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Résumé

Le Centre National de Référence OMS pour la f&ride I'Institut Pasteur d'Algérie a mis
en place une unité de surveillance de la résistdnceirus influenza aux inhibiteurs de la
neuraminidase afin d'évaluer la possibilité dérmeemg de souches mutantes apres
l'introduction de ces antiviraux dans la pratiglieique pour le traitement et la prévention de
la grippe. L'oseltamivir étant I'antiviral recommad par 'OMS au cours de la pandémie de
grippe A(H1N1)2009, nous avons réalisé une étudeestant la sensibilité a cette molécule
de souches algériennes isolées en cette année.

Un total de 70 souches virales a été testé.98ashes ont été isolées au CNR Grippe
Algérie lors de la pandémie A/H1N1 de 2009, duram période allant de Juin a Décembre
2009. Cet echantillon a été choisi du fait de tautation dans le monde a cette période, de
souches résistantes a l'oseltamivir portant la trartaH275Y. Le travail a débuté par une
analyse des caractéristiques épidémiologiques deolaulation étudiée. A partir des
renseignements relevés sur les malades nous avalisér une étude statistique pour
déterminer le sex-ratio et les classes d'age l&s foluchées.

Afin d’évaluer le profil de sensibilité a I'osamivir des souches grippales isolées chez cette
population, nous avons eu recours a deux techsigl#ne technique phénotypique par
inhibition de la neuraminidase viralelétermination des valeurs IC50) et une technique
génotypique par RT-PCR en temps réel pour la disggtion allélique entre le type sauvage
et le type résistant a I'oseltamivir portant la atign H275Y.

Pour le besoin de validation de ces techniguness avons testé des souches de référence,
sensibles et résistantes a I'oseltamivir, fourrpas le NIMR — UK (National Institute for
Medical Research-United Kingdom) et le CDC-USA (tees for Disease Control-United
States of America).

Les résultats obtenus par la technique phérmigpicomparés a ceux obtenus par la
technique génotypique montrent une bonne coroélantre les valeurs des IC50 et le profil
génétique des souches testées. Aucune résistdiuselgamivir n'a été détectée sur les 70
souches A/H1N1(2009) Algériennes.

La technique moléculaire pour la détection dusinfluenza portant la mutation H275Y se
révéle aussi sensible et spécifique que la teckenmiénotypique qui reste la technique de
référence OMS pour la surveillance des résistaduegrus grippal, avec un avantage d’étre
d’exécution plus rapide en cas de pandémie ou dgenee de souche résistantes en Algeérie.

Mots clés :Grippe,Résistance, Mutation, Neuraminidase, OseltamivirFTR.



Abstract

The WHO National Influenza Center (NIC) - Pastistitute of Algeria, has set up a unit
for monitoring the resistance of influenza virusesneuraminidase inhibitors to assess the
possibility of emergence of mutant strains aftex thtroduction of these antiviral drugs in
clinical practice for the treatment and preventidimfluenza.

We conducted this study by testing the sensjtiaf Algerian strains to oseltamivir
knowing that this antiviral were recommended by @/l pandemic influenza A ( HIN1 )
2009.

Seventy strains were tested . These strains were isolat®lC Algeria during pandemic
Influenza A/H1IN1 of 2009, over a period from Juneltecember 2009. This sample was
chosen because of the traffic in the world at timee of strains resistant to oseltamivir with
the H275Y mutation. This work began with an analysfi the epidemiological characteristics
of the population studied. From the informationargled on the patients we performed a
statistical analysis to determine the sex ratio ahd most affected age groups.

To assess the profile of susceptibility to aseivir isolated influenza strains in this
population , we usetivo methods : A phenotypic assay by inhibition of viral neuraidiase
(determination of IC50 values) and a genotypic yasby Real-time RT-PCR allelic
discrimination for detection of H275Y mutation ¢eming resistance to oseltamivir.

For the purpose of validation of these two mdthave tested reference strains sensitive and
resistant to oseltamivir , provided by the NIMR KUNational Institute for Medical
Research, United Kingdom) and the CDC- USA (CenfierPisease Control- United States
of America ).

The results of the phenotypic assay compar¢hioge obtained by genotypic assay show a
good correlation between the values of IC50 andytmeetic profile of the strains tested . No
oseltamivir resistance was detected in all 70 AlgeA/H1N1 (2009) strains.

The molecular method for detection of the inflz@ H275Y mutation appears sensitive and
specific than phenotypic method which is a WHO d#ad technique for monitoring the
resistance of influenza virus, with an advantageenngfaster and practice if there is
pandemic or widespread influenza resistant strains in Algéria.

Keywords: Influenza, Resistance, Mutation, Neuraminidaselt@sivir.
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ABREVIATIONS

A : Angstrém

ADN : Acide Désoxyribo- Nucléique

ADNCc : Acide Désoxyribo- Nucléigue complémentaire
ANOVA : Analysis Of VAriance

ARNyV : Acide Ribo-Nucléique viral

AS : Acide Sialique

CDC - USA : Centers for Disease Control — United States of Acaer
CNR: Centre National de Référence

dNTP : désoxyribo-Nucléotides Tri Phosphates
HA (H) : Hémagglutinine

HI : Acide chlorhydrique

HEF : Hémagglutinine Estérase Fusion

IFD : Immunofluorescence Directe

IFI . Immunofluorescence Indirecte

IPA : Institut Pasteur d’Algérie

Kb : Kilo bases

LGVR : Laboratoire Grippe et Virus Respiratoires
M1/M2 : protéines matricielles 1 et 2

MDCK: Madin-Darby Canine Kidney

MEM: Milieu Essentiel Minimum

NA (N) : Neuraminidase

NANA : Acide N-Acétyl-Neuraminique

NEP : Protéine d’Export Nucléaire

NIMR-UK : National Institute for Medical Research-United g@om
NP : Nucléoprotéine

NS1/NS2 :protéines Non Structurales 1 et 2

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PA : Protéine Acide

PB1/PB2 :Protéines Basiques 1 et 2

PBS :tampon Phosphate Buffered Saline

pdm : pandémique

RE : Réticulum endoplasmique

RLU : Relative Luminescence Unit

RNPv: Ribo-Nucléo-Proteiques virale

RT-PCR: Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
SMAD: Standard Median Absolute Deviation
SNP: Single Nucleotide Polymorphism

Tag: Thermus aquaticus

Tris: Trishydroxyméthylaminométhane

WHO: World Health Organisation

°C : degré Celsius

h : heure

kD : kilo Dalton

min : minute

mt: mutant

pb : paires de bases

sec :seconde

tpm: tours par minute

wt: wild type



GLOSSAIRE

ARN entraineur (RNA carrier) : Petit fragment poly-A synthétique utilisé en biakg
moléculaire pour précipiter les ARN lors de I'extiian.

Amplicon : fragment dRDN amplifié par PCR

Arthralgie : douleurs articulaires.

Dérivée :C’est la pente de la tangente au graphe au poicdvaielonnées [x , f(X) ].
Myalgie : douleur_musculaire

Protéinase K : Enzyme utilisée ehiologie moléculaire pour digérer legrotéines et enlever
les contaminants de préparatioaciles nucléiques

Rhinorrhée : écoulement provenant de flaugueuse nasale, qui se déclenche lors d'un
rhume

SD (Standard Deviation = Ecart type) : mesure dadpeatsion d'uneariable aléatoire réelle
(mesure de dispersion de données)

SMAD: C’est I'écart absolu moyen qui est une mesure diispersion statistique. Le SMAD
est est un meilleurs estimateur de la variance taahantillon que I'écart type, il permet de
déterminer les valeurs extrémes (outliers).

Statistique descriptive: Branche destatistigues qui regroupe les nombreuses techniques
utilisées pour décrire un ensemble relativemenbitamt de données.

Tag polymérase :La Taqg polymérase est us®dN polymérase qui agit dans une certaine
gamme de température. Elle est utilisée pour @@® réactions dBCR. Elle a été isolée a
partir de labactérie thermophile Thermus aquaticus.

Température de fusion Tm (melting temperature) : Température a laquelle se produit le
passage de I'état bicaténaire a I'état monocagedait ADN. Elle dépend du pourcentage de
(G + C) de I'ADN et des mésappariements.

Tris : abréviation de Tris-hydroxy-méthyl-amino-méthatieest largement utilisé comme
tampon en biochimie, particulierement pour travailler avec da&sdes nucléiques avec un
intervalle depH entre 6.5 et 9.7. Le Tris possede des protonkefabi

Triton X-100 : Détergent utilisé en biologie cellulaire et moléie pour perméabiliser les
membranes cytoplasmique, nucléaire...etc.
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INTRODUCTION

La grippe (ou influenza) est une infection \@ralourante et généralement bénigne qui
touche principalement I'appareil respiratoieette virose peut avoir des effets séveres chez
les individus a la santé fragile, comme les persendigées et celles souffrant d’affections
pulmonaires.Aux vues de son incidence et des complicationsligufgeut entrainer, cette
maladie constitue un probleme majeur de santé quan|Gamblin, 2004).

La vaccination est la principale mesure de prége de la grippe ; la politique vaccinale
vise a protéger ces personnes pour lesquellefplaegoeut étre fatale.

Il existe trois types de virus grippaux, A, BletLes virus de type A sont responsables de la
majorité des épidémies de grippe saisonniere dtlesrseuls a sévir sous forme pandémique
depuis la grippe espagnole de 1918 qui a tué @0dnillions de personné&miel, 2010).

Les oiseaux sauvages aquatiques représentarid geservoir du virus de la grippe A et de
sa diversité. Le caractére segmenté du genome(8isdgments d’ARN) et l'infidélité de son
ARN polymérase sont a I'origine des phénoménesdssortiments et de mutations qui ont
permis au virus de franchir la barriére d’espénéaénant des pandémies chez 'lhomme.

Le traitement précoce de la grippe par utilisatole médicaments antiviraux réduit la
capacité du virus a se multiplier. Administrés tlapparition des premiers symptémes, ils
réduisent potentiellement les risques de compbioa(Huraux et al., 2003).

Les antiviraux visent a perturber une étapeyalecde réplication du virus. Dans le cas des
virus grippaux de type A la cible la plus intéregsaest une protéine située en surface du
virus, la neuraminidase, qui intervient dans l&d#tion et la propagation des virions apres
multiplication dans la cellule.

Le traitement par les inhibiteurs de la neuradaise, oseltamivir et zanamivir, a été
introduit dans la pratique clinique dans divergggans du monde. L’oseltamivir est utilisé en
premiére intention chez les malades a risque deglcations sévere de la grippe.

Toutefois, l'utilisation excessive de I'oseltatnia rapidement fait apparaitre une résistance
du virus grippal de type A. Cette résistance esb@se a une mutation survenant au niveau
d’'un acide aminé impliqué dans la structure du &it#Ef de la neuraminidase. Il s’agit d’'une
substitution d’'une Histidine en position 275 pareudyrosine (mutation H275Y)
(Hay et al., 2008)

L’objectif de notre travail était de mettre anirg des techniques de détection phénotypique
et génotypique de la résistance du virus grippahigeérie. Pour cela nous avons ciblé une
population de malades de la pandémie A/H1N1 de ,208%de durant laquelle I'oseltamivir
a été tres utilisé dans le traitement et la préoprie cette infection.



CHAPITRE | : GENERALITES
I.1. Le Virus de la Grippe

Le virus grippal est un virus a ARN simple bpaurvu d’'une grande plasticité génétique
car il subit constamment des réassortiments garediq Ce processus évolutif,
complémentaire des mutations que connait ce vastsen relation avec la nature segmentée
du génome viral.

Le virus de la grippe appartient a la familles d@rthomyxoviridae et au genre
Influenzavirusll existe 3 types : influenza A, influenza B efiuenza C.

Les virus influenza de types A etsBnt proches phylogénétiquement, ils sont composés
d’'un génome segmenté en huit parties, alors qu#udnza Qpossede sept segments.

L’enveloppe virale des virus influenza types fABeest constituée de spicules appelées
Hémagglutinine (HA) et neuraminidase (NA). Les sirde type C possédent eux une
hémagglutinine notée HEF (Hémagglutinine EstérassoR) plus longue que celle des deux
autres virus grippaux et codée aussi par le segiéigure 1). La HEF posséde une fonction
de plus qui n’est pas retrouvée dans la HA, c’ebe e destruction des récepteurs, jouée par
la NA des virus A et B(Akarsu, 2005).

virus Iinfluenza types Aet B virus influenza type C
HEF

Récepteur —»
9000 82P RTINS

1 4do0bobba6o

2% 2290009

0
B58458484]

Figure 1 : Structure des virus grippaux A, B, ef{Gamblin, 2004).

La grippe que I'on connait communément corredpaumx genres A et B qui circulent en
paralléle durant les épidémies. Les vaccins somtpesés de virus de la grippe de types A
et B inactivés ; les souches virales utilisées dams/accins sont modifiees en fonction des
souches en circulation.

En ce qui concerne le virus de la grippe de #pesa capacité de mutation élevée et les
effets dévastateurs de ses pandémies (1918, 1968, 2009), le font classer parmi les virus
potentiellement séveres. C’est pourquoi le virudadgrippe de type A est étudié de facon
plus intensivgHuraux et al., 2003).



La présente étude se limite au virus influenza A.

I.1.1. Le virus de la grippe de type A

[.1.1.1. Structure de la particule virale de type A
Le virus influenza A se présente sous la forme diirion ovoide d’environ 120 nm de
diametre et recouvert de spicules qui sont lesépres Hémagglutinine (H ou HA) et

Neuraminidase (N ou NA)

La figure 2 représente la particule virale en nscapie électronique.

e

Figure 2 : Virus grippal de type A en microscopie électronique
(Manuguerra et Hannoun, 1999)

Le virus influenzaA est un virus enveloppé. Il posséde une bicougdidque d’origine
cellulaire, tapissée par la protéine de matrice )(MBuUr cette enveloppe sont insérées les
protéines virales de surface (HA et NA) et les cana protons formés par la protéine M2
(figures 3).

[.1.1.1.1. Génome du virus grippal de type A

Le génome de l'influenza virus de type A est URMAmMonocaténaire divisé en 8 segments
qui se répliguent séparément et restent indépesidant au long de la multiplication du
génome. Chaque segment d'ARN correspond a un gérede pour une ou deux protéines
(Tableau | et Figure 3).



Tableau |: Les segments du génome influensaet les différentes protéines codées
(Hannoun, 1995)

Segment d’ARN Protéines codées
Segment 1 | PB2: catalyse la synthese de nouveaux ARNv
Segment 2 PB1: reconnaissance et liaison de la coiffe des ARNimleges
Segment 3 PA: transcription, réplication
Segment 4 HA: code I'hémagglutinine HA
Segment 5 NP: code la protéine NP
Segment 6 NA: code la neuraminidase NA
Segment 7 | M : code deux protéines M1 et M2 grace a un mécanisépisdage alternatif
Segment 8 NS: code deux protéines NS1 et NS2 grace a un mécamgpissage alterna“if

L’ARN viral est de polarité négative [ARN(-)]. Gpui signifie qu'il ne peut pas étre traduit
directement tel quel en protéines virales ; un DikRN complémentaire de polarité positive
[ARN(+)] équivalent a I'ARN messager cellulaire tadtre d’abord synthétisé par la
polymérase virale (Neumann et al., 2009). Le complexe polymérase (complexe
transcriptase/réplicase) est constitué de I'astonial’'une polymérase acide PA et de deux
polymérases basiques PB1 et PB2 (Figure 3).

Al

matrice

% complexe
polyvmerase

- M2
canal ionigue

Enveloppe

Figure 3 : Représentation schématique du virus de la gripagmeA

(Lagathu et Colimon, 2010)



Le génome viral est d’environ 14Kb. Il est liégadmatrice M1 afin d’assurer une cohésion
entre les RNPv (complexes Ribo-Nucléo-Proteiquesuxi) et I'enveloppe. Ces RNP viraux
sont composés des ARN viraux organisés autour deomeres de nucléoprotéine (NP) a
raison d’'une NP tous les 24 nucléotides assuramégiion et conformation du génome et du
complexe polymérase. Les extrémités 5’ et 3' d&RIMviral se rejoignent et sont liées par le
complexe de 'ARN polymérase virale ARN-dépendaniz.RNPv adopte ainsi une forme
pseudo-hélicoidale (Figure 4).

Figure 4 : Représentation schématique d’'une RNPv montrantdjesidation de 'ARNv par
NP (Naffakh et al., 2008).

Chacune des huit RNP constitue une unité dedrgotion indépendante. Les séquences des
11-13 nucléotides de I'extrémité Bt des 9-12 nucléotides de I'extrémite Barfaitement
conservées pour chacun des segments, constituent plncipaux signaux de
transcription/réplication de '’ARNv.

L'induction de la transcription des ARNm viragg fait par un mécanisme particulier de
capture de coiffe : les extrémités 5’ coiffées deBhn cellulaires sont clivées au niveau
d’'une purine située a 10-13 nucléotides de I'exiré&mt servent d’amorce a la transcription.
La terminaison de la transcription et la poly-adatgn de I'extrémité 3des ARNm se font
par polymérisation itérative au niveau d’'une ségeepolyU située 15-22 nucléotides en
amont de I'extrémité '5de I'’ARNv. La réplication des segments d’ARNv magzar la
synthése de molécules d’ARNc complémentaires éné&ales desARNv, qui servent a leur
tour de matrice pour la synthése d’ARMwea et al., 2004).

