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INTRODUCTION

Contexte

Notre unité de recherche, FRE CNRS 3011- Université Lyon 1, travaille sur 1’étude des virus
influenza et de I’infection grippale. Une des thématiques développée vise a déterminer les
mécanismes de réassortiment génétique. En 2005, dans le contexte de 1’extension rapide,
depuis 1997, de 1’épizootie due au virus A(H5NI) et de la menace pandémique qu’il
représente, le projet « Grippe aviaire et grippe pandémique » s’est organisé avec différents
partenaires académiques et industriels, au sein de LyonBiopodle. Ce projet avait pour objectif
principal le développement d’un vaccin dirigé contre le virus A(H5N1) reposant, sur le plan
virologique, sur la caractérisation du pouvoir pathogene du virus influenza A(H5N1).

A cette date, il avait été rapporté que ce virus présentait un comportement atypique : tropisme
particulier pour les tissus pulmonaires immatures de I’enfant et pour le systéme nerveux
central et détection de virus dans les selles des patients infectés. L’adaptation & I’homme d’un
tel virus faisait craindre une situation pandémique catastrophique similaire a celle observée
lors de la grippe espagnole de 1918. Un plan pandémique a donc été¢ mis en place en France,
en 2004, comme dans beaucoup d’autres pays afin de faire 1’acquisition rapide d’un stock
d’antiviraux (Oseltamivir) et de préparer un vaccin maquette anti-A(H5N1) (Sanofi-Pasteur).
En 2005, une seule étude sur la pathogenese des souches A(H5N1) chez le macaque avait été
réalisée en utilisant des souches qui avaient été isolées de patients en 1997 '. Or il était clair,
que le virus influenza A(H5N1) évoluait rapidement et que les souches circulant depuis 2003
montraient une virulence plus importante 2. Aucune étude n’avait encore été réalisée chez le

furet.

Outils développés

En 2000, le systéme de production de virus influenza in vitro par génétique inverse avait été
mis au point. Il s’agit d’une technologie complexe de transfection d’une lignée cellulaire avec
8 plasmides comprenant chacun la séquence ADN d’un seul segment génomique du virus
influenza °. Grace a ce systéme, il est possible de produire in vitro tous les virus influenza de
type A, y compris des virus résultant d’un mélange de segments de génes issus de souches
virales d’origine humaines et animales, reproduisant ainsi les mécanismes de réassortiment
génétique. Nous avons donc développé les systemes de génétique inverse des souches de virus
influenza (i) humain  saisonnier =~ A/Moscow/10/99  (H3N2), (ii)  aviaires

A/Finch/England/2051/02 (H5N2) et (iii) aviaires isolées chez 1’homme A(H5N1)
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A/Vietnam/1194/2004 et A/Turkey/582/2006. En utilisant ces systémes, nous avons construit
des virus réassortants sur le schéma suivant : le fond génétique du virus saisonnier A(H3N2)
et un ou plusieurs segments de geéne issus du virus A(H5N1) hautement pathogéne ou du virus
A(H5N2) faiblement pathogene. L’étude de leur pouvoir pathogéne a été étudié en réalisant
des cinétiques de croissance sur systeme cellulaire afin de pouvoir comparer leurs capacités
réplicatives. La détermination des quantités de virus de chacun des points de cinétique aurait
pu étre réalisée en titrage infectieux sur cellules, mais nous avons développé un outil de
biologie moléculaire permettant la quantification des génomes viraux par RT-PCR

quantitative en temps réel (QRT-PCR M).

Déroulement de |’étude

Notre travail a été rythmé par les contraintes inhérentes au transfert et a la manipulation de
souches hautement pathogeénes. En effet, nous n’avons disposé des souches de virus A(H5N1)
qu’a partir de juillet 2006 et la demande d’agrément pour la production d’organismes
génétiquement modifiés en confinement de niveau 4 que nous avons demandée n’a été
acceptée qu’en juin 2007. Notre projet sur 1’étude du pouvoir pathogene des virus influenza
A(H5N1) s’est construit donc sur deux approches : une étude du réassortiment forcé par

génétique inverse et une étude du réassortiment naturel par co-infections virales.

La premiere approche d’étude par réassortiment forcé (génétique inverse) visait a réaliser une
¢tude systématique de I’impact des segments de gene de virus aviaire isolé ou associé sur un
fond génétique humain (souche de virus A(H3N2) circulante). En mai 2008, une étude
comparable a été publiée. Chen et al. ont produit 63 virus par génétique inverse en étudiant
I’impact de I’introduction d’un ou plusieurs segments aviaires sur un fond génétique humain
A(H3N2) possédant les glycoprotéines de surface aviaires (H5 et N1) . Ils ont utilisé une
souche A(H5N1) isolée en 2004 et appartenant au clade 1 et ont caractérisé les capacités
réplicatives de ces virus en réalisant des essais de plages de lyse (nombre et diamétre des
plages) ainsi que des titrages infectieux. Notre approche systématique a donc été remplacée
par une approche ciblée sur 1’étude d’un nombre plus restreint de constellations de genes
appartenant a des souches aviaires faiblement pathogénes A(H5N2) A/Finch/2051/2002 et
hautement pathogéne A(H5N1) A/Vietnam/1094/2004. Cette approche visait a étudier la

compatibilité entre des segments de génes d’origines aviaire ou humaine.
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En parallele de cette premiere approche par génétique inverse, nous avons entrepris d’évaluer,
dans des conditions de réassortiment naturel (co-infection), quelles pouvaient étre les
combinaisons de genes, aviaires et humains, des virus qui pourraient émerger spontanément et
quel en serait I’impact sur leur capacités réplicatives et donc sur leur virulence.

Pour cette partie du projet, nous avions envisagé d’étudier le réassortiment naturel entre la
souche A(H3N2) humaine et les souches A(H5N1) aviaires (niveau de sécurité BSL4) d’une
part et A(H5N2) aviaire d’autre part (niveau de sécurité BSL3). Des co-infections ont été
réalisées sur MDCK (cellules Madin Darby canine kidney) et les différentes populations
virales, issues du réassortiment et présentes dans le surnageant de culture cellulaire, ont
ensuite été isolées en réalisant des plages de lyse. Chaque clone viral a ensuite été¢ séquence
pour déterminer 1’origine de ses geénes (A(H3N2) ou A(H5N1)/A(H5N2)). A D’issu des
premiers résultats, nous avons da réévaluer notre protocole de co-infection afin de prendre en
compte les propriétés hautement réplicatives du virus A(H5N1). Une stratégie de co-infection
virale a des temps différés et en présence d’oseltamivir a été développée, ainsi que des RT-

PCR spécifiques de criblage des clones avant séquengage.

En avril 2009, 1’émergence du virus influenza A(HIN1)2009, notre acces facilité a ce virus et
les conditions de co-infection déja mises au point, nous ont permis d’envisager d’orienter
rapidement notre travail sur le virus pandémique A(HI1N1)2009 et d’essayer de répondre a
certaines questions importantes sur le plan de la santé publique:
e peut-il acquérir, par réassortiment, la neuraminidase mutée des virus A(HINI)
saisonniers ayant circulé en 2008 et résistants a 1’oseltamivir ?
e e réassortiment est-il possible entre ce virus et le virus A(H5N1) ? et si oui, quelles en
seraient les constellations de genes les plus fréquentes et quelle serait la virulence

estimée de ce nouveau virus ?

L’objectif principal de ces travaux est de participer a 1I’estimation du risque de voir survenir
I’émergence d’un virus pandémique résistant au principal antiviral disponible, d’une part, et
de caractériser les différents virus a potentiel pandémique pouvant émerger, d’autre part. Une
meilleure connaissance de ces éléments pourrait permettre de mieux anticiper les mesures a

prendre en cas d’émergence réelle de ces virus.
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ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Virus

1.1. Description

Les virus influenza appartiennent a la famille des Orthomyxoviridae qui est une famille de
virus enveloppés, dont le génome est constitu¢ d’ARN segmenté de polarité négative. Elle
comprend 5 genres : virus influenza A, B et C, Thogoto virus et Isavirus. La classification du
genre influenza virus repose sur la nature de leurs protéines de matrice, de leurs
glycoprotéines de surface et sur la taille de leur génome °. Au sein du type A, les virus
influenza sont classés en fonction de la nature de leur glycoprotéines des surface :
hémagglutinine (HA) et neuraminidase (NA). Seize sous-types de HA et 9 de NA ont été
identifiés sur la base de leur séquence nucléotidique et de leurs propriétés antigéniques °. La
nomenclature des virus influenza est la suivante : le type, ’hote d’origine (sauf pour les virus
humains), le lieu d’isolement, le numéro de la souche, I’année d’isolement suivie de la

description du sous-type antigénique (ex : A/Finch/England/2051/2002 (H5N2)).

1.1.1. Structure du virus influenza

Les particules de virus influenza A sont enveloppées et ont un diametre de 80 a 120 nm
(Figure 1). Leur génome, constitué d’un ARN simple brin de polarité négative est divisé en 8§
segments de géne qui codent 11 protéines différentes (Figure 1 et tableau 1). L’enveloppe
virale est constituée d’une bicouche lipidique dans laquelle sont insérées 3 protéines
transmembranaires : la HA, la NA et la protéine M2 comportant un canal a protons. La
bicouche lipidique est constitué¢e d’une mosaique de radeaux lipidiques enrichis en cholestérol
et de lipides non intégrés dans des radeaux, issus de la membrane plasmique de la cellule-
hote’. La HA et la NA sont ancrées dans les radeaux lipidiques alors que la protéine M2 est

liée a des molécules de cholestérol indépendantes des radeaux lipidiques ® (Figure 2).
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Figure 1: représentation schématique d’une particule de virus influenza A (d’apreés %)

PA.
RNA polymerase | PB1 -

PB2” %

Une particule de virus influenza A posséde deux types de glycoprotéines de surface, HA
(hémagglutinine) et NA (neuraminidase). Le génome est constitué de 8 segments d’ARN
simple brin de polarité négative qui interagissent avec la protéine NP (nucléoprotéine) et le

complexe polymérase (PB2, PBI et PA) (Neumann et al., Nature 2009).
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Tableau 1 : caractéristiques des segments de géne et des protéines qui constituent un virus influenza A [A/Puerto Rico/8/34] (d’aprés’).

Gene Protéine
Nomenclature  Taille  Nomenclature Taille Fonctions de la protéine Nombre de protéines
(pb) (aa) par virions
1 PB2 2341 PB2 759 Composante de I’ARN polymérase 30-60
2 PB1 2341 PB1 757 Composante de I’ARN polymérase, endonucléase 30-60
PB1-F2 87 Activité pro-apoptotique (virulence) /
3 PA 2233 PA 716 Composante de I’ARN polymérase, protéase 30-60
4 HA 1778 HA 550 Gp de surface, liaison au récepteur cellulaire, activité de fusion 500
membranaire, Ag majeur
5 NP 1565 NP 498 Liaison, synthese et export nucléaire de I’ARN 1000
6 NA 1413 NA 454 Gp de surface, activité neuraminidase, Ag 100
7 M 1027 Ml 252 Protéine de matrice, interaction entre RNPv et gp de surface, 3000
export nucléaire des RNPv et bourgeonnement
M2 97 Protéine membranaire, canal ionique, assemblage du virion 20-60
8 NS 890 NSI1 230 Activités diverses, antagoniste de I’'I[FN /
NEP/NS2 121 Export nucléaire des RNPv 130-200

Gp : glycoprotéine ; Ag : antigéne ; RNPv : ribonucléoprotéine virale ; IFN : interféron ; pb : paire de base ; aa : acides amingés.
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La HA est la glycoprotéine de surface la plus abondante (environ 80% des glycoprotéines de
surface soit 500 protéines/virion) (Tableau 1) et forme une spicule trimérique possédant le
RBS (« receptor binding site ») qui est le site de reconnaissance du récepteur cellulaire
(Figure 2 et 3B). La HA est aussi I’antigene de surface majeur. Celle des virus H3 a été
cristallisée et 5 domaines antigéniques (A a E) ont été identifiés sur la structure en 3
dimensions de la partie globulaire de chaque monomere (une HA compléte est trimérique). Le
clivage du précurseur de la HA (HAO) en HA1 (C-terminal) et HA2 (N-terminal) est une

étape critique de I’infection virale de la cellule-hote (Figure 3B).

La NA est la seconde protéine de surface la plus abondante (environ 20% des glycoprotéines
de surface soit 100 protéines/ virion) (Tableau 1) et forme un homo-tétramere (Figure 2 et 3B).
Cette glycoprotéine membranaire de type II a une activité enzymatique de type N-acétyl-
neuraminosyl-glycohydrolase. Il est consensuel d’attribuer trois roles a la NA du virus
influenza : (i) elle facilite la pénétration a travers les mucines riches en acides sialiques
présentes dans le tractus respiratoire supérieur de ’homme et donc I’infectiosité du virus "
(i1) elle hydrolyse les liaisons alpha cétosidiques, 2-3 ou 2-6, existant entre un acide sialique
(acide N-acétylneuraminique) et I’hydrate de carbone adjacent d’une glycoprotéine de surface
cellulaire auquel le virion nouvellement formé est joint '' (Figure 3A). Ce clivage libére le
virus nouvellement formé de la cellule et lui permet d’envahir de nouvelles cellules ' (iii)
enfin, elle empéche également 1’agrégation des virions nouvellement formés, augmentant

leurs chances d’infecter de nouvelles cellules 2.
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Figure 2 : modélisation de la structure et de la répartition de I’hémagglutinine et de la

neuraminidase a la surface du virus influenza (d’aprés 13)

Modele présentant la morphologie d’une
hémagglutinine et d’une neuraminidase,
par cryo-électro-tomographie du virus
influenza, ainsi que leur représentation
schématique (b et c, respectivement). (a)
image d’un cluster de HA a gauche, d’une
NA dans un cluster de HA au milieu et d’un
cluster de NA a droite. (d) Modeéle de
distribution des HA (vert), NA (jaune) et la
bicouche lipidique (bleu) dans un seul
virion (échelle 20 nm) (d’aprés ).

Figure 3 : structure et fonctions de la HA et de 1a NA des virus influenza (d’aprés )
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A.Exemples  d’acides  sialiques  (AS)
récepteurs. L’acide N-acétylneuraminique
(NANA) est lié en a2-6 ou en a2-3 avec le
galactose-f1,4-N-acétylglucosamine.

B.Représentation

[’hémagglutinine

neuraminidase (NA).
La HA et la NA se présentent sous forme de
trimeres et de tétrameres, respectivement, a
la surface de la particule virale. La HA est
clivée en deux sous-unités HAI et HA2. Les
sites antigeniques (A, B, C, D) et le site de
fixation aux AS récepteurs sont situés au
niveau de la partie distale de la protéine.

schématique de
(HA) et de la

La NA est constituée d’une tige surmontée
d’une téte globulaire qui porte [’activité
sialidase. Lors de [’adaptation a un nouvel
hote, la HA et la NA co-évoluent de telle
sorte que l’équilibre fonctionnel entre les
deux protéines (dont les parametres
majeurs sont indiqués dans les encadrés)
Soit préserve.



La troisieme protéine d’enveloppe est la protéine M2, un composant mineur (environ 20 a 60
molécules/ virion) qui posséde une activité de canal ionique','®. Le core viral est constitué
par les ribonucléoprotéines virales (RNPv) qui se composent d’une molécule d’ARN viral de
polarité négative associée aux nucléoprotéines (NP) disposées le long de I’ARN ainsi qu’a des
protéines telles que NEP (« nuclear export protein »), anciennement appelée NS2 (protéine
non structurale). Les RNPv sont associées aux trois polymérases : PB1, PB2 et PA qui
forment le complexe polymérasique. Les protéines PB1-F2 et NS1 sont présentes uniquement

dans les cellules infectées et ne sont pas incorporées dans le virion (Tableau 1).

1.1.2. Cycle de réplication du virus influenza

Le virus influenza s’attache a la cellule cible par liaison de son HA a un récepteur présent sur
la membrane de celle-ci (Figure 4). Ce récepteur est constitu¢ d’une glycoprotéine ou d’un
glycolipide possédant a son extrémité un résidu galactose, lui-méme 1ié a une molécule
d’acide N-acetyl neuraminique (acide sialique). La liaison galactose-acide sialique peut étre
de type a2-3 ou 02-6 (Figure 3A). La région de la HA responsable de I’interaction HA-
récepteur s’appelle le RBS (« receptor binding site »). Selon la nature du RBS et donc du
sous-type de HA, le virus peut se lier a des récepteurs de type a2-3 ou a2-6. Les virus
humains reconnaissent préférentiellement les récepteurs de type a2-6 tandis que les récepteurs
de type a2-3 sont la cible préférentielle des virus d’origine aviaire. Les virus porcins sont
capables de se fixer aux deux types de récepteurs a2-3 et a2-6. Apres fixation au récepteur
cellulaire, le virus entre dans la cellule par endocytose. La fusion entre 1’enveloppe virale et la
membrane cellulaire n’est possible qu’apres clivage du précurseur HAO de ’hémagglutinine.
Ce clivage peut étre extra-cellulaire, a la surface de la cellule ou aprés libération des
nouveaux virions en fin de cycle de réplication. Il est alors réalisé par des enzymes sécrétées,
extra-cellulaires, telles que les sérines protéases ou trypsine-like. Ces enzymes sont capables
de cliver les sites de clivage monobasiques des virus influenza de différents sous-types. En
revanche, les sous-types de virus influenza H5 et H7, dont la HA a acquis un site de clivage
multi-basique, sont alors clivés par des enzymes de type furine ou subtilisine-like, qui sont
intra-cellulaires. Le clivage a donc lieu dans 1’endosome aprés endocytose .

Apres endocytose, le faible pH de I’endosome provoque : (i) un changement conformationnel
de la HA et donc I’exposition du peptide de fusion localisé au niveau de I’extrémité N-

terminale de la HA2, induisant la fusion de 1’enveloppe virale et de la membrane de
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I’endosome et (ii) 1’activation du canal a protons M2 permettant la diminution de pH dans le
virion, provoquant ainsi le détachement des ribonucléoprotéines virales (RNPv) qui étaient
liées a la protéine M1. Les RNPv ainsi libérées peuvent étre transportées dans le noyau sous
le contrdle des signaux NLS (« nuclear localization signals ») par les protéines NP qui jouent

le role de protéines chaperonnes.
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Figure 4: représentation schématique du cycle de réplication virale du virus influenza A.
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Apres attachement du virus a son récepteur cellulaire (acides sialiques) et endocytose, les
RNPv sont relarguées dans le cytoplasme et transportées vers le noyau, site de réplication et
de transcription. Les ARNm sont exportés vers le cytoplasme pour étre traduits. Les protéines
précoces, nécessaires pour la réplication et la transcription sont transportées vers le noyau.
Plus tard, dans le cycle d’infection, les protéines M1 et NS2 facilitent [’export nucléaire des
RNPv néo-synthétisées. L’assemblage pour le bourgeonnement des nouveaux virions se

deéroule au niveau de la membrane plasmique.
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Les ribonucléoprotéines RNPv sont associées sous la forme d’un complexe hétérotrimérique
avec des ARN polymérases ARN-dépendantes que sont les protéines PA, PB1 et PB2. La
premicere étape de la réplication du génome viral est la transcription de I’ARNv de polarité
négative en ARN messager (ARNm) de polarité positive, cappé en 5° et possédant une queue
polyA en 3’. Ces ARNm seront ensuite traduits en protéines par la machinerie cellulaire.
L’ARNVv est répliqué sous la forme d’une copie d’ARN de polarité positive (ARNc) qui sert
de matrice pour la synthése d’un grand nombre de copies d’ARNv (-) qui constitueront
ensuite le génome des nouveaux virions. Apres la formation des RNPv dans le noyau, M1,
NEP et NP, catalysent leur transport dans le cytoplasme vers le site d’assemblage du virus, au
niveau apical de la cellule, 1a ou se sont accumulées HA et NA.

Les protéines de membrane, HA, NA et M2, sont produites par les ribosomes fixés a la
membrane du réticulum endoplasmique (RE). Par conséquent, elles entrent dans le RE pour
subir des modifications post-traductionnelles et sont ensuite transportées vers 1’appareil de
Golgi ou ont lieu d’autres modifications. De 1a, la HA et la NA, qui utilisent les radeaux
lipidiques pour leur transport ainsi que la protéine M2 sont dirigées vers la membrane
plasmique apicale ou I’assemblage final du virus aura lieu '®.

La protéine M1 interagit avec les domaines sous-membranaires des glycoprotéines permettant
I’assemblage et le bourgeonnement des virions. La membrane cellulaire bourgeonne vers
I’extérieur, en partie a cause d’une accumulation de protéine M1 sous la bicouche lipidique,
jusqu’a ce que la membrane cellulaire fusionne a la base du virion. La libération des virions
de la surface de la cellule est possible grace a I’activité sialidase de la NA, qui catalyse le
clivage de la liaison de la HA du virion a I’acide sialique et prévient le risque de liaison des
nouveaux virions a la membrane cellulaire °. Chaque virus influenza infectieux comporte 8
segments donc 8 RNPv et ces 8 segments sont nécessaires pour que le virus soit infectieux et
transmissible. Les mécanismes d’assemblage des nouveaux virions aboutissent a la libération
de 90% de particules virales ne possédant pas 8 segments. Ces virions défectifs, non

. . % . 1
infectieux, sont appelés « particules von Magnus » *°.
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1.2. Mécanismes d’évolution des virus influenza

Les virus influenza sont des virus respiratoires qui connaissent une évolution génétique et
antigénique rapide. En effet, sous la pression de sélection immunitaire de la population
humaine principalement, les glycoprotéines de surface HA et NA évoluent selon deux

mécanismes : la dérive antigénique ou « shift » et la cassure antigénique ou « drift ».

1.2.1. Dérive antigénique

La dérive antigénique s’explique par des modifications mineures ou majeures de la HA et/ou
de la NA qui peuvent étre détectées par une technique d’inhibition d’hémagglutination : en
utilisant des sérums de furet spécifiques de différentes souches, une moins bonne
reconnaissance antigéne-anticorps peut étre mise en évidence. Les variations antigéniques
mineures sont dues a des substitutions d’acides aminés au niveau des sites antigéniques qui
s’expliquent par I’accumulation de mutations survenant du fait des erreurs aléatoires (1/10000
nucléotides) de I’ARN polymérase ARN-dépendante du virus influenza qui n’a pas de
fonction de correction.

Les HA humaines évoluent bien plus rapidement que les segments internes (PB2, PB1, PA,
NP et M1) car la pression de sélection exercée par le systtme immunitaire de 1’hote est plus
importante vis a vis des épitopes viraux de surface. Les taux de mutation et la pression
évolutive sont nettement moins importants pour les virus influenza de ’oiseau, en particulier
de I’oiseau aquatique qui représente le réservoir des virus influenza, probablement parce qu’il
existerait une adaptation optimale de ces virus a ces hotes aviaires °.

Chez I’homme, une dérive antigénique est observée pour les trois types de virus mais elle se
présente selon des modeles différents. Les virus influenza du type A évoluent rapidement au
sein du méme lignage. Le virus circulant durant un hiver est différent du virus responsable de
I’épidémie de I’hiver précédent et, parce qu’il n’est pas totalement neutralisé par les anticorps
de la population, il peut provoquer une nouvelle épidémie. Les virus du type B et du type C
évoluent lentement selon plusieurs lignages (Figure 5) suggérant une adaptabilité & I’homme
de ces virus influenza que les virus du type A n’ont pas atteint, probablement parce qu’ils

circulent depuis moins longtemps chez I’homme .
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Figure 5: modéles d’évolution des virus influenza du type A, B et C chez ’homme
(d’apreés 20).

Parmi les virus influenza de type A, les virus A(H5N1) présentent une tres forte dérive
antigénique. A partir d’un ancétre commun isolé en 1996, A/goose/Guangdong/1/96, en 2008,
10 clades (0-9) et 10 sous-clades au sein du clade 2 ont été définis pour représenter la
diversité de ces virus (Tableau 2) *'. Ces variations génétiques importantes pourraient
s’expliquer par une forte circulation inter-espece chez 1’oiseau et les mammiferes, a I’origine
d’une forte pression de sélection **. En ce qui concerne le virus A(HIN1)2009, aprés 9 mois
de circulation, toutes les souches analysées restent apparentées a la souche vaccinale

A/California/07/2009 .

1.2.2. Cassure antigénique

Depuis le premier isolement du virus influenza en 1933, des cassures antigéniques sont
survenues et ont été responsables des pandémies du XX™ siécle (1957 et 1968) et de la
pandémie actuelle. On parle de cassure antigénique quand le changement observé modifie le

sous-type de I’HA ou de la NA du virus. Généralement elle est le résultat d’un phénomene de
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Tableau 2 : diversité génétique des virus A(H5N1) : récapitulatif des différents clades et sous-clades définis dans la classification des
virus influenza A(H5N1) (d’aprés *').

Clade Année Lieu d’isolement Hoéte Nom de la souche de référence
0 1996-2002 Chine, Hong Kong Aviaire/ humain Gs/Guangdong/1/96
3 2000-2001 Chine, Hong Kong, Vietnam Aviaire Ck/Hong Kong/YU562/2001
4 2002-2003 Chine, Hong Kong, Aviaire Gs/Guiyang/337/2006
2005/2006 Guiyang, Chine
5 2000-2003 Chine, Vietnam Aviaire Gs/Guangxi/914/2004
2004 Guangxi, Chine
6 2002/2004 Chine Aviaire Ck/Hunan/01/2004
7 2002/2004 Chine Aviaire/ humain Ck/Shanxi/2/2006
2005/2006 Yunnan, Hubei, Shanxi, Chine Aviaire
8 2001-2004 Hong Kong, Chine Aviaire Ck/Hong Kong/YU777/2002
9 2003-2005 Chine Aviaire DK/Guangxi/2775/2005
1 2002/2003 Hong Kong, Chine, Aviaire/ humain Vietnam/1203/2004
Vietnam, Cambodge, Thailand, Laos, Malaisie
2.1.1 2003-2005 Indonésie de I’Est Aviaire Ck/Indonesia/BL/2003
2.1.2 2005-2006 Indonésie de I’Ouest Aviaire/humain Indonesia/538H/2006
2.1.3 2004-2007 Indonésie de 1’Est et de I’Ouest Avaire/humain Indonesia/5/2005
2.2 2005 Qinghai Lake, Jiangxi, Chine Aviaire BHGs/Qinghai/1A/2005
2005-2007 Mongolie, Europe, Moyen Orient, Afrique Aviaire/humain
2.3.1 2003-2005 Hunan et Guangdong, Chine Aviaire DK/Hunan/303/2004
2.3.2 2004-2006 Hong Kong, Chine du Sud, Aviaire CK/Guangxi/2461/2004
2005 Vietnam
233 2004 Hunan, Chine Aviaire Ck/Guiyang/3055/2005
2005 Guiyang, Chine Aviaire
234 2005-2006 Hong Kong, Chine, Thailand, Laos, Malaysia Aviaire/humain Dk/Fujian/1734/2005
2.4 2002-2005 Chine, Yunnan, Guangxi Aviaire Ck/Yunnan/115/2004
2.5 2003/2004 Shantou, Chine Aviaire CK/Korea/ES/2003
2006
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réassortiment génétique suite a 1’échange de segments de géne lors de la co-infection d’une
méme cellule donc d’un méme hote par deux virus influenza A (Figure 6). Des réassortiments
génétiques ont été observés en 1957 (Grippe asiatique) et en 1968 (Grippe de Hong Kong)
quand les sous-types A(H2N2) et A(H3N2), respectivement, sont apparus et plus récemment
en 2009, avec I’émergence d’un sous-type A(HIN1) d’origine multiple (porcine, aviaire et
humaine).

Lors de la co-infection d’une méme cellule par deux virus influenza A, les deux génomes sont
répliqués puis transcrits. C’est lors de 1’assemblage, par des mécanismes d’interactions non
encore ¢lucidés, que certains segments de geénes s’associent pour donner un nouveau virion
dont le génome est un mélange de segments d’origines différentes. Lorsque ce nouveau virus
arbore une glycoprotéine différente des virus circulant dans la population humaine, il s’agit
d’un nouveau sous-type viral potentiellement pandémique.

Hormis le réassortiment génétique, il est possible d’observer des changements majeurs au
niveau des HA ou NA d’un virus influenza A, par accumulation de mutations, pouvant induire
un changement de sous-type. C’est ’hypothése de 1’introduction, par transmission directe,
d’un virus A(HIN1) d’origine aviaire, dans la population humaine, provoquant la pandémie
de 1918 (Figure 6). L’analyse des séquences de ce virus a montré en effet, qu’il s’agissait

. .. , . . \ 24
d’un virus aviaire ayant accumulé des mutations d’adaptation a I’homme .
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Figure 6: mécanismes d’émergence d’un nouveau sous-type de virus influenza par réassortiment génétique (A) ou transmission directe

(B).

A(HINI)

m'mﬂ*m
>

A(H2N2) A(H3N2)
Grippe Asiatique Grippe de Hong Kong
1957 1968

(A) Le réassortiment génétique s’explique par 1’échange de segments de geéne entre deux virus influenza A, lors de la co-infection d’une
méme cellule donc d’un méme hoéte (aviaire, porcin ou humain). Ce mécanisme est 1’hypotheése expliquant 1’émergence des virus
responsables des pandémies de 1957 (Grippe Asiatique) et de 1968 (Grippe de Hong Kong). En 1957, le virus émergent A(H2N2) est le
résultat de 1’acquisition sur le fond génétique du virus A(H1N1) humain circulant depuis 1918, des segments HA, NA et PB1 d’un virus
aviaire A(H2N2). En 1968, aprés acquisition par ce virus A(H2N2) d’une HA et du segment PB1 d’un virus aviaire A(H3N2), émergea le
virus A(H3N2) circulant encore aujourd’hui.

(B) L’hypothése de I’émergence du virus A(HIN1), responsable de la pandémie de 1918, serait celle de 1’adaptation a I’homme d’un virus
d’origine aviaire par accumulation de mutations, principalement au niveau des segments de géne HA et PBI. Cette hypothése est

controversée.
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1.3. Facteurs de virulence et de restriction d’hdte du virus influenza

L’identification des facteurs de virulence et de restriction d’hote a été possible par I’étude de
deux virus en particulier, le virus A(HIN1) de 1918 et le virus A(H5NT1) circulant depuis
1997.

La virulence chez I’animal, du virus A(HIN1) de 1918 a été étudiée apreés sa reconstruction
par génétique inverse » et a mis en évidence le développement chez la souris, ainsi que chez
le primate, d’une réponse immunitaire innée aberrante *°. Ces caractéristiques ont aussi été
observées lors de I'infection par le virus A(H5N1) ?. Des études ultérieures ont montré
certains segments de géne seraient impliqués dans une augmentation de la virulence de ces

30253132 ot Ja protéine PB2 *° en particulier, la

virus : la HA **® le complexe de réplication
protéine NS1°° et la protéine PB1-F2°*. Les segments de génes HA et PB2 *? pourraient jouer

un role dans leur transmissibilité (Tableau 3).
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Tableau 3 : facteurs de virulence et de restriction d’hote des virus influenza A.

Comparaison entre les virus humains saisonniers, les virus aviaires faiblement pathogenes (FP) et hautement pathogenes (HP) A(H5N1), le

virus AC(HINI) de 1918 et le virus AC(HIN1) de 2009 (d’aprés ™).

Position(s) Virus humains Virus aviaires FP Virus aviaires HP
saisonniers A(H5N2) A(H5NT) A(HINI) 1918 A(HINI) 2009 Références
HA Clivage Monobasique Monobasique Multibasique Monobasique Monobasique Horimoto ef al.,2005 *°
HA1/HA2 IQSRI G*? RETR! G RRRKKRI G IQSRI G IQSRI G
PB2 627 Lys Glu Lys / Glu Lys Glu Hatta et al. 2001 *°
701 Asp Asn Asn® / Asp Gabriel et al, 2008 *
591 Gln Gln Lys © / Asn Kawaoka ef al., 2010 *°
NS1 92 Asp Asp Glu*® Asp Asp Seo et al,. 2002 *
227-223 RSKV/RSEV ESEV/EPEV ESEV/EPEV KSEV del., stop (219) ¢
PB1-F2 66 Asn® Asn Ser Ser del., stop (11)¢  Conenello et al., 2007 *’

del., stop (57) ot

* Caractéristique des virus A(H5N1) responsables de cas humains en 1997.

® Une asparagine en position PB2 701 augmente la réplication d’un virus aviaire dans une cellule de mammifere (adaptation)
¢ Une lysine en position PB2 591 augmente la réplication et la virulence du virus A(H5N1) chez la souris.

