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Plan du cours

Concept général de Biosécurité :
définitions, sécurité de laboratoire, sécurité du personnel 
pathogènes, catégorie de risque
labos P1 à P4, labos P4 en Suisse, réseau

Film : le P4D des HUG

Labo P4D des HUG :
histoire, plan, construction, photos, BatLab
émergence de nouveau virus, le CRIVE, analyses diagnostic, 
demande, envoi et transport d’échantillons
exemple: la pandémie influenza A H1N1 2009
questions et remerciements

Pratique : équipements P4D et envoi d’échantillon



Biosécurité

définition : 

L’ensemble des mesures visant à prévenir les dangers liés à 
l’utilisation de matériel biologique

Le niveau de risque est fonction des microorganismes utilisés et des 
procédures.  Ce risque prend en compte le danger (ampleur de 
l’impact nocif pour la  santé et/ou l’environnement) et l’exposition à 
ce danger (probabilité)

Le responsable de la biosécurité s’appelle un BSO 
(BSO = BioSecurity Officer)



définitions :

la biosûreté décrit les principes, technologies et pratiques de 
confinement mis en place pour éviter les accidents et l’exposition 
non intentionnelle à des pathogènes ou toxines

la biosécurité décrit les mesures de protection mises en place et la 
gestion de matériels biologiques importants au sein des 
laboratoires, afin d’empêcher qu’ils soient accessibles sans 
autorisation préalable

le biorisque comprend à la fois la biosûreté et la biosécurité. 

Biosûreté, biosécurité et biorisque



Sécurité: les bonnes pratiques de laboratoire



Identifier les risques (dangers liés au pathogène)
Introduire des procédures et des équipements de sécurité
Construire des bâtiments/laboratoires adéquats

Sécurité de laboratoire

Deux points essentiels :

- Protection du personnel contre les infections
- Protection de l'environnement (libération involontaire de 
microorganismes)

En Suisse :

- Ordonnance sur l’utilisation des organismes en milieu confinée   
(OUC, mai 2012, en vigueur juin 2012)

- Ordonnance sur la protection des travailleurs contre les risque liés 
aux microorganismes (OPTM, août 1999, en vigueur juin 2012)

http://www.admin.ch/ch/f/rs/c814_912.html et http://www.admin.ch/ch/f/rs/832_321/index.html

http://www.admin.ch/ch/f/rs/c814_912.html
http://www.admin.ch/ch/f/rs/832_321/index.html


Risques en laboratoire



Mesures de sécurité du personnel

• Information du personnel de laboratoire :
 agents infectieux (risque lié aux pathogènes usuels ou particuliers)
 règles et mesures de sécurité (pathogènes et équipements)
 vaccinations

• Formation du personnel de laboratoire :
 professionnelle, solide et continue (entrainement)
 compréhension des consignes de sécurité et mises en pratique
 utilisation correcte des équipements (PSM)
 entretien régulier des équipements techniques de sécurité

• Protection optimale de l'homme et de l'environnement passe par une 
harmonisation au niveau technique, architectural et organisationnel 



Sécurité du personnel : la vaccination

• Vaccinations exigées pour personnel de labo aux HUG (Virologie) :

- Rougeole (Morbillivirus de la famille des Paramyxoviridae, « Measles »), ROR

- Rubéole (Rubivirus de la famille des Togavirirdae, « Rubella »), ROR

- Varicelle (VZV ou Varicella-Zoster virus de la famille Herpesviridae), Varilrix

- Hépatite A et B (HAV, HBV de la famille des Flaviviridae) TwinRix

- Diphtérie (Corynebacterium diphtheriae ou bacille de Löffler-Klebs) 

- Tétanos (Clostridium tetani ou bacille de Nicolaïer) Diphtheria-Tetanus adsorbed pediat

• Vaccinations recommandées pour personnel de labo aux HUG

- Oreillons (parotidite virale ou parotidite ourlienne, Myxovirus parotidis, famille des 

Paramyxovirus, « Mumps »), ROR

- Coqueluche (Bordetella (para)pertussis ou bacille de Bordet-Gengou)

- Méningocoque (Neisseria meningitidis) pour labo de bactériologie



VirusNématodes

ProtozoairesBactéries Bactéries intracellulaires

Champignons

Différents types de pathogènes

http://www.google.ch/imgres?imgurl=http://www.tier-und-mensch.com/images/aspergillose/aspergillose1.jpg&imgrefurl=http://www.tier-und-mensch.com/aspergillose.html&usg=__7LV2p1A3TztlZuXeq5w9wsKkpek=&h=235&w=250&sz=25&hl=fr&start=59&zoom=0&um=1&itbs=1&tbnid=IYEtCELoHgJRYM:&tbnh=104&tbnw=111&prev=/search%3Fq%3Daspergillose%26start%3D40%26um%3D1%26hl%3Dfr%26safe%3Dactive%26sa%3DN%26ndsp%3D20%26biw%3D1234%26bih%3D852%26tbm%3Disch&ei=FbK2TaakHcXoOdPxiYoP
http://s3.e-monsite.com/2011/02/21/05/resize_550_550//cholera.jpg