1.1.1.1.2. Les protéines de I'enveloppe :

L’enveloppe virale du virus grippal de type A esnstituée des spicules Hémagglutinine
(HA) et Neuraminidase (NA), d'une bicouche lipidggude canaux a protons M2 et de la
protéine de matrice M1. Le virus de type A possede grande variabilité, permettant de
distinguer des sous types selon la nature de I'pghainine et de la neuraminidase (H1N1,
H3N2, H5N1,..etc).

L’hémagglutinine (HA)

Elle se présente sous la forme de structureslaings mesurant de 10 a 40 nanometres de
longueur. Cette spicule est un trimere (faisceaurcis sous-unités semblables, Figure 5)
possédant a son extrémité :

» des sites d’attache spécifique aux acides sialidassécepteurs cellulaires, permettant au
virus grippal de s’y fixer (ce mécanisme constitupremiére phase de l'infection).

> des sites d’'attache pour des anticorps anti-HA rabsdnts et protecteurders d'une
infection.



Chaque site de liaison au récepteur présentestraoeture en boucle-hélice-boucle, qui
entoure l'acide sialique. Ce dernier est lié pas kilEsons hydrogenes et des interactions
hydrophobes.

Site d’attache spécifique aux récept:

Site d’attache aux anticorjant-HA —>

1 Membrane viral

Figure 5 : Structure de HA, faisceau de trois sous-unités artds(Hannoun, 1995).

Il existe 16 sous-types antigéniques hémagglutiginesont marqués H1 a H16.

L'hémagglutinine joue un role déterminant dansektion grippale : elle participe au
tropisme du virus pour les cellules de I'arbre bhique. Elle se fixe a I'acide sialique (Acide
N-Acétyl-Neuraminique = NANA) des chaines glucidégudes cellules ciliées de I'arbre
respiratoire (Figure 6).

Hémagglutinine
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Acide Sialique

Figure 6 : Attachement du virus grippal a la cellule h@itannoun, 1995)

L'hémagglutinine virale peut reconnaitre sok deides sialiques branchés «#t13 a une
molécule de galactose voisine, soit des acidesjsed branchés ex?-6 (figure 7). La nature
du récepteur, a savoir la conformation de I'aciddicgie, est a l'origine de la spécificité des
hotes des différents virus de la grigogers et Paulson, 1983).

Dans le tractus respiratoire de ’lhomme, 'agddique a une conformation de typ€2,6),
alors que dans les cellules intestinales d'oiseiipwssede une conformation de typé€2,3).



Chez le porc, les deux types de conformationl’deide sialique a-(2,3) et a-(2,6)
coexistent, ce qui fait de cet animal un lieu deombinaison possible entre des grippes
aviaire et humaine pouvant déboucher sur des pandéikarsu, 2005).
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Figure 7 : Acides sialiques en branchemeu2-3 eta2-6 (Munier et al., 2010)

¥ ) : Activité sialidage la neuraminidase
La neuraminidase (NA)

La neuraminidase est une glycoprotéine présanta surface de I'enveloppe des virus
influenza. Aprés réplication du virus grippal déaellule infectée, la neuraminidase facilite
la libération et la diffusion du virus, par hydredy des récepteurs membranaires (I'acide
sialique) lors du bourgeonnement de la particuial@i

La neuraminidase est codée par le segmentg&idome viral ; elle a un poids moléculaire
de 200 kDa et se présente sous la forme d’'un haraptére (quartes sous unités identiques).
Elle est constituée d’'une tige surmontée d’'une ¢idbulaire qui porte l'activité sialidase
(clive l'acide sialique) (Figure 8).

La neuraminidase fait I'objet de ce travail, ellerss traitée en détail dans la partie
« Structure, Fonction et inhibition de la Neurardase du virus Influenza ».
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Figure 8 : Structure de la neuraminida@dunier et al., 2010)



Le canal a protons M2

Par épissage alternatif, le segment 7 code ibgaiela protéine M2 qui est le canal a proton
de la particule viraléNichimura et al., 2002).Elle a un poids moléculaire de 11 kDa (97
résidus) et forme un homotétrameére. La protéine jple un réle primordial lors de
I'acidification de l'intérieur du virus en phasegpoce d’infection.

La protéine matricielle M1

M1 est une protéine de 28 kDa (252 acides amirag®ecpar le segment 7 du génome de la
grippe (codant aussi pour la protéine canal M2g B¢ compose de résidus d’arginine et est
chargée positivemeriBaudin et al., 2001). M1 interagit avec la membrane lipidique par des
interactions électrostatiques, via son domainerNteal. Quant a son domaine C-terminal, il
semble impliqué dans la liaison aux RNP viréBuigrok et al., 2000).

[.1.1.1.3. Les protéines internes

La protéine NP

C’est une protéine de 58 kDa (498 acides amiogédge par le segment 5 et qui recouvre
entierement '’ARN viral pour former des particules) « capsides » : les Nucléocapsides
(RNPv). La protéine NP joue donc un réle structp@lr le maintient de ’ARNv dans une
conformation appropriée pour la transcription @apblymérase et pour 'empaquetage dans
les virions(Chenavaset al., 2013).

La protéine NS1 (Non Structurale 1)

Les protéines NS1 ne sont pas présentes daastlaule virale. Elles sont formées dans la
cellule infectée. C’est une protéine de 27 kDa (30dus) codée par le plus petit segment du
génome viral, le segment 8, grace a un épissagenalif du transcrit viral. NS1 a de
nombreuses fonctions dans le cycle viral, plusigarérement en ce qui concerne l'inhibition
de la réponse antivirale cellulaire et I'inhibitide la maturation et de I'export nucléaire des
ARNmM cellulaireqWang et al., 2000).

La protéine NS2 (Non Structurale 2)

Aussi appelée NEP (Protéine d’Export Nucléaiegst une petite protéine de 14 kDa
(121 acides aminés) produite, comme la NS1, paépissage alternatif du segment 8 du
génome viral. NS2 joue un rble fondamental dangbet nucléaire du génome viral : Dans le
noyau, la protéine M1 se fixe aux RNP viraux quénvient d’étre assemblés et cette
association se lie a NEP. NEP comportant un sidigxiport nucléaire les RNP viraux sont
alors conduits dans le cytoplasiNeumannet al., 2000).

Le complexe de la polymérase du virus influenza

L’ARN polymérase virale est formée de Il'assergblade trois sous-unités distinctes
appelées PB1, PB2 (pour protéine basique 1 et BAetprotéine acide). Ce complexe
macromoléculaire est responsable a la fois deplicaedion du génome viral mais aussi de sa
transcription en ARN messagers (ARNm), deux pracessoléculaires distincts se déroulant
uniquement dans le noyau des cellules infeqidaang et al., 1990).



La sous-unité PB1, codée par le segment 2, pertdomaine polymérase, responsable de
I'activité de synthése de TARNm et TARN{Deleage, 2008).a sous-unité PB2, codée par le
segment 1, contient un signal de localisation rai@é(NLS) et permet le transport dans le
noyau du génome viral afin de permettre sa trapison et sa réplication dans la cellule
infectée. PB2 joue un rble majeur dans la captwelad coiffe des ARNm cellulaires
nécessaires a l'initiation de la transcription,sie étant au niveau de I'extrémité C terminal
(Chenavas et al., 2013). La sous-unité PA, quant & elle, porte I'activitddenucléase
impliquée dans le mécanisme de vol de cdiifias et al., 2009).

1.1.2. Nomenclature des virus grippaux de type A

Il existe différents sous-types de forme « HxNge virus grippaux de type A qui sont
définis selon l'origine de leurs protéines de stef{HA, NA) dont on connait a I'heure
actuelle 16 types pour la HA et 9 pour la NA. Afle différencier ces sous-types, chaque
souche de virus recoit une désignation officielleigdique divers renseignements permettant
de connaitre les principaux €léments de I'hist@igie la souche et de son identification.
Cette nomenclature décrit la spécificité de chagueis de la maniére suivante
(Hannoun, 1995) :

* A pourindiquer qu’il fait partie du type influea A

* L’héte : Quel étre vivant infecte-t-il ? (s’il s'agde 'homme, lindication n’est pas
mentionnée)

* Le lieu de I'isolement : Ou a-t-il été isolé poardremiére fois ?

* Le numéro de la souche

* L’année d’isolement

* Les sous-types de HA et NA

Exemples :
» Le virus pandémique de 2009 a été désigitzalifornia/04/2009 (HIN1)
» La grippe aviaire de 2003A/chicken/Shantou/423/2003(H5N1)

1.1.3. Cycle de réplication du virus influenza

Le virus de la grippe, qui s’attaque a des callygigésentes dans le systeme respiratoire, utilise
la voie aérienne en pénétrant dans I'organismeageosols. Une fois a l'intérieur il amorce son
cycle de réplication dans une des cellules cil@eépithéliales de I'arbre respiratoire supérigur e
crée ainsi de nouveaux virus infectieux.

Le cycle viral comporte deux phases. La phaéeque regroupe les phases correspondant a
I'entrée du virus dans la cellule hote jusqu’adaplication et la transcription de son génome.
La phase tardive débute, quant a elle, par I'expoctéaire du génome viral néosynthétisé et
s’achéve par la libération des particules virales.
1.1.3.1. Etapes précoces du cycle viral

Fixation du virus sur la cellule hbte

Le virus influenza s’attache a la cellule cilgar liaison de son HA a un récepteur
spécifique (glycoprotéine, ganglioside, glycolipiderésent sur la membrane de celle-ci.



Ce récepteur possede a son extrémité un résidetgsda lui-méme lié a une molécule
d’Acide N-Acetyl Neuraminique (NANA = acide sialigu

Endocytose de la particule virale

Apres fixation au récepteur cellulaire, le vierstre dans la cellule par endocytose via des
vésicules a clathrinfLazarovits et Roth, 1988).L’abaissement du pH dans les endosomes,
apres la fusion avec des lysosomastive le canal a protons M2 présent au sein de
I'enveloppe virale, ce qui a pour effet d’acidifier contenu de la particule virale et de
dissocier la protéine de matrice M1 des RN@affakh et al., 2006). Par ailleurs,
I'abaissement du pH induit un changement confownatl de la HA, qui conduit a la fusion
entre I'enveloppe virale et la membrane de I'enduset entraine la libération des RNPv
dans le cytoplasm@henet al., 1998).

Import actif du génome viral dans le noyau cellulaie

Les RNPv ainsi libérées peuvent étre transpsidées le noyau sous le contrdle d’un signal
de localisation nucléaire NLS (Nuclear LocalizatiSignals) porté par la protéine NP qui
jouent le réle de protéine chaperor(B®ulo et al., 2007).A l'intérieur du noyau les RNPv
peuvent alors servir de matrice pour la réplicagbla transcriptiolu génome viral.

Transcription et réplication virales dans le noyau

La premiere étape de la réplication du génomal st la transcription de 'ARNv de
polarité négative en ARN messager (ARNm) de pdaritsitive(Kimura et al., 1992).

Une particularité du virus de la grippe estdatare des extrémités coiffées des pré-ARNm
cellulaires présents dans le noyau, servant d’agnarta polymérase virale, ce mécanisme
est appelé vol de coiffe (figure 9): La sous unR82 reconnait spécifiquement le
7-méthyl-guanosine (7mG) de la coiffe (TmGpppNJiecderniere est clivée par PA, grace a
son activité endonucléasique (19). Le site de ghvast situé a une distance de 10 a 13
nucléotides en aval de [l'extrémité 5 préférentiglent au niveau d'une purine
(Tiley et al., 1994).

L’addition des nucléotides au cours de I'élofgyatest catalysée par la protéine PB1.
L’élongation de I'ARNm s’effectue par copie de laatmce ARNv jusqu’au signal de
polyadénylation en 3’ qui correspond a une séquenbd) (4 a 7 résidus) située de 15 a 22
nucléotides en amont de I'extrémité 5’ de 'ARKwO et al., 1991).

Les messagers viraux nouvellement synthétisésesqortés vers le cytoplasme nucléaires.
lls subissent des étapes de maturation analogussles des messagers cellulaires, sont
ensuite pris en charge dans le cytoplasme pardgsgmes cellulaires qui synthétisent les
protéines virales. Chaque segment donne ainsi totéipe, excepté M et NS qui, par un
épissage, codent deux protéines, respectivemeratM2, NS1 et NS2Pinto et al., 1992).

L’ARNYv est aussi répliqué sous la forme d’ARNwaémentaire a ’ARNv, ’'ARNc, qui

sert de matrice pour la synthese d’'un grand noméreopies d’ARNv (-). Ces derniers
s’associent alors aux protéines NP formant le géndes nouveaux virions (les RNPv).
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Figure 9 : La transcription coiffe-dépendar(t€henavaset al., 2013).

(1) Le pré-ARNm cellulaire est reconnu par le siteidisdn a la coiffe porté par la sous-unité PB2,

(2) puis coupé dix a 13 nucléotides aprés la coiffelep site endonucléase porté par la sous-unité
PA.

(3) Le petit oligonucléotide d’ARN cellulaire coiffé gealors d’amorce pour initier la transcription
des ARNm viraux par la sous-unité PB1

(4) Les ARNm viraux sont par la suite polyadénylés aweau d’'une séquence poly-U présente a
'extrémité 5’ de 'ARNv.

1.1.3.2. Etapes tardives du cycle viral
Export nucléaire des RNP viraux dans le cytoplasme

Apres la formation des RNPv dans le noyau, lesémes Mlet NS2 (aussi appelEP
pour Nuclear Export Proteingatalysent leur transport dans le cytoplasme versite
d’assemblage du virus, au niveau apical de laleglla ou se sont accumulées HA, NA et M2
(Ruigrok et al., 2000).M1 et NS2 sont des acteurs clefs dans I'exportéaid des RNPv
nouvellement synthétisés. Une fois dans le cytopéada protéine M1 inhibe le ré-import des
RNPv dans le noyau en masquant les signaux dadatiah nucléaire de la N@Bui et al.,
1996).

Assemblage des RNPv au niveau de la membrane plasjume et bourgeonnement

Le bourgeonnement se fait au niveau de domdieesparticuliers : les radeaux lipidiques,
composeés principalement de glycosphingolipideseethiblestéro(Scheiffeleet al., 1999).
Ce sont des zones de membrane plasmique celldairgont assemblées les protéines de
surfaces virales HA, NA et M2, et la protéine M1A,HNA et M2 sont enchassées dans la
membrane plasmique, alors que M1 forme une couabtéigue sur la face cytoplasmique de
la bicouche lipidiqu€Ruigrok et al., 2000).

M1 joue un role essentiel dans le bourgeonneesvirions dans le milieu extracellulaire.
En effet, de par son intégration dans la membrdsmmque, elle crée une asymétrie dans la
bicouche lipidique et permet l'initiation de la cbure initiant le bourgeonnement. M1 facilite
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également I'exclusion des composants cellulairesontrdle la forme et la taille des virions
néosynthétises.

Le relarguage des patrticules virales dépene@remient de la NA. En effet, par son activité
sialidase (Figure 7), cette proteine de surfacgedas liaisons glycosidiques existant entre
les résidus acides sialiques (AS) et les résidus @ glycoprotéines cellulaires
(Deleage, 2008)Ces coupures permettent donc la libération deseauwvirions.

Cette fonction cruciale de NA dans le cycle fd#ation du virus de la grippe est la cible des
antiviraux les plus utilisés actuellement dans feitéament des grippes A et B. La
détermination de la structure cristalline de la Biggermis la mise au point d’inhibiteurs qui
sont des analogues de l'acide sialique : l'oselamiTamiflu, Roche) et le zanamivir
(Relenza, GlaxoSmithKlingBtevenet al., 2010).

La figure 10 présente les difféerentes étapesydle de réplication du virus de la grippe.
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Figure 10: Cycle réplicatif du virus grippgNaffakh et al, 2006).

1) fixation de I'hémagglutinine virale sur les rpteurs cellulaires ; 2) pénétration du virus
par endocytose ; 3) fusion entre membrane viralemembrane de I'endosome ; 4)
translocation des RNP vers le noyau ; 5) réplicatia génome viral ; 6) transcription des
ARNm viraux ; 7) synthése des protéines d’envelogpeinsertion dans la membrane
plasmique ; 8) export des RNP néoformées vers leptasme ; 9) assemblage et
bourgeonnement des particules virales néoform&8} libération des virions par action de la
neuraminidase et clivage de I'hnémagglutinine péioaale protéases extracellulaires.
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|.2. Structure, fonction et inhibition de la Neuraninidase du virus Influenza

Les propriétés antigéniques des neuraminidasesidus influenza de type A permettent de
distinguer 9 especes moléculaires notées de N1.2CHS neuraminidases appartiennent a
deux groupephylogénétiques distincts : le groupe 1 compresdnieuraminidases N1, N4,
N5 et N8, et le groupe 2 comprend les neuramingibige N3, N6, N7 et N9 (Figure 11-a)

[.2.1. Structure cristalline de la neuraminidase

L’analyse cristallographique aux rayons X de ptaxes NA-acide sialique a montré que
chaque monomeére de l'enzyme tétramérique est campessix feuillets béta identiques
disposés en hélice (figure 11- b). Le site actif'@liezyme est situé au centre de chaque sous-
unité, il contient des résidus d'acides aminés gédsaret conservés : Arg 118, Glu 119,
Aspl51, Argl52, Aspl98, Arg224, Glu227, Asp243, 2, Glu 276, Glu 277, Arg292,
Asp330, Lys350, Arg371 et Glu4ZBumérotation selon la séquence de la neuraminidage
(Garman et Laver, 2005).

