquement le CNR-IPP suite a un probléme
informatique nous empéchant de récupérer les informations pour le CNR-HCL au sujet de la vaccination SARS-
CoV-2.

Saison 2022-23 :

Parmi les sujets prélevés dans le cadre de la surveillance Sentinelles [IRA ou Syndrome grippal], 64-65% des
sujets étaient vaccinés. Ce sont les sujets de plus de 64 ans qui étaient le plus vaccinés (92-95%) puis 88% pour
les sujets de 15-64 ans.

(%) 15-64 (%) >65 (%) Effectif (%)

Total 531 100 100 2276 100 100 4145 100

Tableau 30A

Parmi les sujets prélevés dans le cadre de la surveillance Sentinelles [IRA ou Syndrome grippal], 64% des sujets
étaient vaccinés. Ce sont les sujets de plus de 64 ans qui étaient le plus vaccinés (92-95%) puis 88% pour les
sujets de 15-64 ans.

Statut SARS-CoV2 + SARS- CoV2 Effectif

E:E

Vaccinés 73,86 2306 62 56 2645 63,61

Non
Vaccinés




Tableau 30B

La détection de SARS-CoV-2 chez les sujets vaccinés était Iégérement supérieure au cours de la saison 2022-23
(74%) par rapport a la saison 2021-22 (65%). Cela peut étre mis en lien avec une diminution de limmunité post-
vaccinale dans la population en absence de rappel ainsi qu'a un échappement immunitaire accru des variants
Omicron BQ.1 et XBB* qui ont émergé en 2022-23 par rapport aux variants anyant circulé précédemment.

v' Caractérisation génomique des SARS-CoV-2

Le variant Delta a circulé en début de la saison 2021-2022 a 'automne 2021. La saison 2021-22 a été marquée
par 'émergence du variant Omicron qui a remplcé le variant Delta avec la circulation successive des variants BA.1,
BA.2 et BA.5. Lors de la saison 2022-23, le variant BQ.1 a remplacé le variant BA.5 en début de saison. Cette
sasion a été marquée par I'émergence des recombinants XBB avec une co-circulation des variants XBB.1.5 et
XBB.1.9 (Figure 6).
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Figure 19 : Diversité des clades des virus SARS-CoV-2 circulant lors des saisons 2021-22 et 2022-23. A. Arbre phylogénétique
des séquences d'un échantillon de 2149 séquences de SARS-CoV-2 circulant en 2021-2023 en France métropolitaine. B.
Proportion des clades.

IPG (Institut Pasteur Guyane)

Chronologie et distribution géographique du nombre des détections de virus grippaux, de VRS et de
Rhinovirus/Enterovirus (RV)




La saisonnalité des Rhinovirus est comme classiquement restée peu marquée, tandis que la circulation épidémique
des VRS a précédé la circulation grippale notamment pour la saison 2022-2023. Au sein des VRS, une co-
circulation des VRS A et VRS B avec une dominance des VRS A sur les VRS B.
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Figure 20 : Détection des virus grippaux, VRS et RV en Guyane — CNRVIR-LA-IPG / S40-2021 a S33-2023

En Guyane, la saison 2021-2022 a été caractérisée par une circulation de virus de type A avec large dominance
du virus A(H3N2) associée en fin de saison a une co-circulation de virus A(H1N1)pdmQ9, tandis qu’en saison
2022-2023 une co-circulation de virus A, majoritairement A(H1N1)pdm09 et de virus B-Victoria a été observée.
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Figure 21 : Détection des virus grippaux, par type et sous-type en Guyane — CNRVIR-LA-IPG / S40-2021 a S33-2023

Aux Antilles apres deux saisons de faible circulation des virus grippaux (2020-2021 et 2021-2022), une co-
circulation de virus de type A(H1N1)pdm09 et A(H3N2) a été identifiée, supplantée en fin de saison par une
prédominance de virus B-VIC.




10 4

WA (H3N2)
B A{HIN1)pdm09

B Victoria

Nb prélevements positifs

Semaines

Figure 22 : Détection des virus grippaux, par type et sous-type - réseau sentinelle aux Antilles — CNRVIR-LA-IPG / S40-2022
a $33-2023

Caractérisation antigénique et génétique des virus grippaux — Antilles et Guyane

Le CNRVIR-LA-IPG n'ayant pas accés aux sérums de furet spécifiques, il n’est pas en mesure de réaliser de
caractérisation antigénique des virus grippaux. Néanmoins en tant que NIC, le CNRVIR-LA-IPG effectue des envois
au CC-OMS régional, le CC-OMS d'Atlanta (CDC) d’échantillons de souches virales des DFA.

En juin 2022, 30 échantillons respiratoires issus des hopitaux et de la surveillance sentinelle de la Guyane ont été
envoyés : 9 A(HIN1)pdm09 et 21 A(H3N2). Parmi les virus caractérisés antigéniquement, 100% des virus
A(HIN1)pdm09 (n=7) se sont avérés antigéniquement variants de la souche vaccinale A/WISCONSIN/588/2019
(HIN1)pdmO09, tandis que le virus AIDARWIN/6/2021 (H3N2) était antigéniquement proche de la souche vaccinale
A/DARWIN/6/2021 (H3N2).

Les clades génétiques HA identifiés étaient 6B.1A pour les virus A(H1N1)pdm09 et 3C.2a1b pour les virus
A(H3N2).

En 2023, 2 envois ont été effectués : un en février, avec 21 échantillons respiratoires de Guyane (14
A(HIN1)pdm09 et 2 A(H3N2), et 5 B-VIC) et un en juin 2023 avec 24 échantillons respiratoires (13 de Guyane et
11 des Antilles) : 10 A(H1N1)pdm09, 4 A(H3N2) et 10 B-VIC. Au total pour 2023, 'ensemble des virus caractérisés
(n=24) se sont avérés antigéniquement proches des souches vaccinales : AIWISCONSIN/588/2019 (H1IN1)pdm09,
A/DARWIN/6/2021 (H3N2) et BIAUSTRIA/1359417/2021.

Le séquencage de ces virus a mis en évidence des virus A(H1N1)pdm09 (n=17) appartenant aux clades génétiques
HA 6B.1A, 6B.1A.5a.2a et 6B.1A.5a.2a.1 et des virus A(H3N2) (n=3) appartenant aux clades génétiques HA
3C.2a1b.2a.2b et 3C.2a1b.2a.2a.3a.1. Les virus 5 B-VIC séquencés (n=4) appartenaient tous au clade V1A.3a.2.

Distribution par age des cas de grippe virologiquement confirmés - Antilles et Guyane




L’analyse de la distribution par 4ge montre comme pour les saisons précédentes que les patients de 15 a 64 ans
constituent la majorités des patients prélevés (78,8% et 66.1% pour 2021-2022 et 2022-2023 respectivement)
tandis que les pourcentage de positivité les plus élevés sont observés chez les moins de 15 ans (65.7% de positivité
pour les moins de 5 ans pour la saison 2021-2022 et 75.7% de positivité pour les 5-14 ans pour la saison 2022-
2023 (tableaux 31 et 32).

% de +dans % du

Saison Age Nb privt Nb grippe+ Ila ttanche Agroupe /ti::‘e dz .
dge d'dge/total
2021-2022 04 35 23 65,7% 5,4% 8,9%
g 5-14 70 31 44,3% 10,8% 12,1%
15-64 510 192 37,6% 78,8% 74,7%
34,4% 4,9% 4,3%
-
2022-2023 0-4 57,4% 15,5% 15,0%
i 5-14 37 28 75,7% 10,6% 13,5%
15-64 230 134 58,3% 66,1% 64,7%
51,9% 7,8%

T =0 T W s

Tableau 31 : Distribution par &ge des cas de grippe confirmés - CNRVIR-LA-IPG - saisons 2021-22 et 2022-23

Au cours de la saison 2021-2022, toutes les classes d’'age, a 'exception des 0-4 ans, ont été majoritairement
touchées par les virus A(H3N2). Au cours de la saison 2022-2023, les virus A(H1N1)pdm09 ont été dominants pour
les 0-4 ans et les plus de 65 ans.

2021-2022 0-4 23 13 56,5% 10 43,5% 0 0,0% 0 0,0%
[ 5-14 31 5 16,1% 26 83,0% 0 0,0% 0 0,0%

15-64 192 15 7,8% 175 91,1% 2 1,0% 0 0,0%

>65 11 2 18,2% 9 81,8% 0 0,0% 0 0,0%

Total 257 35 13,6% 220 85,6% 2 0,8% 0 0,0%

2022-2023 0-4 31 21 67,7% 1 3,2% 0 0,0% 9 29,0%
i 5-14 28 11 39,3% 3 10,7% 0 0,0% 14 50,0%

15-64 134 66 49,3% 10 7,5% 0 0,0% 58 43,3%

>65 14 10 71,4% 2 14,3% 0 0,0% 2 14,3%

Total 207 108 52,2% 16 7,7% 0 0,0% 83 40,1%

Tableau 32 : Distribution par &ge et par (sous)-type viral - CNRVIR-LA-IPG - saisons 2021-22 et 2022-23

CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion




Comparaison de la circulation de la grippe et du VRS saison 2022-2023 avec la saison 2018-2019 :
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Figure 23 : Circulation de la grippe et du VRS Saison 2018-2019 et de la grippe, du VRS et du SARS-CoV-2 Saison 2022-23.

La circulation saisonniére de la grippe et du VRS antérieure a I'épidémie de covid est représentée par les courbes
verte en ligne pleine pour la grippe et bleue pour le VRS de la saison 2018-2019. Classiquement, la grippe circule
pendant 'hiver austral avec un pic autour de la semaine 40 en octobre. L’épidémie de VRS débute en plein été
vers la fin de décembre avec un pic févier-mars.

Depuis I'épidémie de covid, cette circulation est complétement perturbée. Les causes sont multifactorielles
comprenant notamment la mise en ceuvre des mesures de confinement, de protection individuelle et de la
vaccination. La levée de de toutes ces mesures date du 28 février 2022. Aprés la derniére vague du variant Omicron
BA.5 qui a duré de la semaine 20 a la semaine 40 en 2022, le SARS-CoV-2 circule depuis a bas bruit avec un taux
d’incidence inférieur a 25 (PE Réunion — SpF).

En 'absence de la compétition du SARS-CoV-2 sur la circulation des autres virus, il est important d’analyser le
profil de circulation des virus de grippe, du VRS et du Rhinovirus si ce profil tend & se rétablir. Nous avons ainsi
comparé cette circulation avec la saison 2018-2019 qui représente le profil habituel. En 2022, | ‘épidémie de grippe
a débuté précocement avec |‘apparition des premiers cas en semaine 14 (avril). Nous avons observé un premier
pic en semaine 27 (début juillet) suivi d’'un second pic semaine 41 correspondant au pic habituel de la grippe. Les
trois types de grippe H3N2, HIN1 et B se sont succédés (Figure2). Nous observons que ce phénomene se
reproduit en 2023.

L’épidémie de VRS de la saison 2022-2023 est de durée plus longue (Figure 3) comparée a celle de 2018-2019.
Elle est plus précoce, débutant en semaine 42 (octobre) et plus longue, se prolongeant jusqu’a la semaine 30
(juillet), avec un bruit de fond le reste de I'année.

La poursuite de la surveillance de la grippe et du VRS est importante, elle permet de renseigner les médecins sur
ces changements afin d’ajuster leurs prescriptions.et aux autorités d’adapter la période de vaccination de la grippe
et du VRS.
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Figure 24 : Circulation du virus Influenza & La Réunion, saisons 2018-2019 et 2022-2023.
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Figure 25 : Circulation du VRS a La Réunion, saisons 2018-2019 et 2022-2023.
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Figure 26 : Circulation du Rhinovirus a La Réunion, saisons 2018-2019 et 2022-2023.




Depuis I'épidémie de SARS-CoV-2, nous observons une circulation de rhinovirus plus intense et tout au long de
I'année. Il. Méme s'il est connu pour donner les formes moins graves que le VRS, nous pouvons constater qu'il
contribue nettement a 'augmentation des passages aux urgences et de I'hospitalisation pour bronchiolite chez les
moins de 2 ans (figures 5 et 6).
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Figure 27 : Nombre de passages aux urgences pour bronchiolite chez les moins de 2 ans
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Figure 28 : Nombre d’hospitalisation pour bronchiolite chez les moins de 2 ans

Circulation de I'ensemble des virus respiratoires hormis le SARS-CoV-2 :

Hormis le fait que depuis I'épidémie de Covid, la demande de recherche de virus respiratoires a triplé par rapport
a 2018-2019, on constate une augmentation globale de 9 % de positivité en 2022-2023 (figure 7).

N total N total positifs | Taux de positivité totale
2018-2019 2465 1030 | 42%
2022-2023 8495 4315 | 51%

Tableau 33 : Positivité globale des prélévements en virus respiratoires hors SARS-CoV-2

Lorsqu'on compare la distribution de la positivité des prélévements pour I'ensemble des virus respiratoires de la
saison 2018-2019 contre celle de 2022-2023, (figures 7 a 10), on note une baisse de la positivité en grippe (44%
vs 25% respectivement), moins marquée pour le VRS (12% vs 10%). En revanche, on constate une augmentation
pour tous les autres virus. Cette circulation excepté pour le rhinovirus est saisonniére. Cette augmentation est plus




marquée pour le métapneumovirus (3% vs 8%), les para-influenza (5% vs 8%), mais surtout pour le rhinovirus
(23% vs 30%). La circulation du rhinovirus s'observe toute I'année, elle accompagne les épidémies de grippe, mais
présente une baisse pendant I'épidémie de VRS (figures 9, 10). Il est nécessaire de poursuivre cette analyse et
cette surveillance afin de savoir si cette augmentation de ces virus serait liée a un retard d'immunité de certaines
populations, ou si ce phénoméne est amené a se reproduire.

Répartition des positifs 2018-2019

u % Grippe pos
®% VRS pos

% HRV pos
=% ADV pos.

44% =% MPV pos
W % Corona pos
u % PIV pos
= % Boca pos
® % Entéro pos
Figure 29 : Répartition des positifs saison 2018-2019
Répartition des positifs 2022-2023
m?
m % Grippe pos
u % VRS pos
% HRV pos
™ % ADV pos
u % MPV pos
8% ® % Corona pos
% PIV pos
10% = % Boca pos

= % Entéro pos

Figure 30 : Répartition des positifs saison 2022-2023
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Figure 31 : Circulation de tous les virus respiratoires saison 2018-2019
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Figure 32 : Circulation de tous les virus respiratoires saison 2022-2023
3.3 Surveillance de la résistance des agents pathogénes aux anti-infectieux

3.3.1 Surveillance de la résistance des virus influenza aux antiviraux

Pour le CNR-HCL, les résultats obtenus grace au séquencage complet du génome des virus influenza détectés
a servi de base pour la surveillance de la résistance aux antiviraux.

Pour la saison 2021-2022, les séquences consensus majoritaires codant pour la protéine M2, la neuraminidase
NA et la polymérase acide PA ont été analysées. Depuis la saison 2022-2023, pour chaque échantillon ayant une
séquence interprétable, une analyse bioinformatique automatisée des séquences codant pour la protéine M2, la
neuraminidase NA et la polymérase acide PA a été réalisée. De plus, afin de vérifier 'impact de cette analyse
automatisée pour la saison 2022-2023 les séquences consensus disponibles pour la NA et PA ont été analysées
afin de contrler les résultats générés automatiquement.

Dans les deux cas, I'analyse consiste a détecter la présence éventuelle d’'une mutation déja connue pour conférer
une résistance aux antiviraux, d'aprés les tableaux de 'OMS référencés ci-dessous :




- pourla NA et la résistance aux inhibiteurs de neuraminidase (INAs) :
https://www.who.int/publications/m/item/summary-of-neuraminidase-(na)-amino-acid-substitutions-associated-
with-reduced-inhibition-by-neuraminidase-inhibitors-(nais)

- pour PA et la résistance au baloxavir :
https://www.who.int/publications/m/item/summary-of-polymerase-acidic-(pa)-protein-amino-acid-substitutions-
analysed-for-their-effects-on-baloxavir-susceptibility

Nous ne rapportons dans ce dossier que les mutations potentiellement pertinentes d’aprés les tableaux de 'OMS.

L'étude de la sensibilité phénotypique par test fluorimétrique aux INAs des virus influenza a été réalisée par le
CNR-HCL pour une sélection représentative de chacun des types/sous-types/lignages de virus ainsi que plus
spécifiquement, pour certains échantillons détectés comme porteur d’'une mutation d'intérét par I'analyse de la
séquence de la NA, aprés culture des virus choisis en cellules MDCK.

La résistance (ou réduction de la sensibilité) phénotypique est déterminée en fonction des variations des ICso par
rapport aux valeurs d’ICs pour les virus de référence sauvages selon les critéres de 'OMS.

3.3.1.1 Résistance des virus influenza aux adamantanes

Le séquengage du géne codant M2 pour les virus de type A permet de détecter la présence de mutations conférant
une résistance aux adamantanes : L26F, V27A/D, A30T, S31N, G34E.

Au CNR HCL, le nombre de séquences analysées étaient respectivement :
- Saison 2021-22 : A(H1IN1)pdm09 (n=599), A(H3N2) (n=1094)
- Saison 2022-23 A(H1IN1)pdm09 (n=453), A(H3N2) (n=712)

Pour le CNR-HCL, pour les deux saisons 2021-2022 et 2022-23 tous les virus influenza A analysés sur le gene
codant la M2 possédaient la mutation S31N conférant une résistance aux adamantanes.
Quelques particularités peuvent étre mentionnées :
- saison 2021-22 : un virus A(H3N2) muté S31D et un virus A(H3N2) était muté en V27A.
- saison 2022-23 : deux virus A(H1N1) présentaient la mutation L26F, quatre virus A(H1N1) avaient la mutation V27A
et deux virus A(H3N2) avaient la mutation V27A.

3.3.1.2 Résistance des virus influenza aux inhibiteurs de la neuraminidase

> Virus influenza A(H1N1)pdm09

En se basant sur les tableaux de 'OMS, les positions analysées pour N1 des A(H1N1)pdm09 et autres N1 étaient
les suivantes:

S110F, M17R/MNV, E119AD/GIV, Q136K/R, G147R (associée H275Y), D151/E/GIN, R152K, Y155H,
D199E/G/YIN (N associée a H275Y), 1223K/L/RITIV, S247GINIR, H275Y, R293K, N295S, Q313K (associée a
1427T), S334N, 1427T, 1436N, P458T.

Au CNR HCL, le nombre de séquences analysées étaient respectivement :
- Saison 2021-22, 599 séquences N1
- Saison 2022-23, 453 séquences N1.

La mutation de résistance H275Y était la plus fréquemment détectée : 4 virus au cours de la saison 2021-22 et
3 virus en 2022-23.

Nous détaillons ci-dessous les contextes d’émergence de ces virus résistants qui sont classiquement la sélection
de virus résistant sous la pression de sélection par I'antiviral dans un contexte d'immunodépression.
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Le virus A/LyonCHU/021210426401_R21.833.42/2021 (NG du 25/11/2021) a été détecté chez un enfant
de 13 mois trés probablement immunodéprimé ayant recu de l'oseltamivir (1er prélevement positif
17/11/2021).

Le virus A/LyonCHU/022019238901_R22.76.53/2022 (NG du 28/01/2022) a été détecté chez une enfant
de 9 mois, présentant une atrésie des voies biliaires & la naissance et pour qui I'opération Kasai
(29/04/2021) a échoué. L'infection grippale (dépistée le 21/01/2022) a entrainé une décompensation
oedémato-ascitique nécessitant hospitalisation et transplantation hépatique le 24.02.2022. Le virus muté
a émergé suite au traitement par oseltamivir (du 23/01/2022 au 02/02/2022).

Le virus A/LyonCHU/022066196101_R22.202.7/2022 (LBA du 12/04/2022) a été détecté chez un patient
de 60 ans immunodéprimé dans un contexte de myélome multiple traité par chimiothérapie puis par
autogreffe le 20/01/2022. Le patient a présenté des signes d'infections respiratoires fin mars 2022, un NG
du 25/03/2022 n'a pas permis de détecter de virus influenza mais le LBA du 31/03/2022 était trés positif
pour le virus A(HIN1). Le patient a été traité par Tamiflu® (probablement du 01 au 05/04/2022). Mais en
absence d’amélioration clinique, un nouveau LBA a été réalisé le 12/04/2022. Le patient est décédé dans
ce contexte d'infection grippale sur terrain immunodéprimé suite a la surinfection par Pneumocystis et
Aspergillose.