4 del. : délétion et apparition d’un codon de terminaison a la position indiquée entre parentheses.
¢ Caractéristique des virus A(H3N2) humains saisonniers
f Caractéristique des virus A(HI1N1) humains saisonniers
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Roles de I’hémagglutinine

Un des facteurs de virulence le mieux caractérisé est 1’acquisition, par certains sous-types de
virus aviaires, d’un site de clivage polybasique au niveau de la HA. En effet, en fonction de la
composition en acides aminés du site de clivage, il peut étre coupé par des enzymes
différentes, localisées en différents sites de 1’organisme hdte. Dans 1’exemple que constituent
les virus aviaires A(H5NT1), les virus faiblement pathogénes, dont le site de clivage possede
un seul résidu arginine (Tableau 3) ne peuvent étre clivés que par des enzymes de type
protéases, trypsine-like '’. Ces enzymes sont extra-cellualaire et présentes au niveau des
mugqueuses respiratoires et digestives. La réplication de ces virus n’est alors possible qu’au
niveau de ces deux sites et ils sont généralement responsables d’infections asymptomatiques
ou modérées chez 1’oiseau. Par ailleurs, lorsque les virus A(H5N1) présentent un site de
clivage riche en résidus basiques (site de clivage multibasique, Tableau 3) leur HA peut étre
clivé par des protéases de type furines, subtilisine-like '’. Ces enzymes intra-cellulaires sont

38 Ces virus hautement

ubiquitaires et présentes dans de nombreux sites chez 1’hote
pathogenes sont a 1’origine d’une infection systémique, chez 1’oiseau comme chez [’homme,
le plus souvent mortelle. Ces sites de clivage multibasique ont été observés sur des HA de

sous-types HS et H7 .

La spécificité de liaison du virus influenza a son récepteur cellulaire et la distribution des
récepteurs dans I’organisme-hdte sont déterminantes dans la définition de la restriction d’hote
du virus influenza. Les virus humains se lient préférentiellement aux acides sialiques de type
02-6 (Figure 3A) présents au niveau des cellules épithéliales de I’arbre respiratoire supérieur
chez I"homme * (cf section ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE 3.2 : Pathogenése et clinique de
infection grippale). A I’opposé, les virus aviaires reconnaissent préférentiellement les acides
sialiques de type 02-3 qui se trouvent au niveau des cellules épithéliales du tractus intestinal
des oiseaux (le site principal de réplication chez I’oiseau) *’. La spécificité de liaison au
récepteur des virus humains ou aviaires est déterminée par certains acides aminés présents
dans la poche de liaison ou RBS («receptor binding site ») (Tableau 4). Ces positions
particulieres sont sous-types-dépendantes. Sur les HA de type H2 et H3, les acides aminés en
positions 226 et 228 déterminent la spécificité aviaire/humaine : GIln/Leu en 226 et Gly/Ser
228. Pour les HA de type HI, ce sont les positions 190 et 225 (numérotation H3) : Glu/Asp en
190 et Gly/Asp en 225 *!. Le virus A(HIN1)2009 posséde une HA arborant une signature
humaine en position 190 et 225, expliquant probablement la trés bonne transmissibilité de ce
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virus chez I"homme *2. En ce qui concerne les virus A(H5N1), les acides aminés en position
133, 138, 186, 192 et 227 (numérotation H3) ont ét¢é identifiés dans des souches isolées chez
’homme et conférent une reconnaissance des récepteurs de type humain “****. Des
modifications expérimentales des positions 226 et 228 (GIn226Leu et Gly228Ser) entrainent
une reconnaissance des récepteurs des deux types, humains et aviaires, I’introduction de la

mutation Glul90Asp ne modifie pas la spécificité du récepteur*® (Tableau 4).

Cette restriction d’hote liée au récepteur peut étre levée par une exposition a de tres fortes
quantités de virus aviaires A(H5N1), induisant une pénétration du virus dans D’arbre
respiratoire inférieur et une possible infection des cellules humaines alvéolaires exprimant des

. 47
récepteurs a2-3 "',

Tableau 4 : spécificité d’espéce de ’hémagglutinine.

Positions des acides-aminés définissant la spécificité aviaire/humaine de reconnaissance du
récepteur cellulaire par sous-type de HA ou par virus.

Nature de 1’acide aminé et spécificité

Sous-type de  Position” (aa) Aviaire Humaine Référence
HA ou virus

HI 190 Glu Asp H
225 Gly Asp 4
H2 et H3 226 Gln Leu 4
228 Gly Ser 4
A(HIN1)2009 190 / Asp i
225 / Asp ?
A(H5N1) 226° Gln ou Leu Gln ou Leu 46
228 ¢ Gly ou Ser Gly ou Ser 46
190 ¢ Glu ou Asp / 46

aa : acides aminés

* numérotation H3.

® si modification par mutagenése dirigée de 1’acide aminé en position 226 du virus A(H5N1) Gln ou Leu :
reconnaissance des 2 types de récepteurs aviaire et humain.

¢ si modification par mutagenése dirigée de ’acide aminé en position 228 du virus A(H5N1) Gly ou Ser :
reconnaissance des 2 types de récepteurs aviaire et humain.

4 si modification par mutagenése dirigée de 1’acide aminé en position 190 du virus A(H5N1) Glu ou Asp :
reconnaissance spécifique du récepteur aviaire.
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Role de PBI1, PBI-F2 et PB2 dans la virulence et la spécificité d’hote

Le complexe polymérasique et principalement les protéines PB1 et PB2 ont été identifiés
comme ayant un role central dans la pathogénicité des virus influenza, probablement en

influant sur la réplication virale et sur la spécificité d’espece.

Le role du géne PB1 est évoqué depuis ’analyse de la constellation de génes des virus
responsables des pandémies de 1957 et 1968. En effet, sur un fond génétique humain, ces
deux virus possédaient un gene PB1 d’origine aviaire qui devait probablement jouer un role
dans I’augmentation des capacités de réplication de ces virus **. Salomon et al. rapportent le
role clé du segment PB1 dans la virulence d’une souche de virus A(H5SN1) en comparant la
virulence chez la souris et le furet de deux souches, une isolée chez I’homme VN1203 et
I’autre chez le poulet CH58. IIs ont montré que la souche humaine hautement pathogene tuait
souris et furets en induisant une infection disséminée, alors que la souche aviaire les infectait
mais ne les tuait pas. Puis, ils ont produit, par génétique inverse, une souche aviaire (CH58)
qui possédait le complexe polymérase du virus humain (VN1203) avec un segment PB2
possédant la mutation Glu627Lys (Tableau 3). Ils ont montré qu’avec ce complexe

r . r r . 7 . 4
polymérase, ce virus récupérait la capacité de tuer les souris et les furets *.

Le géne PB1 de la plupart des virus aviaires et humains code une seconde protéine PB1-F2
qui s’exprime aprés traduction d’un second cadre de lecture *° (Tableau 3). La phase ouverte
de lecture PB1-F2, généralement présente chez les virus aviaires et humains, code une
protéine de taille variable, de 57 a 90 acides-aminés. Elle est absente chez les virus
appartenant a certains lignages porcins et chez le virus A(HIN1)2009 . Cette protéine a
plusieurs fonctions et contribue a la sévérité de 1’infection de maniére directe, en augmentant
I’inflammation et en retardant I’élimination du virus des poumons >' ou de maniére indirecte,
en augmentant la fréquence et la sévérité des pneumonies bactériennes secondaires **.
Récemment, Conenello et al., ont montré, par mutagenése dirigée, que la présence d’un résidu
Serine (Ser) en position 66 (Asn 66 Ser) de PB1-F2 contribuaient a la pathogénicité accrue
des virus A(H5N1) récents et du virus de 1918 chez la souris *’ (Tableau 3). Les roles de PB1-
F2 sont méconnus mais elle semblerait induire 1’apoptose de certains types cellulaires comme
52,53

les monocytes *°, probablement en interagissant avec des protéines mitochondriales

Enfin PB1-F2 doit jouer un réle dans la virulence, en retenant la protéine PB1 dans le noyau
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ce qui favoriserait la réplication virale *". Cette propriété ne semble pas étre en lien avec une

plus grande pathogénicité in vivo .

Concernant la protéine PB2, des études réalisées en culture cellulaire, ont montré que ’acide
aminé en position 627 était déterminant pour la définition de la spécificité d’espéce *° mais
aussi pour le pouvoir pathogéne des virus A(H5N1) chez la souris *° (Tableau 3). Les virus
avaires faiblement pathogeénes possédent un acide glutamique (Glu) en position 627 et ils
induisent peu de symptomes chez la souris, alors que les virus humains saisonniers et les virus
aviaires hautement pathogénes, qui présentent une lysine (Lys), sont responsables d’une
infection sévére chez la souris *°. Ce facteur de virulence (Glu627lys) a aussi été mis en
évidence en 2003 sur les souches de virus A(H7N7) responsables de cas humains de
pneumonies fatales aux Pays Bas, alors que les souches isolées chez le poulet ou dans des
formes cliniques modérées d’infections humaines a la méme période, possédaient un acide
glutamique . La présence d’une lysine en 627 améliorerait la capacité de réplication du virus
dans les cellules de mammiferes a 37°C, plutot qu’a 41°C, température optimale de croissance
chez le poulet *® . Plus récemment, Li ez al. ont décrit une meilleure activité du complexe
polymérase a 33°C plutot qu’a 37°C, si il possedait un segment PB2 porteur d’une lysine en
position 627 *. L’acquisition par un virus aviaire d’un résidu lysine en position 627
amgéliorait donc sa réplication a 33°C, qui est la température des voies aériennes supérieures

. L . o cos 59
chez I’homme, ce qui favoriserait son infectiosité et sa transmission ™.

L’acide aminé Asparagine (Asn) en position 701, remplagant un acide aspartique (Asp)
(Asn701Asp) a aussi €té mis en évidence comme ayant un role dans la virulence des virus
influenza mais aussi la spécificité d’espéce *°. En effet, en présence d’un résidu Asn,
’interaction entre la protéine PB2 et I’'importine o des cellules de mammifére serait renforcée
ce qui favoriserait son importation nucléaire et donc le recrutement des sous-unités du
complexe polymérase dans le noyau. Une plus grande disponibilité de la sous-unité PB2 dans
le noyau augmenterait les activités de transcription et de réplication virale dans les cellules de
mammiferes. La mutation Asn701ASp n’a pas d’impact dans les cellules aviaires ce qui
indique que cette mutation favoriserait 1’adaptation d’un virus influenza aviaire chez les

mammiferes *> (Tableau 3).

Le virus A(HIN1)2009 présente les déterminants de virulence des virus faiblement

pathogénes : PB2-Glu 627 et PB2-Asp 701. Trés récemment, Yohiro Kawaoka a présenté
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I’impact de I’acide aminé en position 591 du segment PB2 sur la réplication et la
transmissibilité du virus influenza *°. L’acquisition d’un résidus lysine (Lys) en position 591 a
la place d’une glutanime (GIn) augmente les capacités réplicatives et la virulence chez la
souris, d’un virus aviaire A(H5N1) faiblement pathogeéne. Chez le virus A(HIN1)2009, Y.
Kawaoka a observé qu’un résidu asparagine (Asn) a cette position du segment PB2
augementait la réplication de ce virus d’une part, mais aussi sa transmissibilité chez le furet *°

(Tableau 3).

Role de la protéine NS1 dans la virulence des virus influenza

La protéine NS1 est un facteur de virulence qui bloque la réponse interféron de la cellule
infectée. En effet, le premier niveau de réponse de la cellule, lors de I’introduction d’une
molécule d’ARN double brin, est 1’activation de facteurs de transcription qui induisent la
production d’interféron . NS1 interfere avec I’activation de nombreuses autres protéines aux
propriétés antivirales telles que PKR (protéine kinase de I’ARN double brin) ou la protéine

Mx et bloque ainsi la mise en place d’un état antiviral dans la cellule infectée **°'. E

n
fonction des virus, NS1 semble posséder diverses propriétés supplémentaires. La protéine
NSI1 des virus A(H5N1) de 1997 induit, en plus d’un blocage de la voie interféron [, une tres
forte production de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-o («tumor necrosis
factor »)’. L’étude du réle du géne NSI du virus A(HINI) de 1918 a montré qu’il pouvait
interagir aussi avec des génes régulés par I’interféron®” L’activation de cytokines et de
chimiokines est régulée par des voies de signalisation cellulaire telle que la voie des MAPK
(« Mitogen-activated protein kinase »). Les virus A(H5N1), a la différence des virus
A(HIN1), activent trés fortement p38MAPK ®. Au final, NSI doit participer a la
dysrégulation des cytokines qui est observée dans les formes séveres d’infection humaine par
le virus A(H5NT1). Quelques acides aminés ont été identifiés comme étant une signature d’un
virus faiblement ou hautement pathogene, en particulier 1’acide aminé en postion 92 :
Asp92Glu ** (Tableau 3). L’impact des mutations observées sur NS1 sur la virulence est sous-
type dépendant alors que les facteurs de virulence tels que le site de clivage multibasique ou
la mutation PB2-Lys 627 sont des déterminants universels. Les 4 acides aminés C-terminaux
de NS1 forme un domaine liguant PDZ qui, s’il provient d’un virus A(H5N1) ou du virus

A(HINT) de 1918 et qu’il est introduit dans un virus humain, augmente la virulence chez la
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souris, sans augmentation de la production d’interféron **. Le virus A(HIN1)2009 ne posséde

pas de domaine liguand PDZ.
Autres facteurs impliqués dans la restriction d’hote

Dés 1985, le role de la protéine NP et du segment M dans la restriction d’héte est évoqué
suite aux observations faites sur les capacités réplicatives de virus réassortants aviaires-
humains chez le primate *. Tian ef al. ont remarqué qu’un virus réassortant possédant les 6
segments internes d’un aviaire de sous-type A(H2N2) et les glycoprotéines de surface d’un
virus humain A(H3N2) se répliquait aussi mal dans les voies aériennes du singe que le virus
aviaire parental. En étudiant des virus réassortants possédant toujours les glycoprotéines
d’origine humaine et un ou plusieurs segments internes avaires, ils ont noté que cette
réplication altérée était liée a la présence du segment NP ou du segment M d’origine aviaire
sur un fond génétique humain . Plus récemment, I’étude de virus réassortants produits par
génétique inverse ont montré que les virus possédant un segment NP d’origine humaine sur
un fond génétique d’origine aviaire avait une réplication trés faible alors que, si NP était
associé aux segments M et NS d’origine humaine, le virus retrouvait une réplication efficace *.
Ceci traduit la complexité des interactions entre segments de genes d’origines différentes et le

role clé du segment NP dans ces éventuelles incompatibilités.

L’adaptation a ’homme des virus aviaires hautement pathogeénes et donc plus virulents est
possible, par 1’acquisition de mutations ou signatures spécifiquement humaines. Chen et al,
ont défini un certain nombre de positions clés définissant des signatures génomiques sur les 8
segments de géne du virus influenza. La nature de 1’acide aminé au niveau de ces positions
définit leur appartenance aux virus humains ou aviaires °. La surveillance de ces positions
particulieres permet d’anticiper I’adaptation des virus influenza aviaires a ’homme. Sur
chaque geéne, un certain nombre de positions sont décrites (15 sur NP, 10 sur PA, 8 sur PB2, 5

sur PB1-F2, 4 sur M2, 2 sur HA, PB1, NS2, 1 sur NS1 mais aucune sur NA) (Tableau 5) 66,
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Tableau 5 : signatures génomiques en acides aminés définissant I’origine aviaire ou
humaine des virus influenza (d’apres “).

Gene Pasition Avian residues Human residues Associated funstional domains
PB2 44 A(208),5(T) S(831),A(10),L(2) PB1-1, NP-1(9), MLS (10}
199 A(210),5(5) 5(842) A(3) NP-1 (§)
271 T(210),A(3).1(11,M(1) A(836),T(6),5(1) Cap-N (17)
475 L(214),M(1) M(839),L(3) NLS (12)
588 A(203),T(6),V(6) 1(835),V(3),A(2) PB1-2, NP-2(9)
613 V(212),A(3) T(816),1(16),A(8),V(1) PB1-2, NP-2 (9)
627 E{196),K(19) K(838),R(2).E(1) PB1-2, NP-2 (%)
674  A(204),5(8),T(2).5(2).E(1) T(836),A(2),1(2),P(1) PB1-2, NP-2 (9)
PE1 327 R(147),K(3) K(766),R(66) cRNA (13)
336 V(142),1(8) I(773),V(59) SRNA (13)
PB1-F2 73 K{397),R(€),I{1) R(584) K(87),5(1) ANT3, VDACT (74), mitochondrial localization (15),
predicted amphipathic helix (16)
76 V{401),A(3) A(B25) V(57) ANT3, VADCH (14), predicted amphipathic helix { 16)
79 R(369) Q(34) L(1) Q(607),R(75) ANT3, VADC1 (14), predicted amphipathic helix { 16)
a8z L{382),3(22) $(596),L(86) ANT3, VADC1 (14), predicted amphipathic helix { 16)
a7 E(389),G(14) K(1) G(637),E(45) ANT3, VADC1 (14)
PA 28 P(213),5(1) L(B31),P(8),R(2) Proteolysis (17)
55 D(214) N{836) D(5) Prateolysis (17)
57 R(210),Q(4) Q(829) R(6),L(4),K(2) Proteolysis (17}
225 S(213),C(1) C(829),5(10) Proteolysis ( 17), NLSII (18)
268 L(214) 1827),L(11), P(1)
356 K(212),X(1),R(1) R(827),K(11)
382 E(208),D(5), V(1) D(824),E(11),V{2},N(1)
404 A(214) 5(828),A(9),P(1)
409 S(189) N(24),1{1) N{830),5(7),1{1)
552 T(213),N{1) S(835),T(1),1{1)
HA 237 N(582),R(49),D(2),H(1),5(1) R({1209),N{12),5(2),D(1),K(1)
389 D(658) M{20),G(1),Y(1) N(818),D{121)
NP 16 G(356),5(9),D(6),T(2) D(646),G(7) RNA binding (19), BAT1/UAPSE (20), MxA (27),
PB2-1(22)
33 V(355),1(18) 1(638),V(15) RMA binding (79), MxA (27), PB2-1 {22)
&1 1{366),M(B),V(1) L(642).1(8) RMA binding (78), MxA (27), PB2-1 (22)
100 R(360) K(11),V(2) V(619),1(32),A(1),M(1) RNA binding (19), MxA (27), PB2-1 (22)
109 1(358),V(10),M(2),T(2) V(614),1(34), T(3),A(2) RNA binding (19), MxA (27), PB2-1 (22)
214 R(352),K(20),L(1) K(640),R(10} NLS (23), CRM1 (24), NP-1 {25)
283 L(372),P(1) P(643),L(7) NP-1 (25), PB2-2 (22)
293 R(371},K(2) K(622),R(28) NP-1 (25), PB2-2 (22)
305 R(369),K(4) K(636),R(14) NP-1(25), PB2-2 (22)
313 F(371).1(1},L(1) Y(642),F(8) NP-1 (25), PB2-2 (22)
357 Q(368),K(4),T(1) K(B44),R(8),Q(1) NAS (26), NP-1 (25), PB2-3 (22)
372 E{357),0{15),K({1) D(630),E(23) MNAS (26), NP-2 (25), PB2-3 (22)
422 R(373) K(630),R(23) CTL epitope (27), NP-2 (25), PB2-3 (22)
442 T(372)A(1) A(B29) T(23),R(1) NP-2 (25), PB2-3 (22)
455 D(373) E(630),D(22},T(1) NP-2 (25), PB2-3 (22)
M1 115 V(B56),1(2) L(1),G(1) 1{981),V(9)
121 T(840),A(18),P(1) A(988),T(2)
137 T(859),A(1),P(1) A(974),T(12)
M2 11 T(434),1(11),5(2) 1911), T(44) Host restriction specificities (28), ectodomain (29)
20 S(471),N(13) N(9286),5(29) Host restriction specificities (28). ectodomain (29)
57 Y(481),C(1),H(1) H{913),Y(33),R(2),Q(1) CRAC (30), endodomain (29)
86 V(378) A(924) V(10).T(4),D(1) Endodomain (29)
NS1 227 E(692),G(9),K{1),5(1) R{897),G(5),K(1},E(1)
NS2 70 §(453).G(21).D{1) G(903),5(2) M1, NEP dimerization domain (37)
107 L(468),5(2) F(1) F(777),L(16),5(1) M1, NEP dimerization domain (31)

*Numbers in parentheses in residue columns are the number of sequences yielding the specific amino acid residue; bold indicales dominant amino acid
residue type.
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2. Epidémiologie : épidémies et pandémies

2.1. Epidémies saisonnieres

La grippe saisonniére est due a la circulation chaque hiver d’un ou plusieurs virus influenza

humains, de type A ou B, a I’origine d’une épidémie pouvant étre associée a 250 000 déces
par an dans le monde. Chaque année approximativement, 5 & 10% de la population humaine
est infectée par un virus influenza appartenant aux sous-types A(HIN1), A(H3N2) ou B, c'est-
a-dire environ 3 a 5 millions de personnes. Selon les données du GROG (Groupes régionnaux
d’observation de la grippe) collectées entre 1992 et 2010, le nombre maximum de cas
rapportés, avant la pandémie de 2009, était de 4 605 000 lors de 1’épidémie A(H3N2) de
I’hiver 2003-2004 et le nombre minimum était de 2 252 000 lors de I’épidémie A(HIN1) de
2007-2008 (données du bulletin GROG n°35 2009-2010 du 28 avril 2010). Les épidémies
surviennent I’hiver dans I’hémisphére nord. La durée moyenne d’une €pidémie saisonniere est
de 8 semaines [5 semaines en 1993-1994 et 2006-2007 - 12 semaines en 1996-1997].
Généralement, ’épidémie démarre au cours des mois de décembre ou janvier mais, par
exemple, au cours de I’hiver 1994-1995, I’épidémie, due a un virus influenza B, a démarré fin
mars. Les virus responsables émergent généralement de ’Est et du Sud Est de 1’Asie. Etant
donné les mécanismes de glissement antigénique, les virus émergents sont différents des virus
ayant circulé I’hiver précédent ce qui impose la réactualisation annuelle de la composition

vaccinale.

2.2. Pandémies du XX ™ siécle

Une pandémie est une épidémie mondiale touchant approximativement 30% de la population.
Elle survient lorsqu’est introduit, dans la population humaine, un virus influenza contre lequel
la population ne posséde pas d’immunité. Sur le plan virologique, il s’agit généralement de
I’émergence d’un virus appartenant a un sous-type différent des virus ayant circulé les années
précédentes (une HA et/ou une NA différentes) ou a un virus du méme sous-type mais
d’origine différente (avaire ou porcine). Ceci est arrivé 3 fois au cours du XXM siecle : en

1918, 1957 et 1968 (Tableau 6).
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Tableau 6: caractéristiques comparées des trois pandémies grippales du XX siécle

(d’aprés *7).

Date et nom Région Sous-type du Taux de Taux de Sur- Groupe d’age
dela d’émergence  virus influenza  reproduction = mortalité mortalité principalement
pandémie pandémique estimé estimé  estimée dans touché
le monde
1918-1919 20-50
« Grippe Indéterminée A(HIN1) 1,5-1,8 2-3% millions <40 ans
Espagnole »
1957-1958
« Grippe Asie du sud A(H2N2) 1,5 <0,2% 1-4 millions Enfants
Asiatique »
1968-1969 Tous les groupes
« Grippe de  Asie du sud A(H3N2) 1,5 <0,2%  1-4 millions d’age
Hong Kong »

En 1918, un virus influenza A(HIN1) tua, en 2 hivers consécutifs, 50 millions de personnes,
c'est-a-dire plus que la 1 Guerre Mondiale en 4 ans. La grippe espagnole reste la pandémie
la plus meurtriere a ce jour. En Europe, la mortalité observée fut plus élevée dans le nord que

dans le sud et globalement 1% de la population fut tuée (2,6 millions de déces) selon une
courbe de mortalité dite en « W » c’est a dire avec un exces de mortalité rapporté pour les 20-
40 ans par rapport au reste de la population. La premicre vague modérée, survenue au
printemps 1918, fut suivie d’une seconde vague de septembre a novembre 1918. La mortalité
observée fut de 2,5%, c'est-a-dire 25 fois plus élevée que la mortalité mesurée lors d’une
épidémie saisonniere (0,1%). Enfin, une troisieme vague aussi meurtriere, submergea la
planéte au cours de I’année 1919. La mortalité particulierement importante associée a cette
pandémie et touchant principalement les sujets jeunes reste inexpliquée. La morbidité fut
comparable a ce qui a été observé lors des pandémies suivantes, a I’exception d’un taux
d’attaque plus important chez les sujets de moins de 15 ans. L’étude de la pathogenese de ce
virus, chez le primate, en utilisant un virus influenza A(HIN1) 1918 reconstitué¢ par génétique
inverse, a montré une infection du tractus respiratoire sans dissémination systémique . La
mortalité semble avoir été liée a la survenue de pneumonies virales vraies mais aussi de
surinfections bactériennes dont les conséquences ont été lourdes, du fait de 1’absence

d’antibiotiques a cette époque .
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Le virus influenza responsable de cette épidémie n’a pas été isolé en 1918, mais son ARN a
A . . 7 . r 70

pu étre extrait de cadavres infectés par ce virus et conservés dans le permafrost ~. Le

séquengage de cet ARN, a montré, sur la base d’analyses phylogénétiques, qu’il semblait étre

un virus d’origine aviaire introduit dans la population humaine ’'. Des signatures humaines
" . . 24 2 et 1

ont été observées au niveau de son HA **, sa NA *et son complexe polymérasique ''. Des

résultats contradictoires ont €té¢ obtenus et la discussion sur 1’origine exacte de ce virus est

. 73
toujours en cours .

Quarante ans apreés la grippe espagnole, en 1957, un nouveau virus émergea. Ce virus,
responsable de la Grippe Asiatique circula dans le sud de la Chine en février 1957. Puis il fut
détecté a Singapour (mars 1957), a Hong Kong (avril 1957), au Japon (mai 1957) puis aux
Etats-Unis et en Grande-Bretagne (octobre 1957). La deuxiéme vague eut lieu en janvier 1958.
Aux Etats-Unis, la mortalité a été estimée a 70 000 individus. Cette pandémie fut provoquée
par Dintroduction d’un virus influenza A réassortant, possédant trois segments de
gene d’origine aviaire: une HA de sous-type H2, une NA de sous-type N2 et un géne PBI ;
les 5 autres geénes étaient d’origine humaine (Figure 6). L’introduction de ce nouveau sous-
type A(H2N2) dans la population mondiale fut a I’origine d’un million de morts dans le

monde.

Onze ans plus tard, ce virus A(H2N2) fut remplacé par un virus A(H3N2) résultant du
réassortiment du virus « humain » A(H2N2) de 1957 et d’un virus aviaire qui céda son HA de
sous-type H3 et son geéne PB1 (Figure 6). Cette souche, détectée a Hong Kong en juillet 1968,
se répandit sur la planéte au cours des hivers 1968-1969 et 1969-1970. Aux Etats-Unis,
33 800 et dans le monde, entre 1 et 4 millions d’individus sont décédées de la Grippe de

Hong-Kong.

En mai 1977, une épidémie de grippe fut rapportée en Chine affectant les jeunes adultes.
Cette épidémie fut causée par un sous-type A(HIN1) particulierement proche du sous-type
A(HIN1) ayant circulé dans les années 50 . Sa réintroduction, probablement accidentelle,
dans la population humaine ne remplaca pas le sous-type A(H3N2) et les deux virus co-

circulent encore aujourd’hui.
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2.3. Menaces pandémiques

Depuis 1956, de nombreuses €pizooties responsables d’infections massives dans des élevages
de volailles ou de porcs ont été rapportées. Les virus concernés appartiennent a différents
sous-types (HON2, H7N7, H7N3, HION7, HIN1, H5NT1). Depuis 1968, des cas isolés ou des
cas groupés, de faible ampleur, d’infections humaines dues a un virus aviaire ou porcin ont
été rapportés. En 2003, une épizootie de grande ampleur due a un virus A(H7N7) aux Pays

. . P ne 5775
Bas fut a I’origine de 89 cas de transmission a ’homme et d’un déces °'," .

Depuis, le virus A(HS5N1) est I’agent étiologique d’une épizootie sans précédent par son
ampleur et sa durée. Il fut détecté chez des oies pour la premiere fois en 1996, en Chine.
Personne n’y préta vraiment attention jusqu’au mois de mai 1997 ou des cas d’infection
humaine par le virus influenza A(H5N1) furent rapportés a Hong Kong, associés a 6
déces’®"" Cette épidémie fut contrdlée par I’abattage massif des élevages de volailles infectés
ainsi que I’interdiction des marchés d’animaux vivants. Aprés une période de petites
épidémies locales et de cas sporadiques, une nouvelle épidémie débuta en 2003. L’épizootie
et les cas humains d’infection A(H5N1) furent confinés a 1’Asie du Sud Est jusqu’en mai
2005, avant d’étre observés chez des oiseaux d’espéces diverses en Europe, en Inde et en
Afrique "®. Ces virus hautement pathogénes possédent des caractéristiques remarquables. Ils
ne sont pas seulement létaux pour les poulets ou volailles domestiques mais certains peuvent
tuer les oiseaux aquatiques alors que ces oiseaux, qui constituent le réservoir naturel des virus
influenza A, étaient jusque la porteurs sains.

Chez I’homme, environ 493 cas d’infection par le virus A(H5N1) ont été détectés a la date du
9 avril 2010 et 292 décés ont été rapportés sur 3 continents . Au final, ce virus se caractérise
par un taux de mortalité trés important mais une trés mauvaise capacité de dissémination chez
I’homme, contrairement au virus A(HIN1)2009 qui semble trés bien diffuser chez I’homme
mais n’entraine un nombre limité d’infections fatales. La menace actuelle repose sur le risque

de réassortiment entre ces deux virus.
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2.4. Pandémie du XXI ™ siécle

Quarante et un ans apres la derniére pandémie, en février 2009, I’introduction d’un nouveau
virus A(HIN1)2009 d’origine porcine, déclencha une nouvelle épidémie mondiale.

Les données ¢épidémiologiques disponibles indiquent qu’une épidémie de syndromes
respiratoires pseudo-grippaux commenca dans la ville mexicaine de La Gloria, Veracruz, mi
février 2009 *°. Début avril les autorités de Mexico commencérent des investigations
concernant un grand nombre de pneumonies évoquant des syndromes grippaux et informerent
I’OMS et la PAHO (« Pan American Health Organization ») d’une probable épidémie. Aux
Etats-Unis, le CDC (« Centers for Disease Control ») identifia le virus A(HI1N1)2009 dans
deux prélevements, indépendamment collectés, dans le sud de la Californie, mi-avril. Le 23
avril, 1’agence de Santé¢ Publique du Canada détecta le virus A(HIN1)2009 dans des
prélévements recus de Mexico. D’autres cas furent rapportés et les similitudes entre les virus
isolés au Mexique et en Californie alertérent le CDC et ’OMS le 24 avril 2009. Fin avril, la
diffusion internationale et I’existence de cas groupés de transmission interhumaine imposa a
I’OMS d’augmenter le niveau d’alerte pandémique de la phase 3, 4 puis rapidement a la phase
5 (dissémination interhumaine dans au moins deux pays, signe d’une pandémie imminente). A
Mexico, des mesures sociales furent mises en place et des campagnes massives d’éducation
de la population sur les mesures et précautions d’hygiéne furent dispensées. Le 21 mai, 41
pays avaient rapporté 11 034 cas, incluant 85 décés. La plupart des cas survenus aux Etats-
Unis furent importés par des voyageurs en provenance de Mexico. La plupart des infections
rapportées furent modérées, ne nécessitant pas d’hospitalisation. Le bilan du 29 janvier 2010
montre que 209 pays ont rapporté des cas confirmés de grippe A(HIN1)2009 dont plus de 14

711 déces >,

Apres 9 mois de circulation, plus de 23 000 virus ont été analysés, ils sont tous apparentés
antigéniquement avec la souche vaccinale A/California/07/2009. Une surveillance attentive
sera nécessaire pendant les mois a venir pour détecter la possible émergence de variants plus
virulents, a I’image de ce qui a été observé avec le virus de 1918. Le virus A(HIN1)2009 est
le résultat du réassortiment entre un virus porcin appelé « triple réassortant porcin » de sous-
type HINT ou HIN2 et d’un autre virus porcin du lignage eurasiatique (Figure 7). Le « triple
réassortant porcin » est un virus circulant chez le porc, aux USA, depuis les années 90. Il

posséde une constellation de segments de geénes internes comprenant des segments internes
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porcins issus du lignage classique (HA,M, NP, NS), des segments aviaires (PB2, PA) et un
segment humain (PBDH" (Figure 7).