L’examen des complexes NA-acide sialique a é&veéh outre plusieurs interactions
électrostatiques clés entre NA et son substratirfdid 1- c). Le groupement 2-OH de l'acide
sialique (figure 13-b)présente de fortes interactions avec des chainémles chargées
positivement de trois Arginines : Arg 118, Arg 2@2en particulier, Arg 371. Le groupement
N-acétyl de l'acide sialique, opposé au grouperoariioxylate, interagit avec la NA par des
liaisons polaires et hydrophobes. Ces deux intersctcontribuent & ancrer l'acide sialique
dans le site actif et pourraient jouer un roleigquié dans le succes des inhibiteurs de la NA
dont la structure est analogue a celle de 'ad@alégse (Stevenet al., 2010).

Une équipe de chercheurs du National Institude Medical Research de Londres
(Russelet al., 2006) a analysé la structure cristalline de trois neunztases du groupe 1
(N1, N4 et N8) et la structure de leurs complexecdes inhibiteurs Oseltamivir, Zanamivir,
et Peramivir. lls ont comparé les sites actifs ds meuraminidases avec ceux des
neuraminidases du groupe 2 (N2 et N9). Ces étudssalographiques ont montré
(par comparaison N1/N9) que les positions des wésil site actif sont tres similaires.
Cependant, il ya des différences notables entgedlgpe 1 et le groupe 2 dans la conformation
d'une boucle, la 150-loop (résidus 147-152), a ipnd& du site actif (figure 11-c). Dans le
groupe 1, la position de Val-149 dans cette boasteapproximativement de 7A éloignée de
son résidu équivalent dans le groupe 2, I'lle-128.plus, la chaine latérale hydrophobe du
résidu 149 est dirigée vers I'extérieur du sitd dains le groupe 1, alors que dans le groupe 2,
elle est plutdt orientée vers l'intérieur. Il existgalement des différences significatives dans
la position des résidus conservés Asp-151 et Gu€ldtre les deux groupes. La principale
conséquence de ces differences est qu'il existegramele cavité adjacente au site actif dans
les NA du groupe 1, mais pas dans les NA du grdifdea taille et la localisation de cette
cavité sont ainsi exploitées pour développer deveaux inhibiteurs de la neuraminidase des
virus grippaux de type AColman, 2009 ; Russedt al., 2006).
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Figure 11 : Organisation phylogénétique et structure cristalle NA(Russelet al., 2006).

a) - Arbre phylogénétique des neuf sous-types NA dusvinfluenza type A et une seule NA
du virus type B. Les NA de l'influenza type A se&ident en deux groupes distincts.

b) - Représentation cristallographique d'un tétramefe Nois de ces monoméres sont de
couleur verte. Le quatriéeme monomere (les six lietsibéta) sont de couleurs différentes.

C) - Superposition des sites actifs de N1 (groupe @) e¢ N9 (groupe 2, jaune). Les chaines
latérales des principaux acides aminés du sité @osi que I'acide sialique sont représentés
par des batonnets en couleurs : L'oxygene est&elorouge, I'azote en bleu, le carbone pour
des résidus NA en jaune et le carbone de I'acal@se en gris.

[.2.2. Fonction de la Neuraminidase du virus influpza

Le rbéle de la neuraminidase dans la libératies particules virales des cellules infectées
a été démontré par Palese et ses collaborateur87&(Paleseet al., 1974).Des images de
surfaces de cellules ont été prises par microsa@pironique. Ces cellules ont été infectées
avec des virus préalablement traités par la chaledagon a garder leur pouvoir reproductif
mais altérer l'activité sialidase de leurs neuradases. Des cellules témoins, infectées avec
des virus non traités, ont été observées paraliierhes images de ces dernieres ont montré
des particules virales bourgeonnant normalemeiairtér ples surfaces cellulaires, envahissant
d'autres cellules (figure 12-a). Cependant, leg@nales cellules infectées par les virus traités
ont révelé des particules de virus restées attachag surfaces cellulaires, formant des
agrégats. Les nouveaux virions ont été ainsi blsqué pouvant plus infecter d’autres
cellules, ce qui arréte leur multiplication (Figut2-b). Ces expériences confirmaient alors
que la fonction de la neuraminidase était bienlileage de I'acide sialique, récepteur de la
cellule hote indispensable a la multiplicatiorale.
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Une autre fonction de la neuraminidase estilagé des acides sialiques contenus dans les
sécrétions muqueuses des voies respiratoires)alodle est d’arréter la propagation du virus
en se liant & ses hémagglutinines. Ce clivagedib®wirus et lui permet ainsi d'infecter plus
facilement les cellules.

Figure 12 : Images de microscopie électronique. Surfaces Helese MDCK infectées par
des virus non traités (a) et des virus dont la aminidase a perdu sont activité sialidase (b)
(Paleseset al., 1974).

1.2.3. Inhibition de la neuraminidase du virus Influenza

La neuraminidase a été choisie comme cible iaaliy en raison de son réle majeur dans la
propagation des virus influenza et en raison dmieervation des résidus d’acides aminés de
son site actif qui interagissent directement oureatement avec le substrat dans les virus
influenza de type A et BMoscona, 2005).

Les inhibiteurs de la neuraminidase (INA) uéls actuellement pour le traitement
prophylactique et curatif de la grippe sont le raiva et I'oseltamivir. Ce sont des analogues
structuraux de I'acide sialique. lls se fixent denpoche catalytique de la NA et bloquent son
activité sialidase en empéchant I'hydrolyse dadmsdn alpha-cétosidique. Ainsi, les virions
ne sont pas détachés de la cellule hote dontiisissus et sont incapables d'infecter d'autres
cellules. Les virus neutralisés sont exposés adurs anticorps qui vont les éliminer
(Hayden et Pavia, 2006).

En raison de sa bonne tolérance (faibles effetsorslaires) comparé au zanamivir,
I'oseltamivir était I'antiviral recommandé par I'OBlau cours de la pandémie de grippe
A(H1N1)2009(Ferraris et al., 2010).

Oseltamivir

Cette molécule (figure 13-a) a été concue paobu@h Kim et ses collaborateurs
(Kim et al., 1997) sur la base de structures cristallines aux rayorde l'acide sialique
(figure 13-b) : Des études structurales de comglearaminidase-acide sialique ont montré
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gu'il y avait une zone chargée négativement dansitée actif de la neuraminidase qui
interagissait avec le carbone en position 4 ded&asialique(Colman et al., 1983).Cela a
conduit a suggérer que l'introduction d'un groupeinthargé positivement a la position C4
devrait renforcer la liaison du substrat au sitd.ac

lIs ont remarqué aussi la présence d'une grpaodee hydrophobe dans une région du site
actif de I'enzyme qui logeait la chaine latéralegtigcérol de I'acide sialiqgue. Cette poche a
ete exploitée dans la synthése d'une molécule carhgue, I'oseltamivir, dont le
groupement CHOH a la position C7 a été remplacéupaatome d'oxygene. Aussi, des
chaines latérales lipophiles, ont été grefféedta pesition, afin de créer une molécule ayant
des groupements hydrophobes qui interagiraiemt diec les acides aminés Glu 276, Ala
246, Arg 224 et lle 222 du site actif de la neuradase (figure 14). Cette molécule n’est pas
un sucre et ne porte pas de molécule d'oxygene iaglaun de sa structure cyclique
(Garman et Laver, 2005).

(a) Oseltamivir (b)  Acide sialique

Figure 13 : Structures chimiques de I'Oseltamivir (a) et declde sialique (b)

(Garman et Laver, 2005)
Formules brutes : Oseltamivir = GeH28N204 - Acide sialique = QH19NO9

Glu 276 Ala 246

: \‘Arg 124

Arg 292

& Nleuw 222

\ Oseltamivir
-T'T‘::"ﬂ,; s
7))
Arg 118 Asp 151 \}EQ
!\ P

Asp119 e i

Figure 14 : Structure cristalline de I'oseltamivir lié au s#etif de la neuraminidase du virus
grippal (sous-type N9). Les pointillés rouges naint les interactions polaires, les pointillés
noirs indiquent les contacts hydrophok@&ken, 2006).
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Résistance aux inhibiteurs de la neuraminidase

Les mécanismes de résistance aux inhibiteuta deuraminidase reposent essentiellement
sur des mutations du gene de la neuraminidase aatictes acides aminés structuraux ou
catalytiguegMarmier et al., 2010).

Lorsque les acides aminés catalytigues sont snigésite actif de la neuraminidase est
modifié entrainant une diminution de [lactivité gnmtique. Les mutations les plus
frequemment retrouvées (in vivo et in vitro) en doon des différents types et
sous-types de neuraminidase sont : R292K, DI151E52R1 R371K, R118K,
R224K, E176D. Seules les mutations R292K et R152K été retrouvées dans des
prélevements humains. La mutation R152K confererésistance croisée a I'oseltamivir et
au zanamivi(Ferraris et Lina, 2008).

Les mutations sur les acides aminés structuesuirainent une diminution de I'affinité du
substrat pour son site actif, conduisant a unemditiun de la sensibilité aux inhibiteurs de
neuraminidase. En fonction du type grippal et dussype de neuraminidase, différentes
mutations ont été retrouvées : E119V, D198N, H278Y N294S (tableau II)
(Ferraris et Lina, 2008 ; Okomo-Adhiamboet al., 2010 ; Yenet al., 2006).

Tableau Il : Mutations des acides aminés catalytigues et shauatuet spécificité des
antiviraux(Marmier et al., 2010).

Types
Mutations et/ou Efficacité
sous-type
Oseltamivir Zanamivir
Acides aminés
catalytiques
R292K A/N2 R NT
R152K B R R
Acides aminés
structuraux
E119V A/N2 R S
D198N B R R
H275Y A/N1 R S
N294S A/N2 — A/N1 Faible R NT
R : Résistant
S : Sensible
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NT : non testé
Acides aminés :R(Arg ), K(Lys), E(Glu), V(Val), D(Asp), N(Asn), tHis), Y(Tyr), S(Ser)

La principale mutation observée sur les neuratages de sous-type N1 apres traitement &
l'oseltamivir est la H275Y (H274Y en numérotatior2)N Il s’agit d’'un changement d’un
résidu conservé au niveau du site actif de la meinidase, I'Histidine (H) en position 275,
par une Tyrosine (Y).

Cette mutation est spécifique du sous-type Nesttprésente dans un nombre important de
virus A/H1IN1 isolés chez I'hnomme. Elle est la causice d’'une substitution d’une Cytosine
par une Thymine (mutation ponctuelle—J) a la position 823 du segment NA du
génome vira[Collins et al., 2008).

L’'analyse de structure de la neuraminidase ditapt la mutation H275Y et en complexe
avec l'oseltamivir, a révélé que la présence de&eqautation provoquait un changement de
conformation d’un résidu clé du site actif, le glmiate a la position 276 (Glu276). Ce résidu
se déplace de 2.0 A (figure 15) et perturbe lésdies hydrophobes entre les chaines latérales
lipophiles de la molécule d'oseltamivir et le Gl@27diminuant ainsi l'affinité de cet
inhibiteur pour le site actif de 'enzynielay et al., 2008).

; Oszeltamivir

Figure 15 : Structure de la neuraminidase N1 portant la mutatd275Y en complexe avec
'oseltamivir. La substitution d’'une Histidine paine Tyrosine en position 275 (H275Y)
pousse le groupement carboxyle du Glu276 de 2.0ei& Vintérieur du site actif. Cette
nouvelle orientation provoque un déplacement def2dune chaine latérale lipophile de
I'oseltamivir par rapport a sa position initiale tlaison lorsque la N1 n’est pas mutée
(Collins et al., 2008).

|.3. Epidémiologie de la grippe
1.3.1. Pathologie
Le virus grippal est excrété par les voies maspires et rejeté dans I'air ambiant sous

formes de particules au moment des épisodes deowwkéternuements des sujets infectés,
libérant des taux élevés de virus surtout en défnfection.
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La transmission se fait essentiellement via desittelettes expulsées, mais elle peut
également se faire par contact direct avec laesaleés sécrétions nasales du sujet infecté ou
par contact indirect, c'est-a-dire par I'intermédiale surfaces ou d’objets contaminés.

Le virus peut survivre 24h sur des surfacesgjuren poreuses, 5 minutes sur les mains et
15 minutes sur les vétements ou tissus. Le virngitsplus longtemps dans l'air lorsque le
taux d’humidité est bas et que les températuretsfaines(Lowen et al., 2007).

Lors des épidémies habituelles, les patientinast de grippe développent en général des
symptémes non-spécifigues comme la fievre, la tales céphalées, des myalgies, et se
rétablissent completement en une a deux semaires.cBDmplications peuvent cependant
survenir chez des personnes agees ou déja atteddesnaladies respiratoires ou
cardiovasculaires, les enfants en bas age, les nodéprimés. Les déces observés alors ne
sont pas directement dus au virus de la grippenirire mais a d’autres agents pathogenes
(viraux ou bactériens) secondaires a l'infectioipmgle : I'épithélium respiratoire mis a mal
par le développement du virus de la grippe deviemé porte d’entrée pour les autres
pathogenes.

[.3.2. Réservoir :

Le caractere segmenté du génome du virus grigpalype A (8 segments d’ARN) et
l'infidélité de son ARN polymérase sont a l'origides phénoménes de réassortiments et de
mutations qui ont permis au virus de franchir laribee d’espéce, entrainant des pandémies
chez ’homme.

Les especes sensibles au virus type A sont &smiferes terrestres (homme, porc, cheval,
vison), les mammiferes marins (dauphins, baleinesgpes, requins) et I'espece aviaire
(notamment les oiseaux sauvages aquatiques) qéisexpe le grand réservoir du virus et de
sa diversité génétiguunier et al., 2010).

Chez les oiseaux sauvages, le virus de la gegpearement pathogéene. L'infection se fait
par voie orale, le virus se réplique dans le tulgedlif et est excrété en grande quantité dans
les selles. Le virus est ainsi transmit a d’augggeces aviaires, en particulier aux volailles,
aux mammiféres aquatiques, et aux mammiféres tezges

Différents virus d’origine aviaire ont déja étsponsables de pathologies chez 'lhomme
comme H7N7, HON2 et HS5N1 mais il 'y a que quelgsesches de virus grippaux qui se
sont bien établies chez les mammiferes comme HIHPN2 et H3N2 chez 'homme
(Amiel, 2010).

Si les oiseaux constituent le grand réservoiladgiversité génétique des virus de la grippe,
le porc est un acteur important dans le franchisse de la barriére d’espéce et donc dans la
genese des pandémies, du fait de la présence eaunde I'épithélium respiratoire des deux
types de récepteurs (Acides sialiques en branchen®l et a2-6) qui favorisent les
co-infections et donc les phénoménes de réassaortf\éncent et al., 2012).

1.3.3. Causes des épidémies et pandémies

Plusieurs facteurs sont a mettre en cause @uianvariabilité génétique des virus influenza
mais la cause principale réside dans le fait gsevtas présentent un génome segmente.
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En fonction de cette variabilité, le virus degiappe peut se manifester sous trois modes
(Bouscambert-Duchamp, 2010)

- sporadique, touchant un petit nombre de cas séleméss des autres

- épidémique, lié a des variations antigéniques pe tjissement

- pandémique, lié a une cassure responsable d'undficatidn antigénique brutale
et radicale.

Le glissement ou dérive antigénique (« Drift »)

C’est un phénomeéne classique d’accumulation d&ations ponctuelles sur les segments
codant I'HA et la NA. Cela est du a la faible fid€let 'absence d’activité correctrice de
'ARN polymérase ARN-dépendante du virus influendaen résulte un nouveau variant
antigénique viral remplacant la souche initiale.

Les sujets infectés par un virus ancien consgrkeplus souvent une immunité partielle
face a ce nouveau virus. Néanmoins, I'accumulad®mutations au fil du temps entraine un
changement radical des glycoprotéines de surfacgrds, permettant au virus d’échapper a
limmunité établie vis-a-vis des virus précédentes nouveaux variants s’éloignent
progressivement de leur souche d’origine.

La dérive antigénique est responsable des épedéhivernales. Elle est la cause de la
réactualisation annuelle des semences vaccinatEsetde la vaccination.

La cassure antigénique (« shift »)

Ce phénomene concerne uniquement les virus infudeztlype A. Il s’agit de 'émergence
d’'un nouveau sous-type viral, contre lequel la pafan n’est pas immunisée.

Le caractere segmenté du génome viral permet, dersco-infection par deux virus
différents, des réassortiments génétiques, c'dseal’encapsidation d'un mélange de
segments d'ARN issus de l'un et l'autre de dewsvarentaux, générant un virus nouveau
dont le génome est hybride. Ce mécanisme, appelé&régnt cassure antigénique, permet
I'échange de segments qui codent pour les protéiibes internes mais aussi des segments
codant pour les deux glycoprotéines HA et NA defamar aboutissant, pour les virus de
l'influenza A, a des formules antigéniques variBledly. Ce phénomeéne est particulierement
important pour I'évolution des virus influenza hunsg dans la mesure ou il peut conduire au
remplacement complet de protéines de surface tglled’'HA et/ou la NA par des protéines
d’'un type moléculaire différent. C’'est ce mécanisie est a I'origine de I'’émergence chez
’lhomme de nouveaux sous-types de virus pandémigisset al., 2011).