Catégorie de risque des microorganismes

Risque



Niveaux de risque des virus

• Groupe 1: La plupart des virus des plantes et les bactériophages

• Groupe 2: Herpes simplex, Influenza A, Virus respiratoire syncitial, 

Rougeole, HIV, Hépatites B et C

• Groupe 3: Encéphalite à tiques, Dengue, Hépatites B et C, 

Chikungunya, Influenza aviaire, HIV

• Groupe 4: Lassa, Ebola, Marburg, Crimée-Congo, Variole, 

Machupo, Hendra



• Oral: 
Entérovirus, Norovirus, Rotavirus, Hépatite A, Variole…

• Aérosols: 
Grippe, Rhume, Rougeole, SARS 

(« virus respiratoires »), 
Varicelle, Epstein-Barr, Hantavirus…

• Contact avec fluides corporelles: 
VIH, fièvres hémorragiques (Ebola, Marburg),

Hépatites B et C…

• Piqûre d’arthropodes:
Encéphalite à Tiques, la Dengue, Chikungunya, 
Crimée-Congo…, 

• Sexuelle: 
VIH, Herpès simplex, Hépatites B et C

Plaies

Exposition et voies de transmission des virus



Groupe de risque et niveau de biosécurité

h
tt

p
:/

/w
w

w
.w

h
o

.in
t/

cs
r/

re
so

u
rc

es
/p

u
b

lic
at

io
n

s/
b

io
sa

fe
ty

/L
ab

B
io

sM
an

3
rd

Fr
en

ch
w

eb
.p

d
f



Poste de sécurité microbiologique (PSM)

Moteur et filtres



Laboratoire P1



Laboratoire P2



Laboratoire P3

Panneau 
risques 
biologiques

Matières 
infectieuses
Manipulées 
dans un PSM II

Autoclave 
dans le local

Vêtements de 
protection et 
masque si 
nécessaire
(pas de sortie sans 
décontamination)

Système de 
SAS 
pressurisés 
avec douche

Système de 
ventilation 
(orienté) et 
de filtrage 
HEPA

Fenêtre fermée 
(hermétique) 
et résistantes 
aux chocs



Laboratoire P4D des HUG



Institut de Virologie et d'Immunoprophylaxie (IVI)

- diagnostic, surveillance et contrôle des épizooties hautement 
contagieuses (grippe aviaire, fièvre aphteuse et peste porcine classique). 

- potentiel de transmission à l’homme des nouvelles maladies 
animales 

- autorisations de mise sur le marché des vaccins vétérinaires
- rattaché à l’Office vétérinaire fédéral (OVF)

Les laboratoires P3-P4 en Suisse

http://www.bvet.admin.ch/ivi/01661/index.html?lang=fr



Les laboratoires P3-P4 en Suisse

Laboratoire de sécurité SiLab, Labor Spiez

http://www.labor-spiez.ch/

- diagnostic (domaine militaire ou civil, armes biologiques potentielles)

- analyse d'échantillons au contenu inconnu (environnementaux, domaines A, B et C)

- formation (militaire-biologiste pour les substances de combat biologiques, et les 

collaborateurs d'organes civils externes œuvrant dans le domaine de la sécurité biologique) 

- recherche et développement (recherche et développement axés sur diagnostic, nouvelles 

méthodes pour des agents pathogènes connus ou inconnus, nouveaux vaccins, recherche sur les risques liés 
à la manipulation d'agents pathogènes => développement d’un savoir-faire)

- rattaché au Département fédéral de la défense, de la protection de la 
population et des sports (DDPS)



Les laboratoires P3-P4 en Suisse

Laboratoire de sécurité SiLab, Labor Spiez

laboratoire  de niveau 2
(ancien)

laboratoire  de niveau 3
laboratoire  de niveau 4
(nouveau)