Ces virus ne possedent pas de facteurs de virulence particuliers mais son HA semble
phylogénétiquement proche de la HA du virus A(HIN1) de 1918 ayant circulé chez ’homme
jusqu’en 1957. Cette observation permet d’envisager que les personnes ayant fait une

infection grippale avant 1957 puissent garder une certaine immunité résiduelle.
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Figure 7 : origines du virus A(HIN1)2009 (d’aprés '*)

Lignage porcin Lignage aviaire Lignage humain Lignage porcin
classique Nord-Américain H3N2 Eurasiatique
H1N1

e

?1' l—-ﬁ.-’ k

Triple-
réassortants E
porcins E

41N1 ou H1N2 '~ \ I

H1N1v

Des analyses phylogénétiques ont permis d’établir 1’origine de chacun des segments du virus
pandémique A(HIN1)2009. Les segments NA et M dérivent d’un virus porcin du lignage
eurasiatique. Les autres segments dérivent d’un virus porcin A(HINT) ou A(HIN2) « triple
réassortant porcin » qui sont constitué de segments d’origines aviaire (PB2 et PA), humaine
(PB1 d’un virus A(H3N2)) et porcine (HA, NP, M, NS) dérivant d’un virus A(HIN1) du
lignage classique. Selon que ces virus sont de sous-type HINI1 ou HIN2, le segment dérive
d’un virus HIN1 « porcin classique » ou d’un virus H3N2 humain .
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3. Infection grippale

3.1. Modes de transmission

Le virus influenza se multiplie principalement dans les cellules superficielles du tractus
respiratoire in vivo chez I’homme. Les virus sont relargués au niveau apical de la cellule, ce
qui limite la dissémination systémique mais facilite ’accumulation de virus dans la lumicre
du tractus respiratoire et donc sa transmission. Apres une période d’incubation de 1 a 3 jours,
I’excrétion virale peut commencer 24-48 heures avant le début des symptdmes, atteindre son
maximum entre 24 et 72 heures apres le début des symptomes et se prolonger jusqu’a 8 jours
(durée moyenne 4,8 jours) chez I’adulte *'*2. Chez I’enfant, 1’excrétion peut débuter plus
précocémment. Une étude a montré que chez 8% des enfants suivis, ’excrétion avait débuté
entre 3 et 6 jours avant le début des symptomes *. Hall et al. ont rapporté que I’excrétion
chez I’enfant durait entre 7 et 8 jours apes le début des symptdmes, et pouvait se prolonger
jusqu’a 21 jours *. Ces auteurs ont observé une excrétion de 8-11 jours chez 10% des enfants
et de 12-15 jours chez 5% d’entre eux™.

Le taux de reproduction RO des virus saisonniers, qui traduit le nombre d’individus infectés a
partir d’un patient, est compris entre 1,8 et 2,5 *. Le R0 observé lors des pandémies de 1918,
1957 et 1968, était compris entre 1,2 et 1,7 ***7 L infection grippale est trés contagieuse car
il suffit d’inhaler 100 a 300 particules infectieuses pour étre infecté¢ alors qu’un individu
symptomatique peut excréter dans ses sécrétions nasopharyngées de Iordre de 10° a 10’
DICT50/ml (doses infecticuses)’. La contamination se fait par voie respiratoire ou
conjonctivale et les modes de transmission sont divers. Les modes principaux de
contamination sont directs par inhalation de gouttelettes (« droplets ») de salive (postillons)
ou de sécrétions rhinopharyngées (toux, éternuements) projetées par le malade mais il existe

89,90 .
%% Ta voie

aussi une transmission indirecte par contact avec des surfaces contaminées
« manuportée » ou I’individu se contamine aprés avoir touché une surface contaminée ou
serré la main d’un sujet malade et porté ensuite sa main au niveau nasal ou conjonctival est
certainement un mode de transmission trés efficace. La contamination par 1’inhalation de
particules en suspension dans 1’air (fines particules de moins de 5 microns de diamétre) est
possible mais il est difficile d’en estimer 1’importance. L’OMS a défini un certain nombre

d’actes médico-chirurgicaux qui sont générateurs d’aérosols et qui peuvent donc représenter
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un risque pour le manipulateur qui les réalise. Il s’agit de I’intubation, de la bronchoscopie et

de ’autopsie, entre autres.

3.2. Pathogenése et clinique chez I'homme de I'infection grippale

La pathogenése de I’infection grippale chez I’homme repose aussi sur la répartition, dans
I’arbre respiratoire, des récepteurs de type 02-6 ou 02-3 °'. En effet, chez I’homme, les
récepteurs sont plutot de type o2-6 et présents au niveau respiratoire supérieur (nez, pharynx,
trachée, bronches) mais des récepteurs de type o2-3 ont récemment été décrits, au niveau
respiratoire inférieur (bronchioles et alvéoles) (Figure 8) ****2 Cette répartition conditionne le
site d’infection par un virus reconnaissant spécifiquement 1’un ou 1’autre des récepteurs et
explique qu’un virus humain soit a I’origine d’un tableau respiratoire supérieur alors qu’un

virus aviaire provoque une infection respiratoire basse.
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Figure 8 : répartition des récepteurs cellulaires du virus influenza de types o2-3 et 02-6
(d’apres 92).

a. Nasal b. Paranasal

e ! g. Alveolus

5 "!l

Détection par marquage immuno-histochimique des récepteurs du virus influenza : 02-6 (vert)
et a2-3 (rouge) au niveau des €pithéliums de 1’arbre respiratoire humain. (a) nez, (b) sinus

paranasaux, (c) pharynx, (d) trachée, (e) bronches, (f) bronchioles, (g) alvéoles.

46



3.2.1. Grippe saisonniére

La grippe saisonni¢re est une infection virale évoluant sur un mode épidémique ou
pandémique.

Le tableau clinique se traduit par une trachéo-bronchite simple, associant des signes locaux
(rhinite, toux, maux de gorge) et des signes généraux (maux de téte, fievre élevée d’apparition
brutale, frissons, anorexie, myalgies, malaise). Chez des patients présentant des facteurs de
risque respiratoire (Tableau I / Annexe 4, « Grippe aviaire chez I’enfant », Bouscambert-
Duchamp et al., 2009), le tableau initial simple peut se compliquer d’une pneumonie par
extension distale de I’infection au niveau de I’épithélium alvéolaire (détresse respiratoire)’>".
La question d’une multiplication virale dans des sites extra-respiratoires faisant suite a une
virémie est évoquée sans preuve a ce jour. Des formes asymptomatiques existent puisque dans
une étude réalisée chez des volontaires sains, seulement 66,9% (IC 95% : 58,3-74,5) d’entre

eux ont présentés des signes de grippe sans différences significatives selon le sous-type viral

. . 81
ou la dose virale inoculée” .

3.2.2. Grippe aviaire

Les virus A(H5N1) hautement pathogenes, responsables de la plus grande épizootie jamais
décrite ont une pathogénicité qui augmente progressivement. Ils peuvent désormais provoquer
une infection chez différentes especes de mammiferes, dont les félins. Au niveau
expérimental, ils peuvent induire une infection 1étale chez la souris sans aucune adaptation
préalable ainsi que des infections de plus en plus séveres chez le furet. Enfin, ils continuent
leur transmission chez I’homme, entrainant des infections respiratoires séveres avec des taux
de mortalité tres €levés de 1’ordre de 60%, ce qui fait de ce virus I’un des agents infectieux

associé au taux de mortalité le plus important 2 *°.

Des infections bénignes ou asymptomatiques existent probablement, mais restent rares
comme en témoignent les observations de Thorson ef al. qui décrivent des syndrome grippaux
modérés observés au Vietnam, dans une population exposée a des volailles contaminées °°.

Schultsz et al. ont réalisé des études sérodiagnostiques rétrospectives chez 500 individus

47



travaillant au contact de volailles infectés, et ils n’ont pu détecter la présence d’anticorps que

dans 3 sérums *’.

Aucune transmission interhumaine n’a ¢été identifiée, mais dans un quart des cas, les
. . . o . e o 98.
infections surviennent au sein d’'une méme famille impliquant en général 2 ou 3 personnes

Les patients infectés par un virus A(H5N1) présentent tous une pneumonie sévere entrainant
la mort dans 60% des cas. Différents facteurs de risque de contracter une infection A(H5N1)
ont été identifiés *°. Ils sont étroitement liés aux pratiques culturelles, ce qui explique
pourquoi les premiers cas d’infections sont survenus en Asie. La préparation des volailles
infectées pour la cuisine, le plumage en particulier, expose 1’individu a des quantités tres
importantes de virus, sous forme d’aérosols. Dans de nombreux villages, les oiseaux vivent
sous les toits, aux contacts des hommes et les enfants jouent avec les oiseaux, y compris des
oiseaux malades. Les combats de coqs ont aussi été¢ reconnus comme une source d’exposition
a des adrosols de virus, produits par des oiseaux agités dans de petits espaces confinés. Enfin,
I’absence d’eau courante, et donc I’approvisionnement dans des points d’eau extérieurs
souillés par les déjections d’oiseaux sauvages ou domestiques, qui viennent s’y abreuver, est

le 2°™ facteur de risque identifié '*.

Lorsqu’une infection par un virus aviaire survient chez I’homme, la pathogenése de
I’infection est différente de celle observée lors d’une infection par un virus humain. Ainsi, les
virus A(H5N1) (aviaires) se fixent et infectent les cellules de 1’épithélium des bronchioles et
principalement les alvéoles °'. La faible abondance des récepteurs 02-3 au niveau des voies
adriennes supérieures induit une faible réplication virale dans ces sites, et donc une faible
excrétion. La transmission a 1’entourage est donc moins importante que pour une grippe
saisonnicre et les signes d’infection trachéo-bronchique sont inconstants. En revanche,
I’infection étant massive au niveau distal, I’atteinte alvéolaire est trés importante, entrainant
des dysfonctionnements respiratoires sévéres. A la différence d’une grippe saisonniére, une
virémie intense est observée. Elle permet la dissémination du virus vers différents sites extra-
pulmonaires : cerveau, intestin, foie, ganglions, rate, moelle osseuse *’. A 'image de ce qui
est observé chez I’oiseau, I’épithélium intestinal humain est riche en récepteurs 02-3, ce qui
explique que le virus A(H5N1) puisse s’y multiplier induisant des signes digestifs de type
diarrhée ou vomissement. Des convulsions sont aussi été rapportées €voquant un
neurotropisme peut étre plus important pour le virus A(H5N1), que pour les autres sous-types
de virus influenza.
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La période d’incubation apparait comme étant plus longue que pour un virus saisonnier, entre
2 et 7 jours et jusqu’a 9 jours dans certains clusters. L excrétion aussi semble allongée car
I’ARN viral est détectable jusqu’a 3 semaines apres le début des symptomes au niveau du

tractus respiratoire *".

Sur le plan clinique, tous les patients ont présenté un tableau initial d’infection grippale avec
ou sans signes ORL ou digestifs, suivis d’une pneumonie d’évolution rapide avec détresse
respiratoire et expectorations sanglantes. Dans les cas les plus séveres, I’évolution vers un
syndrome de détresse respiratoire aigue (SDRA) est observée dans les 6 jours de la maladie,
avec une défaillance multi viscérale entrainant la mort entre 4 et 32 jours (médiane de 9.5
jours). Les examens biologiques ont montré une lymphopénie associée a une
thrombocytopénie, indicateur pronostic d’évolution vers un SDRA. Dans tous les cas, la radio
thoracique est anormale ** (Tableau II / Annexe 4: « Grippe aviaire chez I’enfant »,
Bouscambert-Duchamp et al., 2009).

La gravité de I’infection induite par le virus A(H5N1) s’explique par une dissémination forte
non contrdlée. Différentes hypothéses en rapport avec I’hdte ou le virus peuvent étre avancées.
L’absence d’immunité préalable vis-a-vis de ce sous-type viral peut étre évoquée mais
I’observation de cas familiaux, certes exposés aux mémes facteurs de risque, permet
d’envisager une possible susceptibilité génétique. Le comportement des virus A(H5N1) est
atypique, probablement en rapport avec sa pathogenése particuliere, observée lorsque

I’infection survient chez I’homme.

L’infection humaine par un virus aviaire n’est possible que si 1’individu est exposé a des
quantités trés importantes de virus. En plus d’une forte virulence intrinseéque (site de clivage
multibasique) (Tableau 3), le virus A(H5N1) est capable de provoquer une virémie ainsi
qu’une activation des cascades de cytokines pro-inflammatoires médiée par un facteur de
virulence porté par NS1 (Tableau 3). Il est, en effet, observé dans les cas sévéres, une absence
de régulation de I’inflammation associée a des dysfonctionnements respiratoires et
circulatoires, aboutissant a une détresse multiorganique. Le déces est noté dans 60% des cas

1,95
analysés *°.
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3.2.3. Grippe A(HIN1)2009

Les premic¢res données mondiales ont rapporté que la majorité des patients hospitalisés étaient
4gés de moins de 18 ans, et que trés peu d’entre eux avaient plus de 65 ans '°'. Dans 40 a 70%

: o - . . : 102
des cas, les patients ayant présenté des tableaux séveres présentaient des facteurs de risque, .

Début 2010, la France a connu la fin de sa premiere vague et compte a la date du 13 avril
2010, 312 déces qui, dans 66% des cas sont survenus chez les 15-64 ans 153 Aucun facteur de
risque n’a été identifié¢ chez 11% des 15-64 ans et 16% de la population générale, toutes
classes d’age confondues. Lorsqu’un facteur de risque est identifié, il s’agit d’une pathologie
respiratoire chronique (25%), d’un diabete (13%), d’une insuffisance cardiaque (13%) ou un
déficit immunitaire acquis ou iatrogene (12%). Durant cette méme période, 1 334 cas graves
hospitalis€s ont été recensés. Le nombre de cas, symptomatiques et asymptomatiques, estimé
en France, durant cette période, est compris entre 7,7 et 14,7 millions soit entre 13 et 24% de

la population de France métropolitaine'”

. A T’heure des premiers bilans, le nombre de déces
attribuables a la grippe semble avoir été limité, mais le profil des patients atteints de formes
graves et des personnes décédées de la grippe a été modifié, avec un impact plus important
chez les personnes jeunes en comparaison de ce qui est observé lors des épidémies

saisonnieres.

La pathogenése de I’infection est celle d’une grippe saisonnicre, sans particularité. Ce virus ne
posséde aucun des facteurs de virulence précédemment décrits. La seule modification
observée sur certaines souches est une mutation sur la HA en 222 (D222G). Elle a été
détectée initialement dans certaines souches responsables de cas séveres (SDRA ou déces).
Cette mutation confére au virus une plus grande affinité pour les récepteurs de type o2-3 et
donc potentiellement un plus grand risque de développement d’une pneumonie sévere. En
pratique, cette mutation est aussi retrouvée sur des souches responsables de tableaux de grippe
tout a fait bénins. La mutation D222G ne modifie pas les propriétés antigéniques de ces

souches qui restent apparentées a la souche vaccinale.
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4. Diagnostic

Le diagnostic de certitude d’une grippe impose une confirmation virologique. Elle repose
principalement sur la détection directe du virus dans un préleévement respiratoire. Différents
outils ont été développés pour une détection sensible et spécifique des virus influenza

saisonniers mais aussi des virus A(H5N1) et du virus pandémique A(HIN1)2009.

Le prélevement

La qualit¢ du prélevement conditionne les performances du diagnostic. En effet, le
prélevement doit étre riche en cellules infectées si 1’on veut avoir des charges de virus
suffisamment importantes pour permettre leur détection. Les prélévements de choix sont non
invasifs tels que les aspirations nasopharyngées ou trachéobronchiques, les écouvillonnages
nasopharynggs et les lavages nasaux ou bronchiques. Pour explorer une infection respiratoire
basse, un liquide broncho-alvéolaire doit étre réalisé. Pour la conservation du virus apres un
écouvillonnage, il est indispensable d’utiliser un dispositif comprenant un milieu de transport
pour virus comme les systemes Virocult ® (ELItech) ou Flock swabs ® (COPAN). Dé¢s sa

réalisation, le prélevement doit étre rapidement acheminé au laboratoire.

Diagnostic direct

Parmi les outils disponibles, il existe les techniques de référence permettant la détection du
virus en culture cellulaire, les techniques utilisant des anticorps spécifiques permettant la
détection des antigénes viraux et enfin les techniques de biologie moléculaire pour la

détection du génome viral.

La culture cellulaire permet de détecter la multiplication du virus présent dans un prélévement
en le mettant en contact avec des cellules permissives a 1’infection par le virus influenza. Les
cellules utilisées peuvent étre des cellules souches diploides, ou des cellules de lignées
continues hétérodiploides d’origine tumorale, pouvant se diviser indéfiniment. Les cellules
permettant la culture du plus grand nombre de sous-types viraux, d’origine humaine ou
aviaire, sont les MDCK (« Madin-Darby Canin Kidney ») qui sont une lignée continue de
cellules de reins de chien. D’autres lignées cellulaires continues sont utilisées, telles que les
LLC-MK2 (cellules de rein de singe rhésus), les Vero (cellules de rein de singe), A549

(cellules de carcinome pulmonaire humain). La culture des virus influenza est possible en
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présence de 5% de CO2 et de trypsine dans le milieu d’infection, a une température comprise
entre 33 et 35°C. L’effet cytopathique peut étre visible entre 2 et 4 jours, en fonction des
capacités de réplication et de la quantité¢ de virus présente initialement dans le prélévement.
Une fois multipliée sur cellules, la souche virale peut étre récoltée, titrée, puis des analyses
complémentaires peuvent étre réalisées telles que le séquencgage de la souche ou 1’étude de sa
sensibilité aux antiviraux. La culture cellulaire n’est réalisée que dans des laboratoires de
Virologie spécialisés et impose un personnel qualifié. Il s’agit de techniques longues imposant
en plus de I’inoculation et du suivi de la culture, I’entretien des lignées cellulaires en parall¢le.
La culture sur ceufs embryonnés reste la technique utilisée pour la production de souches
vaccinales et la production de trés grandes quantités de virus. La plupart des virus influenza,
en particulier les virus aviaires, peuvent étre isolés dans la cavité allantoique ou amnotique

des ceufs embryonnés.

La détection de la présence de virus dans des prélévements de patients est possible par la mise
en évidence des antigénes viraux. Ces techniques reposent sur 1’utilisation d’anticorps
spécifiques dirigés contre les protéines M ou NP, lorsqu’il s’agit de détecter les virus
influenza A ou B en général, ou contre la HA, lorsque 1’on veut déterminer le sous-type viral
précisément. Elles comprennent des tests immuno-enzymatiques (type ELISA),
I’immunofluorescence et les tests de diagnostic rapide de type immuno-chromatographiques,
qui permettent de déterminer en moins de 15 minutes la présence ou non de virus influenza A
ou B. Ces tests sont spécifiques (90 et 95%) mais manquent de sensibilité. Elle est de 1’ordre
de 50 a 70% pour la détection des virus saisonniers mais elle chute a moins de 40% pour la
détection du virus pandémique A(HIN1)2009 '™. Dans tous les cas, si une décision
thérapeutique doit étre prise, une confirmation du diagnostic par RT-PCR ou culture cellulaire

est recommandée.

La méthodologie de choix, pour une détection rapide (moins de 3-4 heures) et sensible des
virus influenza est la biologie moléculaire. En pratique, une séquence cible du génome viral
est amplifiée par un systéme de RT-PCR associant une enzyme de type polymérase, des
amorces capables de s’hybrider spécifiquement et une sonde marquée, si il s’agit de PCR
temps réel. Le facteur d’amplification est de ’ordre de 10° & 10° (si la PCR comprend 30 & 40
cycles). Actuellement la RT («reverse transcription ») et la PCR («polymerase chain
reaction ») se font en une étape, en temps réel, a partir de ’ARN extrait du prélévement.

L’efficacité et les performances des RT-PCR développées reposent en partie sur le choix
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pertinent des séquences d’amorces et de sondes. Des RT-PCR multiplex permettant de
détecter différents virus respiratoires sont disponibles, mais peuvent manquer de sensibilité en
comparaison des RT-PCR simplex. La biologie moléculaire a permis de nettement améliorer
le diagnostic par sa rapidité et sa sensibilité mais nécessite une organisation particuliére des
locaux, un respect strict des modes opératoires, 1’utilisation de contrdles divers : (i) positifs et
négatifs pour s’assurer de ’absence de contaminations, (ii) internes pour détecter la présence
d’inhibiteurs de PCR ainsi que (iii) cellulaires pour évaluer la qualité¢ du prélévement par sa
richesse en cellules. L’interprétation des courbes d’amplification doit étre attentive. Le
résultat est sans appel lorsque les quantités de virus sont importantes mais lorsque la quantité
de virus détecté est faible, le résultat doit étre interprété avec pertinence en fonction de la
qualité du prélévement et du moment ou il a été réalisé par rapport au début des symptomes

cliniques.

Diagnostic indirect

Pour le diagnostic des infections respiratoires, le sérodiagnostic est moins pertinent. D’une
part parce que I’immunité anti-influenza ne permet pas la production d’importants titres
d’anticorps, et d’autre part, parce que les techniques utilisées en routine ne permettent pas de
détecter la présence d’anticorps spécifiques dirigés contre les souches circulantes ou ayant
circulé les mois précédant le diagnostic. Différentes techniques existent et sont plus ou moins
faciles a mettre en ceuvre (fixation du complément, ELISA, séroneutralisation, inhibition

d’hémagglutination).

Le diagnostic spécifique d’une infection grippale est important étant donné qu’il existe un
traitement antiviral adapté. Il doit étre entrepris dés le début des symptomes et doit privilégier

la mise en évidence directe du virus ou de 1’un de ses constituants.

Activités spécialisées : surveillance de [’évolution des souches virales

Le Centre National de Référence (CNR) des virus influenza du sud de la France se trouve au
sein du laboratoire de Virologie du Groupement Hospitalier Est, Lyon. Il fait partie du réseau
mondial de surveillance du virus influenza. Ce réseau s’organise autour de 110 CNR dans 83
pays, coordonnés par 4 Centres Mondiaux de Référence (Londres, Melbourne, Tokyo,
Atlanta). Chaque CNR collecte les prélévements réalisés par des médecins sentinelles, en
ambulatoire, qui leur envoient pendant toute la période épidémique des écouvillonnages de

nez réalisés en systématique, ou devant un tableau clinique particulier ou une suspicion de
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résistance aux antiviraux. Les médecins sentinelles appartiennent au réseau GROG (Groupes
régionaux d’observation de la grippe) associant des cliniciens, des pharmaciens et des
virologues, ou au réseau « Sentinelles » qui rassemble environ 500 médecins libéraux qui
notifient plusieurs maladies infectieuses dont les syndromes grippaux. Ces réseaux ont pour
objectif principal de participer a la détection précoce de la circulation des virus grippaux en

début d’épidémie.

Le CNR a plusieurs missions :
e il collecte et communique les informations cliniques et virologiques nécessaires au
suivi de I’épidémie ;
e il donne I’alerte du début de 1’épidémie ou de I’émergence d’un nouveau virus;
e il surveille I’évolution des caractéristiques antigéniques et de la sensibilité aux
antiviraux des souches virales isolées ;
e il envoie au Centre Mondial dont il dépend les souches variantes et participe donc au

choix des souches virales a introduire dans le vaccin saisonnier.

L’analyse des variations antigéniques est possible par la détermination de la capacité d’une
souche virale a étre reconnue par un sérum de furet spécifique de cette souche. La technique
utilisée repose sur le principe de I’inhibition d’hémagglutination et permet de détecter une
dérive antigénique, méme mineure. L’étude de la sensibilité des virus influenza aux antiviraux,
les inhibiteurs de la neuraminidase (INA), se fait par un test fluorimétrique qui mesure
Iactivité de la neuraminidase en présence ou non d’INA '®. Il est possible, en complément,
de détecter spécifiquement la mutation H274Y / H275Y par séquencage ou pyroséquencage
mais aussi par RT-PCR spécifique . Enfin, les CNR développent des outils de sous-typage
des virus influenza, afin de pouvoir rapidement détecter un virus qui ne serait pas un virus
saisonnier A(HIN1) ou A(H3N2).

Dans I’expérience frangaise de la gestion de 1I’émergence du virus pandémique en avril 2009,
ce sont les 2 CNR francais, I’Institut Pasteur Paris pour le CNR nord et le Laboratoire de
Virologie EST Lyon pour le CNR sud, qui ont développé et mis a la disposition de tous les
laboratoires de Virologie hospitaliers les RT-PCR permettant de faire le diagnostic d’une
infection due au virus A(H1N1)2009. 11 s’agissait d’une part de détecter, avec une trés grande
sensibilité tous les sous-types de virus de type A (RT-PCR M) et d’autre part, de détecter
spécifiquement le virus A(HIN1)2009 (RT-PCR H1 et N1) ', Les deux CNR ont animé le
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« Réseau Grippe A » constitué¢ de 32 laboratoires de Centres Hospitaliers Universitaires (26
en métropole et 6 outre-mer) qui ont développé ce diagnostic en urgence afin de prendre en
charge leur patients rapidement. Les CNR ont ensuite collecté les prélévements pour réaliser
la culture cellulaire et isoler les souches virales. Enfin, ils les ont analysées sur le plan
antigénique et moléculaire pour détecter une éventuelle dérive antigénique et 1’apparition de
mutations pouvant significativement modifier la virulence du virus A(HIN1)2009, sa

pathogénicité ou I’efficacité vaccinale.

5. Traitements antiviraux et résistances

La prescription d’antiviraux a pour objectif de pallier une absence ou une inefficacité de la
vaccination antigrippale et de prévenir les formes graves de grippe, dues aux virus influenza
de type A ou B. Deux types d’antiviraux, spécifiquement actifs sur le virus influenza,
existent : les inhibiteurs de la pompe a protons ou anti-M2 (amantadine et rimantadine) et les

INA (oseltamivir et zanamivir).

5.1. Les inhibiteurs de la pompe a protons (amantadine et rimantadine)

Les inhibiteurs du canal a protons M2 sont des molécules plus anciennes que les INA et
présentent aujourd’hui quelques limites, étant donné une résistance naturelle de nombreuses
souches de virus influenza. Elles sont représentées par I’amantadine et la rimantadine. Ces
molécules se fixent dans la lumiére du canal ionique et bloquent de fagon réversible le
passage des protons. Ils empéchent I’acidification de 1’endosome et donc la libération des
RNPv mais provoque aussi une maturation incorrecte de la HA et des fusions anarchiques des
organites intracellulaires. Les anti-M2 ne sont efficaces a doses thérapeutiques que sur les
virus de type A, mais aujourd’hui 30% de ces souches sont résistantes '**'*. Leur efficacité
semble limitée a une réduction de la durée des symptomes et leur contre-indication formelle
lors de la grossesse font des anti-M2 des molécules qui ne sont pas recommandées en
monothérapie. Elles peuvent néanmoins améliorer 1’efficacité des INA lorsqu’elles leur sont

associées.
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5.2. Les inhibiteurs de la neuraminidase (INA)

Ce chapitre est entierement repris dans la revue (Annexe 5):

INTERET DES INHIBITEURS DE LA NEURAMINIDASE DANS LA PRISE EN
CHARGE DES INFECTIONS DUES AUX VIRUS INFLUENZA
O. Ferraris, V. Escuret, M. Bouscambert-Duchamp, B. Lina, F. Morfin.

Article en frangais

Pathol Biol 2010, 58 (2) :e69-78.

6. Prévention

Le meilleur moyen de lutter contre I’infection grippale reste la prévention et en particulier la
vaccination. Les défis concernant la vaccination sont nombreux. D’une part, la réactualisation
annuelle de la composition du vaccin est nécessaire et impose donc un délai pour la
production de 6 mois entre le moment ou les souches sont choisies et la mise sur le marché
des premieres doses. D’autre part, I’immunogénicité du virus étant moyenne, il est nécessaire
pour les fabricants de produire de trés grandes quantités de virus ce qui représente une vraie
difficulté et repose sur la culture virale sur oeuf. Actuellement, de nombreux procédés de
production sont en cours de développement pour améliorer la production d’antigéne. Il ne faut
pas pour autant négliger les mesures barrieres et les traitements prophylactiques qui
permettent, lors du démarrage d’une épidémie dans une collectivité par exemple, de prévenir

I’infection.
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TRAVAUX ORIGINAUX

A. Outils et pr otocoles développés

1. Quantification virale

1.1. Principe

Les techniques de quantification virale classiques reposent sur la mise en culture de la
suspension virale que 1’on veut titrer apres plusieurs dilutions de 10 en 10. L’apparition d’un
ECP ou le décompte du nombre de plages de lyse formées, permettent de déterminer le titre
infectieux de la suspension virale. La premiere technique est réalisée en plaque 96 puits et
permet de déterminer la DICT50 (Dose Infectieuse en culture de tissus 50%) qui est la
dilution de la suspension correspondant au puit dans lequel, I’ECP concerne 50% de la
surface de cellules inoculées. 1l est d’usage de considérer une DICT50 comme une dose
infectieuse. La seconde technique consiste a inoculer des cellules MDCK, puis a figer
I’infection par de 1’agar. Le décompte des plages de lyse ainsi formées permet d’exprimer la
concentration en pfu/ml (« plaque forming unit »). Ces techniques présentent I’avantage de
détecter les particules virales infectieuses mais sont longues et fastidieuses.

Pour déterminer les quantités de génomes viraux libérés dans le surnageant au cours des
cinétiques virales, nous avons développé une technique rapide (1,5 heures) et plus facile a
mettre en ceuvre : une RT-PCR quantitative en temps réel '*7. Cette technique est capable de
détecter le génome de tous les sous-types de virus influenza A car elle amplifie une séquence
de 152 pb du géne de matrice (M) qui trés est conservé parmi les virus influenza A. Elle

détecte avec la méme efficacité la séquence M des souches utilisées lors de notre étude.

Pour mesurer précisément la quantité de virus dans une suspension virale, nous avons produit
un plasmide ADN contenant un insert de 421 pb possédant notre séquence cible et de
concentration connue, exprimée en nombre de copies de génome par ml (ou par ul). La

quantification est alors possible si dans une série d’analyse, une gamme de dilution de
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plasmide de 10 en 10 est ajoutée. Depuis 2009, dans le contexte de mise au point des outils de
détection du virus A(HIN1)2009, un transcrit, ou ARN de synth¢se, a été produit par le CNR
nord (V. Enouf et S. van der Werf) et nous 1’avons utilisé pour 1’évaluation de notre RT-PCR.
Nous avons développé cet outil sur deux types de plateformes d’amplification : ABI 7500
(Applied Biosystems) et LightCycler® 480 (Roche). Les courbes d’amplification sont lues et

analysées par les logiciels des fournisseurs.

1.2. Caractéristiques

La caractérisation de la RT-PCR M quantitative repose sur la détermination de I’efficacité de
I’amplification, de la limite de détection de la technique, de la spécificité, de la
reproductibilité et de la répétabilit¢ selon les recommandations MIQE (« minimum
information for publication of quantitative real-time PCR experiments ») de Bustin ez al.''’ et

les critéres de validation d’essais de tests diagnostic en Virologie clinique de Rabenau ef al''".

Les résultats de cette évaluation sont publiés dans I’article : publication 1

PANDEMIC A(H1IN1)2009 INFLUENZA VIRUS DETECTION BY REAL TIME RT-
PCR : IS VIRAL QUANTIFICATION INTERESTING?

M. Bouscambert Duchamp, J.S. Casalegno, Y. Gillet, E. Frobert, E. Bernard, V. Escuret, G.
Billaud, M. Valette, E. Javouhey, B. Lina, D. Floret, F. Morfin.

Clin Microbiol Infect. 2010 Apr;16(4):317-21. Epub 2010 Jan 28.

1.3. Applications

La RT-PCR M quantitative temps réel a été utilisée pour la détermination des quantités de
virus présentes dans différents types de matériels : suspensions virales (surnageants de culture

cellulaire lors des cinétiques de croissance virale) mais aussi dans des échantillons cliniques.
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1.3.1. Quantification virale dans les prélévements et stratégie de suivi de I’excrétion

virale

En utilisant la RT-PCR quantitative M il est possible de quantifier précisément les titres de
virus influenza dans de nombreux types de prélévements respiratoires ou autres (sang,
biopsies, LCR...). Parce que cette RT-PCR permet une détection sensible de tous les sous-
types de virus influenza A, et peut donc permettre la détection de virus influenza A variants,
son protocole a été transmis, en mai 2009, a I’ensemble des laboratoires du réseau « Grippe
A » par la Direction Générale de la Santé, pour le diagnostic des infections dues au virus
pandémique A(HIN1)2009. Cette RT-PCR est désormais utilisée par plus de 32 laboratoires
de Virologie en France.