1.3.4. La grippe A(H1N1)2009
Le virus A(H1N1)2009, nommé A(H1N21)/Californie/08/0est né de la recombinaison de

trois virus qui circulaient chez le porc mais niét pas pathogenes pour I'homme
(Zimmer et Burke, 2009):
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- la souche H1N1 dite « classical swine », circutdrdz le porc aux Etats-Unis depuis
1918,

- la souche dite « triple réassortant » H3N2 cirduarx Etats-Unis, apparue suite a la
recombinaison de trois virus grippaux (réassortimentre le virus grippal humain
H3NZ2, le virus grippal aviaire nord américain etiais grippal porcin classique),

- la souche « eurasian swine » H1N1 circulant swolginent eurasiatique analogue a
un virus aviaire.

La nouvelle souche pandémique A(H1N1)2009 aldmant hérité des genes PB1, PB2 et
PA du virus triple réassortant nord-américain, geses HA, NP et NS issus du virus porcin
dit classique et des géenes NA et M des virus psreuropéengPeiris et al., 2009).

La figure 16 représente le réassortiment du nouveas grippal A(H1N1)2009.

2009 Hurman H1N1

i Morth American swine
H3N2Z and HINZ

Figure 16: Schéma du réassortiment genétique du nouveauAfHEN1)2009
(Trifonov V et al., 2009)

|.4. Diagnostic de la grippe
1.4.1. Diagnostic clinique

La symptomatologie de I'infection grippale eshrspécifique, et il est donc impossible de
faire un diagnostic de certitude de la grippe ades arguments cliniques seuls. Sur le plan

21



clinique, il est possible de différencier les fosrsgmples, les formes compliquées (en général
associées a une surinfection), et les formes graves

Grippe simple

C’est la forme la plus fréquente. Les patienis de la fievre, parfois élevée, des signes
respiratoires (toux, éternuements, rhinorrhée mélélaire, pharyngite ou rhino-pharyngite)
et des signes généraux (céphalées, myalgies, lgis,adouleurs abdominales). La durée des
symptomes est habituellement comprise entre Sairg(Vabret et al., 2010).

Grippe compliquée

Les complications sont liées soit au terrainss@gent, soit au virus, soit aux surinfections
bactériennes. Elle est observée dans toutes leshiza d’age mais sont plus fréquentes chez
la personne agee.

Les lésions provoquées par le virus influenaarigent la prolifération bactérienne au
niveau du tractus trachéo-bronchique, notammentgamophilus influenzee, Streptococcus
pneumoniae et Staphylococcus aureus. Ces surinfsctiont favorisées par l'existence de
Iésions sous-jacentes. Cela implique que la grggteine maladie potentiellement grave chez
certains sujets. Ainsi, les personnes de plus deaii® et les patients présentant une
insuffisance respiratoire, une insuffisance canggacqun diabéte insulinodépendant ont une
mortalité et une morbidité liées a [linfection ¢rgle supérieures a la moyenne
(Epelboin et Macey, 2009).

Grippe grave

Autrefois appelée grippe maligne, la grippe grast rare. Elle survient surtout lors de
pandémies, c’est-a-dire lors d’'une cassure antgenil’infection se propageant alors dans
une population dite « non exposée ». Cliniquemaptés un début de grippe d’apparence
banale, un état de défaillance respiratoire aiguétalle, avec dyspnée, polypnée, cyanose,
hypoxie (Potter, 2000).Le sérotype A est le plus souvent en cause. Ledabdvolue souvent
fatalemen{Duffau et Moiton, 2006).

1.4.2. Diagnostic biologique

Le diagnostic biologique de la grippe reposduwsiteement sur le diagnostic virologique. Il
permet aussi I'identification des virus circularite.diagnostic rapide permet la mise en place
d’un traitement spécifique.

Prélevement

La mise en évidence du virus influenza se fanhsd I'ensemble des prélevements
respiratoires. Ces prélevements doivent étre débedans les deux premiers jours de la
maladie pour augmenter les chances d’obtenir unltaéspositif. Le site primaire de
réplication du virus de la grippe étant I'épithéliLcilié des voies aériennes supérieures, la
muqueuse nasale, facile d’acces, doit systématigoe@tre prélevée lors d’'une suspicion
d’infection grippale. L’écouvillonnage nasal eséligé avec des écouvillons spécifiques aux
analyses virologiques (Annexe 1). L'objectif du lpvement est de collecter des cellules de
I'épithélium respiratoire infectées par le virusluenza. Le prélévement doit étre acheminé
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rapidement au laboratoire dans un milieu de tramspour éviter que les virus ne soient
inactivés(Huraux et al., 2003).

Méthodes de diagnostic
= |solement des virus grippaux sur cellules en cultw

Historiquement, la culture des virus influenzaitéréalisée sur des ceufs embryonnés de
poule, elle est maintenant réalisée sur des lignékslaires adaptées, comme les cellules de
rein de chien MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) (frg 17-a).

La culture cellulaire est la technique de diaginode référence pour la grippe. Elle consiste
a inoculer les prélevements respiratoires sur appa cellulaire (Annexe 2). La présence du
virus induit des modifications morphologiques cé&&dstiques appelées Effet Cytopathogene
(ECP), visibles au microscope photonique : arrcsadigent ou rétraction des cellules, foyers

de lyse (figure 17-b).

La culture demande au moins 4 jours. C’est ldeseechnique qui permet de caractériser
avec précision un virus. L'isolement sur ceuf del@oambryonné reste la technique de
référence pour la culture des virus de la gripper p@MS. C’est sur ce systeme que sont
cultivés les virus destinés a la composition desive.

- .
A LI F I—- =

Figure 17 :La culture cellulaire. Nappe de cellules MDCK
(WHO Global Influenz&urveillance Network, 2011)

a)- Cellules MDCK non infectée
b)- Effet cytopathique typique d’une infection pawleus influenza sur cellules MDCK

= Détection directe des antigenes viraux

Les virus influenza sont riches en constitugntééiques ou glycoprotéique pouvant faire
I'objet d'une reconnaissance immune par les apscgpécifiques. Ces anticorps constituent
des outils diagnostic précieux.

La technique la plus utilisée pour la détectiditecte des antigenes viraux est
immunofluorescence (Annexe 3). Cette techniquestsie a détecter la présence d’antigénes
viraux dans les préléevements a l'aide d’anticormmaotionaux spécifiques de ces antigénes
liées a la fluorescéine. L’avantage majeur de l'inmoiluorescence par rapport a la culture
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cellulaire est qu’elle se pratique sur un préléveinaans lequel les virus sont inactivés, il y a
donc moins de contrainte dans les délais d’achemenéau laboratoire.

» Titrage et Identification des virus grippaux par les tests d’Hémagglutination
et d'Inhibition de I'Hémagglutination (IHA)

Le virus grippal posséde la propriété d’aggletines hématies de différentes especes
animales de facon quantitative et visible macrogsgapnent. L’agglutination est due a
I'attachement des molécules d’hémagglutinine par $ite récepteur aux acides sialiques des
hématies qui sont portées par les glycoprotéinéssajangliosides. L’hémagglutinines est un
antigéne de surface de la particule virale et liéstdon de sa quantité (titrage) permet
d’apprécier celle du virus grippal dans une suspeans

L’hémagglutination du virus grippal peut étre himee par des anticorps
spécifigues de la souche virale. Lorsque ces apscee lient spécifiguement aux
sites antigéniques de la protéine, ils bloquentidason du virus aux globules rouges
(WHO Gilobal Influenza Surveillance Network, 2011) c’est le principe du test IHA
(Annexe 4). Ce test permet la détermination du gtmous-type du virus en cause.

= Amplification génique

L’amplification génique est une technique effiead’identification des génomes du virus
grippal. Elle permet de discriminer les virus selear type (A, B ou C) et pour les virus de
type A, selon leur sous-type.

Le génome du virus influenza est constitué ddRN monocaténaire. L'amplification de
cet ARN se fait par « Reverse-Transcription PolyaeerChain Reaction » (RT-PCR) : Un
ADN complémentaire (ADNCc) doit étre en premier Ignthétisé a I'aide d’'une polymérase,
la transcriptase inverse, puis amplifié. La présete produits de PCR est visualisée sur un
gel d'agarose ou de polyacrylamide. La RT-PCR &'awvaussi sensible que l'isolement en
culture(Huraux et al., 2003).

Récemment, une nouvelle technologie, la PCResps$ réel, a révolutionné le diagnostic
virologique de la grippe. Cette technique rapidbéstéficiant d’'une forte sensibilité en fait la
meéthode de référence en situation épidémique odégoaigue(Leruez-Ville, 2006).

La technique de PCR en temps réel appliquéeiraa influenza consiste a réaliser une
RT-PCR en une seule étape en utilisant dans leeumigactionnel a la fois des amorces
permettant 'amplification mais aussi une sondengtant la détection des produits de PCR
au fur et a mesure de leur apparition. La sondemestjuée par un fluorochrome et une
emission de fluorescence a lieu lorsque la sonldgbade avec 'ADN cible présent dans
I'échantillon. L’émission de fluorescence est déite@ chaque cycle de PCR par I'appareil de
PCR en temps reel.

Pour déterminer la positivité d'une PCR et/oarmtifier un échantillon par PCR en temps
réel, on détermine le nombre de cycles a partiudude produit PCR est détectable. Le
moment d’apparition de ce signal seuil dénomméecygduil ou Ct (Cycle threshold) est
dépendant de la quantité de matrice initialemeésqmte dans I'échantillon amplifié. Le Ct
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calculé est inversement proportionnel au logaritlhiéemal du nombre de copies initiales. |l
apparait toujours au cours de la phase exponentiella PCR.

Le résultat d'une PCR en temps réel est reptéggaphiqguement sous forme de courbes

sigmoides (Figures 18-a et 18-b).
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Figure 18-a : Modéle graphique de la PCR en temps réel. L'intérde la fluorescence est
exprimée en fonction du nombre de cycles. L'intende la fluorescence a chaque cycle est
proportionnelle a la concentration d’ampliconsciele seuil (Ct) représente le nombre de
cycles requis ou le signal d’émission de fluoreseesst statistiquement et significativement
plus élevé que la ligne de baswitras et Houde, 2002).
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Figure 18-b: PCR en temps réel. Mesure de la fluorescencédwmtillons. Chaque courbe
correspond a un échantillon. Le signal seuil dalautomatiquement est matérialisé sur le
graphe par une ligne horizontgfoitras et Houde, 2002)
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La courbe de fusion permet de vérifier qu'il a'gu'un seul produit de PCR amplifié. Elle
est réalisée en soumettant les produits PCR (aomgjca une température progressant de
55°C a 95°C et en mesurant l'intensité de fluomseeen continu. Elle correspond a la
variation de la fluorescence en fonction de la t&rapre (Figure 19).
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Figure 19: Température de fusion des amplicons (Tm) représemiar un pic. Dans
l'exemple ci-dessus, tous les échantillons ont um T™environ 81,5°C (Poitras
et Houde, 2002).

= |dentification de la résistance du virus de la gripe aux antiviraux

Pour déterminer les mutations de résistance,réalise des tests phénotypiques et
génotypiquegOkomo-Adhiambo et al., 2012):

» Tests phénotypiques

La détection de la résistance repose sur lardiétation des valeurs d’IC50 (concentration
minimale d’antiviral inhibant 50 % de la réplicati@irale). Le substrat, analogue de I'acide
sialique, est incubé en présence du virus grippac ades concentrations croissantes
d’inhibiteur de neuraminidase. Aprés clivage dussidt, on observe une augmentation de la
fluorescence ou de la chimiluminescence (seloedartique de détection utilisée). Le signal
est proportionnel a I'activité enzymatique de lanaeinidase. Plus I'IC50 est faible, plus la
souche est sensible a la molécule testée. Celtritere phénotypique peut étre confirmée par
la détection de mutations a I'aide de méthodes tgpiques.

Rappel : Le seuil 50% est un seuil standard internation@isé@ dans la recherche
pharmacologique pour évaluer l'efficacité d’inhidmit d'un composé a fonction biologique ou
biochimique (exemple: inhibition d'une enzyme ouund récepteur cellulaire)
(Food and Drug Administration, 2006).

» Tests génotypiques

Les mutations ponctuelles affectent un seul éuitde et sont appelées SNP (Single
Nucleotide Polymorphism). Elles peuvent étre silemses, engendrer des mutations non-sens
ou modifier la séquence primaire d'une protéineesCle cas de la mutation H275Y de la
neuraminidase du virus grippal A(H1N1) responsaleléa résistance a I'oseltamivir.
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L’identification des mutations se fait par séugege. La technique la plus utilisée est celle
de Sanger: Elle repose sur [lutilisation d'un mé d’amorces spécifiques, de
désoxynucléotides en large exces et de didésoxgwotindbs couplés a des fluorophores. Ces
ddNTP sont des nucléotides modifiés, ayant perdyrdepement hydroxyl en 3’ du ribose,
permettant I'élongation de la molécule d’ADN de \&rs 3’ par 'ADN polymérase. Ces
ddNTP se comportent comme des terminateurs de ehatoppant I'élongation. On obtient
alors au cours de la réaction de séquence des dragrde toutes les tailles possibléSes
fragments sont soumis a migration dans un chanygtrigjee. Il s’agit le plus souvent d’'une
électrophorése capillaire. Chaque ddNTP étant néapau un fluorophore différent, un signal
lumineux sera généré, spécifique de la base didémoyporée. Les fragments étant de taille
différente et la résolution allant jusqu’a une bdeedifférence, il sera simple de recueillir ce
signal et en déduire la séqueifcamoril et al., 2008).

Latechnique de séquencage est la technique de rééépenir I'identification des mutations
de résistanc@VHO Global Influenza Surveillance Network, 2011).Une fois identifiées et
répertoriées, les mutations d’'intérét peuvent étimes en évidence directement par d’autres
techniques génotypique plus rapides basées sur-RGR en temps réel utilisant des sondes
spécifiques de séquences pour la détection deqShki et al., 2011),comme la technique
utilisée pour la réalisation de ce travail qui setaillée dans le chapitre matériel et
méthodes.

1.5. Traitement et prévention de la grippe : antiviaux et vaccination

La vaccination reste encore et incontestableraarppremiére ligne dans la lutte contre la
grippe, mais n'offre pas de protection completes reédicaments antiviraux peuvent combler
certaines carences de la vaccination et constipgntonséquent un complément intéressant.
lIs ne peuvent en aucun cas remplacer la vaccmagionuelle des groupes a risque
(Bouscambert-Duchamp, 2010).

Il'y a actuellement dans notre pays deux medicasnantiviraux disponibles dans la lutte
contre la grippe. Il s’agit de deux inhibiteursrturaminidase, I'oseltamivir et le zanamivir,
actifs contre les virus de l'influenza A et B. Sé@seltamivir est enregistré pour un usage
prophylactique. Le zanamivir est administré dansake d’une résistance a I'oseltamivir.

|.5.1. Efficacité des inhibiteurs de neuraminidase

La réplication du virus de la grippe atteint quuint ultime entre 24 & 72 heures apres
'apparition des premiers symptomes. Cela signgiee les inhibiteurs de neuraminidase
doivent étre pris le plus tot possible. Plus ceiggdent est pris rapidement aprés l'infection,
plus I'effet attendu est important. La diminutioesdsymptémes et de la fievre est observable
dans les 24 & 48 heur@=erraris et al., 2010).

Les inhibiteurs de neuraminidase peuvent étndsagés lors de symptbmes grippaux
évocateurs observés durant une épidémie cheztiesgsaqui courraient un risque grave pour
leur santé s’ils devaient contracter une forte ggjpet pour qui I'on craint une réaction
insuffisante au vaccin contre la grippe (par ex@ripk personnes agées et les personnes
immunodéprimées). Ces antiviraux peuvent en oufre &nseillés aux patients a risque
vaccinés présentant des symptémes de grippe, larsgudiscordance importante est
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démontrée entre les souches vaccinales et le giraglant, comme lors de la pandémie de
grippe A(H1N1)2009.

Les inhibiteurs de neuraminidase ne sont pas igdigour les jeunes et adultes sains ne
courant pas de risques essentiels lors d’'une iofegrippale. L'usage non contrdlé et la
prescription préventive a des personnes qui n'digoaent pas aux groupes a risque peut
conduire a l'ineffectivité (par développement dsistance]Bouscambert-Duchamp, 2010).

1.5.2. Oseltamivir dans le traitement de la grippe

Plusieurs études confirment I'efficacité de €ttamivir dans la prévention de la grippe. La
précocité d’administration de cet antiviral paréite le déterminant le plus important de
I'efficacité du traitemenfHaydenet al., 1999 ; Haydenet al., 2000).

L’oseltamivir est pris oralement sous la forneeadpsules (pour adultes) ou de sirop (pour
enfants), pour une durée de 5 jours. Apres saftnanation dans le foie en forme active
(carboxylate d’oseltamivir), de hautes concentreticériqgues d’'une demi-vie de 6 a 10
heures sont atteintes et permettent de controldiffizsion du virus. Sa tolérance est bonne,
ses principaux effets secondaires sont gastrotinégx (nausées et vomissements)
(Huraux et al., 2003).Sa posologie doit étre adaptée a la fonction e2eahépatique.

Chez les patients immunodéprimés, en particalhez les greffés de moelle osseuse, une
excrétion virale prolongée, observée avec les \daisonnier§Khanna et al., 2009), peut
justifier une durée de traitement par oseltamivpé&ieure aux cing jours habituellement
préconisés. Cette donnée motive également un sibl de I'émergence de résistances ; le
traitement antiviral étant prolongé, le risque ddestion d’'une souche résistante est
également accru dans cette population. La suspdaioigue d’'une résistance a I'oseltamivir,
confirmée éventuellement par une détection de l@atom H275Y et/ou un test phénotypique
(détermination de I''IC50), peut conduire au changetmde la thérapeutiqgue au profit du
zanamivir. Du fait de ce risque accru de résistanndraitement prophylactique ne doit étre
mis en place que dans des cas patrticuliers ; iar@dpainsi préférable de s’orienter sur un
traitement tres précoce, des I'apparition des sighaiquegKumar et al., 2009).