Vestiaire
Douche
Habillement

Douche chimique



Les laboratoires P3-P4 en Suisse

Laboratoire de sécurité SiLab, Labor Spiez



RLR: un réseau de laboratoires régionaux  en Suisse

concept :

laboratoires régionaux chapeautés par laboratoires de références 

nationaux, en contact avec les centres de référence internationaux

GENEVE:
CRIVE P4D
CNRI
CNM

BERNE:
SiLab P4
IVI P4A
NANT
NZPn
NZUT

TESSIN:
CNL

Luzerner 
Kantonsspital 
LUKS

ZURICH:
NENT
NRZ
NZM
NRPE

BALE:
NZPo
NZIP



European Network for Diagnostics of Imported Viral Diseases

Centre de référence internationaux

http://www.enivd.de/ENIVD_P.HTM

Tests diagnostiques fait à l’ENIVD
Tests diagnostiques commerciaux (fournisseurs)
Listing des laboratoires P3/P4, et des membres
Listing des virus (infos, fact sheets)
Organisation de contrôle qualité externe
Séminaires
Liens divers
…

Center for Disease 
Control and Prevention
Atlanta, USA

European Center 
for Disease Prevention
and Control 
Stockholm, Suède

Office International 
des Epizooties ou
Organisation Mondiale 
de la Santé Animale
Paris, France

OMS ou WHO

http://ecdc.europa.eu/
http://www.promedmail.org/


FILM



Laboratoire P4D des HUG



- Inauguration le 20 février 2007 en présence des autorités 
fédérales et cantonales

- 1er laboratoire suisse capable de diagnostiquer des virus 
hautement pathogènes, classés en niveau de sécurité 4. 

- Utilisation à des fins diagnostiques uniquement 
- Aucune culture ou stockage de virus dangereux
- Outil de référence pour l’ensemble de la Suisse

Ouverture du P4D aux HUG

Prof. Laurent Kaiser Dr P. A. Raeber Dr P. Cherpillod



Pourquoi un laboratoire P4D en Suisse ?

• Prise de conscience de l’absence de moyens et d’infrastructures 
pour diagnostiquer des maladies émergentes dangereuses

 Naissance du CRIVE (Centre national de Référence pour les Infections Virales Emergentes)

 Le laboratoire de Virologie des HUG a été choisi…

Budget raisonnable, expérience préalable (labo CNI), milieu 
hospitalier, présence d’ un aéroport international et 
d’organisations internationales (OMS, OMC, CICR, UNHCR) etc…

• Volonté politique de l’OFSP d’augmenter la capacité de 
diagnostique pour les virus émergeants via un réseau de 
laboratoire et le développement d’un centre de référence

BUT : identification des pathogènes (fièvres hémorragiques virales) 

pouvoir faire face à de nouvelles épidémies et pandémies



Le P4D des HUG



Isolateur de niveau de sécurité P4 de la maison SKAN

Isolateur P4

Flux 
laminaire 
P2

Sas

P4D



Niveau 4

(-15 Pa)(-35 Pa)

(-55 Pa)
(-125 Pa)

Plan du P4D (D=Diagnostique)

Remarque: 

• pas d’amplification de virus 4  

• pas de recherche

Equipment de protectionNiveau « 3+ »



SAS “propre” et SAS “mixte”

1er SAS « propre » (-15 Pa) 2ème SAS « mixte » (-35 Pa)

Passe-matériel

1st SAS (-15 Pa)



P4D

P4D (-55 Pa) 

Autoclave traversant et Centrifugeuse « aerosol proof » EasyMag (RNA extraction)



Isolateur P4D

P4D (-55 Pa) 

Isolateur 

(-125 Pa) 

http://www.dailymotion.com/playlist/x18djk_HUG_information-generale/4#video=xc6r30



Contrainte : un P4D dans un hôpital



1er SAS: 

-15 Pa

2ème SAS:  -
35 Pa

P4D: -55 Pa
Isolateur:                   
-125 Pa

Scellage avec 3 couches de résine/peinture

Entrée: filtre HEPA H11 Sortie: préfiltres HEPA F9 
puis filtre HEPA H14

Moteur

Moteurs 
(3)

Système de ventilation et scellage du laboratoire

Imperméable 
Environnement confiné



Filtres HEPA

Filtre HEPA = Filter High Efficiency Particulate Air 

« filtre THE » (pour Très Haute Efficacité)

http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Fichier:HEPA_Filter_diagram_fr.svg&page=1


Décontamination et déchets

Gestion des 
déchets

Station de 
décontamination

Décontamination du 
laboratoire 

H2O2

ou 

Formaldéhyde



Sécurité dans le P4D

Seules les personnes autorisées peuvent rentrer dans le P4D

(formation préalable, consigne de sécurité et badge)

Travail toujours en binôme (moins de stress, partage du travail)