Le virus A/LyonCHU/022083300701_R22.245.8/2022 (NG du 11/05/2022) a été détecté chez une enfant
de 2 ans hospitalisée pour LAL; il s'agit trés probablement d'une enfant immunodéprimée ayant regu de
l'oseltamivir (1er prélévement positif 05/05/2022).

Le virus A/LyonCHU/023014596001/2023 (H1N1) VRES23-069/0058 porteur de la mutation H275Y (a
79%) a été détecté sur un écouvillon nasopharyngé du 24/01/2023 chez un homme adulte de 40 ans
hospitalisé en service d’hématologie clinique dans un contexte d’immunodépression (patient souffrant
d’'une LAM diagnostiquée en 2017, ayant regu une allogreffe de CSH en 2019). L'infection par le virus de
la grippe A(H1N1)pdm0Q9 a été a I'origine d’une pneumopathie fébrile oxygéno-requérante chez ce patient
et s'est compliquée d'une Aspergillose pulmonaire. Le 1¢r échantillon détecté positif pour le virus A(H1N1)
dans notre laboratoire le 16/01/2023 ne portait pas de mutation de résistance. Un traitement par
Oseltamivir (Tamiflu®) a été instauré pour 10 jours, expliquant 'émergence de la mutation de
résistance dans le contexte de forte immunodépression du patient.

Le virus A/LyonCHU/023032643101/2023 (H1N1)_VRES23-147/0046 porteur de la mutation H275Y
(100%) a été détecté sur un LBA du 22/02/2023 chez un homme adulte de 54 ans souffrant de cirrhose
alcoolique non sevrée depuis 2018, dans un contexte d'infection grippale nosocomiale. En effet, le
09/02/2023 la patient consulte aux urgences pour altération de I'état général révélant une décompensation
oedémato-ascitique avec hémorragie digestive et dégradation neurologique ; il est hospitalisé en service
d’HGE le 11/02/2023. Le 14/02/2023, le patient présente des frissons, une agitation et une dégradation
respiratoire nécessitant une augmentation des besoins en oxygéne et son transfert en réanimation. Le 1¢r
échantillon détecté pour le virus A(H1N1) au laboratoire date du 16/02/2023 et ne présente pas de
mutation de résistance. Un traitement par Oseltamivir (Tamiflu®) a été instauré pour 5 jours (du 16 au
21/02/2023), conduisant a I'émergence de la sélection de la mutation de résistance H275Y. Le virus a pu
étre isolé en culture cellulaire a partir du LBA du 22/02/2023, le test fluorimétrique réalisé sur cet isolat a
permis de retrouver des valeurs d’ICso Oseltamivir : 170,44 nM (HRI, Highly Reduced Inhibition); 1Cso
Zanamivir : 0,64 nM (NI, Normal Inhibition) correspondant a ce qui est classiquement observé en présence
lorsque la NA est porteuse de la mutation H275Y.

Le virus A/GrenobleCHU/023028836001/2023 (H1N1)_NOMS23-002/0011 porteur de la mutation H275Y
(100%) a été détecté sur un écouvillon nasopharyngé du 19/01/2023 provenant d’'un homme adulte de 53
ans hospitalisé a Grenoble pour lequel nous n'avons pas regu d'information particuliére.




Un virus A(H1N1) porteur de la mutation 1223R a été détecté au cours de la saison 2022-23.

o Le virus A/LyonCHU/023031721301/2023 (H1N1)_VRES23-143/0096 porteur de la mutation 1223R
(100%) a été détecté sur un écouvillon nasopharyngé du 21/02/2023 chez un homme adulte de 39 ans
souffrant de diabéte insulino dépendant depuis I'age de 11 ans et d'insuffisance rénale chronique depuis
2016. Le patient a été transféré en réanimation pour dialyse. Le patient a présenté des signes de
syndrome grippal depuis le 19/02/2023. Il n'a pas regu de traitement antiviral particulier avant le
prélévement du 21/02/2023. A noter que ce méme virus a aussi révélé la présence de délétion des AA
198 et 199 dans le géne PA (cf chapitre correspondant plus loin).

Nous n’avons pas testé d'isolat, mais d’aprés le rapport de TOMS, les virus A(H1N1) porteurs de la mutation 1223R
présentent une augmentation des ICsq vis-a-vis de I'oseltamivir (13 & 45 fois, RI, Reduced Inhibition) et une
augmentation modérée des ICs vis-a-vis du zanamivir (8 a 12 fois).

Un virus A(H1N1) porteur de la mutation S247N a été détecté en 2022-23. Cette mutation a peu d'impact sur les
ICso de I'oseltamivir (augmentation de 4 a 8 fois, NI, Normal Inhibition) et du zanamivir (augmentation de 2 a 5 fois,
NI, Normal Inhibition).

> Virus influenza A(H3N2)

En se basant sur les tableaux de 'OMS, les positions analysées pour N2 étaient les suivantes :

E119D/I/V, Q136K, T148I (associée & E119V), D1S1A/E/GIV, 1222LVIT (V, T associée & E119V), R224K, N245Y,
Délétion 245-248, Délétion 247-250, K249E, E276D, R292K, N294S, N329K/R, S331R, S334R, R371K, Q391K.

Au CNR HCL, le nombre de séquences analysées étaient respectivement :
- Saison 2021-22, 1043 séquences N2
- Saison 2022-23,712 séquences N2.

La mutation S331R a été détectée pour 2 virus A(H3N2) en 2021-22 et pour 3 virus A(H3N2) en 2022-23.

Les contextes cliniques, mentionnés ci-dessous, ayant conduit au prélévement respiratoire ne montrent pas de
prise de traitement antiviral avant la détection des virus porteurs des mutations de résistance, les virus étaient donc
d’'emblée porteurs de cette mutation S331R.

D'aprés le rapport de 'OMS cette mutation S331R peut conduire a une augmentation variable des ICs vis-a-vis de
l'oseltamivir (x 5 a 77, NI & RI) et du zanamivir (x3-30, NI & RI).

L'analyse par fluorimétrie utilisant le substrat MUNANA réalisée au CNR HCL sur les isolats issus de la culture de
ces échantillons sur cellules MDCK n’'a pas révélé d’augmentation significative des ICso de I'oseltamivir et du
zanamivir (cf tableaux 34). La variabilité d’augmentation d’ICs; est liée au test phénotypique utilisé ; en effet, la
présence de cette mutation entraine une baisse d’affinité de la NA vis-a-vis du substrat MUNANA expliquant la
variabilité des résultats phénotypiques observés (Hussain et al., J Gen Virol 2021).

e Le virus A/Lyon/022010581601_101/2022 (NG du 13/01/2022) portant la mutation S331R a été détecté
chez une patiente de 32 ans (consultation communautaire médecin sentinelle dans la Loire (42)), le virus
était d'emblée porteur de la mutation, il n'y a pas eu de traitement par oseltamivir.

e Le virus A/LyonCHU/022043093301_R22.145.78/2022 (NG du 07/03/2022) portant la mutation S331R a
été détecté chez une patiente de 19 ans ayant consulté aux urgences pour toux séche mal tolérée et
odynophagie mal tolérées. Il s’agissait d’'un contexte de co-infection virus influenza A(H3N2) et SARS-
CoV-2 (variant Omicron). Le virus A(H3N2) parait d’emblée porteur de la mutation (signes cliniques ayant
débuté le 05/03/2022), il n’y a pas de notion de traitement par oseltamivir et il n’y a pas eu de mise en
culture compte tenu de la co-infection avec le SARS-CoV-2.




o Le virus A/lLyonCHU/022161684701/2023 (H3N2)_VRES22-370/0015, porteur de la mutation S331R
(99%) a été détecté sur un écouvillon nasopharyngé du 26/09/2022 prélevé chez un homme de 67 ans.
Ce patient a présenté un syndrome grippal (toux, asthénie) depuis le 23/09/2022 de retour d'un voyage
en Israél. Il n’a pas été traité par Tamiflu® car ses symptdmes avaient débuté plus de 48h avant sa prise
en charge. Il a été hospitalisé 2 jours en Pneumologie avant retour a domicile.

o Le virus A/LyonCHU/023015805901/2023 (H3N2)_VRES23-075/0076, porteur de la mutation S331R
(99%) a été détecté sur un écouvillon nasopharyngé du 25/01/2023 prélevé chez une femme de 34 ans
ayant consulté aux Urgences pour dyspnée sur syndrome grippal (antécédents d’asthme) dont les
symptdmes avaient début la veille.

o Le virus A/LyonCHU/023017339201/2023 (H3N2)_VRES23-081/0027, porteur de la mutation S331R
(99%) a été détecté sur un écouvillon nasopharyngé du 28/01/2023 prélevé chez une femme de 64 ans
dans un contexte d'insuffisance rénale chronique (3 séances de dialyse par semaine) sur diabéte insulino
dépendant de type 2.

La mutation N329K a été détectée pour un virus A(H3N2) au cours de la saison 2021-22.
Le contexte clinique pour ce prélévement est détaillé ci-dessous.

e Le virus A/LyonCHU/022023591301_R22-093-84/2022 (aspiration trachéo bronchique du 04/02/2022)
portant la mutation N329K a été détecté chez une femme de 67 ans sur un terrain BPCO post tabagique.
La patiente a été hospitalisée en réanimation avec sédation, curarisation puis ventilation non invasive. Le
virus était d’emblée porteur de la mutation. La patiente a été traitée par Tamiflu® du 04 au 09/02/2022 et
a également été traitée par corticothérapie.

> Virus influenza de type B

En se basant sur les tableaux de 'OMS, les positions analysées pour les NA des virus influenza B Victoria étaient
les suivantes :

H101L, G104E, E105K, G108E, E117A/D/G/V, H134N/Q/Y, Q138R, P139S, G140R, Y142H, G145E/R, T146I/K/P,
R150K, N151S, K152M/N, N169S, D197E/G/N/Y, A200T, 1221LIN/TIV, G243S, A245T, S246P, G247D, H273Y,
R292K, N294S, K360E, 1361V, R374K, A395E, G407S, D432G/N, H439P/R, M464T,

T1061+P165L, G140R+N144K, Y142H+G145R, T146P+N169S, K186R +1262T, G247D+I361V

Au CNR HCL, le nombre de séquences analysées étaient respectivement :
- Saison 2021-22, pas de circulation des virus influenza B
- Saison 2022-23, 599 séquences NA influenza B.

Concernant les virus influenza B, nous avons détecté des mutations dans des positions signalées dans les tableaux
de 'OMS. Cependant, ces mutations n’avaient pas d’impact significatif. En effet, elles concernaient le peramivir
qui n’est pas utilisé en France ou étaient soit en % faible, soit seule alors qu'elles doivent étre associées a une
autre mutation pour conférer une résistance, soit I'acide aminé muté ne correspondait pas a celui dentifi¢ comme
a l'origine d’une possible résistance.

Nous avons détecté :
¢ 11 virus influenza B porteurs de la mutation K360E (>99%) dans la NA. Cette mutation K360E confére

un trés haut niveau de résistance au peramivir (x 165 ICso du peramivir), mais cet antiviral n’est pas
disponible en France. Cette mutation n'a pas d’impact sur la sensibilité a I'oseltamivir et au zanamivir,

nous avons pu tester ces IC50 sur deux isolats obtenus a partir des virus détectés porteurs de cette
mutation (cf tests fluorimétriques tableau 35).




e 3virus étaient porteurs de mutations d’intérét mais en trés faible % et sans impact probable:
o H134Q (6%) associée a T146P (8%) et 1221L (8%);
o T146P (7%) et 1221L (7%) ;
o 1221L (9%).

3.3.1.3 Résistance aux inhibiteurs de la neuraminidase : tests fluorimétriques

Ce test réalisé en présence de différentes concentrations d’antiviraux permet la mesure de I'lCs (en nM) qui
correspond a la concentration d'antiviral capable d'inhiber 50% de I'activité neuraminidase. Ce test nécessite la
multiplication du virus sur cellules MDCK.

Saison 2021-2022

Au CNR-HCL, des isolats des différents types et de différentes provenance géographique ont été testés pour
effectuer une surveillance globale de la résistance a I'oseltamivir et au zanamivir : virus influenza A(H1N1)pdm09
(N=28), A(H3N2) (N=35). Deux isolats de virus influenza B ont été testés sensibles aux INAs par test fluorimétrique.

Les valeurs moyennes des |Cs des isolats A(H1N1) et A(H3N2) étaient proches de celles des virus de référence
sensibles.

Pour les isolats des virus A(H1N1)pdm09 (N=28) les résultats moyens étaient :

ICs0 oseltamivir = 0,47 + 0,25 nM et ICsp zanamivir = 0,51 + 0,12 nM.

Pour les virus A(H3N2) (N=35) les résultats moyens étaient :

ICs0 oseltamivir = 0,38 + 0,12 nM et ICso zanamivir = 0,88 + 0,25 nlM.

Nous avons également évalué par test fluorimétrique I'lCso de I'oseltamivir et du zanamivir pour des isolats obtenus
a partir de certains virus identifiés comme porteurs de mutations & des positions d’intérét (tableau 34). Seuls les
virus A(H1N1)pdm09 ont présenté un haut niveau de résistance a I'oseltamivir (ratio entre ICs virus étudié et ICso
moyenne des virus sensibles > 100).

Nom du virus (sous-type) Substitution  en | ICso oseltamivir ICs0 zanamivir

AA (ratio vs moyenne | (ratioc vs moyenne

ICs0 virus sauvages) | ICso virus sauvages)

A(HIN1)
AlLyonCHU/021210426401_R21.833.42/202 | H275Y 209,41 £ 0,90 (446) 0,54 + 0,03 (1,06)
1
(H1IN1)pdm09
A/LyonCHU/022019238901_R22.76.53/2022 | H275Y 254,85 * 4,88 (542) 0,65+ 0,04 (1,27)
(HIN1)pdm09
A/LyonCHU/022066196101_R22.202.7/2022 | H275Y 215,50 £ 35,94 (459) | 0,67 £0,02 (1,31)
(HIN1)pdm09
A(H3N2)
A/LyonCHU/022023591301_R22-093- N329K 0,81 0,08 (2,13) 2,73 +0,33(3,10)
84/2022 (H3N2)
A/Lyon/022010581601_101/2022 (H3N2) S331R 0,79 +0,03 (2,08) 2,47 +0,71(2,81)

Tableau 34: Résultats des ICso de I'oseltamivir et du zanamivir obtenu par test fluorimétrique pour les
isolats obtenus pour les virus A(H1N1) et A(H3N2) identifiés comme porteur d’une mutation d’intérét dans
la NA (saison 2021-22)

Saison 2022-2023




Au CNR-HCL, des isolats des différents types et de différentes provenance géographique ont été testés pour
effectuer une surveillance globale de la résistance a I'oseltamivir et au zanamivir.

Les valeurs moyennes des ICsp des isolats A(H1N1), A(H3N2) et virus influenza B étaient proches de celles des
virus de référence sensibles.

Pour les isolats des virus A(H1N1)pdm09 (N=9) les résultats moyens étaient :

ICso oseltamivir = 0,47 + 0,11 nM et ICsy zanamivir = 0,69 + 0,20 nM.

Pour les virus A(H3N2) (N=13) les résultats moyens étaient :

ICso oseltamivir = 0,37 £ 0,11 nM et ICsy zanamivir = 1,10 + 0,48 nM.

Pour les virus B (N=12) les résultats moyens étaient :

ICso oseltamivir = 18,30 + 4,23 nM et ICsy zanamivir = 2,17 + 0,51 nM.

Nous avons également évalué par test fluorimétrique I'lCso de 'oseltamivir et du zanamivir pour des isolats obtenus
a partir de certains virus identifiés comme porteurs de mutations & des positions d'intérét (cf paragraphe sur les
tests génotypiques pour le contexte clinique lié a l'isolement de ces virus). Seul un virus A(H1N1)pdm09 porteur
de la mutation H275Y a présenté un haut niveau de résistance a l'oseltamivir (ratio entre ICsp virus étudié et ICso
moyenne des virus sensibles > 100).

Nom du virus (sous-type) Substitution  en | ICso oseltamivir ICs0 zanamivir

AA (ratio vs moyenne | (ratioc vs moyenne

ICso virus sauvages) | ICso virus sauvages)

A(H1N1)pdm09
AlLyonCHU/023032643101/2023 H275Y 170,44 * 14,55 (363) | 0,64 (0,92)
(HIN1)_VRES23-147/0046
A(H3N2)
AlLyonCHU/022161684701/2023 S331R 0,75+ 0,09 (2,03) 0,96 + 1,32 (0,87)
(H3N2)_VRE822-370/0015 (pas d’jmpact avec

le test utilisant le

MUNANA)
Influenza B Victoria
B/LyonRU/023031421001/2023_NRU23- K360E 22,90 £ 2,72 (1,25) 2,48 £ 0,66 (1,14)
005/0080 (impact que sur

peramivir)
B/LyonRU/023035703701/2023_NRU23- K360E 20,97 £ 2,07 (1,15) 2,33 £0,25(1,07)
006/0036 (impact que sur

peramivir)
B/LyonRU/023010221301/2023_NRU23- T106L 19,26 + 0,52 (1,05) 1,05+ 0,13 (0,48)
002/0047 (pas d’impact

attendu, impact si

T106/+P165L)
B/Grenoble/022210845101/2022_NOMS22- 1262T 20,06 £ 6,80 (1,10) 1,48 £ 0,03 (0,68)
002/0020 (pas d’impact

attendu, impact si

1262T+K186R)

Tableau 35 : Résultats des ICso de I'oseltamivir et du zanamivir obtenu par test fluorimétrique pour les
isolats obtenus pour les virus A(H1N1) et A(H3N2) identifiés comme porteur d’'une mutation d’intérét dans
la NA (saison 2022-23)

3.3.1.4 Résistance des virus influenza au baloxavir




Le Baloxavir, non encore commercialisé en France, a un mode d’action différent de celui des inhibiteurs de la
neuraminidase en ciblant la protéine PA. Cette protéine fait partie du complexe polymérase avec PB2 et PB1 et
permet, par son activité endonucléase, de générer des amorces a partir ’ARNm cellulaire et d'initier la transcription
de '’ARNm viral.

A ce jour Les mutations dans PA liées a une diminution de sensibilité au Baloxavir sont :

E23G/K/R, L28P, K34R, M34l (type B), A36V, F36V (type B), A37T, I38F/L,M/N/S/T/V/IK?, E119D/K?/E?, E120D
(type B), E198K, E199D/G, G199R.

Bilan mis a jour d’apres le bilan OMS du 07/03/2023 :

https://www.who.int/publications/m/item/summary-of-polymerase-acidic-(pa)-protein-amino-acid-substitutions-
analysed-for-their-effects-on-baloxavir-susceptibility

Arbitrairement, on considére qu'il y a un impact si dans un test phénotypique, le ratio de I'lCso du baloxavir du virus
étudié par rapport au virus sauvage est >3.

Pour le CNR-HCL, pour la saison 2021-2022, en considérant seulement les séquences consensus complétes
interprétables pour la séquence codant PA pour les virus A(H1N1) (n= 548) et A(H3N2) (n=1019) nous n'avons
pas détecté de mutation liée a une résistance au baloxavir.

Pour le CNR-HCL, pour la saison 2022-2023, en considérant seulement les séquences consensus complétes
interprétables pour la séquence codant PA pour les virus A(H1N1) (N=353), A(H3N2) (N=584) et influenza B ( N=
437) nous avons détecté quelques virus A(H1N1) et A(H3N2) porteurs de mutations liées a une résistance au
baloxavir. Nous n’avons cependant pas d'isolat pour ces échantillons.

Concernant les virus A(H1N1)

o Le virus A/LyonRU/022216396001/2022 (H1N1)_NRU22-009/0063 a été détecté porteur de la mutation
E199G (99%) sur un écouvillon nasopharyngé du 20/12/2022 prélevé chez une femme de 38 ans,
vaccinée contre la grippe dans un contexte communautaire. Cette mutation E199G est décrite comme
conférant une augmentation faible de I'lCso du baloxavir (x1-4).

e Le virus A/LyonCHU/023031721301/2023 (H1N1)_VRES23-143/0096 a été détecté comme délété des
acides aminés en position 198 et 199 dans PA. L'impact de ces délétions sur la sensibilité au baloxavir
n'est pas connu. Ce virus est aussi porteur de la mutation 1223R (100%) dans la NA (cf chapitre
précédent). Ce virus a été détecté sur un écouvillon nasopharyngé du 21/02/2023 chez un homme adulte
de 39 ans souffrant de diabete insulino dépendant depuis I'age de 11 ans et d'insuffisance rénale
chronique depuis 2016. Le patient a été transféré en réanimation pour dialyse. Le patient a présenté des
signes de syndrome grippal depuis le 19/02/2023. Il n'a pas regu de traitement antiviral particulier avant
le prélevement du 21/02/2023.

e 1 virus A(H1N1) a été détecté porteur de la mutation E23K a un % faible de 17%. La mutation E23K
(100%) confére une augmentation de 7a 13 fois de I'lCso du baloxavir.