Une stratégie de quantification de la charge virale dans les prélévements respiratoires a ¢€té
développée sur le principe de 1’étude de la charge virale corrigée en fonction de la quantité de
cellules présentes dans le prélevement. La qualité du prélévement, c’est a dire sa richesse en
cellules, est estimée par la quantification précise par RT-PCR en temps réel du nombre de
copies de genes cellulaires « ménagers » dans le prélévement. Nous disposons de deux RT-
PCR capables de détecter la présence d’acides nucléiques humains : une RT-PCR quantitative
de détection de la GAPDH (glycéraldéhyde 3-phosphate deshydrogénase) (A) et une RT-PCR

semi-quantitative de détection de la RnaseP (ribonucléase P) (B).

A. RT-PCR quantitative GAPDH

Ce protocole a été développé par le CNR Grippe région nord, Institut Pasteur (V. Enouf, S.
van der Werf) et utilise une gamme de transcrit GAPDH dilué de 10 en 10. Une gamme est
ajoutée a chaque série de qRT-PCR GAPDH. La charge cellulaire GAPDH est mesurée pour
chaque échantillon et elle est exprimée en nombre de copies/ml. La charge virale mesurée par
qRT-PCR M est ensuite corrigée en fonction de la charge cellulaire GAPDH de la fagon

suivante :

Charge virale corrigée (copies/ml) = Charge virale M / Charge GAPDH x (moyenne charge GAPDH)
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Cette stratégie a été retenue pour la détermination des quantités de virus excrétées dans le
cadre de protocoles de recherche clinique nationaux tels que Bivir ou FluCo. Les résultats de

I’étude Bivir sont publiés dans I’article :

Annexe 1

VIROLOGICAL EFFICACY AND SAFETY OF OSELTAMIVIR ZANAMIVIR
COMBINATION COMPARED TO EACH MONOTHERAPY FOR SEASONAL
INFLUENZA: A RANDOMIZED TRIAL

X. Duval, S. van der Werf, T. Blanchon, A. Mosnier, M. Bouscambert - Duchamp, Tibi,
V.Enouf, C.Charlois — Ou, C. Vincent, L. Andreoletti, F. Tubach, B. Lina, F. Mentré,
C.Leport.

Soumis dans PloS Pathogen, 26 avril 2010.

B. RT-PCR semi-quantitative RNaseP

Une stratégie de quantification similaire de 1I’excrétion virale corrigée en fonction de la qualité
du prélevement a été utilisée pour I’étude de la corrélation entre I’excrétion virale et la
sévérité clinique, dans une cohorte d’enfants durant I1’hiver 2009-2010 (pandémie
A(HINT)2009). La correction étant réalisée en fonction de la charge cellulaire Rnase P (RT-
PCR semi-quantitative RNaseP).

Le protocole de la RT-PCR RnaseP est disponible sur demande auprés du CDC

(cdcinfo@cdc.gov). Elle utilisée en mode semi-quantitatif. Aucune gamme de quantification

n’est utilisée mais chaque essai est validé avec une ligne de base de fluorescence dRn de 0,02.
La charge virale mesurée par qRT-PCR M est ensuite corrigée en calculant la valeur du Ct
modifiée par le ratio du Ct en RT-PCR RNaseP de 1’échantillon et de la moyenne des Ct en
RT-PCR RNasaP de la fagon suivante:

Valeur Ct influenza A (qQRT-PCR M) échantillon x valeur Ct RNaseP / moyenne des valeurs Ct RNaseP
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Les résultats de cette évaluation sont publiés dans I’article : publication 1

PANDEMIC A(HIN1)2009 INFLUENZA VIRUS DETECTION BY REAL TIME RT-PCR :
IS VIRAL QUANTIFICATION INTERESTING?

M. Bouscambert Duchamp, J.S. Casalegno, Y. Gillet, E. Frobert, E. Bernard, V. Escuret, G.
Billaud, M. Valette, E. Javouhey, B. Lina, D. Floret, F. Morfin.

Clin Microbiol Infect. 2010 Apr;16(4):317-21. Epub 2010 Jan 28.

Ces outils peuvent donc étre utilisés, dans le cadre d’études cliniques telles que Bivir et Fluco
(Etude des formes séveres de grippe durant 1’hiver 2009-2010), pour déterminer la charge
virale dans des prélévements respiratoires et sanguins (virémie) mais ils permettent aussi de
valider la qualité du prélévement. Ils permettent aussi de contrdler I’absence d’inhibition de
PCR. En effet, en cas de Ct en RT-PCR RNaseP ou en GAPDH supérieur a 36, la présence
d’un éventuel inhibiteur de PCR doit étre suspecté et une recherche spécifique doit étre
réalisée avant de conclure a I’invalidité du prélevement du fait de sa pauvreté en cellules. Le
controle de la présence d’un inhibiteur peut se faire par 1’ajout de Sul de transcrit M a la
concentration de 10* copies/5pl aux 5pl d’ARN de 1’échantillon suspecté. L’analyse en qRT-
PCR M des 10ul du mélange permet de détecter un probléme d’inhibition si le Ct mesuré est

supérieur a 33.

1.3.2. Développement d’un protocole de cinétique de croissance virale

Les capacités réplicatives d’un virus peuvent étre évaluées par le suivi de sa cinétique de
croissance virale sur systéme cellulaire. Des MDCK en plaque 6 puits sont inoculées avec une
suspension virale diluée dans du milieu d’infection (MEM additionné de trypsine au
1/1000°™) de fagon 4 mettre en contact 1 dose infectieuse pour 10 000 cellules (MOI 107%).
Apres un temps de contact, sous agitation a 37°C d’une heure, le milieu est enlevé et remplacé
par 3 ml de milieu d’infection. La cinétique commence et se traduit par un prélevement de
surnageant réalisé a différents temps (0, 18h, 24h, 42h, 48h, 66h). Des temps supplémentaires
peuvent étre ajoutés si les cellules ne sont pas toutes lysées a 66 heures. Chaque prélévement
est réalisé apres agitation (homogénéisation) puis il est centrifugé a 10 000trs/min pendant 10
min avant d’étre décanté pour étre extrait. L’extraction de I’ARN est ensuite réalisée a partir

de 140ul de surnageant en colonne (QIAmp Viral RNA Minikit, Qiagen) et ¢lué dans 60ul de
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tampon d’élution. Les points de cinétiques des virus que I’on souhaite comparer sont ensuite
analysés en QRT-PCR M dans la méme série et le titre de chacun d’entre eux est exprimé en
nb de copies/ml ou ul ou en log;o de copies/ml ou pul de surnageant (Figure 9). L’analyse des
profils de cinétiques de croissance virale permet de mettre en évidence d’éventuelles
différences de comportement, dans un systeme cellulaire définis, entre des virus que 1’on veut

comparer.
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Figure 9: exemple de cinétique de croissance virale de deux virus influenza réalisées sur
MDCK.
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Apres inoculation du virus a MOI précise, un prélevement de surnageant cellulaire est réalisé
a chaque temps, de t0 a t66 heures. Le titrage infectieux est réalisé par gqRT-PCR M et
exprimé en log;y copies/ml. Les temps précis a relever pour pouvoir comparer les profils de
cinétiques de deux virus sont : (A) le temps a partir duquel la production virale commence a
étre détectable ; (B) la pente de croissance exponentielle ; (C) le temps a partir duquel la

croissance se stabilise en plateau et (D) le titre infectieux atteint par le virus au plateau.
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Applications
Nous avons réalisé¢ des cinétiques de croissance virale dans différents projets dont les

objectifs étaient de caractériser des virus influenza émergents :

e Virus influenza réassortants A(H1IN1)2009 résistants a I’oseltamivir

Publication 2

NOVEL INFLUENZA A(HINI)v IN VITRO REASSORTANT VIRUSES WITH
OSELTAMIVIR RESISTANCE

M. Bouscambert-Duchamp®, M. Ottmann®, J.S. Casalegno, E. Frobert, V. Moules, O.
Ferraris, M. Valette, V. Escuret, B. Lina. * co-auteurs

Accepté le 12/01/2010 : Antiviral Therapy

e Virus influenza possédant un génome a 7 segments A(H3NO) (absence de la NA)

Annexe 2

IN VITRO CHARACTERIZATION OF NATURALLY OCCURING INFLUENZA
A(H3NO) VIRUSES LACKING THE NA GENE SEGMENT: TOWARD A NEW
MECHANISM OF VIRAL RESISTANCE

V. Moules, O. Ferraris, O. Terrier, E. Guidice, M. Yver, J.P. Rolland, M. Bouscambert-
Duchamp, C. Bergeron, M. Ottmann, E. Fournier, A. Traversier, C. Boule, A. Rivoire, L.
Yipu, A. Hay, M. Valette, R. Marquet, M. Rosa-Calatrava, N. Naffakh, G. Schoehn, D.
Thomas, B.Lina.

Accepté dans Virology, 27 avril 2010.

e Virus influenza A(H1N1) résistants a I’oseltamivir ayant circulé au cours de

I’hiver 2007-2008

Annexe 3

OSELTAMIVIR-RESISTANT INFLUENZA A(HIN1) VIRUSES IN SOUTH OF FRANCE,
2007-2009.

J.S. Casalegno, M. Bouscambert-Duchamp, V. Caro, 1. Schuffenecker, M. Sabatier, A.
Traversier, M. Valette, B. Lina, O. Ferraris, V. Escuret.

Accepté dans Antiviral Research, 20 mai 2010.
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2. Production de virus réassortants par génétique inverse

2.1. Principe de la génétique inverse

En 2000, un systéeme de production de virus influenza in vitro a été mis au point. Il s’agit d’un
systtme complexe de transfection d’une lignée cellulaire avec 8 plasmides, comprenant
chacun la séquence ADNc d’un seul segment génomique du virus influenza °. Chaque
plasmide possede deux promoteurs (Poll et Polll) permettant d’une part, la synthése des
ARNm qui seront traduits en protéines virales et d’autre part, I’obtention des 8 ARN
génomiques viraux de polarité négative. Soixante douze heures apres la transfection de ces 8
plasmides dans une suspension de cellules 293T et passage sur MDCK de cette suspension
cellulaire, il est possible d’obtenir des titres infectieux de I’ordre de 2 10° 4 2 10’ DICT50/ml,
en fonction des propriétés réplicatives du virus produit. Grace a ce systéme dit de « génétique
inverse », il est possible de produire in vitro, a fagon, des virus influenza de type A, y compris
des virus réassortants, mélange de souches humaines et animales. Il est aussi possible de
modifier les séquences de chacun des segments par mutagenése dirigée et de produire ainsi
des virus réassortants présentant des mutations leur conférant un pouvoir pathogene

particulier (virulence, sensibilité ou résistance aux molécules antivirales...).

2.2. Souches virales étudiées

Les systemes de génétique inverse complets de 3 souches de virus influenza ont été
synthétisés : un virus saisonnier humain A(H3N2), un virus aviaire hautement pathogene
A(H5N1) et un virus aviaire faiblement pathogéne A(HS5N2). Un systeme de génétique
inverse est en cours de synthése pour le virus A(HS5NI) hautement pathogene

A/Turkey/16/2006 (Tableau 7).
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Tableau 7: caractéristiques des souches de virus influenza utilisées pour la production
des systemes de génétique inverse utilisés dans notre étude.

A(H3N2) A(H5N1) A(H5NT1) A(H5N2)
Nature du virus Virus humain Virus aviaire hautement Virus aviaire Virus aviaire
saisonnier pathogene (clade 1) hautement faiblement pathogéne
pathogéne
(clade 2.2)
Nom completde la A/ Moscow/10/99 A/ Vietnam/ 1194/2004 A/ Turkey/ 16/2006 A/ Finch/ England/
souche 2051/91
Classe de 2 4 4 2
’organisme
Origine Souche prototype Souche isolée d’un cas  Souche isolée d’un Souche isolée chez
humaine humain au Vietnam cas humain en I’oiseau en Angleterre
parfaitement Turquie

caractérisée, ayant
fait partie de la
composition
vaccinale de 2000 a
2005

2.3. Production d’un clone de génétique inverse

Chacun des 8 segments de gene de ces quatre virus a été amplifié¢ avec les amorces publiées
par Hoffmann er al * puis cloné dans le vecteur phW2000. Il posséde une origine de

réplication (« colEI-origin of replication ») et les différentes cassettes suivantes (Figure 10) :

e un géne de résistance a I’ampicilline (béta-lactamase) permettant la sélection, sur
milieu supplémenté en antibiotiques, des plasmides ayant inséré la séquence cible et
devenus AmpiR.

e le promoteur de la polymérase humaine, « PIh » ou « poll », qui induit la réplication
par I’ARN-polymérase I cellulaire humaine des ARN viraux de polarité négative, non

coiffés.

e Le site terminateur murin « tI » qui stoppe I’ARN-polymérase I
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e Le promoteur de la polymérase II humaine « polll CMV », qui induit la transcription,
par I’ARN-polymérase II cellulaire humaine, de I’ADNc inséré en ARNm codant,
coiffé et terminé par une queue polyA. Ces ARNm pourront passer dans le cytoplasme
sans étre dégradés et étre traduits en protéines virales. Ce promoteur est celui du

cytomégalovirus qui peut étre reconnu par I’ARN-polymérase I1.
e Un site de polyadénylation « allBGH » qui ajoute une queue polyA a I’ADNc placé en
aval de cette séquence. C’est le signal de polyadénylation de I’hormone de croissance

bovine qui est reconnue par I’ARN-polymérase Il humaine.

Le promoteur pol I et le terminateur tI sont séparés par deux sites de restriction BsmBI.
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Figure 10: représentation schématique du plasmide d’expression phw2000 (d’aprés *)

10 proteins PB1, PB2, PA, HA, NP, NA, M1, M2, NS1, NS2/NEP proteins
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Représentation schématique du plasmide d’expression de génétique inverse phw2000. Ce
plasmide posséde deux promoteurs, Py de la polymérase I (pol I) et Py CMV de la
polymérase II (pol II), qui permettent la synthése d’une copie d’ARNv et d’une copie
d’ARNm a partir de I’ADNc de chacun des 8 segments. Le promoteur pol 1 (Pp) et le
terminateur pol I (t;) constituent I’unité de transcription pol I qui est entourée par le pormoteur
pol IT (P CMV) du cytomegalovirus humain et par un signal de polyadénylation (ayBGH) du
géne de I’hormone de croissance bovine. Apres transfection des 8 plasmides d’expression,
deux types de molécules sont synthétisés. Un ARNv de polarité négative synthétis¢ par la pol
I cellulaire a partir du promoteur Pp. L’ARNv synthétisé contient une région non codante
(NCR «non coding region ») en 3’ et 5°. La transcription par pol II produit un ARNm, cappé
en 5’ et possédant une queue polyA en 3’. Les ARNm sont traduits en protéines virales.

L’ATG du cDNA viral est le premier ATG situé apres le site promoteur de transcription Py

CMV.
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Pour chaque systéme, les 8 plasmides ont été construits de la fagon suivante (Figure 11). Cent
quarante microlitres de souche virale ont été extraits sur colonne, selon les recommandations
du fournisseur (QIAmp viral RNA minikit, Qiagen) et élu¢ dans 60ul. A partir de ’ARN
purifié, I’ADNc a été obtenu par transcription inverse un utilisant une amorce universel
(Unil2primer « 3’-AGCAAAAGCAGG-5" », Eurogentec), selon le protocole d’utilisation de
I’enzyme AMV Reverse Transcriptase (Promega).

Les amorces utilisées pour 1’amplification spécifique de chaque segment de gene possedent
une séquence spécifique en 3’ du géne a amplifier et un site de restriction BsmBI en 5’.
Chaque PCR est réalisée en utilisant le kit Expand high fidelity PCR system (Roche). Cinq pl
d’ADNc sont ajoutés, 5 ul de tampon 10X, 2 ul de ANTP (40 nM), 0,75 ul d’amorce sens et
0,30 ul d’amorce antisens et 0,75 pl d’enzyme pour un volume réactionnel final de 50 pl.
Apres une étape de dénaturation de 3 min a 94°C, 39 cycles d’amplification sont réalisés
comprenant une ¢tape de dénaturation de 30 s a 94°C, une étape d’hybridation de 30 s a 58°C
et une étape d’élongation de 7 min a 72°C. Enfin une étape d’élongation finale est
programmée a 72°C pendant 7 min. Le produit de PCR est ensuite digéré par BsmBI puis
cloné dans phw2000.

Chaque plasmide a été produit en quantité suffisante pour les études envisagées et stocké en
glycérol. Leurs séquences exactes ont été déterminées afin de s’assurer qu’aucune
modification n’était survenue sur la séquence clonée par rapport a la séquence du virus. Enfin,
la fonctionalité de chaque plasmide a été testé individuellement, par la production par
génétique inverse, d’un virus infectieux contenant le plasmide a tester sur un fond génétique

déja validé.
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Figure 11 : représentation schématique de la procédure permettant de produire un systeme de

génétique inverse (A) et un virus influenza infectieux par génétique inverse (B).
A

Expression plasmids
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A. Représentation schématique de la procédure permettant de construire le systéme de génétique inverse
d’un virus influenza. Ce systéme est constitué de 8 plamides d’expression, produits a partir de I’ARN
du virus parental. Une transcription inverse puis 8 PCR sont réalisées avec des amorces comprenant une
séquence spécifique de chaque segment a amplifier et un site de restriction BsmBI. Aprés amplification,
les 8 segments sont digérés puis clonés dans le plasmide d’expression phw2000. Les 8 plasmides
possédent une copie d’ADNc de la séquence de chacun des 8 segments du génome viral, ainsi que les
promoteurs pol I et pol II. Ces promoteurs permettent de produire a partir de I’ADNc, une copie d’ARN
viral ainsi qu’une copie d’ARN de polarité positive qui sera ensuite traduit en protéine.

B. Représentation schématique de la procédure permettant de produire un virus influenza infectieux par
génétique inverse. Les 8 plasmides sont transfectés dans des cellules 293T et le virus influenza produit
est ensuite amplifié sur MDCK.
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2.4. Production de virus réassortants

Les virus réassortants sont obtenus par transfection des 8 plasmides d’expression dans des
cellules 293T (Figure 11). Une préparation d’1ug de chaque plasmide est additionnée de 60 pl
Superfect (Qiagen) puis de 280 pl de milieu Opti-MEM (GIBCO-BRL). Aprés une incubation
de 10 min, le mélange est ajouté a 2,6 ml d’Opti-MEM qui sont ensuite mis en contact avec
les cellules 293T en plaques 6-puits. Aprés un temps de contact de 3 h a 37°C, les cellules
sont lavées et 4 ml d’Opti-MEM/BSA 0,3% sont ajoutés. Les cellules sont incubées a 37°C
pendant 24 h puis de la trypsine au 1/1000 est ajoutée. Quarante-huit heures post-transfection,
les virus présents dans le surnageant sont récoltés, centrifugés et inoculés sur MDCK pour
permettre leur amplification. Les virus sont ensuite récoltés avant que I’ECP lu soit a 100%,

puis les surnageants sont centrifugés et congelés a —80°C.

3. Production de virus réassortants par co-infection virale

3.1. Principe de la co-infection virale

Le principe des co-infections virales repose sur l’infection de MDCK (ATCC, CCL34) par
deux souches de virus influenza afin de reproduire les conditions d’un réassortiment naturel.
Les cellules sont entretenues dans le milieu Ultra-MDCK (Lonza, Levallois Perret, France)
supplémenté par un mélange pénicilline-streptomycine (100 U/ml et 100 g/ml, respectivement,
Lonza) et 2 mM de L-Glutamine (Lonza). Toutes les infections sont réalisées en milieur
EMEM (Eagle’s Minimum Essentiel Medium, Lonza) supplémenté avec 100 u/ml de
pénicilline, 100 g/ml de streptomycine, 2 mM de L-Glutamine, 1 g/ml de trypsine acétylée
(Sigma Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France).

Le protocole de co-infection prévoit d’ajouter au milieu d’infection du carboxylate
d’oseltamivir (aimablement fourni par N. Robert, Roche Products LTD, Hertfordshire) a 1 M
pour réduire I’activité des NA exprimées a la surface des cellules infectées ce qui favorise la
sur-infection de la cellule par une autre souche virale ''>'"*. Enfin I’oseltamivir empéche la
multiplication des virus sensibles et permet donc la sélection des clones de virus résistants a

I’oseltamivir.
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Deux protocoles de co-infections ont été¢ développés : super-infection et co-infection. Ils sont

présentés dans la section « Matériels et Méthodes » de I’article : publication 2.

NOVEL INFLUENZA A(HINl)v IN VITRO REASSORTANT VIRUSES WITH OSELTAMIVIR
RESISTANCE

M. Bouscambert-Duchamp*, M. Ottmann®, J.S. Casalegno, E. Frobert, V. Moules, O. Ferraris, M. Valette, V.
Escuret, B. Lina.* co-auteurs

Accepté le 12/01/2010: Antiviral Therapy

3.2. Développement d’un protocole de super-infection virale

Dans le protocole de super-infection, une des deux souches est inoculée sur MDCK a une
MOI forte de 0,5 (1 dose infectieuse pour 2 cellules) a 34°C. Apres 1h, le surnageant est
remplacé par du milieu d’infection supplémenté en oseltamivir et incubé 3 h a 34°C. Les
cellules sont ensuite sur-infectées par la deuxiéme souche a une MOI de 0,5. Apres 1h
d’incubation, les cellules sont lavées et de nouveau incubées 18 h en milieu d’infection

supplémenté en oseltamivir.

3.3. Développement d’un protocole de co-infection virale simultanée

Dans le protocole de co-infection, les MDCK sont simultanément infectées par les deux virus,
dilués dans du milieu d’infection sans oseltamivir, a une MOI de 0,1 (1 dose infectieuse pour
10 cellules) pendant 1 h a 34°C. Apres ce temps de contact, le milieu est jeté et remplacé par
du milieu d’infection supplémenté en oseltamivir et les cellules sont incubées pendant 18 h a

34°C.

3.4. Sélection des clones de virus réassortants

Dans les deux protocoles, apres 18 h post-infection, les surnageants de culture sont récoltés et
dilués 10 fois, en milieu d’infection supplémenté par 1g/ml de trypsine. Afin d’isoler les
clones des virus réassortants issus des protocoles de co-infection, des plages de lyse sont

réalisées. Pour cela, des MDCK confluentes sont inoculées par ces dilutions et aprés une
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incubation de 1 h a 34°C, les cellules sont recouvertes par un mélange d’EMEM contenant
0,55% d’agarose, 1 g/mL de trypsine et 50 M de carboxylate d’oseltamivir. Apres 48 h a 34°C,
les plages de lyse sont repérées et les clones suffisamment isolés et de tailles différentes sont
récupérés. Les clones ainsi isolés sont récupérés puis dilués, afin d’étre inoculés sur MDCK.

Apres 48 h a 34°C, les surnageants sont récoltés et congelés a —80°C.
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B. Résultats : Partie |

1. Quantification virale

1.1. Grippe A(HIN1)2009 : intéréts de l1a mesure de I’excrétion virale nasale

Publication 1

PANDEMIC A(HIN1)2009 INFLUENZA VIRUS DETECTION BY REAL TIME RT-
PCR : IS VIRAL QUANTIFICATION INTERESTING?

M. Bouscambert Duchamp, J.S. Casalegno, Y. Gillet, E. Frobert, E. Bernard, V. Escuret, G.
Billaud, M. Valette, E. Javouhey, B. Lina, D. Floret, F. Morfin.

Clin Microbiol Infect. 2010 Apr;16(4):317-21. Epub 2010 Jan 28.
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ORIGINAL ARTICLE

Pandemic A(H1N1)2009 influenza virus detection by real time
RT-PCR : is viral quantification useful?

M. Bouscambert Duchamp®?, J S. Casalegno®?, Y. Gillet®, E. Frobert™?, E. Bernard®, V. Escuret’?, G. Billaud®, M. Valette'?,
E. Javouhey?, B. Lina>?, D. Floret® and F. Morfin®?

1) Hospices Quils de Lyon, National Influenza Centre (South of France), Laboratory of Mrology, Bron, 2) Universite de Lyon, Université Lyon 1 Mirologie et
Pathologie Humaine, CNRS FRE 3011, Lyon Cedex and 3) Hospices Qvils de Lyon, Groupement Hospitalier Est, Hopital femme-mere-enfant, Paediatric
units, Bron, France

Abstract

The emergence of the influenza A(HIN 1) 2009 virus prompted the development of sensitive RT-PCR detection methods. Most are rea
time RT-PCRs which can provide vira quantification. In this manuscript, we describe a universa influenza A RT-PCR targeting the
matrix (M) gene, combined with an RNaseP RT-PCR. These PCRs dlow the detection of al influenza A virus subtypes, including
A(H1IN1)2009, together with a real-time assessment of the quality of the specimens tested. These PCR procedures were evauated on
209 samples collected from paediatric patients. Vira loads determined through Ct values were corrected according to the RNaseP Ct
value. The mean vird load in the collected samples was estimated to be 6.84 log RNA copiesmL. For poor quality samples (RNaseP
Ct > 27), corrections resulted in +3 to +8 Ct values for the M gene RT-PCR. Corrected influenza Ct values were lower in late
samples. No correlation was established between vird loads and clinical severity or duration of disease.This study shows that rea time
RT-PCR targeting the matrix gene is a reliable tool for quantification of type A influenza virus but emphasises the need for sample
qudity control assessment through cellular gene quantification for reliable estimation of the vira load. This method would be useful for
disease management when repeated specimens are collected from an infected individual.

Keywords: Clinica features, influenza A(H1N1)2009, matrix gene, paediatric, rea time RT-PCR, RNaseP gene, viral load
Invited article
Editor: X. de Lamballerie
Article published online: 28 Jnuary 2010
lin Microbiol Infect 2010; 16: 317-321
oudy been detected [1-3]. Moreover, specific clinica
features have been reported for infections associated with
the A(HIN1)2009 virus. Most hospitalized patients are under
the age of 18 and very few are over 65 years [4]. Pneumonia
is detected in 40% of cases [4]. Between 40% and 70% of
patients with severe symptoms have an underlying medical
history [2,4].

Snce May 2009, the two French Nationd Influenza Cen-
tres (NICs) have worked together to develop rapid and sen-
stive methods to detect the A(HIN1)2009 virus. The

Corresponding author and reprint requests: M. Bouscambert
Duchamp, Hospices Civils de Lyon, National Influenza Centre (South
of France), Laboratory of Virology — Bat A3, 59 Boulevard Pinel,
F69677 Bron Cedex, France

E-mail: maude.bouscambert-duchamp@chu-lyon.fr

Introduction

The new variant A(HIN1) influenza virus was originaly
detected in April 2009 in Mexico and the USA. Subsequently,
it disseminated worldwide. In Fance, this virus was first
detected in May 2009 and the first epidemic was reported in
October, with the proportion of severe cases and deaths
increasing  rapidly  (http://www.invs.sante.fr/surveillance/
grippe_dossier/index_H1N 1.htm).

The RNA genome of A(HIN1)2009 virus comprises a
specific combination of gene segments that had never previ-

strategy chosen included two rea-time RT-PCRs: one target-
ing the M gene (M RT-PCR) for sensitive detection of all
subtypes of type-A influenza virus and the second, targeting
the HA gene, for specific detection of A(HIN1)2009 virus.
The M RT-PCR described here was actudly developed for
influenza A virus quantification before the emergence of the
A(HIN1)2009 virus. This PCR strategy was supported by a
ribonuclease P (RNase P) RT-PCR for assessment of the
qudity of the samples. In addition to rea time evauation of
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the qudity of specimens, we also looked for evidence of a
relationship between Ct value (vird load) and disease sever-
ity during the A(H1N1)2009 pandemic.

Materials and Methods

Patients

Overall, 209 patients postive for A(HIN1)2009 were
included in the study between the 1st of October 2009 and
the 4th of November 2009. Clinical data were collected retro-
spectively. The mean age of the patients was 5.9 years (+3.8);
12.5% of the patients were below 1 year of age. The M:F sex
ratio was 1.06. There was no health risk factor in 63.5%of the
patients; reported health risk factors were asthma (24.5%,
chronic cardiac disease (4.8%9), prematurity (3.8%9 and other
(3.4%9. The mean delay between onset of clinica symptoms
and consultation was 2.07 days (2 days). The most fre-
quently reported symptoms were cough (87.9%9, fever
(86.299, rhinitis (36.2%9 and myalgia (22.2%9. Nine per cent of
the patients were hospitaized, only one of whom required
admission to the intensive care unit. Neuraminidase inhibitors
were prescribed in 41.6% of the cases, with oseltamivir or
zanamivir in 92.6%and 6.2%o0f the treated cases, respectively.

Samples

Nasa swabs were sent to the laboratory in <12 h after sam-
pling. Upon arrival, they were placed in 3 mL of transport
medium for vira culture; 200 | L of this medium was used
for RNA purification on NucliSens easyMAG  instrument
(bioMérieux). After extraction, RNA was eluted in 701 L
and stored a +4 C until RT-PCRs were performed the same
day. Longer storage was carried out at ) 80 C.

To determine the specificity of the RT-PCRs, 16 samples
from patients positive for different respiratory viruses were
tested in M RT-PCR and H1 RT-PCR (developed by NIC,
North of France, Institut Pasteur, Paris). These samples were
known to be positive for seasonad influenza A(HINZ1),
A(H3N2), B viruses, respiratory syncytid virus A or B, boca
virus, paranfluenza 1-3, metapneumovirus, rhinovirus,
enterovirus, adenovirus, cytomegalovirus, herpes simplex
virus or varicella-zoster virus.

To vdlidate the wide spectrum of influenza A subtypes
detected by M RT-PCR, we tested 18 avian, swine and

human A influenza viruses including A/Vietnam/1194/2004
(H5N1), A/Turkey/13/2006 (H5N1), A/Hnch/Engand/2051/
2002 (H5N2) and A/Swine/Engand/117316/86 (HIN1).

A cdlibrated synthetic RNA transcript was kindly provided
by V. Bhouf and S van der Werf (NIC North of Fance,
Institut Pesteur, Paris) and used for the assessment of the M
RT-PCR. This transcript is the negative strand of the Open
Reading Frame of the M gene (from the ATG to nucleotide
982). The transcript was diluted in distilled water to obtain a
solution a a concentration of 10° copies/l L and stored at
) 80 C. Two dilutions were used in each assay: 10* copies/
51 L, corresponding to a Ct value of 30 and 10° copiesd5 | L,
corresponding to a Ct value of 26.

Influenzareal time RT-PCR

The primers and probe targeting the haemagglutinin gene
and designed for the specific detection of A(HIN1)2009 are
available upon request (grippe@pasteur.fr). The primers tar-
geting the matrix gene and designed for universal detection
of influenza A viruses were previously described for a classi-
cd RT-PCR [5] and the probe was designed on Primer
Express version 3 software (Applied Biosystem, Foster City,
CA, USA) (Table 1). Specificity of oligonucleotides was
assessed by performing a loca aignment search (blastn;
http://blast.nchi.nim.nih.gov./Blast.cgi).

Reactions were performed in duplicate in 251 L final vol-
ume reaction containing 51 L of purified nucleic acid tem-
plate, 125 | L of 21 reaction mix (3 mM Mg,"), 2| L of each
10 | M primers (final concentration a 800 nM) and 11 L of
51 M probe (fina concentration a 200 nM). FHnaly 0.5 | L of
Rox reference dye (10-fold pre-diluted) was added and
051 L of enzyme mix (Superscript Il Patinum One-Sep
Quantitative RT-PCR System, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). Thermocycling reaction conditions were: reverse tran-
scription a 50 C for 15 min; Taq activation and denaturation
a 95 C for 2 min, followed by 50 PCR amplification cycles
including one step at 95 C for 15 s and one step at 60 C for
40 s (hybridization-elongetion). RT-PCR assays were
performed on an ABI 7500 (Applied Biosystem).