Pas de contact direct avec les échantillons sanguins 

Limitation du nombre d’étape avant inactivation de l’échantillon

Entraînement régulier et contrôle des réactifs

en cas de malaise :

alarme homme mort

en cas d’accident :

présence dans P4 annoncée (centre de contrôle et 
d’intervention)

téléphone (numéro d’urgence)

vidéo (≠ surveillance mais sécurité), 

alarme (fausse alarme, évacuation hôpital, contrôle annuel)



BATLab des HUG

Mise en service progressive dès 2014

Nouveau Bâtiment des Laboratoires



P4D

P2

P3

Inactivation

Cultures

Cultures

SAS 1

SAS 2
SAS 

Surveillance/
Sécurité

Ventilation/
Dépression/

filtres

Accidents 
biologiques/

décontamination

Eaux usées

Alarmes

Structures

Enveloppe et 
2ème boîte

Accès/badges

Isolateur

Gestion des 
déchets

Zone « Biosécurité » Laboratoire de Virologie



Maladies émergentes?

• Changements mondiaux favorisent la résurgence de certains virus 
qui contrairement aux hommes ne connaissent pas de frontières

• Augmentation : - températures, variations temporelles et 
régionales

- voyages, tourisme, échanges internationaux 

(3-4 fois entre 1980 et 2000)

- commerce, des importation d’animaux dans 
les marchés

- agriculture (intensification) 

- urbanisation et déforestation 

(intrusion dans des zones « préservées » 
jusqu’à aujourd’hui)

• Diminution de la lutte contre les vecteurs de maladies

• Bioterrorisme



Maladies émergentes… quelques exemples

20032001 2005

SARS-CoV = 
Coronavirus

Bacillus anthracis H5N1 Influenza virus

http://www.time.com/time/magazine/0,9263,7601030505,00.html
http://daveibsen.typepad.com/.shared/image.html?/photos/uncategorized/bird_flu.jpg
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:AnthraxBacteria.jpg


Virus émergents… quelques exemples en 2012



Virus émergents… quelques exemples en 2012



Utilité du CRIVE ?

Vocation : - détection des virus émergents et ré-émergents 
inclus les virus de classes de sécurité 3 et 4

Objectif : - diagnostic des virus dangereux en Suisse (virus 
émergents et réemergents)

Adaptation constantes des tests diagnostiques

- surveillance, conseils, informations, collaboration
« Response team » pour d’autres virus

- collaboration avec cliniciens (infectiologue)
- aide pour le clinicien (diagnostic de confirmation 

ou d’exclusion)
Implication directe sur les traitements (et coûts)



Horaires du CRIVE



Analyses disponibles au CRIVE

Group Molecular diagnosis Serology

(PCR) IgG and IgM

Crimean-Congo 4 X X
Lassa 4 X X
Ebola 4 X X
Marburg 4 X X
Smallpox (variole) 4 X -
West Nile 3 X X
Dengue 3 X X
Tick-borne encephalitis 3 - X
Yellow fever 3 X X
Japanese encephalitis 3 - X
Chikungunya 3 X X
Hantavirus 3 X (Sin Nombre) X
Measles (rougeole) 2 X X
Enterovirus 71 2 X -
Poliovirus 2 X -
Rift Valley 3 X -
Phlebovirus 3 X (Toscana) X
New Coronavirus 2012 3 X -
SRAS-CoV 3 X X
Avian influenza H5N1 3 X -



Déroulement du travail et gestion des échantillons

échantillon 
de sang

P4D

Dengue + Malaria 
tests rapides

Inactivation des 
échantillons pour la 
sérologie (sérum)

Inactivation des 
échantillons pour les

PCR (plasma)

Extraction du génome viral 
puis PCR classique, en temps 

réel, imbriquées pour 
détection de FHV

Labo P4D

Labo P2

Suspicion de fièvre hémorragique virale (FHV)

Autres analyses non 
virologiques

Tests de base: groupe 
sanguin, coagulation, 
enzymes hépatiques, 
tests urinaires, sels…

Sérologie IgM et IgG par 
ELISA pour détection 

d’anticorps contre virus 
causant les FHV



Analyse PCR classique

Suspicion de fièvre hémorragique virale (CCHF)

Extracteur d’ARN/ADN
EasyMag (Biomérieux)

Principe de la PCR:
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http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:PCR_basic_principle1.jpg


Analyse PCR en temps réel

Suspicion de fièvre hémorragique virale (CCHF)

Principe du Taqman:

R
ie

n

Real-time RT-PCR
(Step One, ABI)

Ct=37.17

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Taqman.png
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/73/96_well_PCR_plate-06.jpg


Sérologie

Suspicion de fièvre hémorragique virale (CCHF)

Principe de l’ELISA: Automate DSX (Dynex Technologies)

Lecteur de plaque ELISA :
Virus

Sérum

Substrat

anticorps
de révélation

http://www.dynextechnologies.com/
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a9/ELISA.jpg


Demande d’analyse pour groupe P3



Demande d’analyse pour groupe P4



Envoi d’échantillons au CRIVE

Le CRIVE ne prend en 
charge que les 
prélèvements 
humains, et non ceux 
provenant du domaine 
animal ou issus de 
l’environnement. 