Concernant les virus A(H3N2)

e Levirus A/lLyonCHU/023000984201/2023 (H3N2)_VRES23-008/0049 a été détecté porteur de la mutation
E23G (91%) sur un écouvillon nasopharyngé du 03/01/2023 chez un homme &gé de 87 ans. Cette
mutation confére une faible augmentation de 2 & 3 fois de I'lCso du baloxavir.

o 2virus A(H3N2) ont été détectés porteurs de la mutation 138V chez une méme patiente (bébé de 6 mois)
sur des écouvillons nasopharyngés prélevés les 22/01/2023 et 30/01/2023. Cette mutation confére une
trés faible augmentation de 1 a 2 fois de I'ICso du baloxavir.

e 2 virus A(H3N2) ont été détectés porteurs d’'une délétion de I'acide aminé en position 38. L'impact de
cette délétion n'est pas connue.
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3.3.2 SARS-CoV-2 et résistance aux antiviraux

Trés peu de molécules antivirales sont disponibles pour lutter contre le SARS-CoV-2. En France, seul I'utilisation
de Veklury® (remdesivir) et du Paxlovid® (nirmatrelvir (NTV) + ritonavir) est possible. Le Paxlovid® est
recommandé en premiére intention pour les patients présentant un risque d'évolution vers une forme sévére de
COVID-19, mais il est également étudié en association avec le remdesivir dans les infections sévéres
(https://www.has-sante.fr/icms/p_3447571/fr/traitement-de-la-covid-19). Le remdesivir est recommandé en
seconde intention en cas d'impossibilité d'utilisation du Paxlovid® ou dans les formes graves (https://www.has-
sante.fr/icms/p_3403611/fr/veklury-remdesivir-covid-19).

Dans ce contexte, le CNR-HCL a mis en place en 2023 une surveillance de la résistance au NTV et continuera le
déploiement de cette surveillance en 2024 par lintégration du remdesivir. Cette surveillance se base sur les
résultats obtenus grace au séquencage complet du génome des virus SARS-CoV-2 ainsi que sur des tests
phénotypiques réalisés sur des représentants des souches circulantes ou en cas de suspicion d'échec
thérapeutique. L'analyse phénotypique se base sur le développement d'un test de sensibilité mesurant la
concentration inhibitrice (ICso) a I'aide d'une nouvelle méthode basée sur I'analyse cellulaire en temps réel (RTCA)
(voir paragraphe évolution des techniques).

Pour chaque échantillon analysé en séquencgage, les séquences consensus majoritaires codant pour la protéase
Mpro (cible du NTV) ont été analysées afin de détecter la présence éventuelle d’'une mutation déja connue pour
conférer une résistance aux NTV. La résistance génétique est en effet définie sur la base de la présence de
mutations décrites pour impacter les ICso. Il n’existe pas aujourd’hui de consensus concernant les valeurs limites
d’augmentation des ICso pour conclure a une résistance. L'évaluation de ces limites est actuellement en cours mais
nous considérons comme a risque de résistance toutes augmentations d’au moins un facteur deux par rapport a
la moyenne des ICso des souches du méme groupe génétique.

La base de données en ligne de Stanford permet le référencement en temps réel des mutations d'intérét et est
accessible publiquement a I'adresse https://covdb.stanford.edu/drms/3clpro/

L'ensemble des séquencages réalisées par la plateforme genEPII du géne codant pour la protéase MPro des virus
SARS-CoV-2 ont été analysés et ont permis de détecter :

- 122 mutations T211. Cette mutation est a I'origine d’'une augmentation des ICso d'un facteur 4.

- 5 mutations T45I. Cette mutation est & I'origine d’'une augmentation des ICso d’un facteur 4.

- 18 mutations M49I. Cette mutation est a I'origine d’'une augmentation des ICso d’un facteur compris entre

2 et 25.

- 43 mutations L50F. Cette mutation est a I'origine d'une augmentation des ICso d’un facteur 4.

- 18 mutations A173T. Cette mutation est a I'origine d’'une augmentation des ICso d’un facteur 4.

- 1 mutation A173V. Cette mutation est a I'origine d’'une augmentation des ICso d’un facteur 2

-1 mutation P168del. Cette mutation est a I'origine d’'une augmentation des |ICso d’un facteur 5.

- 4 mutations P252L. Cette mutation est a l'origine d’'une augmentation des ICso d'un facteur 6.

- 12 mutations T304l. Cette mutation est a l'origine d’'une augmentation des ICso d'un facteur 5.

L’augmentation des ICs; a été obtenus a partir de la littérature et notamment des articles suivants :
- Iketani, S., Mohri, H., Culbertson, B. et al. Multiple pathways for SARS-CoV-2 resistance to nirmatrelvir.
Nature 613, 558-564 (2023). https://doi.org/10.1038/s41586-022-05514-2
- Ip JD, Wing-Ho Chu A, Chan WM, Cheuk-Ying Leung R, Umer Abdullah SM, Sun Y, et al. Global
prevalence of SARS-CoV-2 3CL protease mutations associated with nirmatrelvir or ensitrelvir resistance.
eBioMedicine. 1 mai 2023;91:104559.

Des isolats des différents types et de différentes provenances ont été testés pour effectuer une surveillance globale
de la résistance au NTV : virus SARS-CoV-2, clade 21J (N=15), 21K (N=8) et 22B (N=8).

La valeur moyenne d'ICso d’une souche de la souche de référence nous servant de controle qualité est de 26 + 6
nM.

Les valeurs moyennes des ICs; des isolats 21J, 21K et 22B étaient proches de celles du virus de référence sensible
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- Pour les isolats des virus 21J (N=15) les résultats moyens étaient : ICso NTV = 39 £ 25 nM.
- Pour les isolats des virus 21K (N=8) les résultats moyens étaient : ICso NTV = 16 £ 9 nM.

- Pourles isolats des virus 22B (N=8) les résultats moyens étaient : [Cso NTV = 33 £ 9 nM.

Nous n'avons pas pu évaluer par test phénotypique I'lCsp du NTV pour les virus identifiés comme porteurs de
mutations a des positions d'intérét en raison de l'impossibilité d’isoler ces souches provenant d’échantillons
majoritairement inactivés.

La mise en place de cette surveillance n'a pas permis d'évaluer précisément l'incidence de circulation de ces
résistances ni de détailler les contextes d'émergence de ces virus résistants.

Pour compléter cette surveillance, le CNR-HCL participe a 'étude clinique OPTICOV promu par I'lnserm-ANRS qui
a pour objectif d'évaluer si une thérapie antivirale combinant deux antiviraux (nirmatrelvir/r + remdesivir) et/ou une
augmentation de la durée du nirmatrelvir/r de 5 a 10 jours améliore l'efficacité antivirale et limite I'apparition de
résistance et de rebond virologique post-traitement. Dans ce contexte, le CNR-HCL a pour mission d’évaluer
I'émergence de résistance sous traitement.

IPP (Institut Pasteur Paris)

Nous avons utilisé le un pipeline développé au CNR-IPP (cf §2.1) pour rechercher les mutations associées a une
réduction de la sensibilité aux antiviraux.

> Reésistance des virus influenza aux adamantanes.

Le nombre de séquences du géne M2 analysées au CNR-IPP était respectivement :

- Saison 2021-22 : A(H1N1)pdm09 (n=64), A(H3N2) (n=101)
- Saison 2022-23 : A(H1N1)pdm09 (n=74), A(H3N2) (n=303)

L'analyse des séquences du géne M2 a montré que tous les virus analysés pour les saisons 2021-22 et 2022-23
présentent la mutation S31N associée a la résistance aux adamantanes

» Reésistance des virus influenza au baloxavir
ATaide du pipeline mis en place, le CNR-IPP a recherché les mutations associées a une réduction de la sensibilité
au Baloxavir/Marboxil telles que compilées sur le site de 'OMS (https://www.who.int/publications/m/item/summary-
of-polymerase-acidic-(pa)-protein-amino-acid-substitutions-analysed-for-their-effects-on-baloxavir-susceptibility)

Le nombre de séquences du géne PA analysées au CNR-IPP était respectivement :
- Saison 2021-22 : A(H1N1)pdm09 (n=60), A(H3N2) (n=78), B-VIC (n=0)
- Saison 2022-23 : A(HIN1)pdm09 (n=67), A(H3N2) (n=267), B-VIC (n=141)
Les mutations suivantes ont été détectées (Tableau 36).
La mutation E199D pour un virus A(H1N1)pdm09 d’un patient hospitalisé et le mutation G199R pour un virus B-VIC d’un

patient vu par le réseau Sentinelles. Ces mutatoins sont connues pour se traduire respectivement par une augmentaton de
I'IC50 d'un facteur 3 et 2 et par conséquent avec un impact minime voire négligeable sur la sensibilité a cet antiviral.

Fold-change
Type (clade) Souche Mutation IC50 | Agefans) |Immunodep| Origine traitement antiviral
Baloxavirg
HiNipdm (6B.1) |  Alle Mans/150062022  |E199D 3 54 Pas dinfo | Hopia Pas dinfo
VIC (V1A.3a.2) B/Bretagne/09136/2023 | G199R 2 3 Non | Sentineles | Pas e ratement antivira

§: les valeurs sont issues de la base OMS de description des mutations
Tableau 36 : Récapitulatif des mutations identifiées dans la NA des séquences analysées au CNR-IPP pour les saisons 2021-
22 et 2022-23 et inforamtions relatives aux patients dont les prélévements sont issus.
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> Résistance des virus influenza aux inhibiteurs de la neuraminidase
A l'aide du pipeline mis en place, le CNR-IPP a recherché les mutations associées a une réduction de la sensibilité
(RI) ou & une forte réduction de la sensibilité (HRI) aux inhibiteurs de la neuraminidase (INA) osetamivir et zanamivir
telles que compilées sur le site de 'OMS (https://www.who.int/teams/global-influenza-programme/laboratory-
network/quality-assurance/antiviral-susceptibility-influenzay).

Le nombre de séquences du géne NA analysées au CNR-IPP était respectivement :

- Saison 2021-22 : A(HIN1)pdmO09 (n=64), A(H3N2) (n=102), B-VIC (n=0)
- Saison 2022-23 : A(HIN1)pdm09 (n=77), A(H3N2) (n=306), B-VIC (n=101)
Les mutations suivantes ont été détectées (Tableau 36).

Pour les virus A(H1N1)pdm09, 4 virus présentaient la mutation S47N associée dans un cas a la mutation 1223V.
Aucune de ces mutations seule n’est associée a une réduction de la sensibilité aux INA.

Pour les virus A(H3N2), détection de mutations associées a forte réduction de la sensibilité a I'oseltamivir ainsi
qu'a une réduction de la sensibilité au zanamivir chez deux patients avec une greffe de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) ayant développé une résistance sous traitement par oseltamivir puis traités par zanamivir.
Pour un premier patient, détection de la mutation R292K apparue sous traitement par oseltamivir puis 2 mois plus
tard détection de la délétion 245-248 aprés une phase de traitement par zanamivir.

Pour le deuxieme patient, détecton de la mutation E119V associée a une réduction de la sensibilité a I'oseltamivir
mais non au zanamivir, pour un prélévement réalisé aprés traitement par oseltamivir suivi d’un traitement par
zanamivir.

L'isolement viral n'ayant pu étre réalisé, la sensibilité phénotypique par test fluorométrique n'a pas pu étre testée
pour ces deux cas.

Pour les virus B-ViC, détection de mutations dans la NA pour 4 prélévements issus de la surveillance Sentinelles
sans notion de traitement antiviral. Il s’agissait de la mutation K360E connnue pour étre associée a une forte
réduction de la sensibilité au peramivir, non disponible en France, de la mutation T106l qui seule n’est pas décrite
comme mutation associée a une réduction de la sensibilité aux INA mais qui associée a la mutation P165L confére
une réduction de la sensibiltié au zanamivir mais non a 'oseltamivir, et dans deux cas de la mutation 1262T qui
seule n'est pas décrite comme mutation associée a une réduction de la sensibilité aux INA mais qui associée a la
mutation K186R conféere une réduction de la sensibilité au zanamivir mais pas a I'oseltamivir.



https://www.who.int/teams/global-influenza-programme/laboratory-network/quality-assurance/antiviral-susceptibility-influenza/
https://www.who.int/teams/global-influenza-programme/laboratory-network/quality-assurance/antiviral-susceptibility-influenza/

Fold- Fold-
N2 change change
Type (clade) Souche Mutation numbering® Oseltamivir 1C50 Zanamivir 1C50 Age (ans) | Dateprél | Immunodep Origine traltement antiviral
oseltamivir§ zanamivir§
H1N1pdm (68.1) Allle_de_France/5028%/2022 S247TH 246 Nl 4-8 Ml 25 35 Non Sentinglles Pas de tratement antiviral
H1Mpdm (5B.1) AGARCHES/80651/2022 S247TH 246 NI 4-8 Wl 2-5 2 Man Hapital Pas dinfo
H1N1pdm (G8.1) A/PARISHMET1X2023 1223V+S24TN (1 2224245 MENI 648 NENI 225 46 Pas dinfo Hopital pas dinfo
HiN1pdm (58.1) A/PARIS/ 59598/ 2022 S247TH 246 Nl 4-8 NI -5 T3 Pas dinfo Hapital pas dinfo
AJPARISI05458/2023 R292K 12 HRI 10000 | NURIHRI | 3134 OBI02/2023 Hopital Traitement par Oseltamivir
100 Jamver 2023 et
H3NZ (3C.22) Allle_de_France/ 10441/2023° Dol 245-248 |  245-248 HRI 1571222 | NIRI 3 3 Greffe de CSH Jours en Janvier
05/04/2023 puis par Zanamivir du 06
AJPARISHMISEY 2023 Dol 245-248 | 245248 HRI 157-222 NIRI 221 Mars au 16 Mars 2023.
. Oseftamivir puls Zanamivir -
H3N2 (3C.2a) AIPARISIDIZ2T 2023 E119V 118 RIMHRI 18-2057 Wl -7 49 Greffe dz CSH Hapital ” postrai
VIC (V1A.3a.2) | BiChampagne Ardenne/09137/2023 | K7S6R+1262T (2) 1874763 N 3 i 17 il Nan Sentinglles Pas de traitement antiviral
VIC (W1A.3a.2) BI/Centre/D83T1/2023 K360E 358-359 Nl 2 Ml 2 L] MNon Sentinglles Pas de tratement antiviral
VIC (V1A.3a.2) B/Lomaina/ 0581002023 T1061 +P155L (3) 108+ 156 A 4 i 14 52 Nan Sentinglles Pas de traitement antiviral
VIC (W1A.3a.2) B/Paris/02630/2023 K1B6R+1262T (2 1874363 Y 3 "l 7 35 MNon Sentinglles Pas diinfo

(1) Non décrit dans la base OMS, les valeurs pour chacune des mutations isoiées sont indiquées

(2, 3) Mon décrit dans la base OMS isolément mais décrie avec la mutation indiquée en italigue. Les valeurs sont celles des doubles mutants.
* : méme prékévement avec historique de congélation différent

§: les valewrs sont issues de la base OMS de description des mutations

Tableau 37 : Récapitulatif des mutations identifiées dans la NA des séquences analysées au CNR-IPP pour les saisons 2021-22 et 2022-23 et inforamtions relatives aux patients dont les prélevements
sont issus.



> Résistance du SARS-CoV-2 aux antiviraux

Le CNR-IPP a utilisé le pipeline mis en place (cf §2.1) pour la recherche de mutations du SARS-CoV-2 associées
a la résistance aux traitements antiviraux (remdesivir et nirmatrelvir, ..) ou a I'échappement a la neutralisation par
les anticorps monoclonaux, telles que décrites dans la bse de données de’Université de Stanford (SARS-CoV-2,
https://covdb.stanford.edu/).

Ces analyses ont été plus spécifiquement mises en ceuvre pour répondre a des demandes spécifiques adressées
au CNR-IPP notamment pour des demandes d’orientation de traitement:

CH Lons le Saulnier : Infection persistante chez un patient immunodéprimé présentant une forme grave
aprés arrét du traitement par Paxlovid — absence de mutations dans la séquence de la RdRp (nsp12) et
de la protéase

Cochin : patientimmunodéprimé traité par plasma convalescent et remdesivir avec excrétion prolongée —
nombreuses mutations sur la Spike réduisant ou abolissant la neutralisation par AcMc

Necker, St Joseph : patiente transplantée cardiaque immunodéprimée avec infection persistante —
identification de mutations majoritaires ou minoritaires T201, P323L et G671S associées & une réduction
modérée de la sensibilité au remdesivir dand la RdRp (nsp12) et accumulation de mutations uniques dans
la Spike

Necker : patiente immunodéprimée en échec de traitement par AcMC - identification d’une mutation
P323L dans la RdRp (nsp12) rapportée comme pouvant induire une réduction modérée de la sensibilité
au remdesivir, ainsi que d’une mutation majoritaire P132H ainsi que plusieurs autres muatations
minoritaires dans la 3LCPro (nsp5) mais qui n'ont pas été décrites comme étant associées a une réduction
de la sensibilité au nirmatrelvir. Egalment présence de nombreuses mutations dans la Spike associées a
un échappement a la neutralisation par 'ensembe des AcMc disponibles.

CHU Lille : patient immunodéprimé avec infection persistante — identification de la mutation P132H dans
la 3LCPro (nsp5) non décrite comme étant associée a une réduction de la sensibilité au nirmatrelvir,
mutations P323L, Y521C et G671S dans la RdRp (nsp12) sans lien avec une réduction de sensibilité au
remdesivir ; nombreuses mutations dans la Spile associées a un échappement a la neutralisation par les
AcMc a I'esxception du Sotrovimab.

CH Valenciennes : patientimmunodéprimé avec infection persistante - identification de la mutation P132H
dans la 3LCPro (nsp5) non décrite comme étant associée a une réduction de la sensibilité au nirmatrelvir
et des mutations P323L et G671S dans la RdRp (nsp12) sans lien avec une réduction de sensibilité au
remdesivir ; nombreuses mutations dans la Spile associées a un échappement a la neutralisation par les
AcMc a I'esxception du Sotrovimab.

CHI Elbeuf Louviers : patient au stade SIDA avec infection persistante - identification de la mutation
P132H dans la 3LCPro (nsp5) non décrite comme étant associée a une réduction de la sensibilité au
nirmatrelvir et des mutations D155G et P323L dans la RdRp (nsp12) sans lien avec une réduction de
sensibilité au remdesivir ; nombreuses mutations dans la Spile associées a un échappement a la
neutralisation par 'ensemble des AcMc disponibles.



https://covdb.stanford.edu/

3.4 Interfaces avec les réseaux de surveillance nationaux ou internationaux

Contribution a la surveillance nationale en interface avec Santé publique France (échanges de données, périodicité,
analyse commune) ou d’autres réseaux nationaux de surveillance le cas échéant

Contribution aux réseaux de surveillance internationaux, en particulier européens (ECDC) : lister les réseaux
auxquels le CNR et ses laboratoires associés participent et leur contribution (expertise, envoi de données, de
souches, ...)

3.4.1  Contribution a la surveillance nationale en interface avec Santé publique France

Pendant la période de surveillance active, les données de la surveillance virologique issue des réseaux Sentinelles
et RENAL pour la région Nord et la région Sud sont compilées par le Centre coordonnateur du CNR (CNR-IPP) et
transmises de fagon hebdomadaire a Santé Publique France. Ces données sont ainsi mises en commun avec les
données de surveillance du réseau Sentinelles et les données collectées par SpF (réseau OSCOUR, surveillance
des cas graves, etc..). Ces données hebdomadaires sont analysées et font I'objet d’'une évaluation des tendances
lors d’'une discussion téléphonique hebdomadaire dans la perspective de la rédaction du bulletin hebdomadaire de
SpF et de la transmission des données au réseau européen EISN/ECDC.