Hficiency, reproducibility, repeatability, specificity and cal-
culation of the limit of detection were determined according
to guidelines proposed by Bustin et al. [6] and Rabenau et al.
[7]. To vdidate the M RT-PCR as a quantitative RT-PCR
for the determination of influenza A viral load, we prepared

TABLE 1. M gene RT-PCR primers

Viral PCR
Sequences target product size and probe
M/Fw CTTCTAACCGAGGTCGAAACGTA
M/Rv GGTGACAGGATTGGTCTTGTCTTTA Virad M gene 202 bp
M probe+ TCAGGCCCCCTCAAAGCCGAG [5iFam [3§BHQ-1

i 2010 The Authors
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10-fold dilution series of the cdlibrated synthetic RNA tran-
script. Sx dilutions (10-10° copies/5 | L of synthetic RNA
transcript) were tested in duplicate within the same sample
run and compared. Sandard curves were produced with
these six standard points.

RNaseP real time RT-PCR and Influenza Ct correction

The ribonuclease P (RNaseP) RT-PCR was an in-house multi-
plex method alowing the detection of rhinovirus and RNa
seP gene, which is a human cellular gene. Primers and probe
for RNaseP detection are available at the CDC (cdcinfo@
cdc.gov). The detection of this gene was used both as an
internal control and to check for the presence of human
nucleic acids and indicates the presence of a sufficient
amount of cells in the sample. RNaseP Ct vaues were all
determined using the same fluorescence threshold (0.02
dRn). They were used to correct influenza A vira load for
each sample, caculating a Ct value modified according to the
ratio of sample RNaseP and mean RNaseP Ct vaues ([sam-
ple influenza A Ct vaue (M RT-PCR) x sample RNaseP Ct
value/mean RNaseP Ct valug]).

Statistical analysis

Sudent’s t-test and Pearson chi square-test were used to
assess intergroup differences. Satistical analyses were per-
formed on Epilnfo software (V 3.5.1 CDC). A test was con-
sidered as significant when p-value was below 0.05.

Results

Influenza A M gene RT-PCR assay performance

Data on M RT-PCR performance were caculated from 28
assays (Table 2). The M RT-PCR quantification using 10-fold
dilution series of the cdibrated synthetic RNA transcript
showed a strong correlation between vira load of the sam-
ple and Ct value (mean RZ = 0.99 + 0.01). PCR reaction effi-
ciency was between 86.6% and 98.6% The detection limit
was between 10 and 10% copies of synthetic RNA tran-
script. The lowest concentrations of the RNA transcript
(10, 10% and 10° copies/5 | L) were individually tested 20
times. The probability of detecting 10° and 10? copies was

TABLE 2. M gene RT-PCR performance

M gene RT-PCR

Number of replicates 28

Sope (mean £ D) ) 3.359 + 0.13
Coefficient of determination (R) 0.99 + 0.01
Hficiency (% 91.86 + 3.44

100% compared with 35% for a concentration of ten copies.
According to the RNA purification protocol used, a limit of
detection between 10 and 107 copies/5 | L ensures detection
of 700-7000 copies/mL of initial sample (Table 3).

The repeatability of the M RT-PCR, tested on six positive
samples with a mean Ct vaue of 28.18 and three low posi-
tives samples (mean Ct value = 37.11), showed a standard
deviation of Ct vaues of 0.07 + 0.04 for positive samples
and 0.79 £ 0.19 for low positive samples (Table 4).

For reproducibility, two positive samples with a mean Ct
vaue of 2992 and one low postive sample (Ct
vadue = 36.43) tested three times within three different
assays performed on a 3-days period, showed a standard
deviation of Ct values at fluorescence threshold 0.2 dRn of
0.16 + 0.02 for positive samples and 0.39 for the low posi-
tive sample (Table 4).

Ct normalisation according to the quality of the samples
The mean Ct vaue for influenza A was 264 + 5.2 [16.4—
39.9]. This is the same Ct value as the 10° copies/5 | L RNA
transcript standard point, corresponding approximately to a
vird load of 6.84 logmL of sample in vira transport medium.
For RNaseP, the mean Ct value was 24.7 + 1.9 [19.9-31.8].
Among the specimens tested, 52% had RNaseP Ct vaues
below 25% 21% between 25 and 27, and 9.6% over 27. This
last group with high RNaseP Ct vaues represents swabs
containing very few cells, as confirmed by immunofluores-
cence assays (data not shown). These correspond to virolog-
icaly poor qudity samples. According to the detection limit
of our technique, 20% of samples with influenza A Ct values
>35 had RNaseP Ct vdues >27, corresponding to poor qua-
ity specimens.

TABLE 3. M gene RT-PCR detection limit

No. of positive tests

out of 20 tests (%) Mean Ct + SD
1000 copies/5 | L 20 (100) 3335 + 040
100 copies/5 | L 20 (100) 36.70 + 1.36
10 copies/5 | L 7(35) 39.30 + 1.09

TABLE 4. M gene RT-PCR repeatability and reproducibility

No. of samples

tested Mean Ct SD (mean * SD)
Repeat ability
Positive 6 28.18 0.07 + 0.04
Low positive 3 37.11 0.79 £ 0.19
Reproducibility
Positive 8] 29.92 0.16 + 0.02
Low positive 1 36.43 0.39

12010 The Authors
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Influenza A Ct values were normadlized according to RNa
seP Ct values in order to adjust the quantity of virus
detected for the quaity of the samples. This correction
resulted in an increase of influenza Ct up to 6.5 for low
quadity samples (with high RNaseP Ct vaues) or a decrease
of influenza Ct up to 84 for high qudity samples (with low
RNaseP Ct values). After correction, the influenza A mean
Ct vaue was 26.3 + 3 [16.7-434] and 31% of the samples
had corrected influenza A Ct vaues below 23, 25% between
23 and 29, and 44% over 29, this last group corresponding
to low viral loads.

Ct value according to sampling time

Corrected influenza A Ct values were anaysed according to
the period between the onset of the disease and sampling
time. The mean vaue was 25.7 for a period <1 day, 27.1
between 2 and 3 days, and 28.7 over 3 days (differences
were significant, p = 0.024). Most of the samples in this
study were taken no more than 3 days after disease onset
(Table 5); 26% were taken after this. Among this last group
of late samples, 39% had high corrected influenza A Ct va-
ues >29. Nevertheless 46% of samples taken <1 day after
disease onset aso presented high influenza A Ct values,
probably because of poor quality samples.

Ct value according to clinical severity

Corrected influenza A Ct values were analysed according to
specific clinica features of influenza disease and to patient
medical history (Table 6). Vird load, as estimated by cor-
rected Ct values, never appeared to correlate with clinica
history or specific clinical symptoms. However, we observed
a trend for higher vira load in patients presenting with
marked signs of upper respiratory infections, not related to
severe cases.

Discussion

Here we report a rea time RT-PCR protocol developed
2 years ago for research applications. This one-step RT-PCR
targeting the matrix gene is able to detect al subtypes of

TABLE 5. Corrected influenza A Ct values according to
sampling time post symptom onset

Number
<23 23-29 >29 of samples
Period below 1 day 34(34% 20(209%9 45(46%9 99
Period from 2to 3days 15 (26%9 27 (46% 16 (28% 58
Period over 3 days 4 (15% 12 (4699 10(39%9 26

i 2010 The Authors

TABLE 6. Corrected influenza A mean Ct values according
to clinical features

Mean Ct Mean Ct
value with value without
Clinical features this feature this feature p-Value
Cardiac or respiratory 265 26.0 0.52
disease (including asthma)
medica history
Asthma 259 265 0.49
Myalgia 259 26.6 0.46
Digestive symptoms 26.6 26.3 0.76
Upper respiratory infection 269 26.1 0.27
Lower respiratory infection 252 254 046

influenza A viruses including A(HIN 1)2009. This M RT-PCRis
rapid (<1.5 h), specific and sensitive, with a limit of detection
between 10 and 100 copieg/reaction. Vira loads of 700 copies/
mL of sample were frequently detected; this vaue is in accor-
dance with other reports of detection limits between 570 and
900 copies/mL [8,9]. For the detection of A(H1N1)2009, this
M RT-PCR was associated with a specific RT-PCR targeting
the haemaggutinin gene. This strategy is pertinent in the
context of a pandemic as the new virus may drift, mainly due
to mutation in haemaggutinin and/or neuraminidase genes,
but variants will still be detected by this universa M RT-PCR.

The relationship between viral quantification and clinica
severity in vira respiratory diseases is an important issue. It
has previously been reported for seasond influenza that
patients hospitalized with severe diseases have more active
and prolonged vira replication [10]. Recent reports
described a median of A(H1IN1)2009 vira load of 4.6 log
RNA copiesmL in respiraory samples [9]. The vdue
reported here is higher (6.84 log RNA copiesmL), probably
because it was measured in a paediatric population compris-
ing mostly (91) non-hospitalized children presenting with
mild influenza symptoms. However, a recent study reported
even higher vira loads, reaching 8.26 logmL [8]. In addition
to developing a religble quantification tool such as the one
described here, the main difficulty in viral load measurement
is that the usual nasa swab sample is often of poor qudlity.
In this study, 10% of the samples received were associated
with high RNaseP Ct value (>27). This reflects poor qudity
specimens with very few cells, as confirmed by immunofluo-
rescence assays. The impact of the qudlity of the sample on
influenza quantification may be very high as, for poor quality
samples (RNaseP Ct > 27), the correction of influenza Ct is
over 3 Ct (1log) and may be up to 6-8 Ct (2-3log). In
order to attempt to establish influenza vira load for disease
management or clinical severity correlation, it is very impor-
tant to assess the quality of the sample and to correct vira
load accordingly.

Jburnal Compilation i 2010 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, CMI, 16, 317-321
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In addition to poor quality samples, we showed that sam-
ple delay resulted in an increase of Ct values. This has also
been recently reported by To et al. [8] who described a
1 log decrease for samples taken 3 days after disease onset.

Fnally, even though our study failed to correlate any spe-
cific clinical features with influenza vird load, probably
because the cases were mostly non-hospitalized children
with mild symptoms, we consider that this normalized tech-
nique is of interest for disease management. Our results pro-
vide a standard reference vira load method that can be used
in similar studies analysing severe cases.
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1.1.1. Introduction

La qRT-PCR M a été choisie pour ses performances et en particulier pour sa sensibilité. Elle
permet la réalisation du diagnostic rapide des infections dues aux virus influenza A quelque
soit le sous-type. La définition de critéres précis de validation, 1’utilisation d’un transcrit ARN
quantifié et le développement d’une RT-PCR RNaseP nous ont permis de développer une
approche semi-quantitative, pour la détermination de la relation entre charge virale, donc
quantité de virus excrétée au niveau respiratoire et gravité¢ des signes cliniques. Ce papier
présente les caractéristiques de la qRT-PCR ainsi que les résultats de notre étude réalisée chez
209 enfants hospitalis€s ou vus en consultation en Pédiatrie a I’Hopital Femme-Mere-Enfant a

Lyon.

1.1.2. Performances de la RT-PCR M quantitative et optimisation

1.1.2.1. Performances de la technique

L’efficacité de I’amplification traduit la proportion de séquences amplifiées doublant a
chaque cycle et se calcule a partir de la pente de la courbe d’étalonnage [log (charge virale)= f

(Ct)] selon la formule suivante :

Efficacité de PCR= 10 ¢/ Pe®) _

Ella a été déterminée a partir de 28 essais. Dans chaque essai, une gamme de transcrit M de 6
points (10-10° copies/5pul) a été ajoutée en duplicate. Nous avons montré une forte corrélation
entre le Ct et la charge virale (R* moyen= 0.99 + 0.01) et une efficacité de PCR comprise
entre 86,6 et 98,6% (publication 1, tableau 2, page 319).

La limite de détection a ¢été¢ déterminée en testant 20 fois les trois points de gamme les plus
bas (10", 10% and 10° copies/5ul) (publication 1, tableau 3, page 319). La probabilité de
détecter 10° et 10 copies était de 100% alors que celle de détecter 10 copies était de 35%. En

fonction du facteur de concentration de 1’étape de purification de I’ARN, une limite de
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détection comprise entre 10 et 10* copies/5ul correspond & la détection de 700 a 7000

copies/ml de génome viral dans le prélevement de départ.

La répétabilité ou précision intra-essai a été calculée en testant 6 échantillons positifs (Ct
moyen = 28,18) et 3 échantillons faiblement positives (Ct moyen = 37,11). La déviation
standard calculée était de 0,07 + 0,04 pour les échantillons positifs et de 0,79 + 0,19 pour les

échantillons faiblement positifs (publication 1, tableau 4, page 319).

La reproductibilité ou précision inter-essais a été évaluée en testant deux échantillons
positifs (Ct moyen = 29,92) et un échantillon faiblement positif (Ct moyen = 36,43) trois fois,
dans trois essais, réalisés trois jours différents. La déviation standard calculée était de 0,16 +
0,02 pour les positifs et de 0,39 pour les faiblement positifs (ligne de base de fluorescence
dRn 0,2)

(publication 1, tableau 4, page 319).

La spécificité de la qRT-PCR M a été déterminée vis a vis de nombreux virus respiratoires ou
présents dans la sphére nasopharyngée : virus influenza saisonniers A(HIN1) et A(H3N2),
A(HIN1)2009, virus influenza aviaires A(H5N1) et A(H5N2), virus influenza B, virus
influenza C, virus respiratoire syncytial (VRS), bocavirus (hBoV), parainfluenza virus 1 et 3
(hPIV), metapneumovirus (hMPV), rhinovirus (hRV), enterovirus, adenovirus,
cytomegalovirus (CMV), herpes simplex virus (HSV) et virus de la varicelle et du zona
(VZV). Seuls les virus influenza A [A(HIN1), A(H3N2), A(HIN1)2009, A(H5N1) et
A(H5N2)] ont été détectés mais aucun signal n’a été observé pour les autres virus testés. Nous
avons aussi vérifié qu’il n’y avait pas de signal positif avec les cellules utilisées pour la
culture du virus influenza (MDCK) (données non publiées) et que la RT-PCR M pouvait

détecter un large panel de virus aviaires de type A et de sous-types variés (Tableau 8).
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Tableau 8: panel de virus influenza A de sous-types variés détectés par la RT-PCR M

Origine du virus Sous-type viral Nom de la souche testée
Aviaire H2N3 A/Duck/Germany/1215/73
H3N8 A/Duck/Ukraine/1/63
H4N6 A/Duck/Czech/1/56
H5N1 A/Turkey/16/2006
H5N2 A/Finch/England/2051/2002
H6N1 A/Duck/Germany/1868/68
H7NI1 A/Chicken/2676/99
H7N3 A/Turkey/England/1239/63
H8N4 A/turkey/Ontario/6118/68
HIN2 A/Chicken/Hong Kong/69/97
HI10NS A/Quail/Italy/1117/65
H11N6 A/Duck/England/1120/56
HI12N5 A/Duck/Alberta/60/76
HI13N6 A/Gull/Maryland/704/77
HI15N8 A/Duck/Australia/348/83
Equine H7N7 A/Equine/Prague/56
humaine HINI1 A/New Caledonia/20/99
A/Solomon Islands/03/2006
A/Brisbane/59/2007
H3N2 A/Moscow/10/99
A/California/07/2004
A/Wisconsin/67/2005
A/Brisbane/10/2007
A/Uruguay/716/2007
A/Perth/16/2009
H5NI1 A/Vietnam/1194/2004

82



1.1.2.2. Optimisation de la technique

Développement des plamsides gNC et gHS5

L’utilisation en mode quantitatif de la RT-PCR proposée par Whiley ez al '™ nous imposa de
produire un plasmide contenant la séquence cible de la RT-PCR. Pour les applications que
nous avions, nous avons développé en parallele deux plasmides qNC et qHS contenant,
respectivement, les séquences cibles, reconnues par la RT-PCR M, d’un virus humain

A(HINTI) : A/New Caledonia/20/99 et du virus aviaire A(H5N2) A/Finch/England/2051/02.

Les plasmides qNC et qH5 ont été produit par clonage, dans un vecteur pBluescript SK (+/-)
« Multiple Cloning Site Region » (Stratagene), des séquences partielles du segment M ayant
pour taille, respectivement 574 pb et 1100 pb. Apres linéarisation, dosage spéctrométrique et
calcul du poids moléculaire, nous avons obtenus deux stocks de plasmide qui avaient pour

concentrations, 10° copies/ 5ul pour gNC et 10" copies/5pul pour gHS.

Composition du mélange réactionnel

Le développement de la RT-PCR M quantitative s’est fait en plusieurs étapes. Nous avons
évalué la RT-PCR publiée par Whiley ef al ''* dans les conditions du kit SuperScript™ III
Platinum® One-Step Quantitative RT-PCR System (Invitrogen), en testant différents
mélanges réactionnels contenant des quantités variables d’amorces (800 nM ou 900 nM) et de
sonde (200 nM ou 300 nM). Nous avons déterminé les conditions permettant d’obtenir la
meilleure efficacité (plus petit Ct et plus grande intensité de fluorescence (dRn) pour une
quantité¢ déterminée de cible) et une sensibilité satisfaisante (meilleure capacité a détecter la
plus petite concentration de plasmide). Cette évaluation nous a permis de choisir le protocole
utilisant 800 nM de chaque amorce et 200nM de sonde. Nous avons complété le panel de
virus influenza A qui avait été testé par Whiley ez al.''* (HIN1, H3N2, H5N1, H5N3, H7N7
et HIN2) et nous avons montré que la RT-PCR M détectait un large éventail de virus

influenza A aviaires et équins (Tableau 8).

Adaptation de la gRT-PCR M sur LC480 et SmartCycler

Dans le cadre du protocole national BIVIR dans un premier temps, et du début de la pandémie
ensuite, les deux CNR (sud et nord) ont souhaité uniformiser leur techniques de détection et

de quantification du virus influenza. Apres évaluation des outils a disposition, les CNR ont
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fait le choix de la RT-PCR M quantitative que nous avions développé et de 1’utilisation du
transcrit ARN que le CNR nord avait produit comme matériel quantifié, pour la réalisation de
la gamme. Le transcrit ARN présente comme intérét majeur, par rapport au plasmide ADN
que nous avions développé, de permettre par sa nature ARN d’évaluer aussi I’étape de
transcription inverse en plus de celle de PCR. Le transcrit est un ARN de polarité négative
produit in vitro a partir de la souche A/Paris/650/06 (HINT1). Il contient le début de la
séquence codante du géne M, de I’ATG au nucléotide 982.

Dans un second temps nous avons adapté la technique sur les plateformes d’amplification du
LC480 (Roche Diagnostic) et du SmartCycler (Cepheid). Nous avons testé différentes
concentrations d’amorces et de magnésium (MgSo4” ) et évalué le mélange réactionnel le
plus performant pour obtenir les mémes Ct/Cp sur LC480 (Roche Diagnostic) et SmartCycler
(Cepheid) que sur la plateforme sur laquelle nous avons travaillé : ABI7500 (Applied

Biosystem), pour chacun des points de gamme de transcrit ARN.

1.1.3. Correction des charges virales

Pour cette étude, les charges virales M ont été corrigées par rapport a la quantité de cellules

présentes dans le prélevement estimée par la RT-PCR semi-quantitative RNase P.

L’analyse des résultats de RT-PCR RNase P sur 209 écouvillonnages de nez a montré un Ct
moyen de 24,7 = 1,9 [19,9-31,8]. Cinquante deux pourcents des prélévements testés avaient
un Ct inférieur a 25, 21% compris entre 25 et 27 et 9,6% supérieur a 27. Autrement dit, 10%
environ des prélevements étaient pauvres en cellules. Si I'on regarde les prélévements
possédant une charge virale faible, c'est-a-dire un Ct en RT-PCR M supérieur a 35, 20%
d’entre eux avaient un Ct en RT-PCR RNase P supérieur a 27 ce qui met en évidence 1’impact
de la qualité du prélévement sur la justesse de la détermination de la charge virale dans le
prélévement.

La correction de la charge virale en fonction de la qualité du prélévement a permis de répartir
les échantillons selon les 3 groupes suivants : 31% des prélevements avait un Ct en M
inférieur a 23, 25% entre 23 et 29 et 44% supérieur a 29. Le Ct moyen des RT-PCR M était de
26,3 £ 3 [16,7-43,4]. Lorsque 1’on compare les fourchettes de Ct avant et apres correction, la

correction des Ct de RT-PCR M a permis de rétablir un plus large éventail de valeurs,
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meilleur reflet de la diversité du niveau d’excrétion virale qu’il parait normal d’observer in

vivo.

1.1.4. Analyse des résultats et discussion

Dans la cohorte de 209 enfants hospitalisés, ou vus en consultation, en Pédiatrie a 1’Hopital
Femme-Meére-Enfant a Lyon, nous avons, précisément, analysé 1’impact du délai entre la
réalisation du prélevement et le début des symptomes sur la charge virale (Ct en RT-PCR M)

et I’éventuelle corrélation entre la charge virale et la sévérité des symptomes.

Lorsque le prélevement était réalisé entre 2 jours ou plus de 3 jours apres le début des
symptomes, le Ct corrigé en M était compris entre 23 et 29 dans 46% des cas. Lorsqu’il était
réalisé moins de 1 jour apres le début des symptomes, il était inférieur a 23 dans 34% des cas
et supérieur a 29 dans 46% des cas (publication 1, tableau 5, page 320). La forte proportion
de charges virales faibles, 1 jour aprés le début des symptdmes, est en relation avec la
pathogenese de I’infection et le pic d’excrétion virale, généralement observé 2 jours apres le
début des symptomes. Mais dans notre €tude, il peut étre rapporté a des prélevements de
qualité insuffisante, pauvres en cellules. Nous montrons que le délai idéal pour permettre de
réaliser le diagnostic est de 2 a 3 jours apres le début des symptomes. L’impact du délai de
prélévement a été récemment mis en évidence par To ef al. qui rapportent une diminution de
charge virale influenza d’un log pour des prélévements réalisés 3 jours apres les premiers

A 115
symptomes .

Les Ct corrigés en M ont été analysés en fonction des symptdmes cliniques et des antécédents
médicaux des patients afin de montrer si il existait une corrélation entre 1’intensité de
I’excrétion virale du virus influenza et sévérité du tableau clinique. La charge virale moyenne
mesurée est de 6,84 log RNA copies/ml alors que des études récentes réalisées chez des
patients infectés par le virus A(HIN1)2009 ont rapporté une charge virale moyenne de 4,6 log
RNA copies/ml ''® et 8,26 log RNA copies/ml '*°.

Chaque parameétre clinique a été analysé séparément : antécédents (maladie cardiaque ou
respiratoire, asthme sous-jacent), symptomes a I’admission (présence de myalgies ou de
signes digestifs) et nature du tableau respiratoire (supérieur ou inférieur). Précédemment Lee

et al. avaient décrit une excrétion virale plus importante et prolongée chez des patients
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hospitalisés soufrant de tableaux sévéres d’infection grippale saisonniére ''’. Dans notre étude
aucune corrélation n’a pu étre mis en évidence mais une tendance a observer une plus forte
charge virale chez les patients soufrant d’infection respiratoire basse a pu &tre montrée
(publication 1, tableau 6, page 320). Ceci s’explique probablement par le fait que notre
cohorte, constituée rétrospectivement sur la premicre période de la pandémie (octobre a
novembre 2009), ne présentait pas suffisamment de formes séveéres. La majorité¢ des enfants
prélevés n’avaient pas de facteurs de risque (63,5%), seulement 9% d’entre eux avaient été

hospitalisés (dont 1 sur 209 en unité de soins intensifs).

Nous avons mis en évidence que 10% des prélevements avaient un Ct en RT-PCR RNaseP
supérieur a 27 ce qui correspond a des prélévements pauvres en cellules, donc mal réalisés.
Nous avons fixé ce seuil a 27 en déterminant le Ct en RT-PCR RNaseP de prélévements testés
en immunofluorescence et considérés comme pauvres en cellules, c'est-a-dire ayant moins de
10 cellules par champ (données non publiées). Ces prélevements pauvres en cellules peuvent
compromettre le diagnostic, soit par le fait que le virus reste indétectable (faux négatif), soit
par une sous-estimation de la charge virale. En effet, un signal faible peut induire en erreur le
clinicien sur 1’étiologie de I’épisode aigu en cours, car il peut évoquer une détection résiduelle
d’un virus responsable d’un épisode grippal s’étant produit plusieurs semaines auparavant, en
particulier chez I’immunodéprimé.

Ce travail a permis de développer une approche fiable et reproductible du suivi des charges
virales chez des patients soufrant d’infection due au virus influenza et de constituer une
population-témoin qui pourra nous permettre de mieux analyser les résultats obtenus sur une
cohorte d’enfants présentant des formes cliniques séveres. Enfin, en mettant en évidence que
10% des prélevements étaient pauvres en cellules, nous insistons sur la nécessité de bien
former les personnels de santé amenés a réaliser ces prélévements et si possible, d’intégrer
une RT-PCR Rnase P dans la stratégie diagnostic afin de tester la qualit¢ de chaque

prélévement analysés.
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1.2. Grippe saisonniére : apport de la bithérapie Oseltamivir-Zanamivir

Annexe 1

VIROLOGICAL EFFICACY AND SAFETY OF OSELTAMIVIR ZANAMIVIR
COMBINATION COMPARED TO EACH MONOTHERAPY FOR SEASONAL
INFLUENZA: A RANDOMIZED TRIAL

X. Duval, S. van der Werf, T. Blanchon, A. Mosnier, M. Bouscambert - Duchamp, A. Tibi, V.
Enouf’, C. Charlois — Ou, C. Vincent, L. Andreoletti, F. Tubach, B. Lina, F. Mentré, C.Leport.

Soumis dans PloS Pathogen, 26 avril 2010.

1.2.1. Introduction

Dans le contexte de menace pandémique ayant précédé 1’émergence du virus A(HIN1)2009,
I’efficacité et la tolérance de I’association oseltamivir-zanamivir a été évaluée dans le cadre
d’un protocole de recherche clinique national (Bivir). L’association d’antiviraux présente, si
elle est bien tolérée, différents avantages: réduction de la sévérité et de la durée des
symptomes et diminution du risque de survenue de résistances.

Chez des adultes présentant une grippe A diagnostiquée par test de diagnostic rapide (TDR),
la réponse virologique (J2) et clinique de la bithérapie oseltamivir-zanamivir par rapport aux
monothérapies oseltamivir-placebo et zanamivir-placebo, ont été comparées dans le cadre
d’une étude randomisée, controlée contre placebo, en double insu, conduite pendant
'épidémie de grippe saisonniere 2008/2009 due au virus A(H3N2) (Annexe I). Le succes
virologique a été défini par une charge virale nasale (QRT- PCR M) a J2 inférieure a 200
copies/pl. Ce seuil a été déterminé a partir de 1’étude de 62 prélévements réalisés au cours de
la méme période, dans le cadre de la surveillance du GROG. La positivité en RT-PCR M et en
culture cellulaire a été étudice et une discordance a été évoquée devant les résultats suivants :
[RT-PCR M + / culture -] ou [RT-PCR M - / culture +]. Dans la population étudiée, un seuil
de RT-PCR M corrigée fixé a 200 copies/ul permettait d’avoir autant de résultats discordants
des deux types (5%). La réponse clinique a été évaluée par la durée des symptdmes.
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1.2.2. Correction des charges virales

Pour ce projet, la qualité du prélévement et la quantité de cellules ont été déterminées par RT-
PCR quantitative GAPDH (CNR Grippe région Nord, Institut Pasteur,V. Enouf, S. van der
Werf) et une gamme de transcrit GAPDH dilué a été ajoutée a chaque série de RT-PCR
GAPDH. La charge cellulaire GAPDH a été mesurée pour chaque échantillon et exprimée en
nombre de copies d’équivalent génome/pul (cgeq/ul). La charge virale mesurée par qRT-PCR

M a ensuite été corrigée en fonction de la charge cellulaire GAPDH de la facon suivante :

Charge virale corrigée (cgeq/pl) = Charge virale M / charge GAPDH x (moyenne charge GAPDH)

1.2.3. Analyse des résultats et discussion

Les figures et tableaux de [’annexe 1 ont été extraits et ajoutés dans cette partie du manuscrit

pour plus de lisibilite.

L’étude a été interrompue a la fin de la saison épidémique 2008/2009 et un comité
indépendant a été consulté et a décidé d’analyser les résultats de cette premiére partie malgré

le fait que seulement 541 patients avaient €té inclus au lieu des 900 initialement prévus.

Parmi les 541 patients inclus (Annexe 1, table 1), 173 ont regu une bithérapie oseltamivir-
zanamivir (OZ, n = 173), 192 ont regu une monothérapie oseltamivir (O, n = 192) et 176
zanamivir (Z, n = 176) (Annexe 1, figure 1). Soixante-trois pourcents des patients inclus avait
une infection a A(H3N2) et ils ont présenté une durée moyenne des symptomes avant
inclusion de 25 heures (£ 10).

Parmi les 541 patients inclus avec un TDR positif, 447 patients avaient un prélévement a JO
positif en RT-PCR M. Ce groupe de patients a été nommé «influenza A infected patientsy.
Parmi ces 447 patients, la réponse virologique était de 46%, 59% et 34% respectivement pour
les bras OZ, O et Z (p = 0,025, p = 0,028 pour les comparaisons OZ / O et OZ / Z) (Annexe 1,
table 2).

La diminution moyenne de charge virale entre JO et J2 était de 2,14, 2,49 et 1,68 logl0 cgeq /
ml (p = 0,060, p = 0,016 pour OZ / O et OZ / Z). Les délais médians de disparition des
symptomes étaient respectivement de 4,0, 3,0 et 4,0 jours (p = 0,030, p = 0,77 pour OZ/O et
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OZ / Z). Les mémes tendances ont été observées dans le groupe des patients ayant eu une
confirmation virologique par RT-PCR a JO (n=447) et celle ayant bénéficié des deux

prélevements JO et J2 (n=414) (Annexe 1, table 3). L'association a été bien tolérée.

Cette étude est, a notre connaissance, 1’essai le plus important visant a étudier I’association de
deux INA en comparaison de chacune des monothérapies. Cette analyse repose
principalement sur 1’analyse de la réponse virologique, décroissance de la charge virale nasale,
et dans un deuxiéme temps, de la réponse clinique au traitement.

Chez les adultes atteints de grippe A, 1’association oseltamivir-zanamivir semblerait moins
efficace qu'une monothérapie d’oseltamivir, mais plus efficace qu’une monothérapie de
zanamivir. Ce résultat non attendu doit étre pris en considération étant donné (i) qu’il a été
obtenu dans le cadre d’un essai en double aveugle contre placebo, (ii) qu’il a été retrouvé dans
les trois populations analysées (chez les 541 patients inclus, les 447 patients soufrant d’un
grippe A confirmée par RT-PCR a JO et les 414 patients virologiquement confirmés et
compliants entre JO et J2) et (iii) que ’on a observé une concordance entre les résultats
virologiques et cliniques.

Cette supériorité virologique et clinique de la monothérapie oseltamivir par rapport a la
bithérapie pourrait étre expliquée par un antagonisme au niveau de la liaison de ces molécules
dans la poche catalytique de la NA. Cette hypothése doit étre vérifiée in vitro. Des
interactions pharmacocinétiques peuvent aussi étre évoquées. En effet, I’oseltamivir doit étre
métabolisé avant d’étre actif ce qui retarde la disponibilité de la molécule au niveau du site de
I’infection (tm.—=4 heures) alors que le zanamivir, inhalé, est directement actif. Il n’est donc
pas impossible qu’il occupe alors le site catalytique en priorité et empéche ainsi I’oseltamivir

de se fixer.

Cette étude représente la premicre analyse compléte, virologique et clinique, de 1’efficacité
comparée de 1’oseltamivir versus le zanamivir et confirme la supériorité de 1’oseltamivir dans
la prise en charge des patients. Etant donné que 1’épidémie de I’hiver 2008-2009 ¢tait
exclusivement due a un sous-type A(H3N2), il serait intéressant de confirmer les résultats

obtenus sur un autre sous-type et, en particulier, sur le virus A(HIN1)2009.

Ce travail présente quelques limites concernant :
e le nombre de patients inclus: 541 au lieu de 900 initialement prévus mais une

répartition similaire des patients dans les 3 bras,
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e une plus grande proportion de patients non prélevés a J2 dans le bras OZ mais les
résultats sont confirmés aussi dans le groupe des 414 patients possédant un JO et un J2,

e J’absence d’informations sur 1’usage correct du diskhaler pour 1’administration du
zanamivir,

e une réponse virologique estimée au niveau d’un seul site et un seul jour (J2) mais une
réponse globale disponible par les informations cliniques collectées.

e Enfin, il aurait été trés intéressant d’introduire dans cette €tude un bras exclusivement
placebo afin de déterminer, avec la stratégie de mesure de la charge virale normalisée
par RT-PCR, sur un grand nombre de patients, le niveau d’excrétion virale de patients
faisant une grippe et de redéfinir précisemment 1’apport de 1’oseltamivir dans le

traitement de la grippe.