1.5.3. Prévention de la grippe par la vaccination

La vaccination antigrippale est la méthode laspfficace pour prévenir la grippe et ses
complications. Elle cible en priorité les personrgsrisque d'une grippe sévere les
professionnels de santé en contact avec ces pesohrpbjectif est de conférer une
protection individuelle directe ainsi qu’'une prdten collective indirecte (diminuer la
transmission en particulier vers les sujets frayileagathu et Colimon, 2010).

Les vaccins utilisés contre la grippe sont prépa partir de virus grippaux cultivés sur
ceufs de poules embryonnés, purifiés, inactivess@w des vaccins trivalents comportant,
chaque année, deux souches de virus A [A(HLN1)YEBA2)] et une souche de virus B. Les
souches sont choisies en fonction des donnéesnépidgiques, selon les recommandations
de I'OMS(Manuguerra et Hannoun, 1999).

En 2009, le vaccin contre la grippe saisonnieerotégeait pas contre la nouvelle grippe
A(H1N1)2009 car il n'était pas fabriqué avec lesrme& antigénes. Inversement, le vaccin
contre la grippe A(H1N1)2009 ne protégeait pas reoatgrippe saisonniére. C’est pourquoi
une vaccination spécifique contre cette nouvellppgr a été organisée. Depuis, cette souche
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est incluse dans le vaccin contre la grippe saisoafHaut Conseil de la Santé Publique-
France, 2010).

CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

Afin d’évaluer le profil de sensibilité aux iftiieurs de la neuraminidase des souches
grippales circulant en Algérie, nous avons ciblé population de 70 malades de la pandémie
de grippe de 2009 chez qui le virus A/H1N1 a é&égis

Pour cela, nous avons eu recours a deux techniques

» Une technique phénotypique : pour I'étude de Raigide la neuraminidase en
présence et en absence d’inhibiteur.

» Une technique génotypique : pour la déterminatiedadmutation responsable de
la résistance du virus de la grippe aux inhibiteler$a neuraminidase.

Pour cette étude, nous avons testé I'oseltargivirest I'antiviral utilisé en Algérie dans le
traitement de la grippe de type A.

II.1. Technique phénotypique

Elle est basée sur le principe de clivage dwstsabNANA par la neuraminidase virale.
C’est une technique qui permet d'étudier l'actividé cette enzyme et de déterminer la
sensibilité des virus grippaux aux inhibiteurs dubquent cette activité par liaison
compétitive au niveau du site actif de I'enzyme. mmesence de Iinhibiteur, comme
I'Oseltamivir, cette technique permet d’obtenirctancentration inhibant 50% de l'activité de
la neuraminidase (IC50).

Le test de chimiluminescence a été choisi péaliger cette étude en raison de sa sensibilité
élevée dans la détection du signal émit lors dwagk du substrat par I'enzyme
(Sheuet al., 2008).Ce test utilise un Kit NAStar (Applied Biosystems) de détection de la
résistance avec comme substrat chimiluminesceNAlkStarl, 2-dioxetane dont la structure
est analogue a celle de NANA.

[1.1.1. Matériel et EQuipement

= Echantillons de virus

1. Soixante dix souches virales ont été isolées diuleg MDCK lors de la pandémie de
grippe A/H1IN1 de 2009, au Laboratoire Grippe etu¥irRespiratoires de I'Institut
pasteur d’Algérie (Annexes 1 et 2). La périodealasnent était de Juin a Décembre 20009.
Ces souches ont été d’abord titrées par le testnthigglutination (Annexe 4), puis
conservée a - 80°C. Le titre HA des 70 souches ®tH28.

Le Tableau Xlen Annexe 5 donne les renseignements relevéssuflmalades chez qui
ces souches ont été isolées.
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2. Quatre souches de référence, sensibles et résistant’oseltamivir, fournies par le
NIMR - UK, dont le titre HA est >128 :

- Souches de référence, grippe saisonniére (paysgjitier Norvege) :

o0 A/Norway/1758/2007 H1N1 seasonal - H275 - Sensible
0 A/Norway/1735/2007 H1N1 seasonal - Y275 - Résistant

- Souches de référence, grippe paiglée (pays d'origine: Danemark) :

o A/Denmark/524/2009 H1N1 pandemic - H275 - Sensible
o0 A/Denmark/528/2009 HIN1 pandemic - Y275 - Résigtant

» Reéactifs :Kit NA- Star (Applied Biosystems) (Photo 1)

Tableau Ill : contenu du Kit NAStar
Produit Description Volume/Quantité

Substrat NAStar1, 2-dioxetane  Concentration 120mM 100puL
26 mM MES (2-
[NMorpholino]
Tampon NAStar 480 mL
Ethanesulfonic acid) (pH
6.0), 4 mM CaCl2
Solution propriétaire
. contenant un activateur
Accélérateur NAStar luminescent 2 X 70 mL
Opagues, blanches, 96
, cupules a fond plat, avec
Mlcroplac!ues _NAStarde couvercle 100 plaques
détection
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Photo 1 :Kit NA- Star (Applied Biosystems

Inhibiteur de la neuraminidase: Oseltamivir Carboxylate concentré a 10mM (Roche,
Réf. GS4071). Le diluer dans du tampwA-Stara une concentration de 50uM et repartir
dans des tubes de 500ul ; congeler a -20°C (sohistock d’oseltamivir).

Appareils

- Agitateur de plaques a 96 puits (Fisher Scientific)

- Agitateur de tubes (Vortex- Scientific industries)

- Etuve réglée a +37°C (Memmert)

- Réfrigérateur réglé a +4°C (Samsung)

- Congélateur réglé a — 20°C (Eniem)

- Congélateur réglé a — 80°C (Thermo Scientific)

- Hotte microbiologique a flux laminaire (FLUFRANCE)

- Lecteur de luminescence (Victor Light Wallac 148B0Perkin Elmer) fonctionne
avec un logiciel de mesure de lintensité de lumiémise (Wallac 1420 Manager,
Perkin Elmer) (Photo 2).

Matériel supplémentaire nécessaire

- Micropipettes réglable (10-p0 (Sorenson)

- Micropipette réglable (100-1000 (Transferpette- BRAND)

- Micropipette multicanaux, réglable (10-18PD(One Touch)

- Embouts avec filtre (Volume 10-pl) (Gilson)

- Embouts avec filtre (Volume 100-10dD (ART-Molecular Bio Products)
- Tubes de 1,5 ml (Fisher Scientific)

- Tubes de 500ul (Fisher Scientific)

- Réservoirs pour micropipettes multicanaux (Fistae8ific)

- Pipettes stériles de 10 ml a 25 ml (Nunc)
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Photo 2: Victor Light Wallac 1420-060 (Perkin Elmer) fdianne
avec logiciel (Wallac 1420 Manager)

[1.1.2. Méthodes

[1.1.2.1. Etude de I'activité de la neuraminidase tedétermination du titre viral

L’étude de l'activité de la neuraminidase dequeavirus est réalisée avant chaque test

d’inhibition afin d’améliorer la reproductibilitéed résultats des IC50.

Le test est réalisé sur une plaque blanche dpu#6 pour un total de 04 virus/plague,

chaque virus est testé sur deux lignes (figure Raur chaque test, 02 souches de référence
« sensible » et « résistante » doivent étre initedians le lot de virus a tester.
Protocole

1.

9.

Dans une hotte microbiologique a flux laminairduel les échantillons des virus a tester
et les souches de référence dans le tamporstdA-en réalisant des dilutions en séries de
% comme décrit dans les étapes ci-dessous etdldans la figure 20.

Dans une plague blanche N#&arde 96 puits, ajouter 80ul de tampon ISfardans tous
les puits de la colonne 1.

Ajouter 50ul de tampon N/Stardans les autres puits de la plaque (colonre$D)

Ajouter 50ul de tampon NAtar dans les puits de la colonne 12 (colonne « Caatrol
Blanc »).

Préparer une dilution initiale au 1/5eme pour cleagus en ajoutant 20l de suspension
virale aux 80ul de tampon N&tar des puits de la colonne 1 de chaque ligne (lignes
A—H), deux lignes/virus.

Réaliser des dilutions au ¥z par transfert d’un r@ude 50pl de la colonne 1 a la colonne
11 pour les 04 virus testés sur la plague. Rejesederniers 50ul de la colonne 11.

7. Préparer une dilution au 1/1000eme du substraStkdans le tampon  NA&tar.
8.

Ajouter 10ul du substrat N&tar dilué dans tous les puits de la plague en padaria
colonne 12 vers la colonne 1.
Incuber a température ambiante (~20-22°C) pendamir8

10. Aprés incubation, rajouter 60ul de I'accélératedr-8tar dans tous les puits et placer la

plague dans le lecteur de luminescence (Photo 3).
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11.Lancer le logiciel Wallac 1420 Manager de mesuréidiensité de lumiére émise par le
produit de clivage du substrat N&tarl,2-dioxetane par la neuraminidase.

Les résultats de ce test nous permettent d’olieedilution de virus (titre viral) nécessaire
pour entamer I'étude de I'inhibition de la neuraitése et la détermination de I'IC50.

Plague NAStar

LGVR-IPA

Photo 3 : Ouvrir le couvercle du lecteur de luminescence
et placer la plague blanche Star

—_ e y s e e ey = |:,'>jl
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Figure 20 : Dilutions en série de ¥z des virus a tester et desleges de référence

[~ ] Addition de 20ul de virus pour uhkition initiale au 1/5eme (2 lignes / virus)
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[ ] Tampon NAstar

—> Transfert d'un volume de 50ul ; &ddonne 11 rejeter les derniers 50ul

[1.1.2.2. Etude de l'inhibition de la neuraminidase: détermination de I'lC50

La sensibilité a I'oseltamivir de chaque virss$ ®stée sur plague N3tarde 96 puits avec
un total de 4 virus/plaque (chaque virus est t®stéleux lignes, voir figure 21).

Pour chaque test nous avons introduit deux ssuctle référence, « sensible » et
« résistante », afin de valider les résultats.

Protocole

1. Dans une hotte microbiologique a flux laminaireégarer 800ul de dilution de chaque
virus a tester selon les résultats obtenus paedeprécédent (Etude de l'activité de la
neuraminidase et détermination du titre viral) ddmsampon NAStar.

2. A partir de la solution stock d’oseltamivir a 50ppréparer des dilutions en suivant le
tableau IV.

3. Sur une plague de 96 puits, déposer les solutiossi@ant la figure 21:

- Colonne 12 « contréle Blanc »: ajouter 50l degamNA-Star dans tous les puits.

- Colonne 11 « contrble négatif »: ajouter 25ul depgan NA-Stardans tous les puits

- Dans les colonnes 1 a 10 : ajouter 25ul de chadutgod d’oseltamivir dans les puits
correspondants en commencant par de la plus fadsieentration (colonne 10) vers la
plus forte concentration (colonne 1).

- Déposer 25ul de la dilution de chaque virus a tefdes les puits correspondants (2
lignes/virus) en allant de la colonne 11 vers lamcoe 1.

Incuber & +37°C pendant 30 minutes

Ajouter 10ul de substrat N&tar dilué au 1/1000eme dans tous les puits de la plagu
partant de la colonne 12 vers la colonne 1.

Incuber a température ambiante (~20-22°C) pendantiButes.

Apres incubation, rajouter 60ul de I'accélératedy-Sitar dans tous les puits et placer la
plaque dans le lecteur de luminescence.

8. Lancer le logiciel Wallac 1420 Manager de mesuréidensité de lumiére émise par le
produit de clivage du substrat N&tarl,2-dioxetane par la neuraminidase.

ok

No

Analyse statistique

L’analyse statistique a consisté en une pagsewptive de notre échantillon de malades (41
hommes et 29 femmes) en fonction de leurs dermiémacements a I'étranger et de leur
provenance wilayale.

Les calculs portant sur I'IC50h&lf maximal inhibitory concentratipnont été log-
transformées dans un but de normalisation pouraleut des SMAD (standard median
absolute deviation). Les valeurs extrémes (quales$ @lxistent) ont été mises en évidence
pour celles dépassant de 1,65 SMAD la médiane famirigers) et de 3,00 SMAD la médiane
(major outlier).
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Les tests de comparaison des IC50 ont été gtahliutilisant TANOVA (ANalysis Of
VAriance) non paramétrique de Kruskal-Wallis etdst de la médiane.

L’analyse statistique a été établie sur Staasfi0.0 de Statsoftinc, Tulsa, USA et sur le
complément dédié au SMAD de Microsoft Excel.

Tableau IV : Préparation des dilutions d’oseltamivir

Dilution Volume Volume oseltamivir Concentration Concentration finale
Tampon oseltamivir (nM)  d’oseltamivir (nM)*
1 21,6 ml 900ul oseltamivir [S0 uM] 2000 1000
2 16,2 ml 7,5 ml de la dilution 1 633 317
3 16,2 ml 7,5 ml de la dilution 2 200 100
4 16,2 ml 7,5 ml de la dilution 3 63,4 31,70
5 16,2 ml 7,5 ml de la dilution 4 20 10,00
6 16,2 ml 7,5 ml de la dilution 5 6,3 3,20
7 16,2 ml 7,5 ml de la dilution 6 2 1,01
8 16,2 ml 7,5 ml de la dilution 7 0,64 0,32
9 16,2 ml 7,5 ml de la dilution 8 0,20 0,10
10 16,2 ml 7,5 ml de la dilution 9 0,06 0,032

nM : nano Molaire
* ;. concentration finale d’oseltamivir dans le volurdaationnel, aprés addition de la dilution de virus.

+Virus -Virus

Virus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 A 1000 317 100 31,70 10 3,20 1,01 0,32 0,10 0,032 O 0
1 B 1000 317 100 31,70 10 3,20 1,01 0,32 0,10 0,032 O 0
2 c 1000 317 100 31,70 10 3,20 1,00 0,32 0,10 0,032 O 0
2 D 1000 317 100 31,70 10 3,20 1,01 0,32 0,10 0,032 O 0
3 E 1000 317 100 31,70 10 3,20 1,01 0,32 0,10 0,032 O 0
3 F 1000 317 100 31,70 10 3,20 1,01 0,32 0,10 0,032 O 0
4 G 1000 317 100 31,70 10 3,20 1,01 0,32 0,10 0,032 O 0
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4 H 1000 317 100 31,70 10 3,20 1,01 0,32 0,10 0,032 O 0

Figure 21: Concentrations finales d’oseltamivir (nM) dansame puits d’'une plaque a 96 cupules
II.2. Technique génotypique

Un fragment de 277 pb de la neuraminidase Ntidis influenza de typa A est amplifié
grace a une technique de RT-PCR en temps réddantilides amorces spécifiqgues du virus
A/H1IN1. Cette technique permet de détecter lessviésistants a I'oseltamivir possédant la
mutation H275Y, par utilisation d’'une sonde marquepecifique congue pour révéler la
présence d’'un nucléotide C ou T a la position 823@jment NA du génome viral.

[1.2.1. Matériel et EQuipement
= Echantillons de virus

» Quatre souches de référence, saisonnieres et panpo&nfournies par
Le NIMR-UK :
- Souches de référence, saisonnieres (pays d’orighioevege) :
o0 A/Norway/1758/2007 H1N1 seasonal — H275 - Sensible
0 A/Norway/1735/2007 H1N1 seasonal — Y275 - Résistant

- Souches de référence, pandémiques (pays d’origha@emark) :
o A/Denmark/524/2009 HIN1 pandemic — H275 - Sensible
o0 A/Denmark/528/2009 H1N1 pandemic — Y275 - Reésistan

» Deux souches de référence, pandémiques, fourniele @DC-USA, dont les IC50 sont
prédéfinies (pays d’origine respectifs : Califortl8A et Texas-USA) :

o AJ/California/12/2012 / HIN1 pdmQ9 - H275 - Sensibl€50 = 0.20
0 A/Texas/23/2012 / HIN1 pdmOQ9 - Y275- Résistante50 = 174.91

» Deux souches algériennes ayant donné des valeli8 #&trémes par la technique
phénotypique:

0 G176/10 HIN1 pdm
0o G300/10 HIN1 pdm

= Reéactifs pour I'extraction de 'ARN viral

Nous avons fait une extraction de I'ARN viral awetkit « High Pure Viral Nucleic Acid »
(Roche).

Tableau V : contenu du Kit pour I'extraction de I’ARN viral

Produit Description Vol / Quant
Tampon de fixation Guanidine HCI (sel) + Triton XL 2 x 25 mi
ARN entraineur (Carrier RNA) Séquence Poly A -opkilisé 2 ml
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Protéinase K Lyophilisée 100 mg

Tampon éliminant les inhibiteurs Liquide 33 ml
Tampon de lavage Liquide 2x 10 mi
Tampon d’élution Liquide 30 ml

Colonnes Avec membrane en fibres de verre 100
Tubes collecteurs Pour un volume de 2ml 400

» Réactifs pour 'amplification

Pour la RT-PCR en temps réel nous avons utilisiit « LightCycler FastStart DNA
Master plus HybProbe » (Roche).