Depuis I'année 2023, les données du réseau SOS Medecin ainsi que les données du réseau de laboratoires privés
RELAB sont aussi collectées et analysées parles CNR de I'nexagone. Ces réseaux adresssent a leurs Laboratoires
correspondants (organisation CNR nord et CNR sud) des echantillons pour mise en culture des virus respiratoires.

Dans le cadre de la pandémie de COVID-19, les laboratoires du CNR se sont adaptés aux multiples évolutions des
modalités de centralisation des données. Des interactions réguliéres avec SpF concernant la surveillance du
SARS-CoV-2 ont été mises en place a partir de juin 2020 de fagon hebdomadaire. Suite a 'émergence des variants
du SARS-CoV-2 en janvier 2021 et la mise en place du consortium EMERGEN pour le séquencage, des réunions
hebdomadaires ont été organisées entre les 4 plateformes publiques de séquencage. Le CNR-HCL a également
réguliérement participé aux réunions des laboratoires de 'ANRS AC43 également impliqués dans le séquengage
dans le cadre du consortium EMERGEN. Des interactions, notamment via la SFM ont également eu lieu avec les
laboratoires publics et privé en charge du diagnostic et du dépistage afin d’harmoniser l'interprétation des résultats
des tests de RT-qPCR.

Enfin, la surveillance syndromique Bronchiolite est renforcée, avec la surveillance genomique par séquencage
des VRS qui va étre réalisée en complément de la surveillance par détection et sous-typage.

Ces données influenza, SARS-CoV-2 et VRS sont colligées pour étre envoyées a 'ECDC sur une base
hebdomadaire.

3.4.2  Contribution aux réseaux de surveillance européens

Le CNR-IPP et le CNR-HCL font partie du consortium AURORAe piloté par 'TECDC et coordonné par le RIVM,
Pays-Bas, mis en place en 2022. L'objectif du projet AURORAe est de fournir un soutien aux activités et un
renforcement des capacités des laboraroires de I'UE/EEE et de la région OMS-EURO pour les analyses
microbiologiques sur le SARS-CoV-2 et les virus influenza.

Le CNR-IPP intervient plus spécifiquement comme co-coordinateur des WP2 et WP3 du consortium. Dans le cadre
du WP2 (capacités bioinformatiques), le CNR-IPP a contriibué a 'organisation et I'analyse des résultats d’'un EQA
bioinformatique visant a évaluer les performances des laboratoires en termes de séquengage et d’analyse
bioinformatique des séquences pour les virus influenza et le SARS-CoV-2. Dans le cadre du WP3 (capacités




laboratoire), le CNR-IPP a notamment contribué a la mise en place des procédures pour I'apport d'un soutien pour
I'analyse de prélévements ou de souches virales aux laboratoires qui en feraient la demande et apporté un soutien
technique en ligne a un laboratoire.

Le CNR-HCL est associé au RIVM pour la préparation des EQA influenza pour le réseau de 'ECDC ERLI-net, dans
le cadre du consortium AURORAe. Ce contréle de qualité porte sur :

o tests moléculaire de détection typage et sous-typage

e isolement et caractérisation antigénique et génétique

o test de sensibilité aux inhibiteurs de la neuraminidase)
Le CNR-IPP est également intervenu dans ce cadre en 2023 pour la vérification de la sensibilité aux INA pour deux
échantillons du panel en amont de sa distribution.

Le CNR-IPP contribue a 'analyse de I‘efficacité vaccinale par clade et sous-clade pour les virus influenza et pur le
SARS-CoV-2 dans le cadre du projet iMove/iMove+ puis projet VEBIS financés par I'UE puis par I'ECDC.

Réseau GIHSN : le CNR HCL est associé au réseau de surveillance hospitalier international soutenu par la
foundation for Influenza reasearch, en lien avec 'OMS. Il coordonne les analyses virologiques réalisées par les
laboratoire du reseaun et participe a la mise en place de procédures de séquencage dans les laboratoires
participant au réseau (webinaires, et laboratoire de recours).

Le CNR partage les données agrégées du VRS du réseau RENAL avec le RIVM dans le cadre du projet Européen
IMI PROMISE. L'objectif est la mise en place de I'ossature du systéme de surveillance du VRS Européen. Ce
systéme une fois mis en place sera pris en charge par 'lECDC a horizon 2024. La France est I'un des principaux
pays contributeurs autant en termes de données que d’expertise depuis le début du projet en 2023. Le bulletin est
accessible au lien suivant: Electronic Fortnightly Bulletin - Promise (imi-promise.eu). Le groupe de travail se réunit
une fois par mois en ligne.

Le CNR participe au Genotype Working Group Européen piloté par RIVM dans le cadre du projet Européen IMI
PROMISE. L'objectif est de partager I'expérience, des échantillons et les protocoles de séquengage NGS VRS. Ce
groupe de travail se réunit une fois par mois et regroupe les principaux centres européens experts en séquengage
du VRS.

3.4.3  Contribution aux réseaux de surveillance de 'OMS et autres réseaux globaux

Les laboratoires du CNR-HCL et -IPP font partie du Global Influenza Surveillance and Response System
(GISRS) du Global Influenza Program (GIP) de FOMS. L'OMS a accés aux données du CNR par lintermédiaire du
fichier TESSy pour les CNR-IPP et -HCL.

Les laboratoires du CNR-HCL et -IPP font partie du Global Influenza Surveillance and Response System
(GISRS) du Global Influenza Program (GIP) de 'OMS. L'OMS a accés aux données du CNR par 'intermédiaire du
fichier TESSy pour les CNR-IPP et -HCL.

Les laboratoires du CNR sélectionnent un échantillonnage de souches isolées (IPP, HCL) ou de prélevements
(IPP) d'intérét (prélévements ou souches de patients hospitalisés ou vaccinés) mais aussi de prélévements ou
souches représentatifs de la circulation (différentes origines géographiques et différents types et sous-types viraux
détectés) au cours de la saison de surveillance. Ceux-ci sont envoyés par les CNR-IPP et -HCL au CCOMS de
Londres avant les réunions OMS de détermination de la nouvelle composition vaccinale en février et septembre et
par le CNR-IPG au CCOMS d'Atlanta.

Le CNR-HCL a effectué un envoi en décembre 2021 d’'une sélection d'isolats du début de la circulation des virus
grippaux en métropole et aussi en provenance de La Réunion (1 A H3N2) et de Mayotte (7 A H3N2). Pour les virus
isolés en métropole dans la surveillance communautaire et hospitaliére la sélection a porté sur 5 isolats A(H3N2)



https://imi-promise.eu/surveillance/electronic-fortnight-bulletin/

et 14 isolats A(HIN1)pdm09. Parmi les virus A(H1N1)pdm09 4 virus ont été cultivés sur cellules MDCK et sur ceufs
de poule embryonnés et les 2 productions ont été envoyées au CCOMS.

Pour la saison 2022/2023 le CNR-HCL a sélectionné des isolats de la surveillance en métropole dont 4 virus
A(H1N1)pdm039, 15 virus A H3N2 et 6 virus B-Lignage Victoria. Un des virus A/ H3N2 avait été isolé sur ceufs de
poule embryonnés. Nous avons également sélectionné des isolats en provenance de La Réunion (2 A-
H1N1)pdm09 et 1 A/H3N2) détectés en septembre-octobre 2022. Ces isolats ont été envoyés au CCOMS en
décembre 2022.

Le CNR-IPP a efffectué les envois suivants au CCOMS de Londres :

Saison 2021-22
- décembre 2021 : A(H1N1)pdm09 14 prélévements et 7 isolats ; A(H3N2) 10 prélévements et 8 isolats
- juillet 2022 : A(H1N1)pdm09 14 prélévements; A(H3N2) 14 prélévements ;
- septembre 2022 : A(H3N2) 5 prélévements et 6 isolats

Saison 2022-23
- novembre 2022 : A(H1N1)pdm09 8 prélévements et 9 isolats ; A(H3N2) 9+4 prélévements et 9+2 isolats ;
B-Victoria 5 prélévements et 4 isolats
- juillet 2023 : A(H1N1)pdm09 15 prélévements et 15 isolats ; A(H3N2) 14 prélévements et 14 isolats ; B-
Victoria 15 prélévements et 15 isolats

Par ailleurs, les laboratoires du réseau GISRS de 'OMS sont tenus de participer aux contréles qualité externe
organisés par 'OMS depuis 2007.

Le CNR-HCL et le CNR-IPP ont ainsi participé avec succés aux EQAP (External Qulaity Assessment Program) de
I'OMS en 2021 pour la détection des virus influenza et du SARS-CoV-2 par RT-PCR (panel 20) ainsi qu'en 2022
pour la détection des virus influenza et du SARS-CoV-2 par RT-PCR et de I'évaluation génotypique et
phénotypique de la sensibilité des virus influenza aux antiviraux (panel 21). Le CNR-IPP a également participé en
2021 a 'EQA organisé par 'OMS pour la détection et le typage moléculaire du VRS.

Le CNR-HCL et sa plateforme de séquencage GENEPII joue le role de laboratoire central pour le réseau du Global
Influenza Hospital Surveillance Network (GIHSN) assurant le séquencage et lintégration des données de
séquencage réalisés par les laboratoires du GIHSN. Au cours de lhiver 22-23, l'analyse des données
phylogénétiques des virus détectés dans le réseau pour lesquels une oxygénothérapie a été nécessaire (formes
grave) n'a pas pu objectiver de lignage ou de marqueur moléculaire associé a un risque plus élevé de faire une
forme sévére. Un rapport d’activité a été transmis a 'OMS préalablement a la réunion pour la décision de la
composition vaccinale.

IPG (Institut Pasteur Guyane)

Les résultats des analyses réalisées par le CNRVIR-LA-IPG, sont pour chacun des prélévements recus au CNR
communiqués par télétransmission, liaison apicrypt, fax voire, messagerie sécurisée Bluefiles au médecin et/ou au
laboratoire ayant adressé le prélevement.

Par ailleurs, chaque semaine pour la Guyane ou dés qu'ils sont disponibles pour les Antilles, les résultats sont
adressés aux ARS (ARS Martinique, ARS Guadeloupe ou ARS Guyane) et cellules SpF (Antilles ou Guyane)
concernées sous forme de fichier informatique, envoyé par messagerie électronique (en cas de données
identifiantes cet envoi est réalisé par messagerie sécurisée Bluefiles).

Comme le CNR-HCL et le CNR-IPP, , le CNRVIR-LA IPG fait partie Global Influenza Surveillance and Response
System (GISRS) du Global Influenza Program (GIP) de 'OMS. L’'OMS a accés aux données du CNRVIR-LA IPG
par l'intermédiaire d’une saisie des données en ligne pour I'lPG.




Dans le cadre de ce réseau, une sélection de souches de virus influenza représentatives et/ou d'intérét est envoyée
de fagon au minimum annuelle par chacun des CNR au CC-OMS correspondant :

Le CNRVIR-LA IPG a ainsi envoyé au CC-OMS au CDC d'Atlanta : en juin 2022, 30 échantillons respiratoires en
juin 2022 (9 A(H1N1)pdm09 et 21 A(H3N2)) , en février 2023, 21 échantillons respiratoires de Guyane (14
A(HIN1)pdm09 et 2 A(H3N2), et 5 B-VIC) et en juin 2023, 24 échantillons respiratoires (13 de Guyane et 11 des
Antilles) : 10 A(HIN1)pdm09, 4 A(H3N2) et 10 B-VIC.

De méme les laboratoires NIC sont tenus de participer aux controles qualité externe organisé par 'OMS depuis
2007.

Le CNRVIR-LA IPG a ainsi participé avec succes en 2021 au “WHO External Quality Assessment Programme for
Detection of Influenza Virus / SARS-CoV-2 by RT-PCR* (EQAP) panel 20 et en 2022 au “WHO External Quality
Assessment Programme for Detection of Influenza Virus / SARS-CoV-2 by RT-PCR* (EQAP) panel 21. LEQAP
2023 panel 22 est en cours.

CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion

Transmission hebdomadaire des résultats positifs des virus respiratoires (Multiplex Allplex Seegene : grippe, VRS,
rhinovirus, para-influenzae, coronavirus humains, métapneumovirus, Bocavirus, entérovirus, adénovirus,
GenExpert grippe/VRS) .

Transmission sur Emergen de nos séquences.

3.5 Enquétes ou études ponctuelles concourant a la surveillance

IPP (Institut Pasteur Paris)

Le CNR-IPP a analysé les sérums des points de mesure S42-2021 et S11-2022 de I'étude SERPICO réalisée en
lien avec SpF ,visant a évaluer I'évolution de la séroprévalence vis-a-vis du SARS-CoV-2 en France au plan de la
distribution géographique et en fonction des tranches d’age. Les analyses par tests LuLISA anti-N et anti S et par
pseudoneutralisation on permis d'observer la forte augementation de la séroprévalence suite a lavaccination dans
les tranches d'age éligibles a la vaccination ainsi qu’une progression de la séropréviaence chez les jeunes enfants
entre les semaines S42-2021 et S11-2022 attribuable & une infection suite a la vague de circulation du SARS-CoV-
2 liée a I'émergence du variant Omicron.

CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion

Impact of SARS-CoV2 and public health measures on seasonal respiratory viruses in Réunion Island. En cours
d'écriture.




4. Alertes

HCL (Hospices Civils de Lyon)

4.1 Analyse virologique de cas groupés d’infection respiratoire

Au cours de la saison 2021-22, nous avons été sollicités pour l'investigation de 7 épisodes d'IRA en EHPAD:

*Le Puy en Velay 43000 : Détection Positive de Rhinovirus pour 6 patients.
* Cazaubon 32150 : Détection Positive de Rhinovirus pour 2 patients.

* PEGOMAS 06580 : Détection Positive de Rhinovirus pour 4 patientes.
* St Peray 07130 : Détection Positive de Rhinovirus pour 12 patients.

* THONON-Les BAINS 742002 : Détection Positive de Rhinovirus pour 5 patientes et un cas de co-infection :
Rhino+hMPV

Pour ces 5 épisodes la détection de SARS-CoV2, Grippe, VRS et métapneumovirus était négative, a I'exception du
cas de double détection a Thonon-les-Bains. Pour les 2 épisodes ci-dessous I'épidémie de grippe a été confirmée.

* Grenoble 38000 : Détection de virus grippal A H3N2 pour les 6 patients.
* Roanne 42300 : Détection de virus grippal A H3N2 pour 6 patients et Rhinovirus pour 1 patient.

Nous avons détecté du virus grippal A (4 virus HIN1 et 1 virus H3N2) au cours d'une épidémie déclarée dans une
unité militaire de Cote d’Ivoire.

En mai 2022, une épidémie de grippe A H3N2 sur un navire de 'armée (Brest) a été confirmée. Epidémie de grippe
A H3N2, personnel vacciné (formulation 2021-22).

Les 4 isolats sont antigéniquement identiques et sont apparentés a la souche A/Darwin/9/2021 (clade 3C.2a1b.2a2)
différente de la souche vaccinale A/Cambodia/e0826360/2020 (clade 3C.2a1b.2a1).

En juillet 2022, nous avons été contactés pour un cluster d'infection respiratoire dans une colonie de vacances avec
au total 22 enfants et 7 encadrants malades. Les symptdmes décrivent de la fiévre, myalgie, toux grasse, asthénie,
maux de gorge, céphalées mais aucun cas grave. Nous avons réceptionné de 11 prélévements respiratoires (7
enfants dont 2 échantillons pour un des enfants - 3 animateurs).

Il s’agit d’'un Cluster de Virus Grippal A H3N2. Le virus a été détecté dans tous les échantillons.

En complément, le virus SARS-CoV2 a bien été retrouvé pour les 2 enfants diagnostiqués soit par PCR soit par test
antigénique. Pour ces 2 enfants co-détection de SARS-CoV2 + Virus Grippal A.

Nous avons également recherché les autres virus respiratoires : Rhinovirus — Virus Grippal B — VRS -
métapneumovirus — Parainfluenzavirus — coronavirus humain saisonnier. Toutes les recherches sont négatives.

Au cours de I'hiver 2022-23, nous avons investigé 4 épisodes d’IRA en EHPAD. Pour 2 établissements il s’agissait du
virus grippal A H3N2 (Marseille et Rennes) pour les 2 autres établissements nous avons mis en évidence du VRS
(Lyon) et du Rhinovirus (Tournon).




IPP (Institut Pasteur Paris)

Le CNR-IPP a été sollicité en mars 2023 pour 'analyse des virus dans le cadre d’'un cluster de grippe dans le service
de néphrologie du CHU de Dijon. Les virus analysés pour 5 prélévements étaient des virus A(H3N2) du clade
3C.2a1b.2a.2 dominant en France au cours de la saison 2022-23. Les virus des 5 prélévements étianet identiques
enntre eux pour la HA, suggérant trés fortement un seul événement d’introduction du virus dans ce service.

4.2 Analyse virologique des virus émergents

* Coronavirus respiratoire du Moyen-Orient (MERS-CoV)

2021-22

CNR-HCL : Suspicion chez un patient hospitalisé a ANNECY. Les 2 échantillons respiratoires (prélévement naso-
pharyngé et expectoration) ont été testé a l'aide du Kit de détection syndromique (BioFire). Les résultats étaient
négatifs pour 'ensemble des pathogénes.

CNR-IPP : Suspicion chez une patiente hospitalisée de retour du Maroc. Prélévements négatifs pour 'ensemble des
virus respiratoires recherchés.

2022-23

CNR-HCL: Suspicion MERS-CoV chez un patient de retour des Emirats Arabes Unis (Abou Dhabi) hospitalisé a
ANNECY. Les résultats du test syndromique (BioFire) ont identifié un virus Grippal A (H1N1)pdm09.

Suspicion MERS-CoV chez un patient de retour de pélerinage a La Mecque hospitalisé a Oyonnax. Les 2
échantillons respiratoires (prélévement naso-pharyngé et expectoration) testés étaient négatifs pour 'ensemble des
pathogénes (BioFire).

CNR-IPP : aucune demande d'analyse pour suspicion de MERS-CoV

*Virus influenza aviaires

2021-22

CNR-IPP : Suspicions chez deux patients avec un contact avec élevages de volaille contaminés ou des oiseaux -
détection d’un virus de grippe saisonniere A(H3N2) pour 'un des cas

2022-23

CNR-IPP : Multiples demandes pour recherche de grippe aviaire chez des patients exposés a des oiseaux
domestiques vivants au morts dans le contexte de I'épzootie a virus H5N1 sur le territoire. Les analyses ont porté sur
les prélévements de 9 patients hospitalisés dont certains admis en réanimation, et de 2 patients adressés par des
LABM suite & une exposition rapportée. Un virus respiratoire saisonnier (HIN1pdm09, H3N2, hRV) a été détecté dans
3 cas. Pour tous les autres cas les prélévements testés étaient négatifs pour I'ensemble des virus respiratoires
recherchés.




5. Activités de mise a disposition de I'information, de formation et de conseil

5.1 Conseil et expertise aux professionnels de santé

Bruno Lina

Emerging of SARS-CoV-2 variants and vaccination, 31st EADV Congress, Milan,,7-10 septembre 2022
Annual Presentation of GIHSN Season Results, webinaire Fondation de France — GIHSN, 18 octobre 2022
Quels seront les médicaments de demain ? Forum santé Innovation, Lyon, 8 novembre 2022

Influenza vaccine in the COVID era. ERS Vision LIVE, webinaire, 22 novembre 2022

Surveillance virologique : PCR multiplex, intéréts et limites, 42¢ RICAI, Paris, 13 decembre 2022

COVID-19, bilan et prespective — produire des connaissances scientifiques en temps de crise, ANR &ANRS-
MIE, Paris 2 fevrier 2023

One health, QCMD international advisory meeting, Glasgow, 22 fevrier 2023
COVID-19 — an IV, webinaire SMHP , 17 mars 2023
Grippe, se préparer a la future pandémie, Podcast Zootopique, webinaire, 12 avril 2023

Why PCR should be preferentially used given the low sensitivity of antigen tests, 33 ECCMID, Copenhague, avril
2023

Adult vaccination strategies : advances in prevention and its challenges, Fundation Bamberg, Berlin, juin 2023

Jean-sébastien Casalegno

Webinar Société Frangaise de Microbiologie, Online. Les enjeux du diagnostic des infections a VRS Aujourd’hui et
demain. Janvier 2023.