Au final, nous mettons en évidence la supériorité¢ de 1’oseltamivir par rapport a 1’association
oseltamivir-zanamivir dans la prise en charge des patients atteints de grippe A. Ces résultats
confirment que 1’oseltamivir doit étre utilis€é en premicre intention et peuvent contribuer a une

bonne gestion des antiviraux dans le cadre de la pandémie en cours.
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Table 1: characteristics of the 541 patients enrolled in the study and of the 447 influenza A infected patients

Note:

Combined

oseltamivir and zanamivir

Oseltamivir
plus placebo

Zanamivir
plus placebo

All patients included in the study N= 541 (%)

Age (year) : mean (SD)
[Range]

Male no- (%)
Smoker no- (%)
Comorbidities no- (%)
Fever at enrollment > 38°C no- (%)
Initiation of treatment < 24hrs after onset of symptoms no-(%)
Symptoms score per patient * :
mean (SD)

% of maximal score } : mean (SD)

n=192 (35.5%)

38.7 (13.2)
[18.3 ; 73.2]

91 (47.6%)
34 (17.8%)
27 (14.1%)
123 (69.9%)

92 (47.9%)

15.2 (2.8)

72.4% (13.4)

n=176 (32.5%)

39.5 (13.1)
[18.1; 76.3]

92 (52.3%)
25 (14.2%)
27 (15.3%)
118 (73.3%)

85 (48.3%)

14.9 (3.2)

71.0% (15.2)

n=173 (32.0%)

39.9 (13.8)
[18.0 ; 84.2]

86 (49.7%)
26 (15.0%)
23 (13.3%)
117 (75.5%)

101 (58.4%)

15.1 3.2)

72.1% (15.4)

Influenza A infected patients N=447 (%)

Age (year) : mean (SD)
[Range]

Male no- (%)
Smoker no- (%)
Comorbidities no- (%)
Fever > 38°C at enrollment no- (%)
Initiation of treatment < 24hrs after onset of symptoms no- (%)
Symptoms score per patient *:
mean (SD)
% of maximal scoret : mean (SD)

Influenza virus subtype

n=157 (35.1%)

38.7 (13.2)
[18.3;73.2]

76 (48.7%)
22 (14.1%)
21 (13.4%)
101 (67.8%)

72 (45.9%)

15.6 (2.7)

74.2% (12.8)

n=141 (31.6%)

39.5 (13.0)
[18.1 ;76.3]

73 (51.8%)
15 (10.7%)
20 (14.2%)
95 (70.9%)

68 (48.2%)

15.3 (3.2)

72.7% (15.2)

n=149 (33.3%)

40.1 (14.1)
[18.0 ; 84.2]

77 (51.7%)
20 (13.4%)
20 (13.4%)
104 (75.9%)

86 (57.7%)

15.5 (3.1)

73.8% (15.0)

Sum of the severity of the seven day 0 influenza symptoms (feverishness, nasal stuffiness, sore throat, cough, muscle
aches, tiredness-fatigue, and headache) using a 4-point scale 2, 12
t The score is expressed as a percentage of the maximal score of 21.
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Figure I: Trial flowchart
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Table 2: Virological endpoints according to treatment arms in the 541 enrolled patients, in the 447 influenza A infected patients with
infection, and in the 382 influenza A infected patients fully compliant between day 0 and day 2.

Combined Oseltamivir O+Z Zanamivir O+Z o
oseltamivir plus versus O plus versus Z Versus Z*
and placebo placebo
zanamivir P value P value
Difference Difference Difference
between groups between groups  between groups
[95% CI] [95% CI] [95% CI]
lary virological endpoint
tion to treat analysis (all enrolled patients) (N =541) 192 176 173
2 influenza RT-PCR < 200 cgeq/uL (%) 52.6% 62.5% 0.055 40.5% 0.020
-9.9% +12.1% +22.0%
[-19.9;0.2] [2.02;22.3] [12.1;32.0]
tion to treat analysis (influenza A infected patients) (N=447) 157 141 149
2 influenza RT-PCR < 200 cgeq/uL (%) 45.9% 58.9% 0.025 33.6% 0.028
-13.0% +12.3% +25.3%
[-23.1;-2.9] [2.39;22.2] [15.5;35.2]
tion to treat analysis (influenza A infected patients and fully compliant 131 124 127
day 0 to day 2) (N=382)
2 influenza RT-PCR <200 cgeq/pL (%) 48.1% 62.9% 0.017 37.0% 0.079
-14.8% 11.1% 25.9%
[-24.9 ; -4.8] [1.0;21.1] [16.0; 35.8]
ndary virological endpoints
nza A infected patients with available day 0 and day 2 nasal swabs 141 134 139
4)
1 (SD) viral load at day 0 (log 1o cgeq/uL) 4.36 (1.36) 4.57 (1.32) 4.34(1.37)
1 (SD) viral load at day 2 (log 1o cgeq/uL) 2.22(1.12) 2.08 (1.17) 2.66 (1.35)
1 (SD) viral load decrease between day 0 and 2 (log 19 cgeq/pL) 2.14 (1.54) 2.49 (1.52) 0.060 1.68 (1.68) 0.016
-0.35 0.46 0.81
[-0.8 ;0.07] [0.03; 0.9] [0.4;1.3]
nza A infected patients with available day 0 and day 2 nasal swabs
nza A infected patients and fully compliant from day 0 to day 2 (N=365) 123 121 121
1 (SD) viral load at day 0 (log 19 cgeq/uL) 4.40 (1.28) 4.58 (1.31) 4.34(1.37)
1 (SD) viral load at day 2 (log 19 cgeq/uL) 2.22(1.15) 2.02 (1.16) 2.59 (1.37)
1 (SD) viral load decrease between day 0 and 2 (log 1o cgeq/pL) 2.17 (1.51) 2.56 (1.55) 0.051 1.76 (1.71) 0.044
-0.4 0.4 0.8
[-0.8;0.1] [0.0;0.9] [0.3;1.3]

Note
Cl: Confidence interval. O: oseltamivir, Z: zanamivir. ; * Explof@lory analysis.



Table 3 Clinical response according to treatment arms in the 541 enrolled patients, in the 447 influenza A infected patients, and in
the 382 influenza A infected patients and fully compliant between day 0 an day 2.

Combined Oseltamivir O+Z Zanamivir O+Z o]
oseltamivir plus versus O plus Versus Z Versus Z*
and placebo placebo
zanamivir P value P value
Difference Difference Difference
between groups between groups between groups
[95% CI] [95% CI] [95% CI]
Intention to treat analysis (all enrolled patients) (N =541) 192 176 173
Duration of symptoms in days (median, IQR) 3.5[2.5-14] 3.0[2-7] 0.015 4.0 [2.5-14] 0.78
+0.5 -0.5 -1.0
[0.0;1.5] [-1.0;0.5] [-1.5;-0.5]
Number (%) of patients with clinical event during treatment 26 (13.5%) 15 (8.5%) 0.14 23 (13.3%) 1.00
- antibiotics 17 (8.9%) 10 (5.7%) +5.0% 13 (7.5%) +0.3% -4.8%
- pneumonia 2 (1.0%) 1(0.6%) [-1.3;11.4] 0 (0.0%) [-6.7;7.2] [-112;1.6]
- other 21 (10.9%) 14 (8.0%) 22 (12.7%)
Number (%) of patients with alleviation of symptoms at end of 111(57.8%) 122 (69.3%) 0.023 100 (57.8%) 1.00
treatment -11.5% 0.0% +11.5%
[-21.3;-1.7] [-10.1 ;10.1] [1.7;21.3]
Score of symptoms at end of treatment (median, IQR) 3[2-5] 2[1-4] 0.0006 3[1-6] 0.79
1.0 0.0 -1.0
[0.0;1.0] [-1.0;0.0] [-2.0;-1.0]
Intention to treat analysis (influenza A infected patients) (N= 447) 157 141 149
Duration of symptoms in days (median, IQR) 4.0 [2.5-14] 3.0[2-7] 0.018 4.0 [2.5-14] 0.96
+1.0 0.0 -1.0
[0.0;4.0] [-3.0;3.0] [-4.0;0.0]
Number (%) of patients with clinical event during treatment 19 (12.1%) 10 (7.1%) 0.17 18 (12.1%) 1.00
- antibiotics 14 (8.9%) 7 (5.0%) +5.0% 10 (6.7%) +0.02% -5.0%
- pneumonia 2 (1.3%) 1(0.7%) [-1.0;11.0] 0(0.0%) [-6.6;6.7] [-1.0;11.0]
- other 15 (9.6%) 9 (6.4%) 17 (11.4%)
Number (%) of patients with alleviation of symptoms at end of 87 (55.4%) 95 (67.4%) 0.043 84 (56.4%) 091
treatment -12.0% -1.0% +11.0%
[-21.8;-2.1] [-11.1;92] [1.1;20.9]
Score of symptoms at end of treatment (median, IQR) 3[2-5] 2[1-4] 0.013 3[1-6] 0.93
+1 0 -1
[0.0;1.0] [-1.0;0.0] [-2.0;-0.5]
Intention to treat analysis (influenza A infected patients and fully 131 124 127
compliant from day 0 to day 2) (N=382)
Duration of symptoms in days (median, IQR) 4.0 [2.5-14] 3.0[2-7] 0.030 4.0 [2.5-14] 0.74
+1 0 -1
[0.0;1.5] [-1.0; 1.0] [-1.5;-0.25]
Number (%) of patients with clinical event during treatment 15 (11.5%) 9 (7.3%) 0.29 14 (11.0%) 1.00
- antibiotics 11 (8.4%) 6 (4.8%) +4.2% 7(5.5%) +0.4% -3.8%
- pneumonia 2(1.5%) 1(0.8%) [2.9;113] 0 (0.0%) [-73:8.1] [-10.9:3.3]
- other 12 (9.2%) 8 (6.5%) 13 (10.2%)
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2. Cinétigue de croissance virale : caractérisation de virus influenza

émergents

Nous avons réalisé la détermination des profils de cinétiques de croissance virale dans

différents projets dont les objectifs étaient de caractériser des nouveaux virus.

2.1. Caractérisation des virus influenza réassortants A(HIN1)2009 résistants a

I’oseltamivir

Publication 2

NOVEL INFLUENZA A(HINIl)v IN VITRO REASSORTANT VIRUSES WITH
OSELTAMIVIR RESISTANCE

M. Bouscambert-Duchamp*, M. Ottmann®, J.S. Casalegno, E. Frobert, V. Moules, O.
Ferraris, M. Valette, V. Escuret, B. Lina.* co-auteurs

Accepté le 12/01/2010: Antiviral Therapy

Ce travail est présenté et discuté dans la section C 1.1 « Etude du réassortiment génétique

entre les virus A(HIN1)2009 et A(HIN1) saisonniers résistants a 1’oseltamivir »

2.2. Caractérisation des virus influenza A(H3NO0)

Annexe 2

IN VITRO CHARACTERIZATION OF NATURALLY OCCURING INFLUENZA
A(H3NO) VIRUSES LACKING THE NA GENE SEGMENT: TOWARD A NEW
MECHANISM OF VIRAL RESISTANCE

V. Moules, O. Ferraris, O. Terrier, E. Guidice, M. Yver, J.P. Rolland, M. Bouscambert-
Duchamp, C. Bergeron, M. Ottmann, E. Fournier, A. Traversier, C. Boule, A. Rivoire, L.
Yipu, A. Hay, M. Valette, R. Marquet, M. Rosa-Calatrava, N. Naffakh, G. Schoehn, D.
Thomas, B. Lina.

Accepté dans Virology, 27 avril 2010.
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2.2.1 Introduction

Au laboratoire, deux souches de virus influenza A(H3N2), isolées chez des patients
symptomatiques, avaient montré un phénotype de résistance aux INA lié a une absence
d’activité neuraminidasique ''*. Des travaux complémentaires ont objectivé que ces virus
n’avaient pas de NA ou possédaient une NA tronquée. Cette étude avait pour objectifs de
caractériser ces virus A(H3NO) a 7 segments sur le plan morphologique par cryo-EM
(microscopie ¢léctronique), d’évaluer leurs capacités réplicatives ainsi que les bases
moléculaires pouvant expliquer qu’ils puissent se répliquer malgré 1’absence de NA. Nous
avons pu comparer les caractéristiques des deux souches sauvages ainsi que du virus
A(H3NO) A/Reunion/586/04 reconstitu¢ par génétique inverse et du virus saisonnier
A(H3N2).

Nous présentons dans ce manuscrit la deuxiéme partie de 1’étude visant a évaluer les
propriétés réplicatives de ces virus. Pour cela, deux approches ont été analysées: des
cinétiques de croissance sur MDCK avec mesure de la production virale a chaque point en
titrage infectieux et 1’analyse comparée des cinétiques de croissance virale sur MDCK et sur

MDCK-SIATI avec mesure de la production virale a chaque point en qRT-PCR M.

2.2.2. Analyse des résultats

Les premieres données collectées sur les virus A(H3NO) ont montré que ces virus semblaient
avoir les mémes propriétés en culture cellulaire sur MDCK que les virus A(H3N2)
saisonniers : agglutination des globules rouges de cochon d’inde mais pas de poulet, effet
cytopathique modéré et production de grosses quantités de virus. Nous avons comparé les
profils de croissance virale des virus A(H3NO) [A/Lyon-CHU/2643/03 et A/Réunion/586/04]
et des virus A(H3N2) sauvages [A/California/07/04 et A/Moscow/10/99] sur MDCK et sur
MDCK-SIATI.

Nous avons montré que la production virale mesurée par titrage infectieux, au cours de
I’infection de cellules MDCK, par les trois virus étudiés, augmentait de facon exponentielle

pour atteindre un titre au plateau de 10’ DICT50/ml & 42 h post-infection (Annexe 2, Figure
1).
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Figure I (annexe 2) : Cinétiques de croissance virale réalisées sur MDCK et MDCK-SIATI.
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Figure 1 (A) Des MDCK sont inoculées par du virus
influenza a une MOI de 0,0001 dans du milieu EMEM +
Ipg/ml de trypsine. Les virus étudiés sont le virus A(H3N2)
sauvage: A/California/07/04 et les virus A(H3NO): A/Lyon-
CHU/26430/03 et A/Réunion/586/04. Aprés une heure a
34°C, le surnageant est jeté, les cellules sont lavées avec du
PBS 1X et du milieu frais est ajouté. Des échantillons de
surnageant sont récoltés a des temps définis. Le virus libéré
dans le surnageant est quantifié en titrage infectieux en point
final. (B) Des MDCK sont inoculées par les virus influenza a
une MOI de 0,0001 dans du milieu EMEM + lpg/ml de
Les virus
étudiés sont les virus A(H3N2) sauvages: A/Moscow/10/99,
A/California/07/04 et A(H3NO): A/Lyon-
CHU/26430/03 et A/Réunion/586/04. Aprés une heure a

trypsine, et S0uM de carboxylate d’oseltamivir.

les virus
34°C, le surnageant est jeté, les cellules sont lavées avec du
PBS 1X et du milieu frais est ajouté. Des échantillons de
surnageant sont récoltés a des temps précis. Le virus libéré
dans le surnageant est quantifié¢ par qRT-PCR M temps réel.
(C) Des SIATI sont inoculées par les virus influenza a une
MOI de 0,0001 dans du milieu EMEM + 1pg/ml de trypsine,
et 5S0uM de carboxylate d’oseltamivir. Les virus étudiés sont
A(H3N2) A/Moscow/10/99,
A/California/07/04 et A(H3NO): A/Lyon-
CHU/26430/03 et A/Réunion/586/04. Apres une heure a

les  virus sauvages:

des virus
34°C, le surnageant est jeté, les cellules sont lavées avec du
PBS 1X et du milieu frais est ajouté. Des échantillons de
surnageant sont récoltés a des temps précis. Le virus libéré

dans le surnageant est quantifié¢ par QqRT-PCR M temps réel.



Les courbes de cinétiques de croissance virale des virus A(H3NO) sauvages semblaient étre
retardées. Les titres mesurés a 24 h post-infection étaient inférieur de 2 log;o par rapport a
ceux du virus A/California/07/04, mais les titres maximum mesurés a 66 h post-infection
étaient équivalents (environ 10™* DICT50/ml) pour les virus A(H3NO) et A(H3N2) (Annexe 2,
Figure 1). Lorsque I’on étudie la phase exponentielle de croissance, 1’efficacité de réplication
est plus importante pour les virus A(H3NO) avec une pente de 2,1 comparée a 1,6 pour le

virus A(H3N2) de référence (Annexe 2, Figure 1).

Dans un second temps nous avons voulu comparer les comportements de ces virus sur MDCK
et sur MDCK-SIATI1. Les MDCK-SIATI sont des cellules MDCK sur-exprimant la (alpha)2-
6 sialyltransférase humaine. Mastrosovich et al. ont prouvé que ce systeme cellulaire était
plus adapté que les MDCK pour étudier le role de la NA pendant le processus de croissance,
probablement, car la proportion de récepteurs (alpha)2-6 était plus importante ce qui
augmentait donc ’impact d’une forte activité sialidase sur le virus '*°. Nous avons comparé
les cinétiques des virus A(H3NO) étudiés, a celles de deux virus A(H3N2) sauvages
[A/California/07/04 et A/Moscow/10/99].

Nous avons montré que la méme tendance était observée pour les virus A(H3NO) et le virus
sauvage A/California/07/04 (plateau atteint a 42 h post-infection) et que le virus
A/Moscow/10/99 présentait un profil de croissance similaire a celui des virus A(H3NO) sur
MDCK (4Annexe 2, Figure 1).

Sur MDCK-SIATI, les différences de cinétiques étaient plus marquées. Les virus étudiés
atteignaient le plateau a 68 h post-infection et les virus A(H3N2) sauvages (10'"7 copies/ml)
avaient des titres supérieurs de 2 a 3 logo environ par rapport aux virus A(H3NO) (A/Lyon-
CHU/26430/03 et A/Reunion/586/04, 10*° et 10°* copies/ml respectivement) (Annexe 2,
Figure 1).

Ces données ont confirmé que les virus A(H3NO) pouvaient se répliquer en I’absence de NA
mais qu’ils avaient une réplication moins efficace que les virus A(H3N2) sauvages sur

MDCK. La différence observée étant plus importante sur MDCK-SIATI.
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2.3. Caractérisation de virus influenza A(H1N1) résistants a I’oseltamivir ayant circulé

au cours de I’hiver 2007-2008.

Annexe 3

OSELTAMIVIR-RESISTANT INFLUENZA A(HIN1) VIRUSES IN SOUTH OF FRANCE,
2007-2009.

J.S. Casalegno, M. Bouscambert-Duchamp, V. Caro, I. Schuffenecker, M. Sabatier, A.

Traversier, M. Valette, B. Lina, O. Ferraris, V. Escuret.

Accepté dans Antiviral Research, 20 mai 2010.
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2.3.1. Introduction

Des virus influenza A(HINT1) résistants a 1’oseltamivir ont émergé au cours de 1’hiver 2007-
2008 sans pression de sélection due a I’antiviral. Ces virus étaient tous porteurs d’une
mutation dans la NA en position 275, une tyrosine substituée par une histidine ou H275Y. Ces
virus résistants ont rapidement eu une prévalence de 100% suggérant qu’ils avaient un
meilleur « fitness » que leurs homologues sensibles. Pour mieux comprendre le réle de
I’affinité de la NA dans 1I’émergence de ces virus résistants a 1’oseltamivir, nous avons
comparer les propriétés des NA de souches de virus A(HIN1), isolées chez des patients entre
2005 et 2009, et des souches de référence de 1977 a 2007. Pour toutes ces souches, nous
avons testé : (i) leur niveau de résistance aux INA (test d’inhibition de fluorescence), (ii) les
parameétres de cinétique d’activité enzymatique de leur NA, (iii) les séquences nucléotidiques

de leur NA et HA et (iv) leurs capacités réplicatives in vitro sur MDCK.

Dans ce manuscrit nous ne discuterons que les résultats des cinétiques de croissance virale.

2.3.2. Analyse des résultats

2.3.2.1. Parametres de cinétique enzymatique de la NA

En 2007-2008, parmi 374 souches A(HIN1) isolées, 38% ¢dtaient résistantes a 1’oseltamivir.
La mesure du Km moyen (constante de Michaelis-Menten) définit 1’affinité de la NA pour
son substrat. Plus le Km est bas, plus I’affinité de I’enzyme est élevée. Nous avons montré
que le Km moyen des NA des souches sensibles a 1’oseltamivir [souches 2007/2008 et souche
de référence A/Brisbane/59/2007 H275] était significativement inférieur au Km des souches
sensibles a 1’oseltamivir ayant circulé avant 2007 [souches 2005-2006 apparentées a
A/Caledonia/20/1999 et souches de référence 1977 -2006] (annexe 3, tableaux 2 et 3).

La mutation H275Y, présentes sur la NA des souches résistantes a 1’oseltamivir ayant circulé
en 2007/2008 et 2008/2009 semble avoir participé a la restauration d’un Km similaire aux
souches isolées avant 2007 (annexe 3, tableaux 2 et 3). D’autres mutations semblent participer
a ces variations d’affinité, en particulier la D344N et la G249K, comme cela avait déja été

rapporté par Rameix-Welti et al. '*° et Collins et al. '*'.
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2.3.2.1. Cinétiques de croissance virale

Les cinétiques de croissance virale sur MDCK ont été réalisées dans les mémes conditions
pour différents virus sensibles ou résistants a 1’oseltamivir ainsi que les souches de référence

(Tableau 9)

Tableau 9 : liste des souches de virus influenza A(H1N1) sensibles ou résistants a

I’oseltamivir étudiées (Casalegno et al., 2010, Antivir Res / annexe 3)

Nom de la souche Année d’isolement  Sensibilité a I’oseltamivir
A/New Caledonia/20/1999 1999 Sensible
A/Lyon/381/2006 2006 Résistant
A/Lyon/750/2006 2006 Sensible
A/Brisbane/59/2007 2007 Sensible
A/Lyon/1364/2007 2007 Sensible
A/Poitiers/655/2008 2008 Résistant
A/Lyon/795/2008 2008 Résistant
A/Lyon/1337/2007 2007 Résistant

Globalement, nous n’avons pas observé de différences majeures de profils de réplication entre
les virus sensibles et résistants apparentés a A/Caledonia/20/1999 ou A/Brisbane/59/2007
mais certaines tendances peuvent étre observées.

Lorsque nous avons ¢étudié indépendamment les profils de chaque virus, nous avons pu
constaté que les virus sensibles avaient tous un profil comparable alors que les virus résistants
présentaient des profils différents entre eux (Annexe 3, figure 2). Les virus résistants
A/Lyon/1337/2007 et A/Lyon/795/2008 se¢ répliquaient de la méme fagon que les virus
sensibles, alors que le virus résistant A/Poitiers/655/2008 semblait se répliquer moins
efficacement avec des titres a 42 h (p=0,038) et 48 h post-infection (p=0,032)
significativement inférieurs a ceux du virus résistant A/Lyon/1337/2007. A 18 h post-
infection (p= 0,03) le virus A/Poitiers/655/2008 avait un titre significativement inférieur a

celui du virus sensible A/Lyon/1364/2007.
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Le virus résistant A/ Lyon/381/2006 avait un profil similaire au virus résistant
A/Poitiers/655/2008 et significativement moins réplicatif que le virus sensible de référence

A/New Caledonia/20/99 a 18 h post-infection (p= 0,008) (Annexe 3, figure 2).

Figure 2 (annexe 3) : cinétiques de croissance virale des virus influenza sensibles ou

résistants a l’oseltamivir.

In vitro replicative capacities of A(H1N1) viruses sensitive or resistant to oseltamivir
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Des MDCK sont inoculées avec les virus influenza a une MOI de 0,0001 (1 dose infectieuse/
10 000 cellules) dans du miliew EMEM + 1ug/ml de trypsine. Apres une heure a 34°C, le
surnageant est jeté, les cellules sont lavées avec du PBS 1X et du milieu frais est ajouté. Des
échantillons de surnageant sont récoltés a des temps précis. Le virus libéré dans le

surnageant est quantifié par gRT-PCR M temps réel.
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C. Résultats : Partie Il

1. Co-infections virales : étude du réassortiment géenétiqgue entre des

virus d’origines et de sous-types différents

1.1. Etude du réassortiment génétique entre les virus influenza A(H1N1)2009 et

A(HINT1) résistants a I’oseltamivir
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ABSTRACT

BACKGROUND: With the recent emergence of the novel A(HIN1)v virus in 2009, the main
pandemic threat concerns the efficacy of available drugs such as neuraminidase inhibitors.
Influenza viruses are known to be able to acquire resistance. In 2007, A(HIN1) viruses,
related to A/Brisbane/59/2007 (HIN1), naturally resistant to oseltamivir emerged. Resistance
to oseltamivir can be acquired either by mutation in the neuraminidase (NA) (H275Y in N1),
or by reassortment with a mutated NA. It is therefore crucial to evaluate the possible risk of
development of neuraminidase resistance in the novel A(HIN1)v virus. METHODS: We
estimated the capacity of reassortment between the A(HIN1)v and a A(HIN1) Brisbane-like
virus by in vitro co-infection of influenza-permissive cells using two different procedures.
Genetic content of reassortant viruses were analysed by sequencing. RESULTS: Here we
show that it was possible to obtain novel A(HIN1) viruses that acquired resistance to
oseltamivir by reassortment. All the resistant viruses obtained had at least the NA segment
originated from the A(HINT1) Brisbane-like virus. The replicating capacities of these viruses
were measured, showing no difference as compared to the two parental strains, suggesting
that genetic reassortment did not impair viral fitness. CONCLUSIONS: Our results suggest
that the novel A(HINI)v virus can acquire easily NA-inhibitor resistance by genetic

reassortment with the A(HIN1) Brisbane-like virus. This finding emphasizes the need for
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proper use of neuraminidase inhibitors and for an enhanced surveillance for such emergence

especially in patients receiving NA inhibitors and presenting with clinical treatment failure.

INTRODUCTION

The emergence of the novel A(HIN1)v virus in Mexico triggered pandemic plans of both the
WHO and individual countries [1,2]. Antiviral drugs (mainly oseltamivir) are a cornerstone
for disease management until vaccines become available but there is concern that the new
virus may become resistant to them. In 2007, an A(HIN1) virus naturally resistant to
oseltamivir first emerged in Norway and then spread worldwide. This resistance was due to an
H275Y mutation in the neuraminidase (NA) gene which has been detected in the human
A/Brisbane/59/2007 (HIN1)-like viruses (abbreviated A(HIN1) Brisbane-like viruses) [3].
This naturally oseltamivir resistant virus, which can be seen today as a wild A(HINT1) strain
was fitter than the corresponding non-resistant virus [4]. This was unexpected as similarly
resistant A(H1N1) viruses circulating prior to the emergence of the Brisbane-like viruses were
poorly fit [5,6]. Recent data suggest that the NA of the novel A(HINI1)v virus shares some
common characteristics with the susceptible A(HIN1) Brisbane-like virus, including high
substrate affinity [7].

As gene segment shuffle between viruses from the same subtype can occur frequently [8, 9],
the co-circulation in some parts of the world of the novel A(HIN1) and the human A(HIN1)
Bribane-like virus may ultimately produce an oseltamivir-resistant virus by gene
reassortment. However, reassortment between viruses of different lineage and/or origin may
not be feasible, or eventually result in viruses of poor fitness and transmissibility [10].
Recently, this risk assessment was analysed with the avian A(H5NT1) viruses. It demonstrated
that, even when forced by using reverse genetics, this reassortment was not always possible

[11]. Based on our experience, the reassortment using co-infection between A(H5N1) and
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human A(H3N2) or A(HIN1) viruses was almost impossible to achieve (O Ferraris, B Lina,
unpublished data), but here we can report that gene reassortment between the two A(HIN1)
viruses is a frequent event during in vitro co-infections, and can lead to the emergence of fit

resistant viruses.

METHODS

Viruses and Cells

The following A(HINT) viruses were used: A/Lyon/969/2009 (HIN1)v, A/Lyon/1337/2007
(HINT) Brisbane-like oseltamivir-resistant containing the H275Y mutation (Brisbane-like R),
and A/Lyon/1364/2007 (H1N1) Brisbane-like oseltamivir sensitive (Brisbane-like S).
Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells (ATCC, CCL34) were maintained in Ultra-
MDCK medium (Lonza, Levallois Perret, France) supplemented with penicillin/streptomycin
(100 units/mL and 100 pg/mL respectively, Lonza), and 2 mM L-Glutamin (Lonza).
Infections experiments were carried out in Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM,
Lonza) supplemented with 100 units/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin, 2 mM L-
Glutamin, 1 pg/mL acetylated trypsin (Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) and 1
UM oseltamivir carboxylate (kindly provided by Hoffmann-La Roche Ltd, Switzerland)
defined as infection medium.

Co-infections assays

All experiments were carried out in duplicate. Two different procedures for infection were
tested and are summarised in Figure 1.

- Procedure A: MDCK cells were first infected with A/Lyon/969/2009 (HIN1)v virus at
multiplicity of infection (MOI) of 0.5 at 34°C. After 1 h, the supernatant was discarded and

replaced by infection medium and cells were incubated at 34°C for 3 additional hours. The
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cells were then infected with A/Lyon/1337/2007, at an MOI of 0.5 for 1 h, washed and
incubated 18 h in infection medium.

- Procedure B: MDCK cells were simultaneously infected with the two viruses at a MOI of
0.1 for 1 h at 34°C in the infection medium without oseltamivir. After this infection period,
the supernatant was discarded and replaced by a fresh infection medium and subsequently
incubated at 34°C for 18 h.

For both procedures, after 18 h post infection, the supernatants were harvested and ten fold
serially diluted in infection medium with 1 pg/mL of acetylated trypsin. Confluent MDCK
cells were inoculated with these dilutions for 1 h at 34°C and then overlaid with EMEM
containing 0.55% agarose, 1 pg/mL acetylated trypsin and 50 uM oseltamivir carboxylate.
After 48 h at 34°C, the clones were harvested and diluted in order to infect confluent MDCK
cells. The supernatant were harvested after 48 h of incubation at 34°C.

All recombinants experiments were conducted using biosafety Level 4 containment
procedures (P4, Jean Merieux, INSERM, Lyon, France).

RT-PCR for HA and NA determination and M RT-qPCR

HA and NA gene screenings were carried out by using 3 RT-PCRs specifically targeting the
HA of A(HIN1)v virus (A(HIN1)v RT-PCR), the HA of seasonal human A(HINTI) virus
(A(HIN1)h RT-PCR) and a RT-PCR which specifically detects the H275Y mutation on the
human NA segment [12].

Viral RNA was extracted from 140 uL of MDCK cell culture supernatant with the QIAmp
virus RNA mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) according to the manufacturer’s
instructions. The RT-PCRs were all performed on ABI 7500 (Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France) platform, using SuperScript™III Platinum®One-Step Quantitative RT-
PCR System (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). RT-PCRs were optimized with 0.8 uM

each primer, 0.2 uM probe and 0.5 pL enzyme mix (primers and probes sequences are
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available on request). After a reverse transcription reaction at 50°C for 15 min and a
denaturation step at 95°C for 2 min, a two-step amplification of 50 cycles was performed at
95°C for 15 s and 60°C for 40 s.

A calibration range of diluted transcript ranging from 10° to 10 copies/5 uLL was used for the
quantitative real-time RT-PCR targeting the M gene (M RT-qPCR).

Growth Kinetics of viruses

The viral growth kinetics were subsequently assessed in duplicate in vitro. MDCK cells were
infected with viruses at a MOI of 0.0001. After 1 h at 34°C, the cells were washed once and
then placed in a fresh infection medium. To determine the virus yield, we harvested fluids
from cultures at different intervals post infection, centrifuged them and determined the RNA
load by quantitative real-time RT-PCR targeting the M gene (M RT-qPCR).

Sequencing

For full length sequencing, viral RNA was prepared from cell-free supernatant and sent to the

PF8 sequencing platform (Institut Pasteur, Paris).