Tableau VI : contenu du Kit pour 'amplification

Produit Description Volume/Quantité
Enzyme : Taq DNA polymérase Liquide 50 pl
Mix cDNA Tampon + MgCt + dNTP 590 pl
Eau ultra pure Qualité PCR 2x25ml

Amorces et sonde pour la détection de la résistancéous avons utilisé un kit congu par
TIB MOLBIOL- Roche Diagnosticsous le nom « LightMix Kit Influenza A Virus HxN1
Tamiflu Resistance [H274Y] », contenant des amorspécifiques au virus A/HIN1
saisonnier ou pandémique et une sonde simple ¢gitéda mutation ponctuelle-€T.

Ce kit contient aussi des controles ADN :

» Contréle ADN pandémique (wild type « wt ») - Sduhesi: [H274]
» Controle ADN pandémique (mutant « mt ») - Résistdn74Y]

= Appareils

- Appareil pour PCR en temps réel (Light Cycler 480 Roche) fonctionne avec un
logiciel de détection de I'amplification (Light Cige 480 SW, V. 1.5.1 - Roche) (Photo 4)

- Micro-centrifugeuse ajustable a 8.000 tpm

- Agitateur de tubes (Vortex-Scientific industries)

- Spectrophotometre (NanoDrop 2000, Thermo Fishem88c)
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Matériel supplémentaire nécessaire

Micropipettes réglable (10-20 (Sorenson)

Micropipette réglable (100-10Q0 (Transferpette- Brand)

Embouts avec filtre (Volume 10-pD (Gilson)

Embouts avec filtre (Volume 100-10dY (ART-Molecular Bio Products)
Plagues PCR a 96 puits

Photo 4 : Appareil pour PCR en temps réel (Light Cycler 4B0Roche) fonctionne
avec un logiciel de détection de I'amplificatiorigdht Cycler 480 SW,V. 1.5.1-Roche)

11.2.2. Méthodes

Pour chaque souche virale il sera réalisé suceassint :

- Une extraction de 'ARN
- Une RT-PCR en temps réel

11.2.2.1. Extraction de 'ARN

wn

©oNo O A

9.

Reconstituer TARN entraineur (Carrier RNA) dansn2 de tampon de fixation, puis
rajouter 0,5ml de tampon d’élution.

Reconstituer la Protéinase K dans 5ml de tampdntiié

Dans un tube de 1,5 ml, ajouter :

- 200pl d’échantillon de virus

- 200p! I’ARN entraineur

- 50l de Protéinase K

Incuber a 72°C pendant 10 min

Ajouter 100ul de tampon de fixation

Transférer chaque échantillon dans une colonneéeaur un tube collecteur
Centrifuger pendant 1min a 8000 tpm

Changer le tube collecteur et ajouter 500ul du tam@liminant les inhibiteurs, puis
centrifuger pendant 1 min a 8000 tpm.

Changer le tube collecteur et ajouter 4501 de tange lavage.

10.Répéter les étapes 7 et 8.
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11.Enlever le tube collecteur et insérer la colonnesdan tube de 1,5 ml.

12. Ajouter 50ul de tampon d’élution, puis centrifugendant 1min a 8000 tpm.

13.Apres centrifugation, nous obtenons des extraitAR&l viraux. Faire un dosage
spectrophotométrique pour déterminer leurs conagoirs.

11.2.2.2. Réalisation de la RT-PCR en Temps Réel

1. Reconstitution des amorces et sondes (contenuedelareme tube) : Rajouter 66ul
d’eau PCR ; faire des aliquots de 22ul/tube.

2. Reconstitution des contréles ADN : Rajouter 40u¢adi PCR a chaque contréle ; faire
des aliquots de 10ul/tube.

3. Préparation du Mix :

Tableau VIl : Mix pour la détection de la mutation H275Y

Contenu du Mix Pour une réaction (pl)
Eau PCR 11pl
Mélange amorces et sondes 2 ul
Mix cDNA (additionné de 50ul d’enzyme) 2 ul

Volume total : 15 pl

Rappel : I'enzyme utilisée pour la réalisation de la RT-P&R une enzyme hybride qui
possede les deux fonctions : transcription inv&RBI/ADN et réplication ADN/ADN.

4. Sur une plaque PCR a 96 puits déposer :
- pour chaque échantillon de virus : 15 pl de Misekt d’échantillon.
- Pour chaque contréle ADN : 15 ul de Mix et 5ul datedle

5. Fermer la plaque avec du papier autocollant

6. Insérer la plaque dans I'appareil pour PCR en tenégpls

NB : La programmation de I'appareil se fait avant l@garation du mix

= Programme RT-PCR en temps réel composé de 5 étapes

Transcription inverse : synthése du I’ADNc a pader’ARN viral
Dénaturation de 'ADNCc

Amplification : phase de lecture du signal

Fusion : détermination de la température de fugion
Refroidissement

YVVYYVYYV

Tableau VIII : Programmation de I'appareil Light Cycler 480 Il @¢he)
Cycle Température (°C) Temps

Transcription inverse 1 50 20 min
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Dénaturation 1 95 5 min

95 15 sec
Amplification 45 56 45 sec
72 15 sec
95 20 sec
Fusion 1 40 20 sec
85 Mode continu
Refroidissement 1 40 30 sec

Mode continu : faire augmenter la tempé&eagraduellement (de 40°C a 85°C).

CHAPITRE Ill : RESULTATS ET DISCUSSION

l1l.1. RESULTATS
[11.1.1. Caractéristiques épidémiologiques de la pgaulation étudiée

Ce travail a été réalisé sur une population @enalades algériens chez qui le virus
A/H1IN1 pandémique a été isolé au LGVR-IPA durargédaode allant de juin a décembre
2009.

Les renseignements relevés sur ces maladegyrtépplans le tableau XAnnexe 5) ont
été analysés par des méthodes de statistiquespiiossr :

= Age des patients
L’analyse nous a donné les résultats suivaadgxe 6)

- La moyenne d’age des personnes touchées est de 34%ns

- Le sex-ratio n(Mas)/n(Fém) = 0,70230,7% réveéle une prédominance féminine

- Deux classes d’ages particulierement touchées20630 ans (15,71%) et 30-40 ans
(15,71%) chez les femmes.

Ces résultats sont donnés sous forme d’un histageafigure 22) :
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Figure 22 : Distribution dans les classes d’ages

*= Provenance des cas (origine géographique du virusfiuenza isolé)

La notion de voyage récent est importante pouanaitre I'origine du virus isolé surtout en
cas de pandémie. Parmi les 70 patients réevélésyssrtiu virus A(HLN1)2009 nous pouvons
noter que (Annexe 6):

- Plus des 2/3 des patients n’avaient pas voyagé{4970,0 %) (Figure 23).

- Pour les 21 patients ayant récemment voyagé (<o0i), la plus grande part (5
patients soit24%) revenaient d’Arabie Saoudite {F@g24). une part non négligeable
(4 patients soit 19%) revenaient de France.

- La répartition des cas autochtones par wilaya reamie la région Centre (Alger) était
la plus touchée avec 19 patients soit22 % de dgar@-25).
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Malte. 1.4%

Gréce: 14% ‘Qatar; 1.4%
France, Espagne; 1.4% -
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Royaume Uni; 2,9%
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Mont pas voyagé; 70,0%

Figure 23: Provenance des cas confirmés du virus pandémidgd&My entre
Juin et Décembre 2009.
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Figure 24 :Notion de voyage récent. Cas confirmés de virusINHpandémique par pays
de provenance, entre Juin et Décembre 2009
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Figure 25 : Répartition des cas autochtones par Wilaya

[11.1.2. Résultats de la technique phénotypique
» Etude de I'activité de la neuraminidase

La technique phénotypique permet de mesuretiite de la neuraminidase du virus
grippal en présence du substrat Sfar. Ce substrat est composé d’'une molécule d’acide
sialique et d’'un Dioxetane. Aprés clivage de I'acsdalique par I'enzyme, le Dioxetane émet
une lumiere qui est détectée par le lecteur deitiimmescence.

Le logiciel du lecteur (Wallac 1420 Manager)dtra ce signal en Unités Relatives de
Lumiere (RLU). L’intensité du signal est inversemproportionnelle a la dilution du virus :
elle diminue au fur et a mesure que la dilutiorviolus augmente (figure 26).

Les résultats obtenus sont transformés par leariégiciel en un fichier Microsoft Excel,
puis transférés sur un programme « Point to Poifdurni par le NIMR-UK, qui donne la
dilution de virus a réaliser pour déterminer leS0Gfigure 27).
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Figure 26 Logiciel Wallac 1420 Manager (capture d’écran).dignal émis (couleur rouge) traduit
I'activité de I'enzyme, il diminue au fur et a meswue la dilution du virus augmente (en allantade

colonne 1 vers la colonne 11). La couleur bleuuitalabsence d’activité enzymatique. La barre
« Legend » correspond aux unités RLU.

Injected: A, AIT AISSA 28.04.13 Titration
Virus 5 10 20 40 80 160 320 640 1280 2560 520 Blank
G12310 HIN1 pdm 830741 620847| 390667 200486) 103835 567053] 29042| 15256 7714 401 2156 330
024626 616491 397505 205721) 118447)  B5T01) 29997 14581 8065 3rny 2392 273
G13910 H1N1 pdm 8892001 741283 55735h| 333349) 176242)  95611)  47842) 26680 12774 5932 3263 211
862913 730471| 532304| 326948) 184217)  96470)  48374]  26253] 13693 6766 3206 207
AJ Norway /Senstive 2007 70543 36304] 17918 9314 5295 2328 1223 935 487 310 260 192
72053]  36330] 16763 8197 4520 2147 1071 751 466 298 248 168
A/ Norway [Resistant 2007 70123) 29865 15114 5690 3602 1659 1458 841 332 219 168 158
70145 20941] 17990 571 3550 1216 1672 709 329 209 194 140
Average Blank 1450 83
Find Conc 0,65857000 1,00000000 130103000 150205959 190308559 2 20411598 2 50514598 2 80817957 310720857 340823897 3,70826595|Conc
G12310 H1N1 pdm 2177912
21780938
G138/10 H1N1 pdm 24214378
24253368
A Norway /Sensitive 2007 0,7817656
0,7310505
A [ Norway /Resistant 2007 (1 7662452
0754148

Figure 27 : Programme « Point to Point » (NIMR-UK). La colonae violet donne la moyenne des

dilutions de chaque virus calculée en testant ahagus en double (2 lignes/virus :
virus/plaque). Cette dilution est utilisée poudé&ermination des IC50.
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=  Détermination des IC50

Les valeurs des IC50 obtenues par le programRwint-to-Point » (NIMR-UK) pour les 70
souches isolées au LGVR-IPA ainsi que celles deshes de références (Annexe 7) sont
analysées par une meéthode statistique en calculantmédiane, I'écart type (Standard
Deviation « SD »), le coefficient de variation (C¥) 'amplitude de variation des IC50
(Annexe 8). Le résumé est donné dans le tableau IX

Tableau IX : Moyennes et intervalles des IC50 obtenues poui7esouches LGVR-IPA
et les souches de référence

Nom de la Souche Moyenne (SD) Intervalle IC50
Souches LGVR-IPA 0,36 (0,11) 0,12-0,71

A/Norway/1758/2007
H1N1- Seasonal — H275 0,41 (0,16) 0,29 -0,53
Sensible
A/Denmark/524/2009
H1N1- Pandemic - H275 0,56 (0,30) 0,28 - 1,07
Sensible
A/Norway/1735/2007
H1N1 - Seasonal — Y275 165,6 (66,3) 118,8-212,5
Résistante
A/Denmark/528/2009 Afin
HIN1- Pandemic - Y275 119,3 (33,8) 86,2-177,0

Résistante

d’analyser les résultats obtenus avec nos soudpgésemnes isolées au LGVR-IPA nous
avons comparé leurs valeurs IC50 avec celles deshes de référence (NIMR-UK). Pour
cela nous avons fait une analyse de la variancdNOYA (ANalysis Of VAriance) de
Kruskal-Wallis et un test de la médiane (Annexel8)figure 28 donne les résultats basés sur
la moyenne et les écart-types.
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Figure 28 :Comparaison des valeurs des IC50 basée sur la mewthes écart-types.
Norway Sens et Denmark 275H : Souches de référéNeBHR-UK) sensibles a I'oseltamivir

Ces tests de comparaison des IC50 par TANOVAtmemt qu'il n'y a pas de différences
significatives entre les valeurs obtenues avesdeshes algériennes et celles obtenues avec
les souches de réference (NIMR-UK) sensibles aeltamivir. Il y a lieu cependant de
signaler la tres forte variabilité de ces derni€l@gies box-plots).

= Mesure de la dispersion des valeurs des IC50 ded Souches LGVR-IPA

La médiane ainsi que le SMAD (Standard MediarsdMite Deviation) des IC50 sont
calculés afin de relever les valeurs extrémes keosit> (Tableau X). Dans le but de
normaliser les données, nous travaillons sur desussalog-transformées pour revenir aprés
calcul vers les valeurs naturelles par transfomnativerse (fonction antilog).

Les «outliers», qui selon les contextes peuvept@&insidérés comme des valeurs extrémes
ou aberrantes, sont définis par rapport a desssealitulés comme suitackenby, 2008):

> Seuil « Minor ouliers » : Médiane + 1,65.SMAD
» Seuil « Major outliers » : Médiane + 3.SMAD

- Silavaleur IC50 obtenue esf{Médiane + 1,65.SMAD] =Minor outlier
- Silavaleur IC50 obtenue esf{Médiane + 3.SMAD] =>Major outlier

Tableau X : Calcul des seuils pour valeurs extrémes « outhiers
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Nbr Médiane SMAD Médiane+1,65.SMAD Médiane+3.SMAD Minor

Amplitude ~ outlier

Seuil « minor Seuil « major IC50

outlier » outlier »

0,70
Souches 0,35

LGVR-IPA 70 0,121 0,63 1,02 0,12-0,71 071

A partir des résultats des IC50 obtenus (Annékenous pouvons relever pour les 70
souches LGVR-IPA 02 « minor outliers » (>0,63),70 et 0,71 (Figure 29) correspondants
aux souchesG176/10 HIN1 pdret G300/10 HIN1 pdnrespectivement.

= Minor outlier
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Figure 29: Dispersion des valeurs des IC50 des 70 souches LIBYAR
avec 2 « Minor outliers »

: Seuil « Minor outliers »

. Seuil « Major outliers »

= Profil phénotypique des souches sensibles et résistes

Les concentrations d’oseltamivir testées soatyages par le programme « Point-to-Point »
(NIMR-UK) qui donne des courbes de cinétique enzjgna décrivant la vitesse de la
réaction enzymatique (clivage du substrat par laarainidase) en présence de concentrations
croissantes d’oseltamivir (inhibiteur de I'enzym€gtte vitesse diminue au fur et a mesure
gue la concentration de I'inhibiteur augmente (FegBO et Figure 31).

Par ailleurs, le profil des courbes des soudeegtférence résistantes se révele différent de
celui des souches de références sensibles, cedu€sta présence de la mutation H275Y au
niveau du site actif de 'enzyme qui fait baissem affinité pour le substrat et donc sa vitesse
maximale (Vmax) comme nous le voyons bien sur éasxdrigures 30 et 31.
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Figure 30 : Cinétique enzymatique des souches de référenceMddaisonnieres.
Courbes V= f ([oseltamivir])
RLU : Unité Relative de Lumiére
VC : Virus Controle
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Figure 31: Cinétique enzymatique des souches de référencéMikbandémiques
Courbes V= f ([oseltamivir])
RLU : Unité Relative de Lumiére
VC : Virus Controle
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[11.1.3. Résultats de la technique génotypique

L’amplification par RT-PCR en temps réel a étégpammeée pour l'analyse des pics de
fusion de la sonde marquée au niveau des deuesiligauvage H275 (sensible), et muté
Y275 (résistant). L’hybridation de cette sonde aeau de l'allele muté crée une zone de
mésappariement qui fait baisser sa températurasienf Tm.

La technique génotypique a été réalisée en ptéesideux souches algériennes LGVR-IPA
pandémiques ayant donné des valeurs extrémesefsiitiar la technique phénotypique afin
de confirmer leur profil de sensibilité a l'oselta&m comparé a celui des souches de
références et des contrbles positifs ADN pandémique

La Figure 32 représente la cinétique de fusmfadsonde calculée en unités de fluorescence
en fonction de la température (°C). Ce graphe redoign une diminution de la fluorescence
au fur et a mesure que la température augmenteé<tdtat s’explique par le fait que nous
avons utilisé une sonde marquée qui émet une Bueree lorsqu’elle s’hybride a la
séquence cible (séquence contenant la mutatiome €e@orescence tend a s’annuler lorsque
la sonde retourne a I'état libre.

La Figure 33 donne les pics de fusion de la decftuorescente au niveau des alléles :
sauvage H275 (sensible) et mutéY275 (résistant). Les résultats sont donnés en
-(d/dT) fluorescence en fonction de la température.

Rappel : -(d/dt) fluorescence est la dérivée négative deelnsité de la fluorescence en
fonction de la variation de la températ@irgapan et al., 2008).

L'interprétation de la Figure 33 commence d’abpar relever les Tm des contrbles « alléle
sauvage pDNA (wt) H275%et « allele mutépDNA (mt) Y275puis comparer ces valeurs aux
Tm des souches testées :

- Les souches LGVR-IPA G176 pdm et G300 pdm donnent le méme pic
Tm2 =52.71°C correspondant a 'alléle sauvage

- Les souches de référence pandémiques, sensiBldd2f5 et D H275 donnent
également la méme valeur Tm2 que le contrble deadi@uvage ».