Congreés Société Frangaise de Microbiologie, Montpellier. Impact de la pandémie de Covid-19 sur I'épidémie de
VRS. Octobre 2022.

GPIP Groupe de Pathologie Infectieuse Pédiatrique, Montpellier. RSV 21/22 Season what is to be expected ? Juin
2021.

Sylvie van der WerfSymposium Grippe et Virus respiratoires (18¢ congres de la SFM). Chair Session 4 Risque
zoonootique, Modératrice. Octobre 2023.

EVA Global Biobanking Course. Quality and examples of viral biobanks, role, organization, sustainability — the
example of the NRC for Respiratory Viruses. Septembre 2023.

International Influenza and SARS-CoV-2 Genomic Sequencing Course (WHO-EURO/CDC). Genomic sequencing in
the One Health area in support of risk assessment. Aodt 2023.

EVA Global Biobanking Course. Viral biobanks, role, organization, sustainability — the example of the NRC for
Respiratory Viruses. Juin 2022.

Etienne Simon-Loriere




Réunion annuelle des partenaires de la surveillance des IRA en médecine de ville.
Présentation sur la circulation des virus influenza saison 2022-23. Saint-Maurice, 19 juin 2023

Symposium Grippe et Virus respiratoires (18¢ congrés de la SFM). Evolution des virus influenza depuis la pandémie.
Octobre 2023.

Journée influenza de 'académie vétérinaire de France. Le risque zoonotique des virus influenza. Octobre 2023

Marie-Anne Rameix-Welti

2ieme PIP Meeting Pediatric Imnmunology Program: Workshop on Respiratory Syncytial Virus, Fontenay aux roses —
CEA Saclay “RSV viral factories” Juin 2023

18e congrés de la SFM, Rennes Nouveaux traitements anti-VRS Octobre 2023
Vincent Enouf

Webinaire_Pasteur_enseignement / COVID-19 : Veritable enjeu de sante publique, Paris, 11 mai 2023
RENAL / Reseau des Laboratoires Hospitaliers. Seminaire scientifique grippe SpF, Saint-Maurice, 21 octobre 2022

Comment valider des tests diagnostiques dans I'urgence d’'une pandemie, Pharma Licensing Club France (PLCF),
Paris, 30 novembre 2021

CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion

Manuel de prélévement du CHU (en ligne) pour les recommandations des prélévements, information CNR
Réunion annuelle avec le réseau sentinelle organisée par SpF.

Présentation a la réunion annuelle du réseau des médecins sentinelle ‘Impact du SARS-CoV-2 sur la circulation des
virus respiratoires » 3 novembre 2022.

Présentation aux Journées Réunionnaises d'Infectiologie ‘Impact du SARS-CoV-2 sur la circulation des virus
respiratoires » 19 novembre 2022.

Mise en place des automates d'ID Now de biologie délocalisée dans les services d’urgences du CHU nord et sud.
Formation des utilisateurs (médecins, IDE).

5.2 Conseil et expertise aux autorités sanitaires

Bruno LINA :

Participation au CS covid-19 de Mars 2020 a Juillet 2022
Participation au COVARS depuis septembre 2022

Expert externe de la Haute Autorité de Santé — vaccins COVID (2022)
Expert externe HAS - Anticorps monoclonaux SARS-CoV-2 (2022)

Jean Sebastien CASALEGNO




Participation au Workshop on RSV surveillance organisé par SSI, RIVM and ECDC, online. 2021.
Objectif : Mise a jour des recommandations pour la surveillance du VRS au sein de I' EU/EEA.
Expert externe HAS - Nirsevimab (Juillet 2023)

Sylvie van der Werf

Membre du Groupe de travail permanent « grippe-coronavirus» de la Commission spécialisée Maladies
transmissibles du Haut Conseil de Santé Publique jusqu’'au 12/12/2022

Membre du « Groupe Grippe » de la DGS jusqu’au 12/12/2022 : présentation « Bilan virologique grippe saison
2021/2022 », Paris, 7 avril 2022

Expert ponctuel HAS : évaluation des tests antigeniques salivaires pour la detection du SARS-CoV-2, février 2022
Membre du groupe de travail « SARS-CoV-2 virus characterisation » de 'TECDC/WHO Euro

Participation et Présentation : « RSV surveillance in France » au workshop « Next steps for RSV surveillance in
Europe » ECDC RESCEU Meeting. Objectif mise & jour des recommandations pour la surveillance du VRS au sein de
I EU/EEA. On-line, 25 October 2021

Directeur du Laboratoire de Référence de 'OMS pour le SARS-CoV-2 jusqu’au 12/12/2022
Directeur du Laboratoire de Référence de 'OMS pour les virus H5 jusqu’au 12/12/2022

Membre du groupe de travail SARS-CoV-2 virus evolution de 'OMS (jusqu’en novembre 2021) puis membre expert
du Technical Advisory Group on SARS-CoV-2 Virus evolution (TAG-VE) de TOMS

Expert pour 'OMS pour 'évaluation des virus Swine H1 virus 1C lineage (Eurasian avian lineage), Avian H5N1 clade
2.3.4.4b, Avian H3N8 & l'aide de 'outil TIPRA (Tool for the Influenza Pandemic Risk Assessment)

Expert pour 'OMS : Panelist Session 4 “GISRS development and pandemic preparedness” 2nd WHO Global
Consultation on the Integrated Sentinel Surveillance of Influenza and SARS-CoV-2 and the Development of GISRS
Plus (virtual meeting), On-line, 12-14 October 2021

Expert pour 'OMS : Chair Plenary | and Panelist Moderated discussion Session “Needs and gaps in resilient respiratory
virus surveillance”. WHO Global Consultation on “Crafting the Mosaic”: Resilient surveillance systems for respiratory
viruses of pandemic potential, , Geneva, 10-12 May 2022.

Expert pour 'OMS : Panelist Discussion 4 “Technical implications of expanding GISRS” WHO Meeting of the Global
Influenza Surveillance and Response System (GISRS) - From 70th Anniversary to 100 Years, Belfast, 24-25
September 2022

Etienne Simon-Loriére

Bilan de la campagne de vaccination grippe, Paris, 20 avril 2023.

Présentation sur la circulation des virus influenza saison 2022-23 pour le Bureau Santé des Populations et politique
vaccinale, Direction Générale de la Santé.

IPG (Institut Pasteur Guyane)

Le CNRVIR-LA IPG apporte son expertise aux instances de santé publique régionales, nationales voire internationales

o Activités de conseil et expertise aupres des ARS Martinique, Guadeloupe, Guyane, et des cellules Antilles et
Guyane de Santé publique France

e Membre du Comité maladies infectieuses émergentes (CMIE) en Guyane

o Participation a I'Atelier sur le programme commun de veille sanitaire transfrontaliére Guyane (France) — Etat
fédéral d’Amapa (Brésil) — 02/02/2022




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

Bruno LINA
Nombreuses participation a des reunion publiques de vulgarisation sur le COVID - 19
Intervention devant I'Académie de Medecine (evolution du SARS-CoV-2)

Nombreuses interventions dans les médias (audiovisuel, radio et ecrite) sur le SARS-CoV-2

IPP (Institut Pasteur Paris)
Les membres du CNR-IPP ont régulierement donné des interviews pour la presse écrite, en ligne et audiovisuelle.

S. van der Werf : Le Monde, Libération, Le Pint, La Tribune, Heidi News, Epsiloon,AFP Fast checking, Notre Temps,
France 5 ; =170 retombées selon le bilan presse de I'Instiut Pasteur — audience = 10 millions

Vincent Enouf: BFM TV, CNEWS, France Inter, France Info, Le Figaro, Ouest France, Santé Magazine : = 700
retombées selon le bilan presse de I'Instiut Pasteur — audience = 30 millions

Etienne Simon-Loriére : Le Parisiien, Télégramme, Notre Temps, Ouest France, Science et Avenir ; = 80 retombées
selon le bilan presse de I'Instiut Pasteur — audience = 4 millions

Marie-Anne Rameix-Welti : BFMTV.com, Le Monde ; 20 retombées selon le bilan presse de I'Instiut Pasteur — audience
=~ (0,4 millions

IPG (Institut Pasteur Guyane)

Le CNRVIR-LA IPG regoit des demandes d'informations, de la part de différents médias mais aussi de particuliers.

Participation de D Rousset et A Lavergne sur Guyane la 1ére radio a une émission de « Fo Zot Savé » sur les
Emergences virales - Emission 10h -11h le 05/03/2022

D. Rousset : Interview Guyane la 1¢% (journal Télévisé + radio) le 05/03/2022 : SARS-CoV-2 situation épidémiologique
et évolution génétique




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 uniquement celles
ayant un lien direct avec les missions et activités du CNR

CNR - HCL :Les activités de recherche ont éte décrites dans le dossier de renouvellement du CNR.

Lors de I'année en cours, plusieurs projets en collaboration notamment avec TANSES ont été mie en place (CovEvol)
avec pour but d’analyser la dynamique evolutive comparée des coronavirus responsabels d'infections chez I'animal et
chez 'homme. Des pipelines d’analyse (phylodynamique evolutive) appliqués ont été comparés et la dynamique
évolutive virale est en cours d’'analyse.

CNR-IPP:

Pour la période jusqu'au 31/12/2023, les travaux menés dans I'unité de Génétique Moléculaire des Virus Respiratoires
diigée par le Pr Sylvie van der Werf a laquelle le CNR-IPP était rattaché, ont été poursuivi comme décrit dans le
rapport pur la période 2019-21.

Les axes de recherche poursuivis ont concerné principalement :

- L’étude des déterminants de restriction dhéte et de transmisison interespéces et l'identification de nouvelles
cibles tthérapeutiques par des approches d'interactomique comparée appliquéesaux virus influenza et au
SARS-CoV-2.

- L’étude des décencheurs de la réponse innée pour kes virus influenza et les variants du SARS-CoV-2

- Les études sur l'origine du SARS-CoV-2 par I'analyse des caractéristisues de sarbecovirus détectés et/ou
isolés chez les chauve-souris.

Par ailleurs, en lien direct avec les activités du CNR, les études ont été poursuivies dans le cadre de différents cohortes
cliniques ou de modeées précliniques en termes de :

- Epidémiologie moléculaire
- Evaluation de caractéristiques génétiques ou phénotypiques particulieres
- Immunité post-infection, post-vaccinale et évaluation de de la sensibilité aux antiviraux

Les autres activités de recherche menées par Etienne Simon-Loriére et Marie-Anne Rameix-Welti ont été décrites
dans le dossier de renouvellement du CNR.

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

HCL (Hospices Civils de Lyon)
Publications internationales

2023




Barateau V, Peyrot L, Saade C, Pozzetto B, Brengel-Pesce K, Elsensohn MH, Allatif O, Guibert N, Compagnon C,
Mariano N, Chaix J, Djebali S, Fassier JB, Lina B, Lefsihane K, Espi M, Thaunat O, Marvel J, Rosa-Calatrava M,
Pizzorno A, Maucort-Boulch D, Henaff L, Saadatian-Elahi M, Vanhems P, Paul S, Walzer T, Trouillet-Assant S,
Defrance T. Prior SARS-CoV-2 infection enhances and reshapes spike protein-specific memory induced by
vaccination. Sci Transl Med. 2023 Mar 15;15(687):eade0550.

Casalegno JS, Bents S, Paget J, Gillet Y, Ploin D, Javouhey E, Lina B, Morfin F, Grenfell BT, Baker RE; VRS study
group in Lyon. Application of a forecasting model to mitigate the consequences of unexpected RSV surge: Experience
from the post-COVID-19 2021/22 winter season in a major metropolitan centre, Lyon, France. J Glob Health. 2023
Feb 3;13:04007.

Colosi E, Bassignana G, Barrat A, Lina B, Vanhems P, Bielicki J, Colizza V. Minimising school disruption under high
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7. Coopération avec les laboratoires de santé animale, de sécurité sanitaire des
aliments, environnementaux

Coopération / Sté animale

Dans le contexte de I'extension de I’épizootie aviaire par les virus A(H5N1) de clade 2.3.4.4b avec une adaptation aux
mammiféres (plus de 40 espéces touchées), le CNR s'est organisé pour disposer d’outils permettant de détecter
d’éventuels cas de transmission humaine par ces virus. Le LNR influenza aviaire (Dr Béatrice Grasland, Dr Eric Niqueux,
Pr Nicolas Eterradossi, ANSES Ploufragan) a partagé des réactifs et des outils avec le CNR (IPP et HCL).

- de'’ARN issu d'échantillon positif chez la volaille ?

- du virus infectieux influenza aviaire hautement pathogéne (IAHP) A/chicken/France/D2107428/2021 (H5N1)
(génotype FR2) amplifié a partir d'un virus détecté chez le poulet fin 2021 (Numéro d’accession dans GISAID :
EPI11949887 a EP11949894)

- des sérums de poulet préparés a partir de 'antigene homologue

Les échanges ont été fait dans le cadre d’un accord de « material transfert agreement »; chaque laboratoire CNR (HCL et
IPP) a regu 2 cryotubes de virus infectieux et 2 cryotubes de sérum de poulet préparés a partir de I'antigene homologue.

De plus; le LNR (Dr Béatrice Grasland) a communiqué au CNR HCL (Dr Vanessa Escuret) les procédures utilisées pour
la détection des virus aviaires porteurs d'une H5. Ces outils ont été adaptés aux procédures, réactifs et matériels
disponibles au CNR HCL.

Le CNR HCL a pu vérifier que ces outils de détection par RT-PCR (ciblant M FIuA universelle, H5 et N1) sont bien
performants pour la détection du virus A(H5N1) fourni. L’outil H5 mis en place a aussi permis de détecter des virus porteurs
de H5 dans les EQA auxquels le CNR a participé.

Le CNR-IPP a également vérifié que les RT-gPCR mises en place au prélable pour la détection des virus H5N1 aviaires
sont bien performantes pour la détection du virus H5N1 de clade 2.3.4.4b reponsable de I'épizootie en France.

Le virus Alchicken/France/D2107428/2021 H5N1) a été amplifié avec succés sur ceufs en laboratoire L3. Par contre la
production en cellules MDCK n’a pas abouti malgré plusieurs tentatives, suggérant que ce virus aviaire A(H5N1) reste
bien avant tout un virus aviaire non porteur de mutation d'adaptation a des cellules de mammiféres.

Au CNR-IPP le virus Alchicken/France/D2107428/2021 (H5N1) a pu étre amplifié et titré sur cellules MDCK, de méme
que le virus Alchicken/France/D005400/2020 (H5N8) précédemment fourni par le LNR influenza aviaire (ANSES,
Ploufragan).

Suite a la confirmation en décembre 2022 de l'infection par un virus influenza aviaire hautement pathogene (IAHP) H5N1
du clade 2.3.4.4b d’'un chat domestique vivant a proximité d'un élevage de canards infecté par ce méme virus dans les
Deux-Sévres, Nouvelle Aquitaine, les personnes exposées a I'élevage de canards ainsi que les personnes exposées au
chat domestique ont fait I'objet de prélévements de sérum pour recherche d'anticorps dirigés contre le virus
H5N1cl2.3.4.4b. L'analyse a été réalisée au CNR-IPP qui est également Centre de référence OMS our les virus H5.

Des tests d'inhibition de 'hémagglutination (IHA) ont été réalisés vis-a-vis des virus de grippe saisonniére H3N2 et
H1N1pdm 09 récents. A présence d’anticorps vis-a-vis des virus A(H1N1pdm09 ont été retrouvés uniquement pour un
des sujets vacciné qui présentait également des niveaux d’anticorps vis-a-vis des virus A(H3N2) compatibles avec la
vaccination. Pour les autres sujets, cerains présentaient des niveaux d’anticorps compatibles avec une infection antérieure
plus ou mins récent avec un virus A(H3N2). Les sérums ont également été analysés par test IHA en présence de globules
rouges de dinde et par test de microneutralisation en cellules MDCK vis-a-vis des virus A/chicken/France/D2107428/2021
(H5N1cl 2.3.4.4b), Alchicken/France/D005400/2020 (H5N8), ainsi que vis-a-vis du virus A/Vietnam/94/04 (H5N1) et
A/FPV/Rostock/1934 (H7N1) et A/Seal/Masschussets/1/80 issus de la collection de virus du CNR-IPP. Pour I'ensemble
des sujets exposés au chat ou a I'élevage de canrds infectés, les analyses ne sont pas en faveur d’une infection récente
par le virus H5N1cl2.3.4.4b.

A noter que bruno LINA est membre du Conseil Scientifique de '’ANSES depuis 2019.




CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion

Coopération avec le CIRAD, le laboratoire Vétérinaire Départemental de la Réunion dans le cas d'investigation de cas
humain de grippe aviaire.




8. Programme d’activité pour les années suivantes

Réseau RELAB

La mise en place de ce nouveau réseau basé sur les laboratoires communautaires doit permettre un recueil large de
I'épidémiologie des virus respiratoires en prolongeant et approfondissant les collaborations scientifiques et techniques
mises en place pendant la gestion de la crise COVID-19.

Ce réseau contribuera ainsi au suivi des épidémies virales SARS-CoV-2 et influenza, mais aussi de I'ensemble des
autres virus respiratoires dont le suivi épidémiologique est de plus en plus important en raison de I'amélioration des
techniques diagnostiques (multiplexage), de I'évolution des connaissances sur la sévérité des infections respiratoires
virales hors-influenza et du développement vaccinal et thérapeutiques (vaccins @ RNA dirigés contre de nombreux
virus respiratoires, anticorps et chimiothérapie anti-VRS, etc...).

Pour ce faire, le réseau doit permettre de générer de nouvelles données issues de résultats des LBM membres de ce
réseau et des échanges scientifiques qui viendront renforcer les capacités du CNR et du réseau sentinelles.

Les principales contributions seront les suivantes :

o Mise a disposition des données des tests respiratoires (pour analyses influenza, VRS, COVID) fait dans le
cadre du soin par les laboratoires partenaires. Ces données iront enrichir celles du réseau RENAL pour les
tests prescrit dans un contexte hospitalier et les données Sentinelles pour les tests prescrit en milieu
communautaire.

o Réalisation de tests supplémentaires en milieu communautaires pour assurer une couverture uniforme de
I'ensemble du territoire et un typage des souches influenza en quasi-temps réel.

o Lamise a disposition d’échantillons nasopharyngés pour des études phénotypiques ou génotypiques

Le réseau permettra une couverture encore plus large et précise de I'étude de la circulation des virus respiratoires en
milieux hospitalier et communautaire. Il visera en effet a assurer une couverture géographique plus large que le CNR
pourra réguler en fonction de I'évolution des besoins de surveillance. Le réseau envoie ses données sur le nombre et
les résultats des tests respiratoires, les types de tests utilisés ainsi que des informations cliniques (age, statut vaccinal,
présence de symptomes). Le rythme des remontés de données est hebdomadaire et pourra étre adapté en fonction
des besoins.

Ce réseau est aujourd’hui constitué de deux groupements de deux laboratoires : Cerballaince et Biogroup. Ces deux
groupements permettent dés aujourd’hui de couvrir largement I'ensemble du territoire frangais métropolitain (figures 1
a 3) et une partie des DOM-TOM (la Réunion, Mayotte). D'autres groupements de laboratoires privés seront invités a
rejoindre le réseau par la suite pour augmenter encore la couverture et I'exhaustivité des informations.




48 laboratoires de prélevement

= 1PMA Lille

= 7 sites techniques dont 4 Laboratoires
d'urgence

Nord Ouest

41 laboratoires de prélevement

= 2 PMA (Keraudren, Norm)

= 9 sites techniques dont 5 Laboratoires
d'urgence

71 laboratoires de prélévement

= 2PMA

= 1 Biologie Prédictive

* 14 sites techniques dont & Laboratoires
d'urgence

La Réunion

21 laboratoires de prélévement
= 1PMA
* 3sites

lle-de-France

= 145 laboratoires de prélévement

= 1PMA & Anthony

= 1 site BK P3 & Bligny

= 15 sites techniques dont 10
Laboratoires d'urgence

Centre Est

= 44 \aboratoires de prélévement

= 2sites PMA

= 1 agrément dépistage Trisomie 21
(Beaulieu)

= 9 sites techniques dont 5
Laboratoires d'urgence

= 97 laboratoires de prélévement
dont 1 ouvert 24h/24

* 1PMAa Toulon

= 12 sites techniques dont 6
Laboratoires d'urgence

Figure 37. Distribution des laboratoires Cerballiance au sein des régions de la métropole et a la Réunion

Le nombre de test, par semaine et région d'intérét, sera fixé par le CNR et pourra étre adapté, dans la mesure du

possible, en fonction des besoins de surveillance de leurs évolutions.