* = catégorie A si culture de virus

catégorie de transport
≠ 

groupe de risque 
biologique 

*
*

*
*

*

*
http://virologie.hug-ge.ch/centres_reference/crive.html

Diagnostique 
moléculaire

(PCR)

Sérologie
IgG et IgM

Catégorie A UN 
2814 pour le 
transport*1

Transport par 
coursier agréé

Catégorie B UN 
3373 pour le 
transport*2

Crimée-Congo X X X -

Lassa X X X -

Ebola X X X -

Marburg X X X -

Variole X - X -

West Nile X X - X

Dengue X X - X

Encéphalite à tiques (FSME) - X - X

Fièvre jaune X X X

Encéphalite japonaise - X - X

Chikungunya X X - X

Hantavirus (6 différents 

pour les sérologies)

X 

(Sin Nombre)

X X4 X

Phlebovirus (6 différents 

pour les sérologies)

X

Toscana

X - X

Rougeole X X - X 

Entérovirus 71 X - - X

Poliovirus X - - X

Vallée du Rift X - - X 

SRAS-CoV X X - X

Nouveau Coronavirus 2012 X - - X

Grippe aviaire H5N1 X3 - - X 



Emballage de catégorie B

ADR 2.2.62.1.4.2

Envoi d’échantillons au CRIVE

Reglementation : European Agreement concerning 
the International Carriage of Dangerous Goods by Road (ADR) 

Emballage de catégorie B 
(P650)

UN 
3373

ADR 2.2.62.1.4.2

Emballage de catégorie A 
(P620)

UN 
2814

ADR 2.2.62.1.4.1



Envoi d’emballage de catégorie A au CRIVE

http://www.who.int/csr/resources/publications/biosafety/Biosafety7.pdf

Le transport d’un colis de catégorie A n’est pas autorisé par voie 
postale standard !!!

prise en charge par une personne spécialement formée ou par 
des transporteurs privés agréés 
(World Courrier, fournit un système d’emballage « clé-en-main »)

IMSEC Stratégie et sécurité, 
case postale 22, 
CH-1804 Corsier-sur-Vevey, 
Tél : 021/921 11 66. 

Référence du système 
d’emballage pour la catégorie 
A : AO 5300 



Envoi d’emballage de catégorie A au CRIVE

1. Contacter médecin cantonal et/ou l’OFSP (déclaration de cas, délai de 
2h, pour suspicion du groupe 4) 

2.  Contacter le Laboratoire de Virologie (prise de connaissance du cas 
et coordination entre envoi et réception des prélèvements)

3. Remplir les feuilles de demande d’analyses, les documents de 
transport et donner au transporteur les consignes de sécurité 

4.  Préparation des prélèvements. 

Les prélèvements sanguins (Vacutainer Hémogard 6ml, pas de tubes en verre) sont désinfectés 
(EtOH 70%), et empaquetés comme expliqué ci-dessous (matériau absorbant puis scellés dans 
enveloppe en plastique puis déposés dans le tube cylindrique à bouchon, lui-même enfermé 
dans une pochette isotherme et finalement emballés dans le carton avec les feuilles d’analyses). 



Envoi d’emballage de catégorie B au CRIVE

http://www.who.int/csr/resources/publications/biosafety/Biosafety7.pdf

L’acheminement d’un colis de catégorie B 
est autorisé par voie postale standard. 



Document de transport



Document de transport



Situation réelle

Apparue fin mars 2009 au Mexique puis au USA (confirmé par CDC)
OMS parle d’ « Urgence sanitaire publique »

1er patient Suisse le 28 avril 2009
OMS phase 4 puis 5 = pandémie imminente

Phase 6 = pandémie en juin 2009

Grippe pandémique de 2009 : influenza A (H1N1) 2009

Outils diagnostics développés pour la Suisse par le CNRI à Genève
Prise en charge des échantillons dans le P4D pendant 3-4 semaines 
puis analyses dans labo normal P2 (risque non établi fin avril)

?
Ou

?



pH1N1 2009



Origine du virus influenza A (H1N1) 2009
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RLR: un réseau de laboratoires régionaux  en Suisse



P4 internationaux