- La valeur Tml du contrble « allele muté » est d2¥3%C, méme valeur donné par la
souche de référence pandémique, résist@an¥275).

- Les souches de référence saisonnieres, résisttrdeasibles (respectivemety 275

et N H279 donnent des valeurs Tm décalées par rapportiésadts controles ADN
pandémiques : Tm3 = 50.15°C et Tm4 = 54.52°C.
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Figure 32 : Amplification par RT-PCR en temps réel. Cinétique fuision de la sonde
calculée en unités de fluorescence en fonctionadierhpérature (°C). L’hybridation de la
sonde donne une fluorescence maximale a 40°C.goalsidliminue au fur et a mesure que la
température augmente (retour de la sonde a liérad

Melting Curves: Courbes de Fusion
wt : wild type - mt : mutant

wt H275 : Contrdle « allele sauvage »
mt Y275 : Controle « allele mutéx»
water: Controle négatif (Eau PCR)

Souches de référence pandémique :
- Sensibles banmk H275 (Danemark)- Calif H275 (Californie)
- Résistante Tex Y275 (Texas)

Souches de référence saisonnieres :
- Sensible Norw H275 (Norvege)
- Résistante Norw Y275 (Norvege)

Souches LGVR-IPA G176 pdm — G300 pdm (Algérie)
G: Grippe ; pdm: pandémique.
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Melting Peaks
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Figure 33 : Pics de fusion de la sonde fluorescente au nideatalleles :

sauvagei275 (sensible) et mut¥275(résistant).

Melting Peaks : Pics de Fusion

P : pandémique

wi:wild ovpe - mi: mutant

pDNA(wt) H275 : Contrdle « alléle zauvage »
pDNA(mt) Y275 : Confrdle « alléle muté»

C neo : Contrdle négatif (Eau PCR)

G : Grippe - pdm: pandémique

Souches de référence pand émigue :
- Senszibles : D H275 (Danemark) - C H275 (Califomig)
-Resistante - T Y275 (Texas)
Souches de référence saisonnieres :
- Sensible : N H275 (Norvege)
- Réatztante - N Y275 (Nowvege)
Souches LGVR-IPA : G176 pdm — G300 pdm (Algerie)
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[11.2. DISCUSSION

Le présent travail a porté sur I'étude du prdl sensibilité du virus influenza de type A
a l'oseltamivir, qui est I'antiviral le plus utilislors des épidémies et pandémies de grippe
(Thorlund etal., 2011).

En nous basant sur de nombreuses études agaalési’émergence rapide et fréquente
dans le monde de souches grippales résistante=mupest de la mutation H275Y au cours du
traitement a I'oseltamivi¢Calatayud et al., 2011 ; Nguyenet al., 2012 ; Okomo-Adhiambo
et al.,, 2010-b), et notamment I'émergence en Algérie en 2007 de hesudA/H1N1
saisonnieresnous avons réalisé ce travail sur le A/HIN1 pandémiqui a remplacé le
A/H1IN1 saisonnier(Organisation Mondiale de la Santéwww.who.int) dans le but de
détecter une éventuelle circulation de ce type alelses résistantes en Algérie. Pour cela
nous avons appliqué deux techniques, phénotypique par détermination des IC50 et une
autre génotypique par discrimination allélique entne souche sauvage (sensible) et une
souche mutée (résistante).

Pour valider les résultats de notre étude, m@oss introduits dans nos tests des souches de
référence OMS (fournies par le NIMR-UK et le CDCAJS

La population ciblée était des malades Algérigmsz qui le virus A/HIN1 pandémique a
éte isolé au LGVR-IPA durant la période allant denJa Décembre 2009. Par analyse
statistiqgue des données épidémiologiques de cepglg@ition, nous avons noté que plus de 2/3
de ces malades (70%) n’avaient pas quitté le eaeitnationale avant leur infection ce qui
nous amene a conclure que durant cette période@us pandémique était bien installé en
Algérie et que la transmission était majoritairetreaxtochtone.

L’analyse du profil de sensibilité a I'oseltafnides souches algériennes comparé a celui
des souches de réféerence OMS a montré par détéionirdes IC50 que nos résultats se
rapprochaient des valeurs obtenues par les so@NES « sensibles ». Ce qui nous laisse
supposer que le virus pandémique importé en Alglrrant cette période ne possédait pas la
mutation H275Y.

Par ailleurs, concernant la mise au point dedanique phénotypique, les résultats des IC50
gue nous avons obtenu étaient comparables a céemusbpar la littératur@az et al., 2010 ;
Hurt et al., 2012),et ont montré que la test de chimiluminescenceiguplau virus influenza
fournit une grande sensibilité pour la détectios H&50.

La détermination des IC50 est la méthode daegée utilisée pour la surveillance de la
résistance du virus influenza aux inhibiteurs daedaraminidaséOkomo-Adhiambo et al.,
2012). Cependant, afin de valider nos résultats, nous mmmme référé a des travaux de
plusieurs auteuréBolotin et al., 2009 ; Nakauchiet al., 2011 ; Suzukiet al., 2011) pour
mettre au point une technigue génotypique basém RIF-PCR en temps réel par utilisation
d'une sonde spécifique contenant des bases comdapb aux deux virus saisonnier et
pandémique A/HIN1.
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Une diminution de la température de fusion Tm west indication de variation de base
C — T (mutation ponctuelle) a la position 275 du gdada neuraminidase.

Les résultats obtenus de notre étudecg#te technique moléculaire ont été corrélés avec
ceux de la détermination des IC50. Alors, le prafénétique des souches étudiées
correspondait au profil phénotypique. Cette obdermast en accord avec celle rapportée par
Nguyenet al. (2012).

Concernant l'analyse des courbes de fusion abtenpar la technique génotypique
(figure 33), nos résultats révelent une différedaas le géne de la neuraminidase du virus
A/HIN1 saisonnier N H275 et N Y374 comparé a celui du virus pandémique
(PDNA(wt) H275et pDNA(Mt) Y275 Nous pouvons voir sur la figure 33 que cettédince
affecte la température de fusion Tm de la sondenauwnainsi un décalage de quelques °C
entre les pics Tm pandémiques et saisonniers :

- Tml1l=49.21°G-> Tm3 = 50.15°C
- Tm2=52.71°G-> Tm4 = 54.52°C

Cette différence de profil génétique entre lesyitdH1N1 saisonnier et pandémique a été
déja observée pawong et al (2012) dans une étude ou ils démontrent que l'activité
enzymatique de la neuraminidase d’un virus saigwnétiait plus basse que celle d'un virus
pandémique.

Il est & noter que nous n'avons pas décelégistaéce du virus A/H1N1 liée a la mutation
H275Y durant la période pandémique Juin-Décembi@ 2tn Algérie. Ce résultat est en
accord avec celui rapporté plnorlund et al (2011)dans une étude globale sur I'incidence
de la résistance du virus grippal aux inhibitewedadneuraminidase dans le monde lors de la
pandémie de 2009. L’auteur rapporte que la fréquelecla résistance a I'oseltamivir durant
cette année était relativement faible (1%), ce mpuis amene a conclure que la souche
A/H1IN1pdm qui circulait en Algérie en 2009 étaiteetivement une souche sensible, et que
'échantillon de 70 malades était bien représentddi la population globale Algérienne
infectée (travail réalisée sur des malades origisaie plusieurs Wilayas d’Algérie). D’'ou la
surveillance de la résistance a l'oseltamivir gsii suivie de pres par le Systéme mondial
OMS de surveillance et d'action afin de déceler slgaes d’'une augmentation suffisante
du nombre de virus reésistants pour représenter meeace pour la santé publique
(Organisation Mondiale de la Santéyww.who.int).
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CONCLUSION

Les antiviraux type inhibiteurs de la neuramasiel représente un complément d’'un appui
certain a la vaccination antigrippale car en camnde compatibilité du vaccin annuel ou
pandémique avec les souches circulantes ou eréasmgence d’'un nouveau sous type viral
(exemple : H5N1, H7N9.etc.) seuls ces inhibiteurs de la neuraminidaseé actifs sur ces
virus en attendant la mise au point d'un vaccirp&ela

L’émergence récente de la mutation H275Y aamféau virus influenza A/HIN1 une
résistance a I'oseltamivir souléve un problemeatgépublique et nécessite une surveillance
étroite de la résistance aux inhibiteurs de laamimidas€Sheuet al., 2008).

L’évaluation de la sensibilité du virus grippalx antiviraux par détermination des IC50
suivie d’'une confirmation des résultats par undénepe génotypique fournit une approche
assez compléte pour l'identification de souchesle# résistantgdguyenet al., 2012).

Les valeurs IC50 résultant de I'analyse phéngiypdonnent des informations précieuses
pour la détection de virus résistants, mais |'otbende valeurs extrémes « outliers » indique
la nécessité d'un test moléculaire pour différenciee souche réellement résistante d’'une
souche sensible donnant une valeur aberrante.

Le but majeur de notre étude était de mettrepaimt des techniques fiables pour la
surveillance épidémiologique de la résistance duswjrippal en Algérie, en tenant compte de
la rapidité d’exécution des tests afin d’adaptdrdétement antiviral. Nous avons obtenu, par
les deux techniques phénotypique et génotypique résiltats comparables a ceux fixés par
'OMS en termes de sensibilité et résistance dusviA/HIN1 (WHO Global Influenza
Surveillance Network, 2011).Nous pouvons dire gu'une partie de I'objectif aieinte par
cette étude qui permettra de réaliser d’autresestsdir des saisons de grippe completes et
surtout de caractériser la dynamique de ces visistants versus virus sensibles.
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ANNEXES

Annexe 1: Prélevement rhinopharyngé pour la rechehe du virus Influenza
(Manuguerra et Hannoun, 1999)

Matériel

» Ecouvillon stérile (Cultiplast SWAB, Photo 5)

» Tube contenant un milieu de transport viral additi® d’antibiotiques
et d’antifongiques (Becton Dickinson, Photo 6).

» Glaciere contenant de la glace pour le transpapdélévements

Réalisation des frottis :

Le prélevement est réalisé par grattage desispamternes des narines ou des zones
inflammatoires au fond de la gorge : introduireciévillon dans le conduit nasal jusqu'a
atteindre le nasopharynx (environ 7 cm de l'araatez I'adulte), puis faire 2 rotations, retirer
I'écouvillon, le plier et I'introduire directemerdans le tube. Ensuite, effectuer un frottis
pharyngé avec un 2éme écouvillon en frottant leen®gdales et la paroi postérieure du
pharynx, puis le déposer dans le méme tube quiieswira ainsi 2 écouvillons. Coller
I'étiquette correspondante du patient, puis, stodke prélevement a 4Cfusqu'a son
acheminement par express au Laboratoire de Vimlogi

Photo 5 Ecouvillon pour Photo 6 :Milieu de transport viral
prélévement rhinopharyngé
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Annexe 2 : Isolement des virus grippaux sur cellueMDCK en culture (Manuguerra et
Hannoun, 1999)

Réactifs et matériel

* Cellules MDCK en plaque de 12 cupules, prétesaitrculées (confluentes)

* Prélevement a traiter

» Solution saline de Hanks

* Etuve a CQ(SANYO, Photo 7)

* MEM-tricine ou milieu de Leibovitz selon que l'oisgose ou non d’'une étuve a £0
* Trypsine & 1mg/ml a diluer extemporanément pouraameentration finale deu@/ml.

Protocole

» Aspirer avec précaution le milieu de culture, rindeux fois avec 2ml de solution de
Hanks.

* Inoculer 15Q@I de chacun des prélévements sur deux cupules gescu préalable.

* Incuber a la température du laboratoire, a I'atwila lumiere, pendant 30 a 45
minutes.

e Ajouter 2ml de milieu MEM-tricine réchauffé a 37°Gans sérum, contenant 2 a
10ug/ml de trypsine.

* Mettre les plaque de 12 cupules dans une étuve2&B6°C

* A 48 heures, effectuer sur le liquide de culture bamagglutination avec les globules rouges
de cobaye (Annexe 4)

Photo 7 :Etuve a CQ
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Annexe 3: Détection des antigenes viraux par immuiluorescence indirecte (IFI)
(Manuguerra et Hannoun, 1999)

Réactifs et matériel

» Fixateur et saturateur : Acétone conservé a -20°C.

e Tampon : PBS et Tris-HCI 0,1 M.

* Anticorps dirigés contre un ou plusieurs antigefm®noclonaux = anticorps de
souris, polyclonaux = anticoprs de lapin)

* Anticorps anti-espéecepar exemple de chevre antisaw anti-lapin)marqués a la
fluorescéine.

* Lames pour immunofluorescence (Flow Labs, photo 8)

» Centrifugeuse réfrigérée (Jouan, photo 9)

* Tubes a centrifuger

* Microscope a fluorescence (Nikon, photo 10)

Protocole

* Centrifuger le prélevement pendant 5 minutes agb@3-4°C

* Eliminer le surnageant et reprendre le culot dabmllde PBS froid (+4°C), agiter
doucement et centrifuger de nouveau pendant 5 esnat500g a +4°C. Faire 3
lavages.

* Reprendre le culot dans 500de PBS froid (+4°C). Agiter pour homogénéiser la
suspension

* Déposer 150 de suspension cellulaire dans les zones de la four immunofluorescence

* Seécher a la température du laboratoire puis fixeacgtone portée au préalable a -20°C en
mettant la lame a -20°C pendant 15 min

* Déposer pour chaque virus a détectad 5@ solution d’anticorps spécifiques sur chaquiespu
de la lame.

* Incuber 30 min dans une étuve a 37°C en chambrédeum

* Laver 3 fois avec de grands volumes de PBS.

* Déposer une goutte d'un mélange 50-50 de glycémied gris-HCI 0,1 M.

» Apposer une lame et observer au microscope a fueree :La fluorescence révele la
positivité du prélevement (Photo 11)

-
s

LGIR, IP4

Photo 8 :Lame pour immunofluorescence
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Photo 9 : Centrifugeuse réfrigérée

Photo 10 :Microscope a fluorescence
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Photo 11: Mise en évidence des antigénes viraux intracélfda par la technique
d’Immunofluorescence. Des inclusions vertes somoueées dans les cellules infectées
(Ninove, 2010).

65



Annexe 4 : Titrage et Identification des virus grigpaux par les tests d’Hémagglutination
et d'Inhibition de I'Hémagglutination (IHA) (WHO Gl obal Influenza Surveillance
Network, 2011).

Le test IHA utilise des plaques de microtitrati@res dilutions en série (au ¥2) du virus sont
préparées, mélangés avec une quantité spécifiqupotleles rouges, et ajoutés aux puits
d'une plaque de microtitration. Les globules rougdsne sont pas liés aux virus se déposent
au fond du puits et forment un point rouge, alare geux qui sont attachés a des particules
virales forment un anneau qui recouvre le puitstdst peut étre effectué en 1 heure, et est
donc un indicateur rapide des quantités relatiessparticules virales dans I'échantillon.

1- Titrage de l'antigéne = test d’Hémagglutination
Réactifs et matériel

e Souches de virus a titrer (surnageant de cultuhg!&iee)

« PBS

» Suspension d’hématies de cobaye a 0,5 % : le sstmg@ieilli sur anticoagulant.
Avant usage, laver le culot 3 fois dans du PBS tadarpréparer la suspension de
travail & 0,5% en PBS

* Microplaques a 96 cupules (fond de la cupule enxy V

* Pipette multicanaux

* Micropipettes

Protocole

» Utiliser une microplaque a 96 cupules en suivastitglications sur la figure 34
(affecter une rangée de 8 cupules pour chaque &itifier):

Haemagglutination
H & F E D C B A ire
Vibus10dpl —= [ O O O O © O O 1 —
slo o000 0002
000000 O0:
C 000000 O0a-
©C 00000 O0O0s| 1 |,
O0O00O00O0O0s = [
PES 50 i O00ODO0OQO0OO7| e |&
O 000000 Qs8] 128 |3
O 000000 09 1%
O 00000 0O O s
000000 O Qs
>0 OO0 O O O O

Figure 34 : Titrage et Identification des virus grippaux patdst d’Hémagglutination
(WHO Global Influenza Surveillance Network, 2011).
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» Aprés l'addition de 5@ d’hématies, laisser sédimenter 1h au moins a la
température du laboratoire ; puis lire le titrevilws : il est indiqué par la dilution
la plus élevée donnant encore une hémagglutinatiorpléte (figure 35).