Pour chaque participant inclus, le recueil de la non-opposition et I'information aux patients seront réalisés par le

laboratoire.

Point d’avancement au 01/11/2023

e  Conformité MR004, étude inscrite au registre CNIL sous le numéro 23-5039
o Avis favorable du Comité Scientifique et Ethique des Hospices Civils de Lyon 23-5039

e Contrats tripartites (biogroup, cerballiance, HCL, IPP) signés
o 187 000 fiches patients dans la base

o 185 prélevements positifs recus (VRS et Grippe) depuis la semaine 40




HCL (Hospices Civils de Lyon)
Surveillance des résistances aux antiviraux

La mise en place de la surveillance des résistances aux NTV décrites dans le paragraphe ??? sera poursuivie avec
une évaluation de la sensibilité basale des souches ayant circulées depuis 2020. Cette étude facilitera I'interprétation
des futurs tests en permettant d’évaluer précisément la variabilité intrinséque de sensibilité aux seins des différents
variants.

Nous pourrons ainsi définir des seuils permettant le classement des souches de SARS-CoV-2 de sensibilité normale,
diminué ou trés diminué.

Enfin cette surveillance génomique et phénotypique sera mise en place pour d’autres molécules antivirales tel que le
remdesivir.

Analyses sérologiques

Le CNR-HCL évaluera la possibilité de développement de méthodologies haut débit moins consommatrices de sérum
et de temps pour I'ensemble des viroses respiratoires. Comme pour les antivirogrammes des techniques utilisant le
RTCA seront explorées pour obtenir des résultats de séroneutralisation pour la grippe mais également pour le SARS-
CoV-2.

Coordination d’'un EEQ national pour le séquengage du génome complet VRS.

Une vingtaine de laboratoires de virologie souhaite mettre en place en place le séquencage VRS d'ici fin 2024 dans le
cadre de la campagne d’administration du nirsevimab. Nous allons coordonner un EEQ pour valider les performances
de ces différents laboratoires. L'EEQ sera constitué de 6 prélevements préalablement caractérisés au CNR.

IPP (Institut Pasteur Paris) :

L'activité du CNR doit évoluer pour répondre a deux tendances majeures :

L'état de I'art permet aujourd’hui de produire des séquences complétes de virus rapidement, non seulement dans les
CNR, mais aussi dans les hdpitaux, et autres plateformes. Ces séquences sont partagées a des fins de surveillance
et d'alerte quasiment en temps réel que ce soit au niveau national ou international. En conséquence, le CNR se doit
réaliser une veille constante sur les séquences partagées et doit adapter son approche de tri et d'analyse des
prélevements positifs recus. En particulier, il faut définir une organisation selon laquelle les tests phénotypiques de
caractérisation sont réalisés sur la base de I'analyse des résultats du séquencage et non l'inverse. Cette approche est
encore a définir et optimiser pour les prochaines années.

Le VRS nécessite a présent une surveillance similaire a ce qui a été mis en place pour la grippe dans le passé. En
effet, la combinaison de l'arrivée sur le marché de moyens thérapeutiques nouveaux, et des possibilités de détection
et d’analyse accrues, crée de nouvelles exigences et nécessite d’adapter les services et analyses proposés par le
CNR.

Pour répondre a ces défis il est aussi nécessaire de repenser pour les CNR les flux d’examens, d'analyses et
d’information dans un environnement ou il est possible d’automatiser et moderniser beaucoup d'étapes encore
manuelles.

IPG (Institut Pasteur Guyane)

Pour I'année a venir, le CNRVIR-LA-IPG prévoit de mettre I'accent sur :




- Lapoursuite des efforts de restructuration du systéme de surveillance (ville comme hdpital) pour améliorer le
recrutement des prélévements et leur représentativité

- Lamise en place des techniques de séquengage complet technique NGS par technologie Oxford Nanopore
(MinION), pour les virus VRS et pour les virus influenza

CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion

N+1 : Finaliser la mise en place du CNR Associé :

- Finaliser la mise en place de la biotheque
- Séquencage du VRS
- Mise en culture cellulaire des virus




1. Annexe 1 : Missions & organisation du CNR

Rappelez ici les informations suivantes (pour la plupart déja disponibles dans votre dossier de candidature) en les
mettant si nécessaire a jour :

1.1 Missions du CNR et de ses éventuels laboratoires associés

Les 4 laboratoires du Centre National de Référence Virus des infections respiratoires (dont la grippe et le SARS-CoV-
2) ont en charge la surveillance des épidémies associées aux virus respiratoires.

Dans le cadre de leur mission de santé publique, les CNR HCL IPP et IPG, réalisent avec le CNR FG la surveillance
virologique de la circulation des virus grippaux et autres virus respiratoires responsables d'Infections Respiratoires
Aigués (IRA) en France et dans les territoires ultramarins, & la fois dans la population et en milieu hospitalier. lls
assurent également le suivi en termes d’ampleur et d'impact de la circulation du SARS-CoV-2, ainsi que des épidémies
de grippe saisonniére ou liées a d’autres virus respiratoires tels que le Virus Respiratoire Syncytial (VRS), le
metapneumovirus humain (hMPV) et les rhino-entérovirus (hRV) en s’appuyant sur le réseau Sentinelles pour la
surveillance en médecine de ville et le Réseau National des Laboratoires (RENAL) pour la surveillance a I'hdpital

A partir de la surveillance de 2023-2024, deux réseaux additionnels vont compéter la surveillance épidémiologique et
virologique : le réseau SOS médecins et le réseau de laboratoire priivés RELAB. Dans le cadre du réseau Global
Influenza Surveillance and Response System (GISRS), les laboratoires du CNR vont contribuer a la surveillance
antigénique et génétique des virus grippaux afin notamment d’'évaluer I'adéquation de la composition vaccinale avec
les virus grippaux circulants.

Les laboratoires du CNR ont également eu pour objectif d’apprécier I'évolution de la résistance naturelle aux antiviraux,
ou toute autre évolution des caractéristiques phénotypiques des virus.

En pratique, 'ensemble des activités de surveillance et de référence était réparti géographiquement sur le territoire :
en métropole, région nord pour le CNR-hexagone Nord (Unité de Génétique Moléculaire des Virus a ARN, Institut
Pasteur, Paris) et région sud pour le CNR-hexagone Sud (Laboratoire de Virologie Nord, Hospices Civils de Lyon,
Lyon) et dans les territoires ultramarins par le CNR-IPG, Cayenne (antilles-guyanne) etle CNR-FG pour l'ocean Indien.

Le mandat 2017-2022 a été marqué par I'émergence du SARS-CoV-2 fin 2019 et la pandémie de COVID-19.Les
laboratoires du CNR ont été mobilisés pour le suivi de I'évolution virale au plan génétique, par séquencgage a grande
échelle dans le cadre du consortium EMERGEN, a la mise en place duquel il a largement contribué. Le CNR restera
associé aux travaux du consortium EMERGEN, en maintenant I'effort de séquencage (au dela du SARS-CoV-2), afin
d’améliorer la surveillance des virus respiratoires.

Dans le contexte d’un risque pandémique lié aux virus respiratoires a potentiel zoonotique (notamment les virus
influenza aviaires et porcins), les laboratoires du CNR vont continuer a apporter leur expertise. Comme précédemment,
ils ont contribué a I'analyse virologique des prélévements en cas de suspicion d'infection par le MERS-CoV ou par des
virus influenza d'origine animale. Concernant les virus influenza aviaires, Dans un contexte de diffusion large de virus
A(H5Nx) dans les élevages et la faune sauvage en Europe et sur le territoire métropolitain, et de la survenue au plan
international de cas d'infection chez 'homme par différents sous-types, de virus influenza aviaires, A(H5N1), A(H5NG),
A(H5N8), A(H7N9), A(H10N3), A(H3N8), le CNR va travailler en étroite collaboration avec les LNR concernés (grippe
aviaire et grippe porcine) de 'ANSES a Ploufragan.

Tout au long de son mandat les laboratoires du CNR vont assurer les missions d'information, d’alerte et de conseil
aupres des autorités sanitaires nationales (SpF et DGS) et internationales (ECDC, OMS). lIs vont continuer a participer
aux groupes de travail et d’experts pour différentes les instances nationales et internationales.




1.2 Organisation du CNR et de ses éventuels laboratoires associés

HCL (Hospices Civils de Lyon)

CNR Virus Respiratoires JJ‘
(*Ted B UF 24840 = ﬁ
HOSFICES CIVILS Bruno LINA ¥ ,{.v ]L
Martine VALETTE )

Cadre de santé L. TRISTAN

BE LYOH

Biologistes

Martine VALETTE

Bruno LINA

Maude BOUSCAMEBERT

Vanessa ESCURET

Alexandre GAYMARD

Laurence JOSSET
Jean-Sébastien CASALEGNO

Techniciens

Gwendolyne BURFIM

Remi FANGET

Nomin OMBOODOI-LAFAYE
Clio SOCRATOUS

Lucie ROBIN

Ingénieur
Antoine OBLETTE

Cheffe de Projet

Mathalie BERGAUD

- j

Extrait du document « Organigramme |Al » NE-RH-DE-012-16

Noms et Prénoms Qualifications ETPT Org:;;lsjrrne
LINA Bruno Biologiste (PU-PH) 0,30 HCL
VALETTE Martine Biologiste (PA) 0,80 HCL
BOUSCAMBERT Maude Biologiste (PH) 0,40 HCL
ESCURET Vanessa Biologiste (MCU-PH) 0,10 HCL
JOSSET Laurence Biologiste (MCU-PH) 0,05 HCL
CASALEGNO Jean-Sébastien Biologiste (MCU-PH) 0,20 HCL
GAYMARD Alexandre Biologiste (PHU) 0,20 HCL
OBLETTE Antoine Ingénieur 1,00 HCL
THOMAS Céline Secrétaire 0,40 HCL
BERTHOT Géraldine/ TRISTAN Lionel FF Cadre de santé 0,25 HCL




BERGAUD Nathalie Chef de projet
broj 0,60 HCL
FANGET Rémi Technicien
1,00 HCL
SOCRATOUS Clio Technicienne
0,90 HCL
OMBOODOI-LAFAYE Nomin Technicienne
1,00 HCL
ROBIN Lucie Technicien
1,00 HCL
BURFIN Gwendolyne Technicienne
y 0,90 HCL
REGUE Hadrien Bioinformaticien
0,50 HCL
IPP (Institut Pasteur Paris)
AS,S_'STANTES Laboratoire associé au CNR Virus
Valérie GRANATA Respiratoires
Artemis MATRAKIS ~esp i
Institut Pasteur Paris
| RECHERCHE | ' _ -
Pr Marie-Anne Rameix-Welti, responsable
/ \ Dr Vincent ENOUF, responsable adjoint
us m3p Expert: Pr Sylvie van der Werf
Marie-Anne RAMEIX-WELTI, PUPH - ~ ~
AOUITI TRABELSI Myriam, IP, Technicienne Ingénieurs Techniciens
CHENANE Houssem, Paris Cité, PhD Flora DONATI, IP Léa AVON, IP
DIOT Cédric, UVSQ-Paris Saclay, Post-doctorant Séverine MATHEUS | IP Marion BARBET, IP
GAULT Elyanne, UVSQ-Paris Saclay et APHP, PU-PH \ S Marine BERNARD, IP
GIRY Claire, UVSQ-Pans Saclay, PhD s - N Y Angela BRISEBARRE, IP
JAQUEN Tristan, UVSQ-Paris Saclay, PhD Bioinformaticiens Océane DEHAN, IP
\ SITTERLIN Delphine, UVSQ-Paris Saclay, MCF / Samar BERREIRA IBRAIM, IP Vanessa GUIMARAES, IP
Jéréme BOURRET, IP Banujaa JEYARAJAH, IP
Kévin DA SILVA 1P Florian PREJEAN, IP
p S Yannis RAHOU, 1P
o s 2/

Mouvements de personnels au 01/09/2021 au 30/09/2023
De multiples mouvements de personnels sont intervenus au cours de la période au CNR-IPP.

Changements de responsable : Sylvie van der Werf jusqu’au 31/12/2022 puis Etienne Simon-Loriére dans le cadre
du nouveau mandat du 01/01/2023 au 30/09/2023, puis Marie-Anne Rameix-Welti a compter du 01/10/2023.

Changements multiples de responsable-adjoint depuis le départ de Sylvie Behillil

Départs et recrutements d'ingénieurs et renforcement de I'équipe du CNR avec le recrutement de 2 Bio-
informaticiens

Départ d’un ingénieur technique logistique
Départs et recrutements de techniciens supérieurs de Recherche

Remplacement d’une Assistante




Noms et Prénoms Fonction ETPT au 01/10/2023

SIMON LORIERE Etienne Responsable 0,40 0,15
THONIER Vincent Responsable adjoint 0,75 0,80
ENOUF Vincent Responsable adjoint 0,50 0,60
RAMEIX-WELTI Marie-Anne Responsable médicale 0,40 0,50
DONATI Flora Ingénieure 0,75 0,75
MATHEUS Séverine Ingénieure 0,80 0,80
STURMACH Chloé Ingénieure 0,80 0,80
DEHAN Océane Technicienne de laboratoire | 0,90 0,90
BRISEBARRE Angela Technicienne de laboratoire | 0,90 0,90
BARBET Marion Technicienne de laboratoire | 0,90 0,90
BERNARD Marine Technicienne de laboratoire | 0,90 0,90
JEYARAJAH Banujaa Technicienne de laboratoire | 0,90 0,90
RAHOU Yannis Technicienne de laboratoire | 0,90 0,90
AVON Léa Technicienne de laboratoire | 0,90 0,90
PRéJEAN Florian Technicienne de laboratoire | 0,90 0,90
PENRU Margot / BEZOT Emma | Technicienne de laboratoire | 0,90 0,90
BOURRET Jérome Bio-informaticien 1,00 1,00

DA SILVA Kévin Bio-informaticien 1,00 1,00
GRANATA Valérie Assistante 0,40 0,40
MATRAKIS Artemis Assistante 0,90 0,90

TOTAL ETP 15,80 15,80
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ORGANIGRAMME DU LABORATORE DE MICROBIOLOGIE HEBERGEANT LE CNR ASSOCE VIR
AU CHU DE LA REUNION

LABORATOIRE DE MICROBIOLOGIE
Chef de Service : Dr MC. Jaffar-Bandjee
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1.3 Locaux et équipements

HCL (Hospices Civils de Lyon)

Plan des locaux du Centre de Biologie Nord — IAl — 5¢é étage
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Liste des principaux équipements utilisés par le CNR-HCL :

POSTE de SECURITE MICROBIOLOGIQUE
POMPE A VIDE

MICROCENTRIFUGEUSE
CENTRIFUGEUSE

RERIGERATEUR
RERIGERATEUR/CONGEL
CONGELATEUR -20°C

CONGELATEUR -80°C

INCUBATEUR TISSUS

INCUBATEUR TISSUS et OPE
INCUBATEUR A CO2

ROULEURS de CELLULES

AGITATEUR MAGNETIQUE

AGITATEUR DE MICROPLAQUES Tridimensionnel
AGITATEUR DE MICROPLAQUES
AGITATEUR De TUBES - Vortex
MICROSCOPE INVERSE + CAMERA
BAIN-MARIE

P R ONRPRRPRNRREPRNMORNENNA

Liste des principaux équipements du laboratoire de Virologie nord utilisés par le CNR-HCL

Equipements Cultures

Qtité
1
1
1

Désignation

POSTE de SECURITE MICROBIOLOGIQUE

INCUBATEUR TISSUS
INCUBATEUR A CO2

Utilisation

Commun labo Viro
Commun labo Viro
Commun labo Viro




1 RERIGERATEUR/CONGEL Commun labo Viro
1 MICROSCOPE INVERSE
1 COMPTEUR DE CELLULES

Equipements Biologie Moléculaire

Qtité Désignation Utilisation

1 EXTRACTEUR (EMag)

1 POSTE de SECURITE MICROBIOLOGIQUE Commun labo Viro
1 HOTTE Commun labo Viro
1 MICROCENTRIFUGEUSE Commun labo Viro
1 RERIGERATEUR/CONGEL Commun labo Viro
1 RERIGERATEUR Commun labo Viro
1 CONGELATEUR -20°C Commun labo Viro
1 THERMOCYCLEUR, QS5

1 EXTRACTEUR Commun labo Viro
2 THERMOCYCLEURS ABI

2 THERMOCYCLEURS EPPENDORF Commun CNR EV
1 CENTRIFUGEUSE DE PLAQUES PCR

1 CENTRIFUGEUSE DE PAILLASSE

2 VORTEX

1 Plateforme automatisée (PANTHER) Commun labo Viro
1 Plateforme automatisée (BioFire) Commun IAI

IPP (Institut Pasteur Paris)
Locaux

- Le pdle IPP du CNR est localisé au 4éme étage du batiment Frangois Jacob, avec des locaux d’une surface
utile de 111 m2 pour les laboratoires et de 108 m2 pour les espaces de bureau.
- Figure 4. Plans des locaux du CNR-IPP
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. Locaux CNR-IPP ! ‘ Locaux partagés CNR-IPP

Dans le batiment Frangois Jacob, le pole IPP du CNR dispose de locaux dédiés a accés réglementé par badge. Ceux-
ci comprennent :

un LSB2 (NSB2) pour la biologie moléculaire




- un LSB2+ en dépression et muni d’'un sas en surpression pour les isolements et cultures virales comprenant
2 zones distinctes : une zone centrale « de matériel » avec congélateur a -80°C, centrifugeuse, microscope,
etc. et 2 zones « de travail » équipées de PSM, d'étuves a CO: et étuve séche pour la culture permettant la
séparation des activités relatives a l'isolement primaire a partir des prélévements cliniques et les activités
d’amplification des virus en culture et de sérologie; ce laboratoire est exclusivement dédié aux prélévements
et virus humains.

En dehors de la zone strictement dédiée aux activités du CNR, le pdle IPP dispose de et/ou a accés a :

- un LSB2 pour les activités de biologie moléculaire et de biochimie.

- une piéce spécifique pour les étapes post-analytiques des produits des réactions de PCR ou sont installés
les thermocycleurs et LightCycler 480.

- deux LSB2+ en dépression avec sas en surpression, I'un pour l'isolement et/ou I'amplification des virus
d'origine animale (hors virus hautement pathogenes), et 'autre pour les prélévements SARS-CoV-2 ; ces
LSB2+ comportent également 3 zones : une zone centrale «de matériel» avec congélateur a -80°C,
centrifugeuse, microscope, fluorimétre, luminométre, etc. et 2 zones « de travail » distinctes équipées de
PSM, d’étuves a CO2 et étuve séche pour la culture permettant une séparation des activités relatives aux
virus grippaux de référence ou aux virus recombinants issus des activités de recherche de celles relatives
aux virus d’origine animale.

Par ailleurs au sous-sol du batiment, le pdle IPP du CNR a accés autant que de besoin a des piéces LSB2+ dédiées
pour les activités de PCR avec notamment deux circuits de marche en avant comportant piéce de préparation des pré-
mix de PCR et piéce dédiée a I'extraction des acides nucléiques et a 'assemblage des mix de PCR. La piéce de
préparation des pré-mix de PCR est commune aux deux circuits tandis qu’une piece est exclusivement dédiée a
I'extraction des acides nucléiques a partir d'échantillons cliniques ; une autre est réservée aux extractions a partir de
matériel viral amplifié.