RESULTS

We tested the in vitro ability for the novel A(HIN1) virus to become resistant to oseltamivir
by reassortment with the human A(HI1N1) Brisbane-like virus on MDCK cells by two ways
(Figure 1). The aim of each co-infection experiments was to obtain reassortant viruses
carrying the HA segment of A/Lyon/969/2009 (HINI)v and the oseltamivir resistant NA
segment (275Y) of A/Lyon/1337/2007 (H1N1). When the co-infections were performed, we
observed that all experiments yielded virus growth. For the detection of reassortant viruses,
50 resistant clones were picked up for both experiments : 33 from Procedure A, and 17 from
Procedure B. Positive RT-PCR signals for Brisbane-like viruses H275Y and novel A(HIN1)v

HA segments were detected for 27 clones suggesting a mixed viral populations. Among the
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23 remaining clones, 21 contained the HA segment from A(H1N1) Brisbane-like virus and
were not selected. Two clones named R16 and R28 from co-infection procedure A were
reassortant viruses harbouring the novel A(HIN1)v HA segment and the NA from the
A(HIN1) Brisbane-like virus 275Y. Analysis of their segment contents by full sequencing of
the viruses confirmed that clones R16 and R28 contained the NA originating from the
A(HINT) Brisbane-like H275Y parent strain. The R16 clone harboured a complete A(HIN1)v
internal gene constellation whereas the R28 clone contained the internal gene of the
nucleoprotein (NP) originated from the A(HIN1) Brisbane-like virus (Figure 1). No selection
of a spontaneous H275Y mutant derived from the novel A(HIN1)v could be detected.

The viral growth kinetics were performed on the two parental strains : A/Lyon/969/2009
(HINT)v, A/Lyon/1337/2007 (HIN1) Brisbane-like oseltamivir-resistant containing the
H275Y mutation (Brisbane-like R), on A/Lyon/1364/2007 (HIN1) Brisbane-like oseltamivir
sensitive (Brisbane-like S), and on both reassortant viruses detected i.e. R16 and R28 clones.
Overall, the in vitro viral fitness of the reassortant viruses was similar to the two parental
strains and to the Brisbane-like virus strain sensitive to oseltamivir (Figure 2). Neither the
incorporation of the NA gene from the A(H1N1) Brisbane-like H275Y , nor the Brisbane-like

NP segment for the R28 clone impaired the replication capacity of the reassortant viruses.

DISCUSSION

Our results obtained by in vitro co-infection experiments confirm that genetic reassortment
between circulating A(HINT) viruses may result in the emergence of stable oseltamivir-
resistant novel A(HINT)v virus that contains the NA gene from an oseltamivir resistant
A(HIN1) Brisbane-like H275Y virus. Moreover, we demonstrated that those oseltamivir
resistant viruses were as fit as the wild-type parental strains in vitro. The incorporation of the

Brisbane-like NP segment in the R28 reassortant clone did not impair its viral fitness
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contrarily to what could be expected with a human NP in a genetic background from another
species [11]. What is striking is that the gene shuffling between the two A(HIN1) viruses
appeared much easier and therefore likely in the in vitro experiment than expected. If we
compare our numerous attempts to obtain such genetic exchange between A(HSN1) and the
human viruses, reassortment was detected in less than 1 % of the co-infection performed with
similar conditions. On the other hand, no resistant virus by simple mutation has been detected.
Our results emphasize the need for a reinforced surveillance of the emergence of such
resistant strains. This surveillance should be carried out thoroughly, especially when
suboptimal doses of oseltamivir are used. The two A(HINI1) viruses share some common
features, like a high affinity and activity of their neuraminidases [7]. This characteristic may
be a facilitating factor for gene exchange between the two strains despite it was not observed
yet in vivo. The only published study [13] reported that in ferrets at least A(HIN1)v viruses
seems to overcome A(HINT1) Brisbane like viruses despite some biais in the experiment (only
two co-infected ferrets with, in addition, preexisting antibodies). Moreover this study was not
designed specifically to observed the emergence of such recombinants viruses and therefore
this event can not be rule out.

Overall, we demonstrated the capacity for the novel A(HIN1) virus to acquire oseltamivir
resistance by genetic exchanges with the seasonal human A(HIN1). Hence, susceptibility of
the novel A(HINI1)v to oseltamivir can be limited in time if the co-circulation of both
A(HINT) lineages is maintained, and if it results in genetic reassortment. This virus keeps on
being detected by surveillance networks in both southern and northern hemisphere. Co-
infections can therefore occur. The seasonnal vaccine should have an interest, at first, by
reducing the human co-infection probability and therefore emergence of recombinant viruses,
second, this vaccine may limit the recombinant virus diffusion by immunological pressure on

the Brisbane-like Neuraminidase. Therefore, oseltamivir should be used appropriately, and
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alternative therapeutic strategies should be proposed, including combined antiviral therapy, or
prioritizing the use of other antivirals to keep the oseltamivir efficient until the complete
disappearance of the human A(HIN1) Brisbane like virus [14]. However, the genetic content
of the reassortant strains may have some impact on the in vivo fitness of the viruses this will
be further investigated on animal model and as it was studied for the parental A(HIN1)v virus

[13, 15, 16].
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LEGEND OF FIGURES

Figure 1 : Study design and results of co-infection experiments. Procedures are detailed in

Methods.

Figure 2 : Kinetics of viral growth in MDCK cells of parental A(HIN1) viruses and R16 and
R28 clones harbouring the A(HIN1) Brisbane-like virus H275Y NA segment.

MDCK cells were infected with an oseltamivir-resistant A(HIN1) Brisbane-like virus
(Brisbane-like R) : A/LYON/1337/2007, a novel A(HIN1)v virus: A/Lyon/969/2009, an
oseltamivir-sensitive A(HIN1) Brisbane-like virus (Brisbane-like S) : A/LYON/1364/2007
and with the reassortant viruses R16 and R28 at a MOI of 0.0001. Culture cells supernatant
were harvested at 5 indicated times and titrated by quantitative real-time RT-PCR (M RT-

gPCR). Results are expressed as the mean of two kinetic experiments.
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1.1.1. Introduction

Notre étude s’inscrit dans le contexte de I’émergence et de la diffusion dans le monde entier
du virus A(HIN1)2009 et du probléeme de santé publique que représenterait 1’émergence
d’une résistance a I’oseltamivir chez ce virus pandémique. En 2007, il a été rapporté
I’émergence d’un virus A(HIN1) humain, apparenté au virus A/Brisbane/59/2007
naturellement résistant a I’oseltamivir, en Norvege, dans un premier temps, puis sur toute la
planéte ensuite. Cette résistance a ensuite ét¢ associée a la mutation H275Y/ H274Y au niveau
de la NA de ces virus. Le virus A(HIN1) H275Y résistant représentait, jusqu’en 2009, le
sous-type A(HIN1) humain circulant. La diffusion extraordinaire de ce virus muté
s’expliquerait par le fait que la mutation H275Y conférerait au virus un meilleur « fitness »

% en rétablissant une affinité normale de la NA pour son

par rapport au virus non muté 12
substrat (acide sialique). Cette mutation lui aurait donc apporté un avantage sélectif.
Récemment, nous avons observé que la NA des virus A(HIN1)2009 avait quelques
caractéristiques communes avec celle des virus apparentés a la souche Brisbane-like sensible
a I’oseltamivir avec, entre autres, une affinité trés forte pour son substrat (Casalegno J.S. Lina
B., données non publiées). Les propriétés de la NA et la forte circulation potentielle de ces
deux virus, nous a incité a nous poser la question de la possibilité de voir le virus pandémique
acquérir, par réassortiment génétique, la NA mutée des virus résistants apparentés a la souche
Brisbane.

Pour cela nous avons développé un protocole de co-infection virale sur MDCK permettant de
provoquer le réassortiment génétique entre une souche de virus pandémique
(A/Lyon/969/2009) et une souche de virus A(HIN1) apparenté Brisbane possédant la
mutation H275Y (A/Lyon/1337/2007) donc résistante a 1’oseltamivir. Puis nous avons mis en
place une stratégie de criblage des clones viraux obtenus. Dans un second temps, nous avons
essay¢ de caractériser les virus réassortants que nous avons obtenus en déterminant leur

composition génétique et en comparant leur capacités réplicatives.

119



1.1.2. Protocole d’obtention de virus réassortants

Etant donné le risque associé a la réalisation d’un virus pandémique résistant a 1’oseltamivir,
toutes les manipulations ont été réalisées en laboratoire P4 (P4, Jean Mérieux, INSERM,
Lyon). Nous avons développé deux protocoles différents de co-infection virale permettant
I’infection simultanée ou différée d’une méme cellule par deux souches de virus influenza
différentes. La co-infection a été facilitée par la présence d’oseltamivir. En effet, 1’infection
de la cellule par un premier virus entraine 1’expression de ses NA a la surface cellulaire afin
de cliver toute liaison HA-acide sialique appartenant a un second virus. Ce mécanisme permet
d’empécher toute infection par un second virus ''*'".

Chacune des deux procédures de co-infection virale a permis d’obtenir des virus réassortants

dont 50 d’entre eux ont été analysés, afin de détecter les virus possédant la HA H1 du virus

pandémique et la NA N1 mutée H275Y du virus A(HIN1) résistant a I’oseltamivir.

1.1.3. Résultat du criblage des virus réassortants

A T’issu des deux procédures de co-infection virale, les virus produits ont été isolés par plage
de lyse dans le but d’analyser des clones contenant une seule population de virus. Etant donné
I’objectif principal de I’étude nous avons réalisé le criblage des 50 virus isolés en utilisant
trois RT-PCR, 'une ciblant spécifiquement la HA H1 du virus pandémique A(H1N1)2009,
I’autre la HA H1 du virus saisonnier A(HIN1) apparenté Brisbane et la troisiéme, la NA
porteuse de la mutation H275Y.

Dans un premier temps nous avons réalisé les RT-PCR de criblage des HA et nous avons
détecté 27 virus, isolés par plage de lyse, positifs pour les deux RT-PCR suggérant qu’ils
¢taient constitués d’un mélange de deux populations virales. Parmi les 23 clones purs, 21
possédaient une HA de type H1 Brisbane-like et deux clones, R16 et R28, avaient aussi une
NA mutée H275Y. Le génome de ces deux virus réassortants a ensuite été¢ séquencé et nous
avons confirmé qu’ils possédaient la HA du virus A(HIN1)2009, la NA mutée H275Y du
virus Brisbane-like et une constellation de genes internes issue du virus A(HIN1)2009 sauf
R28 qui avait le segment NP du virus A(HIN1) appartenté Brisbane résistant (Tableau 10).
Aucune mutation spontanée H275Y n’a été détectée chez les virus arborant une NA issue du

virus A(HIN1)2009.
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Tableau 10: constellation de génes des virus réassortants R16 et R28 produits par co-

infection virale entre les virus A(HIN1)2009 et A(HIN1) résistant a I’oseltamivir.

Nom du virus réassortant

R16 R28

PB1 A(HIN1)2009 A(HINT1)2009

PB2 A(HIN1)2009 A(HIN1)2009

Origine virale des PA A(HINT)2009 A(HINT)2009

segments des virus HA A(HIN1)2009 A(HIN1)2009
réassortants NP A(HIN1)2009 Brisb-R
NA Brisb-R Brisb-R

M A(HIN1)2009 A(HIN1)2009

NS A(HIN1)2009 A(HIN1)2009

Origine de chacun des 8 segments des virus R16 et R28, obtenus par réassortiment génétique
apres co-infection virale entre les virus A(HIN1)2009 pandémique [A(HINI1)2009] et le virus
A/Lyon/1337/2007 apparenté au virus Brisbane, résistant a l’oseltamivir [Brisb-R]
(Bouscambert et al, 2010). Ce virus possede une NA mutée en H275Y. L origine de chaque

segment de gene a été déterminée par séquengage complet du gene.

1.1.4. Capacités réplicatives des virus réassortants

Afin de vérifier si le fait d’acquérir une NA mutée modifiait le fitness in vitro des virus, les
cinétiques de croissance virale des virus réassortants R16 et R28 et des virus parents,
A/Lyon/969/2009 (virus pandémique) et A/Lyon/1337/2007 (virus apparenté Brisbane
résistant a 1’oseltamivir) ainsi que du virus A/Lyon/1364/2007 (virus apparenté Brisbane

sensible a 1’oseltamivir) ont été réalisées sur MDCK.
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Nous avons montré que ni 1’introduction d’une NA d’origine différente H275Y, ni celle d’un
segment NP d’origine différente ne modifiaient les capacités réplicatives du virus

A(HIN1)2009 (publication 2, Figure 1).

1.1.5. Résultats complémentaires : criblage complet des virus réassortants

A T’issu du premier criblage par RT-PCR, nous avons sélectionné les deux virus réassortants
possédant la H1 du virus pandémique et la N1 H275Y (R16 et R28). Nous avons, dans un
deuxiéme temps, séquencé le génome complet des autres virus obtenus par plage de lyse, afin
de déterminer si il existait une constellation préférentielle des génes internes et de sélectionner
des virus réassortants dont la composition suggérait une modification de virulence ou de
capacités réplicatives (Figure 12). Le virus A(HIN1)2009 est un triple réassortant dont les
segments sont d’origines diverses (humaine, aviaire et porcine) '* mais pour plus de lisibilité

nous avons fait le choix de le représenter par un porc.

Au total nous avons obtenu les séquences de 32 virus et 78% (25/32) de ces virus ont présenté
une composition mixte issue des deux virus parentaux (Figure 12). Une constellation
majoritaire a été identifiée car 40% de ces virus (10/25) possédaient un fond génétique issu du
virus A(HIN1)2009 et une HA d’origine humaine alors que seul un virus possédaient une NA
d’origine humaine isolée. Trois virus ont présenté un fond génétique « porcin » avec le couple
HA-NA humain seul. Parmi les 8 virus possédant le couple HA-NA humain et un ou plusieurs
autres geénes d’origine humaine, 2 virus avaient le segment PB1 humain seul associé, 1 virus
avait le segment PB2 humain seul et 3 virus avaient le segment NP humain seul. Enfin, seul
un virus possédait le fond génétique complet d’origine humaine avec le segment M d’origine
porcine (R24). Ces résultats indiquent que le réassortiment entre ces deux virus est possible et
le séquengage complet de 25 clones a mis en évidence une constellation préférentielle (fond

génétique d’origine porcine exprimant une HA d’origine humaine).
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Figure 12 : constellation des geénes internes des virus réassortants produits par co-infection
virale entre les virus A(HIN1)2009 et A(HIN1) Brisbane résistants a 1’oseltamivir.

Origine des 8 segments de g nes des virus influenza assortants isols
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L’origine de chaque segment interne a ¢été déterminée par séquencage des 8 segments des
clones de virus réassortants obtenus par co-infection virale entre les virus A(H1N1)2009
[A/Lyon/969/2009] (' ") et un virus A(HIN1) apparenté au virus Brisbane résistant a
"oseltamivir [A/ Lyon/ 1337/ 2007] (4 +). nd : séquence non déterminée.
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1.2. Etude du réassortiment génétique entre les virus influenza A(H5N1)

et A(HIN1)2009

1.2.1. Introduction

Dans le contexte pandémique associé a une trés forte circulation du virus A(H1N1)2009,
hautement transmissible, la menace d’un réassortiment avec le virus A(H5N1) est réelle
puisque théoriquement ce virus réassortant pourrait avoir une virulence plus importante et
deviendrait transmissible d’homme a homme. Nous savons que, pour des raisons non encore
¢lucidées, toutes les combinaisons de geénes ne peuvent exister. Nous nous sommes donc
demandés si des réassortiments entre le virus pandémique et le virus A(HSN1) d’une part et le
virus A(H5N1) et un virus A(H1N1)2009 résistant a 1’oseltamivir d’autre part était possible et

qu’elles étaient les constellations de génes observées.

1.2.2. Obtention des virus réassortants et résultats du criblage

Deux séries de co-infections virales ont été réalisées. La série MV correspond a la co-
infection de MDCK par les virus A(HIN1)2009 [A/Lyon/969/2009] et A(HS5SNI)
[A/Turkey/13/2006]. La série MR correspond a la co-infection de MDCK par le virus
A(H5N1) [A/Turkey/13/2006] et le clone R16 [A(HIN1)2009 muté H275Y] obtenus dans
I’étude précédente par co-infection virale A(HIN1)2009-A(H1N1) apparenté Brisbane muté
H275Y (Bouscambert-Duchamp et al. Antivir Ther. 2010) (Figure 13).

A T’issu des essais de co-infections virales réalisées selon le protocole décrit précédemment,
nous avons sélectionné 30 clones pour la série MV et 30 clones pour la série MR. Les 60
clones ont été analysés par RT-PCR HS5, permettant la détection spécifique de la HA du virus
A(H5N1) et par RT-PCR H1/2009, permettant la détection spécifique de la HA du virus
A(HIN1)2009 (Figure 13).
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Figure 13 : stratégie de criblage des virus réassortants obtenus par co-infections virales
entre les virus A(H5N1) et A(HIN1)2009 sauvage et résistant a I’oseltamivir (H275Y).

Série MV Série MR
A(HINT1)2009 A(H5N1) A(HIN1)2009 H275Y
A/Lyon/969/2009 A/Turkey/13/2006 R16
30 clones MV 30 clones MR
RT-PCR H5

RT-PCR H1/2009

r— N v

HS5 + HI1/2009+ H5 +
H1/2009 — H1/2009 —
2/30 5/30
28/30 25/30
l Clones exclus l
RT-PCR N1/2009 RT-PCR N1/humaine
N1/2009 + N1/humaine +
N1/2009 - H5 + H5 + N1/humaine -
8/28 10/25
20/28 (28,6%) (40%) 15/25

v v

Séquengage du génome complet de
8 clones MV et 10 clones MR

Des cellules MDCK ont été inoculées selon la procédure précédemment décrite (Bouscambert-Duchamp et al.
2010) afin d’étudier le réassortiment génétique du virus influenza A(HS5N1) et du virus pandémique
A(HIN1)2009 (Série MV) ou du virus A(HIN1)2009 muté H275Y (résistant a I’oseltamivir) (Série MR). Trente
clones par série ont été sélectionnés et analysés en RT-PCR spécifiques de détection des HA de sous-types HS et
H1/2009 puis de détection des NA de sous-types N1/2009 ou N1/humaine. A I’issu de ce criblage, le séquencage
complet des 8 segments des virus réassortants MV (H5+ et N1/2009 +) ainsi que des virus MR (H5+ et

N1/humaine +) a été réalisé.
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Dans la série MV, 100% des clones étaient positifs en RT-PCR spécifique H5 et 28 sur 30
clones étaient négatifs en H1/2009. Ces clones ont été sélectionnés car ils ne possédaient
qu’une seule population virale. Ils ont ensuite été analysés en RT-PCR N1/2009 de détection
spécifique de la NA du virus A(HIN1)2009. Parmi ces clones, 28,6% possédaient une NA
issue du virus A(HIN1)2009 (8/28) et ils ont été¢ envoyés a 1’Institut Pasteur (Plateforme de
génotypage PF8) pour un séquencage complet des 8 segments de genes.

Dans la série MR, la co-infection entre les virus A(HSN1) [A/Turkey/13/2006] et le virus
influenza réassortant R16 [A(HIN1)2009 ayant une NA mutée H275Y] nous a permis
d’obtenir 30 clones qui ont été analysés, selon le méme schéma que la série MV (Figure 13).
A TDissu du premier criblage, 25 clones positifs en RT-PCR HS5 et négatifs en RT-PCR
N1/2009 ont été analysés en RT-PCR spécifique de détection des NA de sous-type humain
saisonnier afin de détecter la présence d’une NA apparentée au virus Brisbane. Au final, la co-
infection virale a permis d’obtenir 40% (10/25) de virus influenza réassortants possédant une
HA de sous-type HS5 et une NA apparentée Brisbane mutée H275Y donc résistante a
I’oseltamivir. Les 8 segments de ces 10 clones ont été séquencés. Les 35 clones positifs en
RT-PCR H5 mais négatifs en RT-PCR N1/2009 (n=20) ou en RT-PCR N1/humaine (n=15)

ont été exclus pour ce projet (Figure 13).
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1.2.3. Séquencage complet du génome des virus réassortants

Le séquengage complet des 8 segments de géne des virus réassortants a été possible pour les 8
clones MV et pour 8 des 10 clones MR (Figure 13). Pour 2 des 10 clones MR le séquencage

de la NA n’a pu étre réalisé.

Suite a la co-infection virale de MDCK par un virus A(H5N1) et le virus pandémique
A(HIN1)2009, nous avons sélectionné 30 clones dont la criblage par RT-PCR a fait
apparaitre 8 clones possédant une HA de sous-type HS et une NA de sous-type N1/2009. Le
séquencgage des 8 segments de geéne, dont celui des glycoprotéines de surface a, de fagon
surprenante, révélé que seul un virus réassortant MV15, avait la composition HA-NA
souhaitée (Figure 14). Ce résultat met en avant un probléme de réaction croisée de la RT-PCR
N1/2009. En effet, il apparait que cette RT-PCR ¢était capable de détecter les N1 d’origine
aviaire. L’analyse de la nature des geénes internes n’a pas fait apparaitre de constellation
majoritaire.

Hormis trois virus, qui sont des virus A(H5N1) sauvages (MV6, MV26 et MV27), les 5 autres
ont un fond génétique majoritairement d’origine aviaire. Ces résultats montrent que les
segments M, NS, PA et PB1 issus du virus A(HIN1)2009 peuvent s’intégrer sur un fond
génétique aviaire (Figure 14). Le virus MV15 est un virus aviaire qui présente des segments
NA et M porcins. Mis a part ces deux segments, ce virus posséde donc les segments NS, PB2,
PBI1 et HA, c'est-a-dire, tous les facteurs de virulence identifiés du virus A(HSN1) : NS1, PB2,
PBI1-F2 et HA (Tableau 3).

Dans la série MR, co-infection virale de MDCK par un virus A(H5N1) et le virus pandémique
A(HIN1)2009 possédant une NA mutée H275Y résistant a 1’oseltamivir, nous avons
sélectionné 30 clones dont la criblage par RT-PCR a fait apparaitre 10 clones, possédant une
HA de sous-type HS5 et une NA de sous-type N1/humaine mutée. Le séquencage des 10
segments de géne, dont celui des glycoprotéines de surface, a comme précédemment réveélé
que seul un virus réassortant MR31, avait la composition HA-NA souhaitée (Figure 15).
Aucune constellation majoritaire n’a €té mise en évidence. Hormis trois virus qui sont des
virus A(H5N1) sauvages (MR1, MR4 et MRI11), les 5 autres ont un fond génétique

majoritairement d’origine aviaire. Ces résultats confirment que les segments M, NS, PA et
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PB1 mais aussi PB2, issus du virus A(HIN1)2009, peuvent s’intégrer sur un fond génétique

aviaire (Figure 15).

Au final, aprés co-infection virale nous retrouvons du virus A(H5N1) sauvage dans 82%
(23/28) des clones de la série MV et 72% (18/25) des clones de la série MR. Nous n’avons
pas pu mettre en évidence de lien entre la composition du génome des virus réassortants et la

taille des plages de lyse qui traduisent les capacités réplicatives des virus.
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Figure 14 : constellation des génes internes des virus réassortants produits par co-infection

virale entre les virus A(H5N1) et A(HIN1)2009 (série MV).

Virus Origine des 8 segments de géne
réassortants
PB2 PB1 PA HA NP NA M NS Taille des
plages de
- — lyse
MV15 - - - - - - G
MVIS & - = - * 4 - G
MV19 - & . = o o - G
MV25 - : P 5 - - o - - P
MV3 - > 2 = - o - P
MV6 - - - = - - - - P
MV26 - & - = >~ 2 - o - P
MV2T - - < 4 - - o P

L’origine de chaque segment interne a été déterminée par séquencage des 8 segments des

clones de virus réassortants obtenus par co-infection virale entre les virus A(HIN1)2009

[A/Lyon/969/2009] ( . ) et un virus A(H5SN1) [A/ Turkey/ 13/ 2006] e@¥). Les tailles des
plages de lyse ont été notées avant la récolte de chaque clone et sont rapportées : grande (G)

ou petite (P).
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Figure 15: constellation des genes internes des virus réassortants produits par co-
infection virale entre les virus A(H5N1) et le virus réassortant R16 [A(HIN1)2009
H275Y résistant a ’oseltamivir] (série MR).

Origine des 8 segments de géne

Egia?:omms PB2 PB1 PA HA NP NA M NS Eglgl:sd;:
W g P & @ = = g
W e O P & L S = ¢
s e g S = S = S
L R Y P S
W e S P B = & &
W S B T S = &
S N P L
e & & & =& ¢ = &

L’origine de chaque segment interne a été déterminée par s€quengage des 8 segments des
clones de virus réassortants obtenus par co-infection virale entre les virus A(H5N1) [A/

Turkey/ 13/ 2006] («gP) et le virus influenza réassortant R16 possédant une HA de sous-type

H1/2009 ( - ), une NA de sous-type N1/humaine H275Y (H:_‘_:;) et des segments internes

d’origine A(HIN1)2009 ( ). Les tailles des plages de lyse ont été notées avant la récolte
de chaque clone et sont rapportées : grande (G) ou petite (P).
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2. Génétique inverse : étude du ré assortiment génétique entre des

virus d’origines et de sous-types différents

2.1. Introduction

Notre étude sur le réassortiment génétique entre virus d’origines différentes, avait pour
objectif principal de déterminer si un virus humain saisonnier, donc circulant dans la
population humaine, pouvait acquérir par réassortiment génétique, un ou plusieurs segments
de genes appartenant a un virus A(H5N1). Les objectifs secondaires étaient d’évaluer s’il
pouvait exister des constellations privilégiées d’une part, et quelle serait la virulence de ces
virus, d’autre part. Parce que nous avions I’obligation de réaliser la production de virus
réassortants A(H3N2)/A(H5N1) en laboratoire L4, aprés obtention d’un agrément pour la
production d’Organisme Génétiquement Modifiés, nous avons réalisé un travail préliminaire
sur le réassortiment génétique d’un virus aviaire faiblement pathogene A(H5N2) et d’un virus
humain circulant A(H3N2) en laboratoire L3 (Figure 16).

Pour cela nous avons produit les 3 systetmes de génétique inverse suivants: A(HSN2)
A/Finch/England/2051/2002, A(H3N2) A/Moscow/10/99 et A(H5N1) A/Vietnam/2051/2004.
Dans un second temps, aprés I’analyse de I’étude de Chen ez al.*, nous avons voulu étudier
plus précisément la compatibilité de certains segments de geénes, entre virus humains et
aviaires A(H5N1), et avons réalisé en laboratoire L4, un certain nombre de constructions
(Figure 17). Les résultats sont présentés dans ce manuscrit et une publication est en cours de

préparation.

2.2. Etude du réassortiment génétique entre les virus influenza A(H5N2)

aviaire et A(H3N2) humain

Nous avons, dans un premier temps réalisé 9 constructions visant a introduire un ou plusieurs
segments du virus aviaire faiblement pathogéne A(H5N2) sur un fond génétique humain,
A(H3N2). Apres transfection des 8 clones de génétique inverse choisis, dans des cellules
293T, les virus produits étaient amplifiés sur MDCK et la présence de virus était détectée par

la réalisation d’un test d’hémagglutination (Figure 16).
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Nous montrons que les systemes complets de génétique inverse pour les virus A(H5N2) et
A(H3N2) étaient fonctionnels, et permettaient de reproduire in vitro les virus parentaux. Si
I’on s’intéresse aux constellations de génes compatibles, c'est-a-dire, permettant de produire
un virus influenza capable de se répliquer, nous rapportons que I’introduction du couple H5-
N2 d’origine aviaire et I’'un des segments PA (construction A), PB1 (construction H) ou PB2
(construction C) du complexe polymérase sur fond humain sont possibles.

L’introduction du trio PA-PB1-PB2 seul, sans le couple HA-NA (construction F) de méme
origine, ne semble pas compatible et ne permet pas de produire, dans nos conditions, du virus
infectieux. Par ailleurs, de fagon intéressante, si le segment NP d’origine aviaire est associé au
trio PA-PBI1-PB2 aviaire (construction G) et reconstitue ainsi un complexe polymérase
strictement aviaire, il est possible de produire du virus influenza, mettant en évidence
I’importance de la compatibilité de géne au sein du complexe polymérase, pour la production
d’un virus infectieux.

Enfin, nous avons observé qu’en présence du couple H5-N2 aviaire, le fond génétique humain
acceptait le segment NS d’origine aviaire (construction E). Les résultats obtenus sur la
compatibilit¢ du couple H5-N2 aviaire sur fond génétique humain, lorsqu’il est associé
respectivement aux segments PA (construction A), PB1 (construction H) et PB2 (construction
C) et NP (construction D) sous-entend que 1’introduction du couple H5-N2 d’origine aviaire

seul (construction non testée) devrait étre possible.
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Figure 16 : étude de la compatibilité des génes internes constituant des virus
réassortants produits par génétique inverse entre le virus aviaire A(H5N2) et le virus

humain A(H3N2).

Origine des 8 segments de géne

Production de

Virus réassortants ~ PB2  PBI PA HA NP NA M NS Vi
B o <& & - & & - 5
I A 3 \ : 4 A s 3 +
A 4 . - - A5 <& y +
H 4 3 3 - ¢ - 4 5 +
¢ >3 'y A <& R & - +
D 5 . s =] - - - L +
G - <~ & : & 4 A \ £

L’origine de chaque segment interne a été déterminée par s€quengage des 8 segments des
clones de virus réassortants obtenus par génétique inverse en utilisant les systémes A(H5N2)
[A/Finch/ England/2051/2002] (,j) et A(H3N2) [A/ Moscou/ 10/ 1999] ( 4 +). Aprés
transfection des 8 clones de génétique inverse choisis dans des cellules 293 T, le virus produit
est amplifié sur MDCK et la présence (+) ou 1’absence (-) de virus est mise en évidence par

un test d’hémagglutination.
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2.3. Etude du réassortiment génétique entre les virus influenza A(H5N1)

aviaire et A(H3N2) humain

A T’issu de ce travail préliminaire, une analyse systématique compléte a été publiée par Chen
et al.. Ils ont produit par génétique inverse, 63 combinaisons de virus réassortants a partir
d’un virus A(H5N1) [A/Thailand/16/2004] et d’un virus A(H3N2) [A/Wyoming/3/2003].
L’analyse de cette étude nous a permis d’abandonner I’approche systématique que nous
avions envisagée, pour réaliser les constructions pour lesquelles Chen et al. avaient mis en
évidence certaines incompatibilités, ainsi leurs constructions-miroir. Pour cela, nous avons
produit, en laboratoire L4, 33 constructions par génétique inverse. La présence de virus a été
détectée apres 4 jours de culture a 33°C par la réalisation d’un test d’hémagglutination. Les

résultats sont rapportés dans la figure 17.

Rapidement nous avons constaté que toutes les constructions possédant un segment PB2 issu
du virus A(H5N1) n’avait pas fonctionné et nous avons donc testé a nouveau la fonctionnalité
du clone de génétique inverse PB2 du systtme A(H5NT1). Nous avons confirmé qu’il n’était
pas fonctionnel. Nous n’avons donc pas pu exploiter les résultats des constructions possédant

ce segment (représentées en gris sur la figure 17)

Nous rapportons qu’un virus A(H3N2) saisonnier peut acquérir le couple H5-N1 associé¢ au
segment PB1 du virus A(H5N1), a I’'image de la constellation des virus responsables des
pandémies de 1957 et 1968 (HA-NA-PB1 aviaires sur un fond génétique humain). Ces
résultats confirment les observations faites avec le virus aviaire A(H5N2).

De la méme facon, le virus A(H3N2) peut acquérir le trio HA-NA-NP du virus A(H5N1),

observations corrélées avec celles qui ont été faites avec le virus aviaire A(H5N2).

En revanche, I’introduction du segment NS d’origine A(H5N1), méme en présence du couple
HA-NA de méme origine ne permet pas la production de virus alors que I’introduction du
segment NS issu du virus A(H5N2) était possible. L’introduction d’un segment NP aviaire est

possible en présence du couple HA-NA de méme origine.

En ce qui concerne la compatibilité des glycoprotéines de surface, nous n’avons pas pu

produire de virus exprimant les deux glycoprotéines aviaires H5 et N1 du virus A(H5N1) sur
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un fond génétique d’origine humaine ni un virus exprimant uniquement la H5 d’origine
aviaire. Par ailleurs, la construction d’un virus humain possédant une HA d’origine humaine
(H3) et une NA d’origine aviaire (N1) est possible, indiquant que ces deux glycoprotéines
sont compatibles. Ce résultat est confirmé par le fait qu’il est possible de produire un virus
humain exprimant le trio HA-NA-PB1 aviaires alors que la méme construction sans le
segment NA (virus humain exprimant le couple HA-PB1 aviaire) devient impossible, dans
nos conditions. Au final, nous montrons que sur un fond génétique majoritairement aviaire, il
est possible d’introduire le ou les segments d’origine humaine suivants : PB2 (constructions
RG10 et RG17), PB2-PA (construction RGI18). Sur un fond génétique majoritairement
humain, il est possible d’introduire le ou les segments d’origine aviaires suivants :
e HA-NA-PBI (construction RG1), HA-NA-NP (construction RGF) a I’origine de virus
potentiellement pandémiques et plus virulents,
e NA (constructionRGI) a I’origine d’un virus potentiellement pandémique
e PBI1 (construction RGS5), NP-M-NS (construction RG6), NP-NS (construction RG9) a
’origine de virus potentiellement plus virulents

e PA (construction RG2), NP (construction RG7), NP-M (construction RGS)
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Figure 17: détermination des constellations de virus réassortants A(HSN1) et A(H3N2)
pouvant étre produite par génétique inverse.