Dilutions
= o L [ o]
@ e o B T F 2
+ wm = A F S 4 & = & ¥ o
A N A 10
— l-.i '-.‘a- \._g \i)@%&f i 'i- -LJ— L
E l,/.--I"-\u f'". .d" ,-"; ::. . M - . .-. ."
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C g 1 "y "n.l y L i F .r'-'
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P A NN N N
D PN TN ) "l 3 AL AL
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G PRl AR D LE 316 Ale M 7Y Y- 3N
oo e s o Al 2 St R B B e BT
o . A R s s
W SRR AEEEES
AV Iy il e e o e R R

Figure 35: Test d'inhibition de I'hémagglutination (IHAKatz et al., 2009).
2- Inhibition de I'Hémagglutination (IHA)
Réactifs et matériel

* Souches de virus a titrer (surnageant de cultuhela@iee)

« PBS

* Suspension d’hématies de cobaye a 0,5 % : le sstngaueilli sur anticoagulant.
Avant usage, laver le culot 3 fois dans du PBS tadamréparer la suspension de
travail & 0,5% en PBS

e Sérums de référence :

influenza A(H1N1) antiserum;

influenza A(H3N2) antiserum;

influenza B (B/Yamagata/16/88 lineage) antiserum;
influenza B (B/Victoria/02/87 lineage) antiserum,;
Sérum contrble négatif

* Microplaques a 96 cupules (fond de la cupule enx V

* Pipette multicanaux

* Micropipettes

O O O0O0Oo

Protocole (Figure 36)

» Ajouter 251l de PBS dans chaque cupule des lignes B a H
» Ajouter 5Qul de chaque sérum : sérum 1, cupules Al et A8ns@UA2 et A9; etc.
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Ajouter 5Qul de PBS aux premiéres cupules des colonnes A @t A7) pour le témoin
hématies (RBC control)

Faire des dilutions au %2 du sérum en faisant rdesferts de volume de @5 puis rejeter
les derniers 24

Ajouter 5Qul d’hématies dans toutes les cupules de la plaque

Laisser 1 h a la température du laboratoire

Lire les titres des sérums et déterminer le typeidis

= m
y - = om . .
Virus 25pl oo Virus 25pl
1%
s 2 HAI
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n 12| e

seumsop — (A O OO O QOO OO0 0O O] 1w
— e CO0O0C00C000Q000| »
eoNoNoNoNoNoNoNONONONONO] I
CEoNoNoNoNoNoNoNONONONONO] N
PBS 25 | ECOQOQOOOOOCOOOQ| 6
FOOOOOO0OO0O0O0O0 003
c OO0 000000000064
— HOOOQOOOOO0OO0O00 OO Oz |

suannpp i 57

Figure 36 : Inhibition de 'Hémagglutination (IHA)

(WHO Global Influenza Surveillance Network, 2011).
RBC control = Red Blood Cell contrble (hématies seules)
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Annexe 5

Tableau Xl : Renseignements relevés sur les 70 malades chée guiis A (H1N1)2009
a été isolé au LGVR - IPA

Numeéro Voyage récent
d'enregistrement Sexe Age Wilaya (< 07 jours)
1| G31/09 HIN1
pdm F 32 BEDJAIA NON
2 | G34/09 HIN1
pdm F 25 ALGER France
3 | G35/09 HIN1
pdm F 35 BISKRA NON
4 | G36/09 HIN1
pdm F 15 moig BLIDA NON
5| G65/09 HIN1
pdm M 35 ALGER NON
6 | G71/09 HIN1
pdm M 35 SKIKDA France + Espagne
7 | G72/09 HIN1
pdm M 52 TIZI OUZOU NON
8 | G73/09 HIN1
pdm F 59 GUELMA ARABIE SAOUDITE
9 | G74/09 HIN1
pdm F 39 TLEMCEN NON
10| G75/09 H1N1
pdm M 12 ADRAR NON
11| G76/09 H1N1
pdm M 70 T1ZI OUZOU NON
12| G77/09 HIN1
pdm M 31 OUARGLA NON
13| G78/09 H1N1
pdm F 25 SKIKDA NON
14| G79/09 H1N1
pdm M 75 SKIKDA ARABIE SAOUDITE
15| G80/09 H1N1
pdm F 55 BENI SAF NON
G : Grippe

pdm : pandémique
F : sexe Féminin
M : sexe Masculin
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Tableau

Xl (suite) : Renseignements relevés sur les
(HIN1)2009 a été isolé au LGVR — IPA

70 malades chefe quirus A

Numeéro Voyage récent
d'enregistrement| Sexe Age Wilaya (< 07 jours)

16| G81/09 H1N1

pdm F 49 ALGER NON
17| G82/09 H1N1

pdm M 06 mois BOUMERDES NON
18| G83/09 H1N1

pdm F 45 BISKRA NON
19| G84/09 H1N1

pdm F 46 ORAN QATAR
20| G85/09 H1N1

pdm M 7 TIZI OUZOU NON
21| G86/09 H1N1

pdm F 56 ALGER NON
22| G87/09 H1N1

pdm M 34 BBA ARABIE SAOUDITE
23| G90/09 H1N1

pdm F 3 ALGER ROYAUME UNI
24| G91/09 H1N1

pdm F 8 ORAN France
25| G93/09 H1N1

pdm F 3 TIPAZA NON
26| G95/09 H1N1

pdm F 36 ALGER BRESIL
27| G120/10 HIN1

pdm F 29 SKIKDA NON
28| G123/10 HIN1

pdm F 24 SETIF NON
29| G139/10 HIN1

pdm F 36 EL BAYADH NON
30| G142/10 HIN1

pdm F 33 EL BAYADH NON
31| G145/10 HIN1

pdm F 9 TISSEMSILT ROYAUME UNI
32| G146/10 HIN1

pdm M 17 EL OUED NON

G : Grippe

pdm : pandémique
F : sexe Féminin
M : sexe Masculin
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Tableau Xl (suite) : Renseignements relevés sur les 70 malades chefe quirus A
(HIN1)2009 a été isolé au LGVR - IPA

Numéro Voyage récent
d'enregistrement| Sexe| Age Wilaya (< 07 jours)

33| G149/10 HIN1

pdm M 45 EL OUED NON
34| G150/10 HIN1

pdm M 60 EL OUED NON
35| G151/10 HIN1

pdm F 70 EL OUED NON
36| G155/10 HIN1

pdm F 29 CHLEF NON
37| G156/10 HIN1

pdm F 27 ALGER NON
38| G157/10 HIN1

pdm F 31 ALGER NON
39| G160/10 HIN1

pdm M 24 ADRAR NON
40| G161/10 HIN1

pdm M 68 ALGER NON
41| G162/10 HIN1

pdm M 21 ALGER MALTE
42| G165/10 H1N1

pdm M 5 CONSTANTINE NON
43| G166/10 H1N1

pdm M 7 CONSTANTINE NON
44| G168/10 H1N1

pdm F 23 SETIF France
45| G169/10 H1IN1

pdm M 68 ORAN GRECE
46| G171/10 HIN1

pdm M 43 MOSTAGANEM FRANCE
47| G172/10 HIN1

pdm M 75 ALGER ARABIE SAOUDITE
48| G173/10 HIN1

pdm F 24 SETIF ALEMAGNE
49| G176/10 HIN1

pdm F 38 CONSTANTINE NON
50| G300/10 HIN1

pdm M 57 BOUMERDES NON
51| G302/10 HIN1

pdm F 35 ALGER NON
52| G304/10 HIN1

pdm M 41 ALGER NON

G :Grippe

pdm : pandémique
F : sexe Féminin
M : sexe Masculin
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Tableau Xl (suite) : Renseignements relevés sur les 70 malades chefe quirus A
(HIN1)2009 a été isolé au LGVR — IPA

Numéro Voyage récent
d'enregistrement | Sexe| Age Wilaya (< 07 jours)

53 G310/10 HIN1

pdm F 75 ANNABA NON
54 G312/10 HIN1

pdm M 49 ANNABA NON
55 G313/10 HIN1

pdm M 46 ALGER NON
56 G316/10 HIN1

pdm F 33 BOUIRA NON
57 G319/10 HIN1

pdm F 60 ALGER ARABIE SAOUDITE
58 G322/10 HIN1

pdm F 03 moig BLIDA NON
59 G323/10 HIN1

pdm F 41 ALGER NON
60 G324/10 HIN1

pdm M 91 KHENCHLA NON
61 G327/10 HIN1

pdm F 28 ALGER Espagne
62 G329/10 HIN1

pdm F 24 BOUIRA NON
63 G330/10 HIN1

pdm F 10 MEDEA NON
64 G332/10 HIN1

pdm F 8 ALGER NON
65 G339/10 HIN1

pdm M 20 SIDI BELABES TUNISIE
66 G346/10 HIN1

pdm F 20 ORAN NON
67 G348/10 HIN1

pdm F 13 ORAN NON
68 G350/10 HIN1

pdm M 54 ADRAR NON
69 G421/10 HIN1

pdm F 32 MEDEA EGYPTE
70 G429/10 HIN1

pdm M 32 ALGER Espagne

G : Grippe

pdm : pandémique
F : sexe Féminin
M : sexe Masculin
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Annexe 6 : Statistiques descriptives des patients

Age :

N

SE (standard error of mean) avec SD (standard ti@vjgégale a s, écart-type estimé, tel que
s c

Rappels : SE=

Jn Jn1
Masculin  Féminin  Global
(n=29) (n=41) (n=70)
MoyennexSE  40,5+4,5 31,0+2,384,9+2,5
Médiane 41,0 31,0 33,0
Age minimum 6 mois 3 mois
Age maximum 91,0 75,0
_n(Mas) 29

Sex ratio

— =—=0,7073=70,7%
n(Fém) 41

Distribution dans les classes d’ages :

Classes d’ages Féminin Masculin Total
(ans) n (%) n (%) n (%)
[0-1] ans 1(1,43%) 1(1,43% 2 (2,86%)
[1-5] ans 3 (4,29%) 0 (0,00% 3 (4,29%)
[5-10[ ans 3(4,29%) 3(4,29% 6 (8,57%)
[10-15[] ans 2(2,86%) 1(1,43%) 3 (4,29%)
[15-20[ ans 0 (0,00%) 1 (1,43%) 1 (1,43%)
[20-30[ ans |11 (15,71%) 3 (4,29%) | 14 (20,00%
[30-40[ ans |11 (15,71%) 5 (7,14%) | 16 (22,86%)

[40-50[ ans 4 (5,71%) 5 (7,14%) | 9 (12,86%)
[50-60[ ans 3(4,29%) 3 (4,29%) 6 (8,57%)
[60-70[ ans 1(1,43%) 3 (4,29%) 4 (5,71%)
[70 ans et + 2 (2,86% 4 (5,71%) 6 (8,57%)
Total 41 (58,57%)29 (41,43%) 70 (100,00%
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= Notion de voyage récent. Pourcentage de cas par gage provenance :

Frequency table: Var9 (Patients.sta)

Count | Cumulative | Percent | Cumulative
Category Count Percent
N'ont pas voyagé 49 49 70,0 70,0
Arabie Saoudite 5 54 7,1 77,1
France 4 58 5,7 82,9
Royaume Uni 2 60 2,9 85,7
Espagne 2 62 2,9 88,6
Allemagne 1 63 1,4 90,0
Brésil 1 64 1,4 91,4
Egypte 1 65 1,4 92,9
France, Espagne 1 66 1,4 94,3
Gréce 1 67 1,4 95,7
Malte 1 68 1,4 97,1
Qatar 1 69 1,4 98,6
Tunisie 1 70 14 100,0
Missing 0 70 0,0 100,0

= Répartition des cas autochtones par Wilaya :
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Frequency table: Wilayas (Patients n'ayant pas voyagé.sta)|
Count | Cumulative Percent Cumulative
Category Count Percent
Alger 11 11 22,4 22,4
Oran 2 13 4,1 26,5
El Oued 4 17 8,2 34,7
Skikda 2 19 4,1 38,8
Adrar 3 22 6,1 44,9
Constantine 3 25 6,1 51,0
Sétif 1 26 2,0 53,1
Tizi Ouzou 3 29 6,1 59,2
Blida 2 31 4,1 63,3
Annaba 2 33 4,1 67,3
Biskra 2 35 4,1 71,4
Bou Merdes 2 37 4,1 75,5
Bouira 2 39 4,1 79,6
El Bayadh 2 41 4,1 83,7
Médéa 1 42 2,0 85,7
Béjaia 1 43 2,0 87,8
Béni Saf 1 44 2,0 89,8
Chlef 1 45 2,0 91,8
Khenchela 1 46 2,0 93,9
Quargla 1 47 2,0 95,9
Tipaza 1 48 2,0 98,0
Tlemcen 1 49 2,0 100,0
Missing 0 49 0,0 100,0

Annexe 7 :Valeurs des IC50 (colonne en violet) de toutes lssuches testées, obtenues
par le programme « Point-to-Point » (NIMR-UK). Nonbre d’essais réalisés : 6 Essais.

Essai 1:
Nom de la souche ICS0 Mean ICS0
A/Norway/1758/2007 0,282276673 0,29
HIN1-Seasonal —H275 - SENS 0,305180698
A/Norway/1735/2007 114 3244219 118,79
HIN1 - Seasonal — Y275 - RESIST 1232492419
A/Denmark/524/2009 0.646419604 0,59
H1N1- Pandemic - H275 - SENS 0,540265921
A /Denmark/528/2009 2189335554 176,98
HIN1- Pandemic - Y275 - RESIST 135 0346484
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Essai 2:

Mom de I souche
G3L09HIN] pdm

G3409HINI pdm

G3509 HINI pdm

G36/09 HINL pdm

G65 09 HINI pdm

G7108HINT pdm

G7200HIN] pdm

G73 09 HINI pdm 02775262

G7309HINI pdm
G75/09 HINI pdm
G7609HINI pdm
G7709HIN1 pdm

G7809 HIN1pdm

G7909 HINI pdm

A Norway1758/2007
Hi¥N1- Seasonal — H275 - SENS
A /Norwey/17352007
HINI - Seascnal — Y275 -RESIST |
A /Denmark '524/2009
HINI- Pandemic - H275 - SENS
A Denmark $28/2009
'HINI- Pandemic - Y275 - RESIST
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Essai 3:

Nomn de b souche

GBODSHINI pdm

GB1OSHINI pdm

GE209 HINI pdm

G833 09 HINI pdm

G54 09 HINI pdm

GES09HIN pdm

-]
e LD b Frithiele g
(n
i
- T
— | =
-
T
- §
E T
— s -
. - &

G8S09HINL pdm

GE8709HINI pdm

G009 HINI pdm

G921 02 HINI pdm

G93 09 HINI pdm

G509 HINI pdm

- i

i, o
o —

T

i

1 " -

s o s o

H = =

G120/10 HIN1 pdm

G123/10 HINT pdm

A Denmark'524/ 2009

HINi- Pandemic - H275 - SENS |
| HIN1- Pandemic - Y275 - RESIST
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Essai 4:

Mom de la souche
G139/10 HIN1 pdm

G14210 HIN1 pdm

G14510 HIN] pdm

G146 10 HINI pdm

G149 10 HIN1 pdm

G1%0/10 HIN1 pdm

G15110HIN] pdm

G15510 HIN] pdm

G15610 HIN1 pdm
G157/10 HIN1 pdm

G160 10 HIN1 pdm

G161/10 HIN1 pdm

G162/10 HIN] pdm

G16510 HIN1 pdm

A Denmork 3242009
HINI- Pandemic - H275 - SENS
| HIN1- Pandemic - ¥ 275 - RESIST
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Essai 5:

Mo de lnosouche
'Gl'l_fr'ﬁflﬂ HIN1 pdm

GI6810 HIN1 pdm

G185/10 HINT pdm

GL71/10 HIN1 pdm

G172/10 HIN1 pdm

G173/10 HIN1 pdm

G176/10 HIN1 pdm

G300:10 HIN1 pdm
G302/10 HIN1 pdm

G304 [0 HINT pdm

G310/10 HIN1 pdm
G312/10 HIN1 pdm

G313/10 HIN1 pdm

G3E 10 HIN pdm

A/Demmark'524/ 2009
Hihl Pandemic - HI278 - SENS
A.mmm&zw
HINL- Pandenic - Y275 -RESIST
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Essai 6:

Nom de kb sonche
G319/ 10 HINI pdm

G322/10 HIN1 pdm
G323/10 HIN1 pdm

G324/ 10HIN] pdm

G327 10 HINI pdm

G329/ 10 HIN] pdm

G330/10 HIN] pdm

G332 10 HINI pdm

G339/10 HIN1 pdm

G346/10 HIN1 pdm

G343/10 HIN]1 pdm

G350'10 HIN1 pdm

G411 10 HINI pdm

G429/10 HIN] pdm

A Denmark 3242009
HiN1-Pandemic - H275 - SENS
 A/Denmark 582009
HIMN 1. Pandemic - ¥ 374 . RESIST
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Annexe 8 :Valeurs des IC50, avec médiane, standard deviatiof8D), coefficient de
variation (CV), amplitude de variation.

Descriptive Statistics
Valid | Mean | Median | Mode | Frequency | Minimum | Maximum | Std.Dev. | Coef.Var. | Standar
Variable N of Mode Error
Nor Sens 2 0,41 0,41 | Multiple 1 0,29 0,53 0,16 40,07 0,12
Nor_Res 2 165,6 165,6 | Multiple 1 118,8 2125 66,3 40,0 46,8
Den 275H| 6 0,56 0,52 | Multiple 1 0,28 1,07 0,30 52,51 0,12
Den 275Y| 6 | 119,3| 109,2 | Multiple 1 86,2 177,0 33,8 28,4 13,8
Patients 70 | 0,36 0,35 | Multiple 1 0,12 0,71 0,11 31,02 0,01
Breakdown Table of Descriptive Statistics
N=78 (No missing data in dep. var. list)
Echant. IC50 IC50 IC50 IC50 IC50 IC50 IC50
Means N | Std.Dev. | Std.Err. Q25 Median Q75
Norway Sens. 0,41 2 016 0,12 0,29 0,41 0,53
Denmark 275H 0,56 6 0,30 0,12 0,30 0,52 0,70
Patients 0,36 70, 0,11 0,01 0,27 0,35 0,43
All Grps 0,38 78 0,14 0,02 0,28 0,36 0,45

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; IC50

Independent (grouping) variable: Echant.
Kruskal-Wallis test: H (2, N=78) =3,492076 p =,1745
Depend.: Code | Valid | Sum of Mean
IC50 N Ranks Rank
Norway Sens. 1 2 96,00 48,00
Denmark 275H 6 331,00 55,17
Patients 3 70 | 2654,00 37,91

N
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