Pour les activités sur les virus influenza hautement pathogénes (HPAI) & potentiel d'infection chez ’lhomme (virus HPAI
de sous-type H5 et H7 notamment), la manipulation du coronavirus du Syndrome Respiratoire Aigu Sévére (SRAS-
CoV), du coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévére (SARS-CoV-2), ou du syndrome respiratoire du Moyen-
Orient (MERS-CoV), le pole IPP du CNR dispose d'un laboratoire de haute sécurité de niveau 3+ adapté a la
manipulation des virus respiratoires. Ce laboratoire en dépression comporte un double sas en surpression. Il est séparé
en 3 zones distinctes : une zone centrale « de matériel » avec congélateur a -80°C, centrifugeuse, microscope, efc. et
2 zones « de travail » équipées de PSM, d'étuves a CO2 et étuve seche pour la culture permettant la séparation des
activités relatives a I'isolement primaire a partir des prélévements cliniques et les activités d’'amplification des virus en
culture et de sérologie. L’'une des zones « de travail » comporte également une boite a gant pour 'hébergement de
petits animaux et une enceinte pour les infections expérimentales et manipulations des animaux. Un systéme de
branchement par sas mobile permet le transfert des animaux, matériels biologiques et déchets entre I'enceinte
d’hébergement, I'enceinte de manipulation et les caissons d’autoclavage. 24

Pour la manipulation d’animaux (lapins, souris, cobayes, hamsters) ne nécessitant pas le niveau de confinement A3+,
le pble IPP du CNR a accés autant que de besoin aux animaleries A2 et A3 du campus de I'lPP. La gestion des
structures d’animalerie et d’expérimentation animale est assurée par le service de I'animalerie de I'lPP qui s’assure de
la conformité avec la réglementation en vigueur.

En termes d'équipements, d’'une maniére générale, le pdle IPP du CNR dispose en propre ou de fagon mutualisée au
sein de l'unité des équipements courants nécessaires a la culture cellulaire, aux études virologiques, immunologiques,
biochimiques et de génie génétique.

Pour le stockage des échantillons biologiques et des souches virales le pole IPP du CNR dispose de neuf congélateurs
a -80°C placés sous alarme et localisés dans des piéces climatisées a acces restreint par badge.




Equipements

Chacun des personnels du pole IPP du CNR est équipé de micro-ordinateur de type PC ou Mac pour le traitement
informatique des données. Un serveur a acces sécurisé dédié aux activités du CNR héberge la base de données de
gestion des prélévements, souches virales et analyses (décrit en section 6.3.2).

9 POSTE de SECURITE MICROBIOLOGIQUE partagés

8 POMPE A VIDE partagées

5 MICROCENTRIFUGEUSE partagées

3 CENTRIFUGEUSE REFRIGEREE partagées

8 RERIGERATEUR +4°C partagées

2 RERIGERATEUR/CONGEL CNR

8 CONGELATEUR -20°C partagés

9 CONGELATEUR -80°C CNR

1 CONTAINER D’AZOTE LIQUIDE CNR

7 INCUBATEUR A CO2 partagés

1 LECTEUR DE MICROPLAQUES partagés

1 LAVEUR DE MICROPLAQUES partagés

1 PLAQUE CHAUFFANTE CNR

1 AGITATEUR MAGNETIQUE CNR

4 AGITATEUR DE TUBES - VORTEX partagés

2 MICROSCOPE INVERSES partagés

1 BALANCE STANDARD partagé

6 BAIN-MARIE partagés

3 THERMOCYCLEUR PCR conventionnelle partagés

3 LIGHT CYCLER 480 (plaque 96) partagés

1 Extracteur automatique (MDX QIAGEN) Commun
CIBU/CNR

1 PYROSEQUENCEUR Commun
CIBU/CNR

2 CUVE et GENERATEUR pour électrophorése partagés

1 SYSTEME DE DOCUMENTATION DE GEL partagé

2 Couveuses retournement auto partagées

1 LYOPHILISATEUR partagé




2 AUTOCLAVE partagés
1 FLUORIMETRE partagé

3 MICROSCOPE A FLUORESCENCE (P2+ et P3)  partagés

CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion

Le CNR-LA-LR est installé dans le Batiments des Soins Critiques (BSC) sur le site de I'Hbpital Félix Guyon a Saint-
Denis dans les locaux du laboratoire de microbiologie. Les locaux sont répartis sur 3 niveaux :
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Figure 9 : BSC Niveau 0 :
- Laboratoire NSB3

Le laboratoire NSB3 d’'une superficie de 180 m2 permet de réaliser les activités de culture, de séroneutralisation du
CNR. Sont aussi réalisées les activités de mycobactériologie et de Biotox Pathogénes émergents (Mers-CoV, grippe
aviaires...).

- Plateau de sérologie

§ BSC Niveau -1 : Plateforme de Biologie Moléculaire ;

Cette plateforme de 200 m3 est mutualisée avec 'activité de routine du laboratoire.




Figure 10 : BSC Niveau -1 : Plateforme de Biologie Moléculaire et de Sérologie

Salles utilisées par I'activité du CNR:
1: salle réfrigérateurs, congélateurs 2 : réception échantillons 3: stock température ambiante

5: salle d'interprétation, 9: salle d’extraction; 11 salles de thermocycleurs; 12 : salle de pose 13 : salle blanche

14, 15 : bureaux biologistes

§ Batiment S : 3eme étage : plateforme de séquengage

Cette plateforme d’une surface d’environ de 100 M3 livrée en mai 2022 a pour vocation de compléter les locaux de la
génétique et de permettre une mutualisation des automates : MiniSEQ , Next Seq 1000 de la génétique et les 3
MinlONs de la microbiologie.

Figure 11 : Batiment S : 3éme étage : plateforme de séquengage




Salle d’extraction, 9.45m?
Salle de RT, 9.5m?

Stock, 6.7m?

Salle de séquengage, 37.46m?

5. Bureau 1, 10,86m? - 6. Bureau 2, 4.81m?

o=

Equipements
Pour la Biologie moléculaire :
- 4 Extracteurs Easy-Mag (Biomérieux)
- 2 Nimbus Eurobio Seegene
- 3 thermocycleurs LC480 (Roche Diagnostics))
- 2PSM
Pour la culture en laboratoire NSB3 :
- 2Etuves,
- 1PSM,
- 2 réfrigérateurs,
- 1congélateurs
- 1 microscope inversé
Pour le séquengage :
- Extracteur E-MAG (Biomérieux)
- Robot Assist Plus (Integra BioSciences)
- Lecteur de microplaque Viktor Nivo (Perkin EImer)
- Station de pipetage Zephyr (Perkin Elmer)
- 5Thermocycleurs pour la RT et I'amplification
- 3 MinlON (Oxford Nanopore) avec la possibilité d'utiliser le MiniSEQ du service de Génétique

1.4 Collections de matériel biologique

> Collections de Prélévements et Souches virales

Les 4 laboratoires du CNR disposent d’une collection de prélévements biologiques humains positifs ou négatifs pour
la grippe. Cette collection remonte a la saison grippale 1993-1994 et comprend les informations cliniques associées
permettant des études rétrospectives si nécessaire.

Les 4 laboratoires du CNR détiennent et maintiennent une collection de souches de virus grippaux de référence
d'origine nationale et internationale comprenant notamment les souches de la composition vaccinale des sous-types
H1N1, H2N2, H3N2 et de type B dont les plus anciennes remontent a 1933. Une collection structurée de 72 souches
virales remontant a I'année 1968 et associant les informations suivantes : titre viral en pfu/ml, caractérisation
antigénique ; séquences des genes HA, NA, M, etc... a été mise en place au CNR-IPP avec I'aide de la CRBIP. Une
sélection de souches de virus grippaux parfaitement caractérisés est également proposée via l'infrastructure EVAg
(CNR-IPP). Cet effort sera poursuivi dans la mesure des moyens disponibles. La création d’une base spécifique dédiée
aux souches de référence est en cours pour le CNR- HCL.

Les collections de souches de référence sont complétées par des collections d'isolats représentatifs des virus ayant
circulé au cours de chacune des saisons de grippe. Chaque année, au CNR-IPP, depuis 1997, les isolats viraux
correspondant aux différents sous-types viraux HIN1, H1N2, H3N2, et de type B (lignages B-Yamagata et B-Victoria)
ainsi qu'a des isolats viraux ayant des caractéristiques particuliéres (résistance aux antiviraux, mutations de virulence,
etc..) ont été conservés et mis en collection. Les données cliniques associées ainsi que, pour une sélection de 20 a




50 isolats chaque saison, les séquences des génes HA, NA, et éventuellement d'autres segments (M notamment) sont
disponibles. Ainsi, le CNR-IPP dispose d'une collection de plus de 23 000 isolats de virus grippaux humains.

Des collections de souches de virus grippaux de virus animaux sont également disponibles.

Il s’agit de souches de référence de virus influenza A aviaires correspondant aux principaux sous-types circulant chez
les oiseaux H1, H2, H3, H4, H5, H7, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 ; N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 et notamment
de souches de virus hautement pathogénes H5N1 représentatives des différents clades et sous-clades (CNR-IPP
et/ou -HCL). De par son statut de laboratoire de référence H5 de 'OMS, le CNR-IPP dispose en outre d’isolats et de
prélévements humains ou aviaires positifs pour les virus HSN1, notamment en provenance du Cambodge.

Suite & leur émergence, le CNR posséde aussi le coronavirus MERS-CoV et le virus grippal A(H7N9).

Une collection d'isolats primaires et de prélévements positifs de virus influenza aviaires associés aux données de
collecte (date, lieu et espéce) est également disponible (CNR-IPP).

Des virus porcins des différents sous-types (H1IN1v, H1N2v et H3N2v) et correspondant aux lignages Nord-Américain
et Eurasiatique ainsi que des isolats de virus porcins frangais (CNR-IPP, CNR-HCL).

Des virus de référence équins de sous-type H7N7 (qui n’est plus en circulation) et H3N8 ainsi que des isolats de virus
équins francais font également partie de la collection (CNR-IPP, -HCL).

Pour le SARS-CoV-2, sur la base des résultats de séquengage obtenus, le CNR-IPP et le CNR-HCL ont sélectionné
des variants d'intérét afin de disposer des souches correspondantes. Les cultures ont été réalisées sur cellules
spécifiques Vero E6 TMPRSS2. Chaque souche a été titrée et la présence des mutations d'intérét a été vérifiée par
séquengage.

Les laboratoires du CNR disposent entre autres, d’'un ou plusieurs représentants des variants historiques et les variants
récents.

Pour une partie de ces souches, des stocks de souches inactivées par la chaleur (CNR-HCL) ainsi que des
préparations d’ARN quantifiés (CNR-IPP, CNR-HCL) sont également disponibles.

> Collections de Sérums

Les CNR-HCL et -IPP disposent de collections de sérums de lapin et/ou de furet dirigés contre la plupart des souches
vaccinales de référence pour les virus grippaux ainsi que vis-a-vis d’autres isolats variants dont certains isolats
francais. Ces sérums ont été soit produits localement ou a fagon au fil des années par les laboratoires des CNR-HCL
et -IPP (sérums de lapin, certains sérums de furet) ou ont été obtenus auprés des CCOMS, notamment des CCOMS
de Londres et d’Atlanta.

En tant que laboratoire de référence H5 du réseau de 'OMS, le CNR-IPP dispose également en quantité limitée de
sérums de furet dirigés contre les certains représentants des différents clades de virus H5N1 aimablement fournis par
le CCOMS d'Atlanta.

Des sérums de lapin ou de furet ainsi que quelques sérums porcins dirigés contre certaines souches de référence
porcines ou équines sont également disponibles (CNR-HCL, -IPP)

Pour les enquétes sérologiques chez 'homme, les sérums de référence du NIBSC pour la standardisation des
analyses de mesure des anticorps anti HIN1pdm09 (CNR-IPP et -HCL) et HSN1 (CNR-IPP) sont disponibles. Une
collection limitée de sérums humains est également a disposition (CNR-IPP, -HCL).




Pour le SARS-CoV-2, notamment pour I'évaluation des tests sérologiques, les laboratoires du CNR se sont procuré
des sérums pré-pandémiques et des sérums de patients infectés par le SARS-CoV-2 a différents temps aprés le début
des signes cliniques et pour les variants d'intérét en circulation. Les laboratoires du CNR disposent également de
sérums de sujets vaccinés (une ou 2 doses) par différents vaccins.

» Conditions de stockage

Les collections de prélévements, d'isolats et de souches virales sont conservées a -80°C dans des congélateurs
localisés dans des piéces a accés sécurisé par badge. Ces congélateurs possédent tous un systéme de sondes de
mesure de température reliées a un dispositif d’enregistrement continu et a une centrale d’'alarme (CNR-IPP, -HCL, -
IPG).

Conditions de mise a disposition des collections

Les 4 laboratoires du CNR des virus influenzae mettent a disposition leurs collections autant que de besoin et dans la
limite des disponibilités dans le cadre strict des activités de surveillance. Ils fournissent également les souches de
référence nécessaires a l'activité de surveillance aux laboratoires correspondants qui en font la demande pour les
activités de surveillance.

En tant que NIC et dans le cadre du réseau Global Influenza Surveillance and Response System (GISRS) du Global
Influenza Program (GIP) de 'OMS, comme stipulé par le cahier des charges, les 4 laboratoires du CNR mettent a
disposition des CCOMS, les prélévements ou virus d'intérét et représentatifs de la circulation virale qu'ils ont analysés
et/ou isolés, ainsi que leurs données associées pour contribuer a la surveillance mondiale et la définition de la
composition vaccinale.

Pour tout transfert de prélévements ou de souches et de données associées, ils se conforment aux dispositions
régissant l'accés et le partage des souches tel que stipulé notamment par la réglementation internationale, les
dispositions nationales applicables & ces activités le cas échéant, les recommandations faites par 'OMS a ses Etats
membres sur ce sujet (dispositions du PIP framework notamment), et au travers d’un cadre contractuel si nécessaire.
Dans tous les cas, le transfert des prélévements et isolats ou souches virales se fait dans la limite de leur disponibilité.

Pour les activités qui ne sont pas strictement liées aux activités de surveillance, et notamment pour les activités de
recherche, les dispositions suivantes sont appliquées par les 4 laboratoires du CNR :

L’acces aux souches, aux prélévements biologiques et données associées collectées dans le cadre de I'activité du
CNR-IPP est conditionné par la mise en place de documents contractuels spécifiques. Ainsi, est exigé pour le transfert
du matériel biologique et des données associées, la mise en place a minima d'un accord de transfert de matériel
biologique (Material Transfer Agreement -MTA) ou d’'un accord de collaboration selon la nature des interactions entre
les deux parties. Suivant la nature industrielle ou académique du partenaire, ces accords donneront lieu ou pas a une
contrepartie financiére.

Ces accords ont notamment pour objet d’assurer le transfert de la détention physique du matériel au partenaire. L'unité
de recherche reconnue CNR, de par la valorisation de son savoir-faire et de son expertise sur le matériel biologique
concerné, reste détenteur des prélévements biologiques et données associées ou propriétaire des droits existants sur
les souches et données associées y afférant.

Différents points essentiels sont appréhendés dans ces accords :

* le partenaire s'engage a n'utiliser les souches, les prélévements biologiques et données associées que dans le
cadre d’'un programme de recherche défini spécifiquement.

* les résultats issus du programme de recherche devront systématiquement étre communiqués par le partenaire au
CNR; le CNR sera également associé ou remercié dans les publications et/ou communications.




* le tiers partenaire s'engage a ne pas transférer les souches, les prélévements biologiques et les données associées
a des tiers et a retourner ou détruire le matériel biologique a la fin du programme de recherche.

En termes de valorisation, I'Institut Pasteur (CNR-IPP et -IPG) et les Hospices Civils de Lyon s’assurent dans certaines
circonstances de la copropriété des résultats issus des travaux effectués sur le matériel biologique et veillent a ce que
la valorisation du savoir-faire et de I'expertise des CNR-IPP, -IPG et -HCL ayant conservé, traité, trié et analysé le
matériel biologique soit garantie au titre de I'accord.

Lorsque le matériel biologique et les données associées sont mis a disposition dans le cadre d’une collaboration
scientifique par laquelle les partenaires s'associent de maniére plus conséquente a la réalisation du programme de
recherche, la valorisation des travaux menés conjointement devra tenir compte des apports respectifs de chacun des
partenaires.

Les accords excluent toute garantie relative (i) a la nature appropriée des souches, des prélévements biologiques et
données associées pour une utilisation spécifique et (i) a la qualité non-infectieuse du matériel biologique.
L'interdiction de I'utilisation du matériel biologique sur 'homme et sur les animaux, le cas échéant, est également
stipulée dans I'accord. Enfin, les CNR-IPP, -IPG et -HCL n'assument aucune responsabilité quant a l'utilisation du
matériel biologique par le partenaire.

CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion

Nos échantillons proviennent d’une part des patients hospitalisés ou vus aux urgences, et d’autre part du réseau des
médecins sentinelles. Nous pouvons aussi recevoir des prélévements des autres laboratoires privés et public.

La collection biologique CNR des échantillons positifs comprend :

- La biotheque spécifique des positifs en virus respiratoires hormis le SARS-Co 2 mise en place depuis le 30
juin 2023 :

- La biothéque des positifs SARS-CoV 2 (Ct < 31) des prélévements externes est hébergée au plateau de
séquencage. Les prélévements hospitaliers (Ct<31) est hébergée dans la biothéque générale du laboratoire de
Virologie/Biologie moléculaire. Ce dispositif est voué a fusionner avec celui des virus respiratoires.

- Les échantillons sont conservés a -80°C.

1.5 Démarche qualité du laboratoire

Participation aux EEQ pour le CNR IPP et HCL
2022
QCMD

e QCMD 2022 SARS-CoV-2 EQA Programme (SCV2_22) (Février 2022)

Panel Détection moléculaire:

SC2_22C1A-01 SARS-CoV2 Delta Variant, B.1.617.2
SC2_22C1A-02 SARS-CoV2 Lineage B.1
SC2_22C1A-03 SARS-CoV2 Delta Variant B.1.617.2
SC2_22C1A-04 SARS-CoV2 Delta Variant B.1.617.2




SC2_23C1A-05 SARS-CoV2 Lineage B.1

WHO

e World Health Organization External Quality Assessment Programme for the Detection of SARS-CoV-2 by
RT-PCR (Juillet 2022)

2022-1
2022-2
2022-3
2022-4
2022-5

SARS-CoV2 (Omicron BA.2)
SARS-CoV2 (Omicron BA.1)
Influenza B-Lignage Yamagata
Human Coronavirus OC43
SARS-CoV2( Delta)

e World Health Organization External Quality Assessment Programme for the Detection of Influenza Viruses
by RT-PCR and Phenotypic/genotypic antiviral susceptibility testing (Aodt 2022)

Panel Détection Moléculaire :

V01-2022
V02-2022
V03-2022

V04-2022

V05-2022
V06-2022

V07-2022

V08-2022

V09-2022

V10-2022

Influenza A / HON2
Influenza B-Lignage Victoria
Influenza A / (HIN1)pdmO09

Negatif

Influenza A / HON2

Influenza B-Lignage Yamagata
Influenza A / H3N2
Influenza A /H5NS8
Influenza A /H7N9

SARS-CoV2

Panel Sensibilité aux antiviraux :

NAI01G-2022 (Flu A/H1IN1pdm09) Mutation NA-H275Y / Résisiatnce Oseltamivir
NAI02G-2022 (Flu A/H3N2) Mutation NA-E119V / Résisitance Oseltamivir
NAI03G-2022 (Flu A/H3N2) Absence of mutation in NA; mutation PA-138M / Résistance Baloxavir

2023
ECDC

o Participation au Pretesting Protocol en Janvier 2023 - 10 échantillons -
European External Influenza virus molecular detection, isolation and antiviral susceptibility EQA Programme for the
assessment of quality of surveillance methodologies for Molecular Detection, Virus Isolation & Antigenic and Genetic
Characterization, and Genotypic and Phenotypic Antiviral Susceptibility Determination

e  SARS-CoV-2 and Influenza Bioinformatics External Quality Assessment 2023

o Testing Protocol en Avril 2023

- EISN 2023 Influenza Virus Molecular Detection and Typing EQA Programme (EISN_INF_MD23) Challenge
1 - 8 échantillons




- EISN 2023 Influenza Virus Isolation & Characterisation EQA Programme (EISN_INF_VI23) Challenge 1 -
8 échantillons

- EISN 2023 Influenza Virus Antiviral Susceptibility EQA Programme (EISN_INF_AV23) Challenge 1 - 3
échantillons test phénotypique - 3 échantillons test génotypique

QCMD
e QCMD 2023 SARS-CoV-2 EQA Programme (SCV2_23) (Février 2023)

Panel Détection moléculaire:

SC2_23C1A-01 SARS-CoV2 Omicrom Variant, sublineage BA.5
S$C2_23C1A-02 SARS-CoV2 Omicrom Variant, sublineage BA.2
S$C2_23C1A-03 SARS-CoV2 Omicrom Variant, sublineage BA.5
SC2_23C1A-04 Negative

SC2_23C1A-05 SARS-CoV2 Omicrom Variant, sublineage BA.4

e QCMD 2023 SARS-CoV-2 EQA Programme (SCV2_23) (Aodt 2023)
WHO

e World Health Organization External Quality Assessment Programme for the Detection of Influenza Viruses
and Phenotypic/genotypic antiviral susceptibility testing / SARS-CoV-2 by RT-PCR (2023)

Panel Détection Moléculaire :

V01-2023 H1pdm09
V02-2023 Influenza B
V03-2023 Negatif
V04-2023 SARS-CoV-2
V05-2023 SARS-CoV-2
V06-2023 H3N2
V07-2023 H7
V08-2023 SARS-CoV-2
V09-2023 Negatif
V10-2023 H5

V11-2023 H9

V12-2023 SARS-CoV-2
V13-2023 Influenza B
V14-2023 H5

V15-2023 H1N1pdm09

Panel Sensibilité aux antiviraux :

NAI01G-2023 (Flu A/H1N1pdm09) Mutation NA-H275Y / Résisiatnce Oseltamivir
NAI02G-2023 (Flu A/[H1N1pdm09) Wild type

NAI03G-2023 (Flu A/[H1N1pdm09) Mixture of wild type and Mutation NA-H275Y / Résisiatnce
Oseltamivir

NAI04G-2023 (Flu B/Victoria)




Participation aux EEQ pour le CNR CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion

EEQ QCMD NGS SARS-CoV-2: SCV 222 :
- challenge n°1 : score : 8 « conforme » /8
- Challenge n°2 : score : 4 « conforme »/7, 3 « presque conforme »/7 seul le variant majoritaire a été rendu
dans ces 3 EEQ contenant 2 variants

EEQ QCMD Grippe/VRS

2022 : 10 “conforme”/10

2023 : 5 “conforme”/5

Rapport d’évaluation N° SH-21-0469-1 V00 du 10/08/2022

4 écarts non critiques :

DMT4 : vérification de l'intégrité de la sauvegarde des automates
AACH1 : évaluation des formations du personnel médical

AAC3 : affichage documentaire non référencée
AAC4 : existence de documents qualité non applicables

Prochain audit du pdle Biologie : 25 septembre au 6 octobre




2. Annexe 2 : Capacités techniques du CNR

2.1 Liste des techniques de référence

2.1.1 Techniques de détection

Depuis la saison 2009-2010, la stratégie d'analyse prévoit en premiere intention la détection moléculaire des virus de
grippe A et B dans les prélévements primaires. En complément, la détection des VRS, hMPV et HRV est réalisée en
routine sur les prélévements communautaires.

Les techniques de (RT)-PCR en temps réel ((RT)-gPCR) ciblant différents génes viraux permettent la détection des
virus grippaux et d’autres virus respiratoires directement sur les prélévements. Occasionnellement, des techniques de
RT-PCR commercialisées (Kits Argéne/Biomérieux) sont utilisées. Ces techniques sont complétées par I'utilisation de
PCR ciblant des génes de ménage pour s'assurer de I'absence d’inhibiteurs de PCR et évaluer la qualité des
prélévements.

Afin d'assurer la calibration et le contréle de la sensibilité des (RT)-gPCR, le CNR-IPP produit des transcrits
synthétiques ou des plasmides quantifiés correspondant aux séquences ciblées.

Des techniques de RT-gPCR différentielle ou de pyroséquencage permettant la détection de mutations de résistance
aux antiviraux ou associées a des changements de tropisme sont également disponibles pour les virus influenza A.

En cas de besoin, les laboratoires du CNR disposent des techniques d’ELISA immunocapture, d'immunofluorescence
indirecte et d’analyse par cytométrie en flux sur cellules infectées.

2.1.1.1 Techniques de (RT)-PCR en temps réel ((RT)-qPCR)

» Non commerciales

o RT-gPCR ciblant le géne RdRp (2 cibles différentes) pour la détection du SARS-CoV-2 : IP2 et IP4

e RT-gPCR ciblant le géne E, pour la détection du SARS-CoV-2

e RT-gPCR ciblant le géne M pour la détection des virus influenza de type A

e RT-gPCR ciblant les génes HA ou NA pour la détection des virus influenza de type B

e RT-gPCRS ciblant le géne NS pour la détection des virus influenza de type C

e RT-gPCR ciblant les génes PB1 et NP pour la détection des virus influenza de type D

e RT-gPCR ciblant les génes de 'némagglutinine (HA) ou de la neuraminidase (NA) pour le sous-typage des
virus influenza A humains : H1, N1, H1pdm09, N1pdm09, H3, N2

e RT-gPCR multiplex ciblant les génes HA des virus influenza B et permettant la distinction des lignages B-
Yamagata et B-Victoria au CNR-IPP, -HCL et -IPG

e RT-gPCR ciblant les génes HA ou NA de virus influenza aviaires des sous types suivants : H5 (2 formats
ciblant des régions distinctes pour les clades 1, 2 et 3), H5 de H5N8, H7, H9, H10, N1av, N7, N9, N8(H10),
N8(H5) CNR-IPP; pour le géne HA des sous-types H2, H7, H9 & H10 ; N9 CNR-HCL ; H5, H7 & N9 CNR-
IPG;

e RT-gPCR ciblant les génes HA de virus influenza aviaires des sous types suivants : H5 (format CDC ciblant
des régions distinctes pour les clades 1, 2 et 3)

e RT-gPCR ciblant la NP des virus porcins (format CDC)




RT-PCR conventionnelle ciblant les génes HA ou NA de virus influenza aviaires des sous types suivants :
H1, H3, H4, HB, N2av, N3, N6, N8, H5 site de clivage et H7 site de clivage (CNR-IPP) ou H7, H9 et H5 site
de clivage (CNR-HCL)

RT-gPCR ciblant chacun des 8 segments des virus influenza A de référence (CNR-IPP)

RT-gPCR ciblant la région NTR5'(1) pour la détection des entérovirus D68 (CNR-IPP& -HCL)

RT-gPCR ciblant le géne N pour la détection des VRS A (CNR-IPP & IPG)

RT-gPCR ciblant le géne de la polymérase pour la détection des VRS B (CNR-IPP, -HCL & -IPG)
RT-gPCR ciblant le géne N pour la détection des hMPV (CNR-IPP)

RT-gPCR ciblant la région 5" non-codante du génome pour la détection des rhinovirus

RT-gPCR ciblant le géne POL (2 régions distinctes) pour la détection du SARS-CoV (CNR-IPP)
RT-gPCR ciblant le géne N pour la détection du SARS-CoV, CNR-IPP

RT-gPCR ciblant le géne UpE pour la détection du MERS-CoV (Corman et al. 2012)

RT-gPCR ciblant le géne ORF1a pour la détection du MERS-CoV (Corman et al.. 2012)

RT-gPCR ciblant le géne ORF1b pour la détection du MERS-CoV (Corman et al. 2012)

RT-PCR conventionnelle générique ciblant le géne POL pour la détection des coronavirus (CNR-IPP$ & -
HCL)

RT-gPCR ciblant le géne POL pour la détection du SARS-CoV (CNR-IPP §)

RT-PCR conventionnelle pour la détection des agent bactériens dits « atypiques » mycoplasma
pneumoniae et chlamydia pneumoniae (CNR-IPPS)

gPCR ciblant le géne NP1 pour la détection des Bocavirus humains (CNR-IPPS)

PCR conventionnelle pour la détection des adénovirus (CNR-IPP$)

* RT-gPCR fonctionnant avec les mémes conditions de cycles d’amplification.

§ (RT)-PCR pour lesquelles les protocoles sont disponibles mais qui ne sont pas utilisées actuellement.

» PCR ciblant des génes de ménage

RT-gPCR ciblant la GAPDH (CNR-IPPS, -HCL) ou la RNase P (CNR-IPG)

§ (RT)-PCR pour lesquelles les protocoles sont disponibles mais qui ne sont pas utilisées actuellement.

» Techniques accréditées par le CNR

Les techniques accréditées actuellement sont les suivantes :

Détection rapide du virus influenza de type A chez 'homme (CNR-IPP & -IPG)

Détection rapide des différentes lignées du virus influenza de type B chez 'homme (CNR-IPP & -IPG)
Détection rapide des virus influenza A(H1N1)pdm09 et A(H3N2) chez 'homme (CNR-IPP & -IPG)
Détection rapide des virus respiratoires syncytiaux A et B (VRS A et B) chez 'homme (CNR-IPP)
Détection rapide de la présence de la mutation H275Y dans la NA des virus influenza A(H1N1)pdm09
conférant la résistance a I'oseltamivir (CNR-IPP)

Détction rapide du Métapneumovirus humain (CNR-IPP)

» Techniques de RT-PCR commerciales




Kits Argéne/Biomérieux pour la détection des virus suivants (PCR duplex) : RSV/hMPV, AdV/BoV, HCoV/HPIV et
Chla/Myco pneumo.

Kit BioMérieux BioFire (FilmArray Respiratory panel 2 plus) approche syndromique pour la détection de 15 virus
respiratoires et 4 bactéries.

Transcrits synthétiques ou plasmides quantifiés contrdles

Produits par le CNR-IPP pour les q(RT)-PCR suivantes :

e RT-gPCR ciblant le géne RdRp et le géne E pour la détection du SARS-CoV-2
e RT-gPCR ciblant le gene M pour la détection des virus influenza de type A
e RT-gPCR ciblant le géne NS pour la détection des virus influenza de type C
e RT-gPCR ciblant le géne N1

e RT-gPCR ciblant le géne H1pdm09

e RT-gPCR ciblant le gene H5 (clade 1/ taille <500 pb)

e RT-gPCR ciblant le gene H10 du virus aviaire H10N8

e RT-gPCR ciblant le gene N8 du virus aviaire H10N8

e RT-gPCR ciblant le gene H5 du virus aviaire HSN8

e RT-gPCR ciblant le gene N8 du virus aviaire HSN8

e RT-gPCR ciblant le gene N9 du virus aviaire H7N9

e RT-gPCR ciblant le géne H7 du virus aviaire H7N9

e RT-gPCR ciblant le gene POL du SARS-CoV

e RT-gPCR ciblant le gene N du SARS-CoV

e RT-gPCR ciblant le géne UpE du MERS-CoV (transcrit non MOT)

e RT-gPCR ciblant le gene ORF1a du MERS-CoV (transcrit non MOT)

e RT-gPCR ciblant le géne ORF1b du MERS-CoV

e (PCR ciblant le géne NP1 des Bocavirus humains

e RT-gPCR ciblant la GAPDH

2.1.2 Techniques d’isolement

e isolement du SARS-CoV-2 en cellules Vero E6 TMPRSS2, Calu-3

e isolement des virus influenza A et B en cellules MDCK ou MDCK-SIAT1
e isolement des virus influenza C en cellules SK (CNR-IPP)

e isolement des virus influenza D en cellules ST (CNR-IPP)

e isolement des virus influenza A, B, C sur ceuf de poule embryonné voie amniotique ou allantoique (CNR-
IPP, -HCL)

2.1.3 Techniques d’identification des virus Influenza

¢ inhibition d’hemagglutination (IHA)
e microneutralisation
o test de suivi de I'activité enzymatique de la neuraminidae (test Munana en point final)

2.1.4 Caractérisation génétique des virus Influenza




2.1.4.1 Techniques de détection de polymorphismes génétiques
e H275Y géne NA du H1N1pdm09: RT-qPCR différentielle (CNR-IPP, -HCL, -IPG)
o  S31N géne M des HIN1pdm09 et H3N2 : pyroséquencage (CNR-IPP)
o 1223R géne NA du HIN1pdm09: pyroséquencage (CNR-IPP)
e H275Y géne NA des H1N1 et HIN1pdm09 : pyroséquencage (CNR-IPP)
o D222G/E/N géne HA du H1IN1pdm0Q9 : pyroséquengage (CNR-IPP)
o E119V géne NA des H3N2: pyroséquencage (CNR-IPP)
e R292K géne NA des H3N2: pyroséquengage (CNR-IPP)
o N294S géne NA des H3N2: pyroséquengage (CNR-IPP)

2.1.4.2 Techniques de séquengage

Les laboratoires du CNR disposent des techniques de séquengage haut débit NGS (cf. paragraphe 2.6 du rapport)
permettant le séquencage des génomes complets pour les différents virus respiratoires a partir d’'amplicons ou sans
a priori a partir de cADN produit par amorgage aléatoire.

2.1.5 Techniques sérologiques

e [HA
e |Immunofluorescence
e ELISA

e microneutralisation

o réduction de plages (PRNT)
¢ fixation du complément

e western-blot

e LuLISA

e Pseudoneutralisation (PNT)

2.1.6 Caractérisation phénotypique des virus

o titrage par plages de lyse
e titrage en TCID50
e cinétique de multiplication virale
o tests de sensibilité aux antiviraux par :
o tests de fluorescence ou fluorimétrique (substrat MUNANA) pour la détermination de la sensibilité
aux antineuraminidases (virus influenza)
o Tests de réduction de plage (ou de réduction de titre HA pour les virus influenza) pour la mesure de
la sensibilité aux inhibiteurs viraux

CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion
Diagnostic :

- Kit Allplex Seegene RP1 (accrédité), RP2 et RP3
- GenExpert grippe/VRS
- IDNow SARS-CoV-2

Séquencage :

SARS-CoV-2 : Tehnique Artic d’Oxford Nanopore

Influenza A: technique basée sur le protocole d'amplification de Zhou et al. 2009 10.1128/JV1.01109-09



Influenza B: Zhou et al. 2014 10.1128/JCM.03265-13, séquengage avec le kit rapid barcoding kit de nanopore.

VRS: protocole basé sur le protocole de Quick et al. 2018 (protocole Artic), PCR maison mise au point avec
fragment de 1200 bases et séquengage Nanopore avec kit rapid barcoding.

2.2 Liste des techniques recommandées par le CNR

Les techniques de détection développées par le CNR ainsi que les témoins positifs requis sont fournis a 'ensemble
des laboratoires qui en font la demande.

CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion
RTPCR diagnostic de grippe aviaire H5N1




3. Annexe 3 : Autres informations (non destinées a étre rendues publiques)

Rappel : cette annexe doit figurer dans un document PDF distinct ou étre détachable de la version papier fournie.

3.1 Permanence du CNR 2

HCL (Hospices Civils de Lyon)

Heures ouvrables :
e Dulundi au vendredi de 8h30 a 17h30 sauf jours fériés, extension possible en cas d'urgence a 7 jours /7
e Accueil des echantillons biologiques 24/7

IPP (Institut pasteur Paris)
Heures ouvrables :

e Du lundi au vendredi de 8h30 a 17h30 sauf jours fériés
IPG (Institut Pasteur Guyane)

Horaires ouvrables :
e« Dulundi au vendredi de 8h00 & 17h00 sauf jours fériés

Personnes a contacter en cas d’urgence :

+ ROUSSET Dominique, responsable du CNRVIR-LA-IPG :
Fixe : 05.94.29.26.09, Mobile : 06.94.27.97.49

* ENFISSI Antoine, responsable adjoint du CNR VIR-LA-IPG:
Fixe : 05.94.29.51.13

CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion
Heures ouvrables :

e Du lundi au vendredi 6h30 a 18h00
Astreinte greffe nuits, week-end, fériés pour réaliser la RTPCR SARS-CoV-2. Tél 0692 26 77 35

Horaires de fonctionnement habituels du CNR ;

Personne(s) a contacter en cas d’urgence en dehors de ces horaires : mentionner ici les numéros de téléphone
permettant de contacter le (la) responsable du CNR ou son adjoint(e), ainsi que tout autre numéro permettant de
joindre le CNR (si existant).

2 Ces informations seront conservées exclusivement par Santé publique France aux seules fins de contacter un CNR en cas d’urgence ; elles
ne seront pas rendues publiques.




3.2 Autorisations MOT :

Une personne est-elle autorisée par TANSM a effectuer des opérations sur les MOT pour les activités du CNR ?
A défaut, une demande d’autorisation a-t-elle été déposée a 'TANSM et a quelle date ?

Si QUI, qui est titulaire 4ou demandeur de cette/ces autorisations(s)

HCL (Hospices Civils de Lyon)

Suite & l'instruction de la demande d’autorisation pour réaliser des opérations sur du matériel biologique inscrit sur la
liste des MOT (Annexe A & Annexe B) :

Mr Bruno LINA dispose des autorisations de détention et de mise en ceuvre pour

v virus Influenza aviaires H5/H7
v" MERS-CoV

IPP (Institut Pasteur Paris)

Suite a l'instruction de la demande d’autorisation pour réaliser des opérations sur du matériel biologique inscrit sur la
liste des MOT (Annexe A & Annexe B) :

Mme Sylvie van der Werf dispose des autorisations de détention et de mise en ceuvre pour

v'virus influenza aviaires H5/H7 avec demande en cours pour obtention des autorisations pour les virus de la
nouvelle liste des MOT (H7N9 notamment)

v" MERS-CoV

v" SARS-CoV

3 Micro-Organismes et Toxines de la liste prévue a l'article R. 5139-1 du code de la santé publique. La liste des MOT est actuellement fixée
par l'arrété du 30 avril 2012 modifié par les arrétés du 6 novembre 2014 et par I'arrété du 2 octobre 2015.
4 Ne pas indiquer les personnes habilitées mais seulement les personnes titulaires.




IPG (Institut Pasteur Guyane)

ROUSSET Dominique : autorisations de détention n° ADE-158962023-1, ADE-158982023-3, ADE-159002023-5,
ADE-159022023-7, ADE-159042023-9 et d'emploi AMO-158972023-3, AMO-158992023-5, AMO-159012023-7, AMO-
159032023-9, AMO-159052023-2 renouvelées en janvier 2023 dans le cadre de la participation aux Contréles qualité
EQAP OMS. Avec la modification de la réglementation MOT, et suite aux échanges avec 'ANSM, ces autorisations
sont a revoir et n'étant plus requises pour 'importation des EQAP, elles devraient étre supprimées.

CFG (CHU Félix Guyon), La Réunion : NA

3.3 Autorisations d’exercer la biologie médicale

Le personnel du CNR inclut-il au moins un(e) biologiste médical au sens de I'article L6213-1 ou de l'article L62132 du
Code de la santé publique ? Préciser le nom de cette (ces) personne(s) et a quel titre elle(s) est (sont) autorisée(s) a
exercer la biologie médicale.

Pour le (la) responsable du CNR ou son adjoint(e) ayant déposé un dossier d’autorisation & la Commission nationale
de biologie médicale (CNBM), date du dépét du dossier et nature de la réponse.

HCL

LINA Bruno (MD PhD), PU-PH, titulaire du DES de Biologie médicale
Les biologistes du CNR-HCL sont tous Biologistes médicaux titulaires du DES de Biologie Médicale

IPP Institut Pasteur
A remplir pour 2022

RAMEIX-WELTI Marie-Anne (MD, PhD, responsable depuis le 01-10-2023): médecin spécialiste en biologie médicale
RPPS : 10100139756

IPG (Institut Pasteur Guyane)
ROUSSET Dominique (MD, PhD) : médecin spécialiste en biologie médicale

ENFISSI Antoine (PhD) : autorisation d’exercice obtenue auprées de la Commission nationale de biologie médicale via
I'arrété du 15 Mars 2018, Domaine de spécialisation : agents infectieux. Mentions : bactériologie-virologie).

3.4 Résultats de recherches non encore publiés ou sous embargo

Cliquez ou appuyez ici pour entrer du texte.




3.5 Difficultés rencontrées par le CNR au cours de I'année N, y compris en termes de
mise a disposition de la subvention versée par Santé publique France

Cliquez ou appuyez ici pour entrer du texte.

3.6 Liste des activités menées par le CNR en lien avec des entreprises ou
établissements industriels ou commerciaux dont les produits entrent dans le champ
d’expertise du CNR

(cf déclarations d'intéréts et engagement déontologique signé par les responsables des CNR (en précisant la nature
des activités, les financements éventuels obtenus et la destination de ces financements).

3.7 Autres remarques a destination du comité des CNR

Ce rapport 2021-2023 ne présente pas I'effort d’intégration des données générées par 'ensemble des laboratoires du
CNR. La masse d'information générée par les laboratoires du CNR et I'adaptation au nouveau format ont rendu cet
exercice difficile (deux années de surveillance, gestion de la crise COVID).

Pour le prochain rapport (2023-2024) un effort particulier sera apporté pour que les données de la surveillance de
I'hexagone soient totalement intégrées, en structurant le rapport par chapitres « virus » pour els élements de circulation
des différents virus du périmétre du CNR.