Origine des 8 segments de gene
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L’origine de chaque segment interne a été déterminée par séquencage des 8 segments des clones de virus réassortants obtenus par génétique
& -

inverse grace aux systémes A(HSN1) [A/Vietnam/1024/2004] (‘6 et A(H3N2) [A/ Moscou/ 10/ 1999] €7~). En vert, les constructions

pouvant permettre la production d’un virus influenza réplicatif, en gris les constructions n’ayant pas permis de produire un virus influenza du

fait du clone de génétique inverse PB2 non fonctionnel.
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D. Discussion

Quantification virale

La RT-PCR M est un outil de diagnostic rapide et sensible, qui donne, chaque année, de tres
bons résultats a I’occasion des contrdles de qualité européens (réseau de surveillance EISS) et
mondiaux (OMS) auxquels nous participons en tant que CNR. Elle est facilement adaptable
dans un laboratoire réalisant de la biologie moléculaire, comme nous 1’avons montré dans le
cadre de la prise en charge du diagnostic des infections grippales lors de la pandémie
A(HINT1)2009.

Le choix d’un geéne trés conservé au sein des virus influenza A, tel que le géne de matrice (M),
comme cible de cette RT-PCR, a pour avantages de permettre la détection d’un trés grand
nombre de sous-types de virus influenza A. Nous ’avons vérifié sur 26 virus influenza
d’origine animale ou humaine, possédant une HA parmi 15 sous-types différents de HA (1 a
15 sur 16 sous-types décrits) et une NA parmi 8 sous-types différents de NA (1 a 8 sur les 9
sous-types décrits) (Tableau 8). Cette universalité permet d’envisager 1’utilisation de cette
RT-PCR pour des applications en santé humaine mais aussi dans le domaine de la santé
animale aviaire et porcine en particulier. Un certain nombre d’autres équipes ont développé
des outils de détection ciblant le géne M ou le géne NP, mais aucun n’a été, a notre
connaissance, caractérisé comme nous 1’avons fait dans ce travail.

Le développement d’une approche quantitative, a permis 1’élargissement des applications vers
la mesure de la charge virale influenza dans des prélévements de patients, le développement
d’un protocole de cinétique de croissance virale permettant la caractérisation du virus
influenza ainsi que I’étude du pouvoir pathogéne d’un virus influenza chez I’animal.
L’utilisation d’un transcrit ARN en comparaison d’un plasmide ADN pour la réalisation de la
gamme d’étalonnage présente comme avantage de contrdler I’efficacité de la transcription
inverse en plus de I’amplification par PCR. Ce controle étant introduit au moment de la RT-
PCR, il ne permet pas de contrdler 1’efficacité de I’extraction pour chaque prélévement, mais
la réalisation d’une extraction automatisée EasyMag bioMérieux®, nous permet d’assurer une
meilleure reproductibilité par rapport a une extraction manuelle et un controle automatique du

bon déroulement de chacune des étapes de I’extraction.
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Le choix d’une technique de mesure de la quantité de virus par biologie moléculaire, plutot
que par une technique classique de titrage infectieux sur cellules, présente de nombreux
avantages. Hormis la rapidité de mise en ceuvre (quelques heures contre plusieurs jours),
I’avantage majeur repose sur le fait, qu’apres 1’étape de lyse au cours de 1’extraction, seul de
I’ARN est manipulé, or il s’agit de matériel non infectieux. Lorsque la quantification se fait
par la détermination de DICT50/ml en culture cellulaire, le virus manipulé reste infectieux et
les titres infectieux obtenus apres plusieurs jours de culture peuvent étre méme treés élevés.
Ces manipulations sont ainsi a I’origine d’un risque important de contamination de 1’essai
mais aussi d’un risque infectieux pour le manipulateur. Ceci est bien slr renforcé lorsqu’il
s’agit de manipuler des virus influenza hautement pathogenes tels que le virus A(H5N1) ou

des virus réassortants qui sont des organismes génétiquement modifiés de niveau 4 (BSL4).

A notre connaissance, il s’agit de la premicre description, dans le domaine de la santé
humaine, d’un outil et d’une stratégie de quantification de la charge virale influenza dans des
prélevements permettant le suivi de I’excrétion virale d’un patient indépendamment de la
qualité et de la variabilité¢ du prélévement qui est alors contrdlée par la quantification d’un
gene de ménage. Récemment une RT-PCR de quantification de ’ARN A(H5NT1) a été décrite
pour des applications environnementales '*2. Une autre équipe, vétérinaire, propose d’associer
une RT-PCR de détection du virus influenza a une RT-PCR de détection d’un gene cellulaire
d’oiseau « bird beta-actin » comme controle d’inhibition et de normalisation '**. Ils ont ainsi
développé des applications chez I’animal de quantification dans des écouvillons cloacaux,
prélevements particulierement riches en inhibiteurs. Certains auteurs ont présenté une RT-
PCR M permettant la quantification virale dans un prélévement respiratoire mais sans
controle de la qualité du prélévement '**. Récemment, la société Argéne a mis sur le marché
un kit de quantification cellulaire, CELL Control r-gene ™ permettant la mesure par RT-PCR
temps réel du nombre de cellules dans les prélévements respiratoires. Le développement
commercial de ce type d’outil indique I’importance croissante que 1’on peut accorder au

controle de la qualité du prélévement pour la validation des résultats négatifs.

Cet outil et cette stratégie nous ont permis de proposer une approche fiable de quantification
de I’excrétion virale pour le suivi des patients inclus dans la premieére étude visant a étudier
I’association de deux inhibiteurs de la NA en comparaison de chacune des monothérapies
(Bivir) (Duval et al. 2010, soumis / annexe 1). Au cours de 1’hiver 2009-2010, nous ’avons

aussi utilisé dans 1’étude d’une cohorte d’enfants admis aux urgences pour un syndrome
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respiratoire di au virus A(HINI1)2009 (Bouscambert-Duchamp et al, CMI, 2010 /
publication 1) mais aussi pour deux autres protocoles qui ont été mis en place au laboratoire :
Combina et Fluco. Le projet Combina était un projet complémentaire du projet Bivir mais qui
¢tudiait 1’association Oseltamivir-Zanamivir versus Oseltamivir en monothérapie et
Oseltamivir-Amantadine. Le suivi des patients s’est fait par des lavages nasaux quotidiens,
réalisés entre JO et J4, et des écouvillonnages nasaux a J5 et J6. Le suivi de I’excrétion virale
et donc de la réponse virologique au traitement a été réalisée par la détermination de la charge
virale M corrigée en fonction de la charge GAPDH, selon la stratégie mise en place pour Bivir.
Les résultats sont en cours d’analyse mais ils sembleraient confirmer la moins bonne
efficacit¢ de D’association oseltamivir-zanamivir par rapport a l’oseltamivir seul et une
efficacité similaire entre 1’association oseltamivir-amantadine par rapport a 1’oseltamivir seul
(données non publiées). Ce dernier résultat s’explique probablement par le fait que les virus

A(HINT)2009 sont tous résistants a I’amantadine.

Durant le méme hiver, le projet Fluco visait a suivre les formes graves de grippe pandémique.
Notre laboratoire a réalis¢ le suivi des enfants hospitalisés a ’HFME sur le plan virologique,
en étudiant I’excrétion virale nasale avec la méme stratégie (QRT-PCR M corrigée en fonction
de la qRT-PCR GAPDH) ainsi que la mesure d’une éventuelle virémie par qRT-PCR M. Dans
ce cadre, la quantification par qRT-PCR de la charge virale a été¢ normalisée en fonction du
volume de plasma extrait, sur le principe des charges virales sanguines d’autres virus (HIV,
CMV, EBV...). Nous n’avons pas mis en évidence de virémie positive, y compris dans des

formes cliniques sévéres voire fatales (données non publiées).

Il est envisageable, grace a cette RT-PCR sensible, de détecter la présence de virus dans
différents sites ou organes, apres infection expérimentale de souris ou de furets. Dans le cadre
de I’étude de la pathogénicité du virus influenza, il est possible de développer des essais in
vivo au cours desquels, la présence de virus peut étre détectée par RT-PCR au niveau de
différents organes : poumons, trachée, rate, foie, cerveau ou de prélévements tels que des
aspirations nasales, du sang ou des féces. La preuve d’une réelle réplication dans ces sites

devra ensuite étre confirmée par des titrages infectieux sur cellules.
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Cinétiques de croissance virale

L’observation in vitro des profils de réplication d’un virus influenza peut permettre de mettre
en ¢évidence des différences d’efficacité de réplication, en notant principalement le temps
nécessaire au virus pour atteindre la phase exponentielle de croissance ainsi que la pente de
cette phase exponentielle. Malgré les limites de cette approche relatives a 1’utilisation d’un
systtme in vitro, les observations faites peuvent généralement étre corrélées a des
observations réalisées ensuite in vivo.

Si I'utilisation d’un systéme cellulaire non humain (MDCK : cellules dérivées de reins de
chien) peut étre critiqué, actuellement les MDCK utilisées dans notre étude, restent la lignée
sur laquelle il est le plus facile d’amplifier le virus influenza. La culture sur ceuf, plus sensible,
ne pourrait pas permettre de réaliser ces cinétiques de croissance virale. La culture sur MDCK
permet d’obtenir une observation globale sur le comportement d’un virus et surtout de
comparer ce comportement a celui d’autres virus. L’analyse englobe les différentes étapes du
cycle de réplication depuis I’interaction du virus avec son récepteur jusqu’a sa capacité de
libération de nouveaux virions. Cela permet donc d’apprécier le « fitness » des virus méme si
cette notion reste complexe. Il parait raisonnable d’utiliser les informations que ces cinétiques
apportent comme un moyen de caractériser des virus émergents ou présentant des
caractéristiques particulieres, de vérifier qu’ils sont capables de se répliquer et avec quelle

intensité avant de déterminer in vivo leurs propriétés de transmissibilité et d’infectiosité.

La description des virus a sept segments A(H3NO) (annexe 2), imposait de répondre a la
question du maintien, malgré 1’absence de NA, de leur capacité a se multiplier in vitro.
L’utilisation d’un deuxiéme systetme avec les MDCK-SIATI a permis d’accentuer les
observations faites sur MDCK mettant en évidence une diminution des capacités réplicatives
des virus A(H3NO) par rapport aux virus A(H3N2). L’absence d’activité sialidase ainsi qu’un
assemblage des virions moins efficace ont dii contribuer a cette diminution de réplication '*° .
En effet, du fait de I’absence d’un segment, les interactions existant entre les 8 segments avant
I’empaquetage et la libération des nouveaux virus doivent étre modifiées. Cette hypothese est
renforcée par 1’observation en cryo-électro-microscopie d’une augmentation du nombre de
particules vides dans les surnageants de culture de virus A(H3NO), environ 25%, par rapport

aux cultures de virus A(H3N2) qui est de I"ordre de 6% (Moulés and Ferraris et al., accepté

dans Virology, 2010 / annexe 2). L’importance du segment PB1 dans le maintien de la
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réplication de ces virus semble déterminante et différentes hypothéses sont avancées. D’une
part, ’augmentation de 1’activité polymérase du complexe auquel appartient PB1, induit une
augmentation de I’expression de la HA, ce qui favorise 1’attachement du virus a la cellule
cible malgré une faible affinit¢ de la HA pour les acides sialiques. D’autre part, une
augmentation de la production et de I’accumulation de ribonucléoprotéines au niveau du site
d’assemblage, peut permettre 1’incorporation d’un jeu de 7 segments dans des particules
bourgeonnantes malgré une diminution de I’efficacité de 1’assemblage liée a I’absence de NA.
Les observations faites sur MDCK-SIAT1 indiquent qu’il est probable que ces virus se

répliquent moins bien in vivo, ce qu’il serait intéressant de vérifier.

La corrélation entre les résultats obtenus in vitro et in vivo a été possible au cours de 1’étude
des virus A(HIN1) possédant une NA mutée H275Y. Nous avons montré que les virus
influenza A(HIN1) sensibles ou résistants a 1’oseltamivir avaient les mémes capacités
réplicatives. Si d’autres équipes ont décrit une diminution de réplication sur MDCK de virus
A(HIN1) mutés H275Y [A/Texas/36/1999 et A/WSN/33] 2?7 in vivo, Herlocher et al. ont
rapporté des résultats d’infection chez le furet, concordants avec les notres. Aucune différence
de réplication n’avait été observée apres infection de furets par des virus apparentés a A/New
Caledonia/20/99 sensibles ou résistants a 1’oseltamivir '**.

Des travaux ont été effectués sur le virus A(HSN1) et les résultats sont différents entre les
équipes. Certains ont rapporté que la mutation H275Y pourrait compromettre la transmission
du virus in vivo '* alors que d’autres, sur des observations faites & partir de virus obtenus par
génétique inverse, ont expliqué que les mutations H275Y et N295S ne modifiaient pas
I’efficacité de réplication de ces virus mutés qui gardaient leur pouvoir pathogéne '*°. Sur la
question de la transmissibilité des virus H275Y, Baz et al. ont rapporté des titres dans des
prélévements nasaux plus importants pour les virus apparentés a A/Brisbane/59/07 résistants
que pour les virus sensibles a I’oseltamivir '*. Les essais in vifro ne peuvent qu’approcher
I’étude du « fitness » du virus et doivent étre complétés d’essais in vivo. Mais dans le cas de
I’émergence de ce virus A(HIN1) muté H275Y, sa diffusion exceptionnelle dans la

population mondiale semble indiquer que cette mutation n’altére pas sa transmissibilité.
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Etude de I’émergence d’un virus A(HIN1)2009 résistant a ’oseltamivir

Obtention de virus réassortants par co-infection virale

Dans le contexte de 1’émergence d’un virus pandémique et du probléme de santé publique que
représenterait 1’acquisition d’une résistance a 1’oseltamivir, antiviral de premicre ligne, nous
avons voulu savoir si le virus pandémique A(H1N1)2009 pouvait acquérir, par réassortiment
génétique, une NA mutée en H275Y provenant d’un virus A(HIN1) saisonnier, lui conférant
alors cette résistance a I’oseltamivir (Bouscambert-Duchamp ef al. Antivir Ther, 2010).

Nous avons évalué différentes conditions de co-infections (résultats non publiés) et nous
avons développé un protocole dans lequel de 1’oseltamivir était ajouté au milieu d’infection
afin de favoriser la sur-infection d’une cellule déja infectée par un virus influenza. En effet,
apres avoir été infectée par un premier virus, la cellule exprime a sa surface ses NA, qui
empéchent, par clivage, I'interaction d’un deuxiéme virus influenza avec les récepteurs
cellulaires. L’oseltamivir, en bloquant 1’action des NA, contrarie I’état de résistance de la

cellule et facilite son infection par un deuxiéme virus influenza ''*'"

. Nous n’avons pas
détecté de virus A(HIN1)2009 ayant acquis spontanément la mutation H275Y, ce qui montre
que les concentrations utilisées d’oseltamivir dans nos conditions de co-infections virales ne
permettaient pas I’émergence de cette mutation par pression de sélection ''*. En présence
d’oseltamivir, nous avons choisi d’appliquer deux procédures différentes induisant les co-
infections de fagon différée (A) ou simultanée (B). Les deux virus réassortants A(HIN1)2009
possédant la NA mutée H275Y (mutants R16 et R28), ont été obtenus par la procédure A,
c'est-a-dire par la co-infection différée : infection initiale par le virus A(HIN1)2009 puis,
apres une heure de contact, infection secondaire avec le virus A(HIN1) Brisbane-like résistant.
Cette procédure semble étre la plus efficace pour la génération de virus réassortants. En effet,
72% des virus issus du réassortiment génétique entre A(HIN1)2009 et A(HIN1) Brisbane-
like résistants ainsi que tous les virus réassortants A(HSN1)-A(HIN1)2009 ont été obtenus
par co-infection différée. Ceci peut s’expliquer d’une part, parce que 1’inoculation différée, en
présence d’oseltamivir, des deux virus diminue la compétition pour I’entrée du virus dans la
cellule et d’autre part, parce que les quantités de virus inoculé sont plus importantes au cours

de la co-infection différée (MOI 0,5 contre 0,1 pour respectivement les procédures A et B) par

rapport a une co-infection simultannée.
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Caractérisation des virus influenza A(HIN1)2009 résistants a [’oseltamivir.

Apres avoir montré que des virus A(HIN1)2009 résistants a 1’oseltamivir pouvaient émerger,
nous avons regardé si I’acquisition d’'une NA d’origine différente, porteuse de la mutation
H275Y, qui semblerait diminuer 1’affinité de la NA pour son substrat, pouvait modifier les
capacités réplicatives de ces virus. Nous avons mis en évidence, qu’ils se multipliaient in vitro
comme les virus parentaux ce qui sous-entend qu’ils auraient le méme « fitness » que les virus
A(HIN1)2009 et A(HIN1) Brisbane-like. Or ces virus ont montré qu’ils avaient une tres
bonne transmissibilité et qu’ils pouvaient diffuser rapidement sur toute la plancte. En étudiant
spécifiquement le comportement du virus réassortant R28 (virus A(HIN1)2009 possédant les
segments HI et NP du virus A(HIN1) Brisbane-like) (Figure 1 de Bouscambert-Duchamp et
al. Antivir Ther, 2010 / publication 2), nous rapportons que le segment de géne NP issu du
virus humain apparenté Brisbane pouvait s’intégrer dans un fond génétique d’une origine
différente, celui du virus A(H1N1)2009, et que son introduction ne modifiait pas ses capacités

de réplication.

L’analyse détaillée des résultats du criblage par RT-PCR des clones de virus influenza
obtenus ont montré que les virus réassortants possédaient comme fond génétique les segments
de geéne du virus A(HIN1)2009 (Figure 12). Nos observations complétent celles de Bastien ef
al. qui avaient isolé un nouveau virus influenza, de type A(HINI1), chez 3 personnes
travaillant dans la méme exploitation porcine. Une analyse phylogénétique a indiqué qu’ils
¢taient issus du réassortiment entre le « triple réassortant porcin » de sous-type HIN2 et le
virus A(HIN1) humain apparenté Brisbane H275Y *'. Ce « triple réassortant porcin » est un
virus circulant chez le porc, aux USA depuis les années 90. Il possede une constellation de
segments de geénes internes composée d’une cassette TRIG « triple reassortant internal
gene » décrite par Vincent et al. qui comprend des segments internes porcins issus du lignage
classique (M, NP, NS), des segments aviaires (PB2, PA) et un segment humain (PB1) (Figure
5). 1l est I’ancétre du virus pandémique A(HIN1)2009 qui a pour composition la cassette
TRIG associée a une H1 du lignage porcin classique et aux segments M et NA du lignage
porcin eurasiatique (Figure 7). Le virus isolé par 1’équipe de Bastien et al. est au final, un
virus capable de transmission interhumaine et possédant les segments internes du « triple
réassortant porcin » et le couple HA-NA du virus A(HIN1) apparenté Brisbane porteur de la
mutation H275Y humain. Ces résultats montrent que ce type de virus réassortant pouvait
131

émerger naturellement et se transmettre a ’homme
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des virus issus du réassortiment par co-infection virale que nous avons obtenus, entre les virus
A(HIN1)2009 et A(HIN1) humain résistant, a montré que, dans nos conditions, trois virus
possédaient ce fond génétique du « triple réassortant porcin » et le couple HA-NA humain.
Ces observations confirment que le réassortiment génétique est possible entre ces deux
souches et que la NA humaine mutée peut se substituer a la NA du virus pandémique
A(HIN1)2009. Méme si il n’a pas été observé de transmission communautaire, cette
description renforce I’importance de surveiller I’émergence de nouveaux virus et en

particulier depuis le réservoir porcin et parmi les personnes travaillant dans des élevages.

Etude du réassortiment génétique entre des virus influenza d’origines différentes

A(H5N1) et A(H3N2)

A(H5N2) et A(H3N2)

A(H5NI) et A(HIN1)2009

A(H5NI1) et AC(HIN1)2009 résistants a l’oseltamivir (R16)

A(HINI)2009 et A(HINI) Brisbane-like résistants a [’ oseltamivir

Notre étude avait pour objectif principal de déterminer dans quelle proportion le réassortiment
génétique entre virus influenza d’origines différentes serait possible, quels segments
pourraient étre introduits dans des virus circulants chez I’homme tels que les virus A(H3N2)
ou A(HIN1)2009, quelles seraient les constellations privilégiées si 1’évenement de co-
infection se produisait et enfin de déterminer 1’impact de la constellation de génes du virus
émergent sur sa virulence. Les réponses attendues devraient contribuer a anticiper rapidement
les conséquences de 1I’émergence d’un virus influenza dés sa premiére détection dans la

population humaine.
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Choix des virus influenza étudiés

Pour cette étude, nous avons fait le choix, en 2005, d’utiliser, dans le cadre de notre approche
par génétique inverse, un fond génétique issu d’un virus humain circulant et non issu de virus
avirulents tels que le virus PR8 (A/Puerto Rico/8/34) ou WSN (A/WSN/33). Le virus
A(H3N2) A/Moscow/10/99 a circulé chez I’homme de 1999 a 2004, faisant partie de la
composition vaccinale pour I’hémisphére nord de 2000 a 2003.

Ce choix a aussi été celui de I’équipe de Chen et al. en 2008 et de Li ef al. en 2009. En effet,
Chen et al. ont publié¢ une étude sur le réassortiment en produisant 63 combinaisons de virus
réassortants par génétique inverse entre un virus A(H3N2) ayant circulé en 2003
(A/Wyoming/3/2003) et un virus A(H5N1) isolé en 2004 (A/Thailand/16/2004) *. Li et al. ont
réalisé en 2009, 254 combinaisons de virus réassortants entre une souche de virus A(H3N2)
circulant chez I’homme en 2007 (A/Tokyo/Ut-Sk-1/07) et une souche de virus A(H5NT1)
(A/Chicken/South Kalimantan/UT6028/06) isolée chez ’oiseau en 2006 *°.

Nous avons focalisé notre travail sur I’étude de I’émergence d’un virus potentiellement
pandémique, c’est-a-dire arborant une ou deux glycoprotéines de surface n’ayant jamais
circulé chez I’homme. C’est pourquoi la majorité des virus produits par génétique inverse
possédaient une HA et/ou une NA d’origine aviaire. Pour mettre en évidence les
incompatibilités éventuelles entre certains segments de génes, des construction-miroir, c'est-a-
dire I’introduction de segments d’origine humaine sur un fond génétique aviaire ont été
réalisées (Figures 16 et 17). Pour les mémes raisons, lors de 1’étude du réassortiment
génétique par co-infection virale, nous avons orienté le criblage des virus produits vers la
sélection de virus possédant une HA d’origine aviaire A(HS5N1) ou issue du virus
A(HIN1)2009. Le potentiel pandémique est certain pour le virus A(H5N1) car il exprime
deux glycoprotéines inconnues dans la population humaine et qui continue a circuler sur la
planéte. Quant au virus A(HINI)2009, il devrait garder son potentiel pandémique

probablement encore pendant une ou deux vagues de circulation.

En ce qui concerne les souches aviaires sélectionnées lors d’études antérieures, Chen ef al. ont

utilisé comme virus A(H5NT1), un virus hautement pathogene isolé chez ’homme en 2004 en

Thailande, appartenant donc au clade 1, comme le virus A/Vietnam/1194/2004 que nous

avons choisis pour nos constructions de génétique inverse * (Tableau 2). En revanche,

I’équipe de Li et al. a fait le choix d’une souche A(H5N1) faiblement pathogéne, isolée chez
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le poulet et non chez I’homme, considérant que le risque de réassortiment venait plus
probablement du contact d’'un homme infecté par un virus humain saionnier avec des volailles
contaminées par un virus A(H5N1). IIs ont choisi une souche ayant circulé en Indonésie en
2006, qui appartient au clade 2.2 *° (Tableau 2). Dans nos essais de co-infections virales, nous
avons trouvé pertinent d’utiliser un virus A(H5N1) A/Turkey/16/2006, isolé chez ’homme en
Turquie en 2006 et appartenant aussi au clade 2.2. Les virus appartenant au clade 2.2, sont
différents des autres virus A(H5N1) isolés avant 2006 par leur comportement particulier, dans
la mesure ou ils ont montré une plus grande virulence pour les oiseaux sauvages et se sont

disséminés sur tous les continents a partir de 2005 **** (Tableau 2).

Obtention de virus réassortants par génétique inverse.

La production de virus réassortants par génétique inverse entre des virus d’origines différentes
a permis de déterminer quels étaient les segments de geénes compatibles pour permettre

I’assemblage d’un virus influenza capable de se répliquer sur MDCK.

D’une fagon générale, dans notre étude, les constructions qui ont permis la production de
virus par génétique inverse entre les virus A(H5N1) et A(H3N2) ont été confirmées par Chen
et al'. Ces auteurs ont réalisé par génétique inverse, 63 constructions virales possédant toutes
la HA et la NA du virus A(H5NT1) et un ou plusieurs segments internes d’un virus A(H3N2)
humain circulant. Ils ont ensuite évalué les capacités réplicatives de virus réassortants en
réalisant des titrages sur MDCK en plages de lyse. Puis ils ont classé leurs constructions en 3
groupes.

Les virus réassortants que nous avons produits appartenaient tous au groupe 1, défini par ces
auteurs, c’est-a-dire le groupe des virus possédant les capacités réplicatives les plus
importantes. Par ailleurs, les constructions qui ne nous ont pas permis de détecter du virus,
dans nos conditions, ont été¢ tout de méme décrites par ces auteurs mais, elles appartenaient
toutes aux groupes 2 ou 3 qui regroupaient des virus aux capacités réplicatives diminuées de
facon plus ou moins importante. Notre technique de détection de la présence de virus par test
d’hémagglutination est probablement moins sensible que [’amplification suivie de la
révélation par plages de lyse utilisées par Chen et al., ce qui expliquerait qu’ils aient pu
construire des virus qui sont apparus, avec notre systéme de détection, comme impossible a

produire. Il serait intéressant de modifier notre protocole en ajoutant une étape d’amplification
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sur cellule par un ou plusieurs passages sur MDCK. Li ef al. ont aussi utilisé le méme systéme
d’amplification sur MDCK et révélation par plages de lyse apres transfection de cellules 293T,
mais ils ont utilisé le protocole de génétique inverse a 12 plasmides mis au point par leur
équipe (Neumann ef al., PNAS, 1999)'**. Ce systéme repose sur la co-transfection de 8
plasmides contenant les 8 ADNc correspondant a chacun des segments de géne sous un
promoteur de ’ARN polymérase I et 4 plasmides d’expression, codant pour les protéines PA,
PB1, PB2 et NP du virus A/WSN/33. Le systéme a 12 plasmides a ensuite été¢ simplifié par
Hoffmann ef al., en un systtme a 8 plasmides ou chaque ADNc est cloné sous deux
promoteurs pour la polymérase I et II °. Nous avons, comme Chen et al. utilisé un systéme a 8
plasmides qui peut étre considéré comme un peu moins efficace pour la production de virus
aux capacités réplicatives altérées, comme le précise G. Neumann et Y. Kawaoka dans une

P e . . . 134
revue sur la génétique inverse des virus influenza .

Etude de la compatibilité entre des segments de genes d’origines différentes.

Chen et al. ont rapporté qu’un segment NP d’origine aviaire pouvait étre introduit sur un fond
génétique humain arborant des glycoprotéines aviaires, sans altérer les capacités réplicatives
du virus réassortant (Tableau 11).

Nous confirmons cette compatibilité par nos constructions de génétique inverse introduisant le
segment NP issu du virus A(HSN2) ou A(H5N1) sur un fond humain A(H3N2) (Figure 16 et
17). Par co-infection virale, nous avons identifi¢ trois virus possédant un segment NP et le
couple HA-NA d’origine humaine, indiquant que ce segment NP d’origine humaine était
compatible avec un fond génétique d’origine porcine, or Chen et al. ont rapporté qu’il existait
une incompatibilité entre le segment NP humain et un fond génétique aviaire, en I’absence des
segments NS et M de la méme origine *. Li e al. évoquent aussi une possible incompatibilité
entre un segment NP humain et un segment NS aviaire car environ 50% des constructions non
viables A(H5N1)-A(H3N2) possédaient cette association de segments de géne >°. L’ensemble
de ces résultats semble indiquer que le fond génétique d’origine porcine doit étre plus tolérant
qu’un fond génétique d’origine aviaire, ce qui pourrait s’expliquer par le fait que le virus
d’origine porcine A(HIN1)2009 a lui-méme un fond génétique d’origines diverses, porcine,
aviaire et humaine (cassette TRIG) '*°. Cette plus grande tolérance explique peut-étre, comme
le décrit Vincent et al., que le réservoir porcin soit constitué de virus influenza évoluant tres

vite du fait de nombreux événements de réassortiment génétique entre des souches aviaires et
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porcines issues de lignages divers '*°. L’étude du réassortiment, par génétique inverse, entre
les virus A(H3N2) humain et A(H5N1) aviaire, a montré qu’il semblerait que le fond
génétique humain soit, lui aussi, plus tolérant que le fond génétique aviaire, car un plus grand
nombre de constructions introduisant un ou plusieurs segments de génes d’origine A(H5NT1)

permettaient de produire du virus infectieux (Figure 17).

En ce qui concerne le complexe polymérase (PA, PB1, PB2 et NP), nous avons observé que

dans le cadre du réassortiment A(HSN2)-A(H3N2), I’introduction des polymérases PA, PB1

et PB2 aviaires sur le fond génétique humain ne permettait pas, dans nos conditions, de
produire un virus suffisamment réplicatif, alors qu’en présence du segment NP de méme
origine, le virus produit était capable de se répliquer efficacement. Cette observation suggere
I’importance de I’interaction fonctionnelle entre le segment NP et les polymérases PA, PBI et
PB2. Li et al. ont comparé, par un essai utilisant un minigénome codant pour une luciférase,
les activités de réplication et de transcription des complexes polymérases comprenant des
segments d’origine humaine A(H3N2) ou aviaire A(H5N1) > 1Is ont montré, que I’activité
luciférase d’un complexe comprenant les polymérases aviaires (PA, PB1 et PB2) et un
segment NP humain était 2 fois inférieur a Dactivit¢é d’un complexe polymérasique
complétement aviaire (PA, PBI, PB2 et NP) . Comme nous, ces auteurs rappellent
I’importance de la compatibilité entre les segments PA, PBI, PB2 et NP sur le niveau
d’activité du complexe polymérasique et donc sur les capacités réplicatives du virus d’une
part et sur les mécanismes de réassortiment d’autre part >*'>°,

Dans notre étude nous n’avons pas pu mettre en évidence, de fagon significative,
I’augmentation de la virulence, observée par Li et al., lors de I’introduction d’un segment PB2
humain dans le fond génétique d’un virus A(H5N1) faiblement pathogéne *°. Nous observons
que les constructions, réalisées par génétique inverse entre les virus A(H3N2) humain et le
virus A(H5N2) faiblement pathogéne, qui ont permis d’obtenir des virus a un titre
suffisamment élevé pour permettre leur détection comportaient, dans 3 cas sur 5, un segment

PB2 humain (Figure 16).
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Tableau 11 : tableau récapitulatif des compatibilités et des incompatibilités entre segments de génes issus de virus influenza d’origines

différentes.

Dans notre étude

Description dans la littérature

Segment de gene Nature du segment de géne Fond génétique ou segment de gene compatibilité Nature du segment de géne Fond génétique ou segment de compatibilité référence
geéne
Origine Sous-type viral Origine Sous-type viral Origine Sous-type Origine Sous-type
viral viral
Aviaire A(H5N2) Humain A(H3N2) oui
NP
Aviaire A(H5N1) Humain A(H3N2) oui Aviaire A(H5N1) Humain A(H3N2) oui Chen et al.,2008
Humain A(HINI) Porcin A(HIN1)2009 oui
Humain A(H3N2) Aviaire A(H5N1) Non Chen et al.,2008
PA, PBI1, PB2 Aviaire A(H5N1) Humain A(H3N2) non Aviaire A(H5N1) Humain A(H3N2) Non (1) Li et al.,2009
PA, PBI, PB2, NP Aviaire A(HSNI) Humain A(H3N2) oui Aviaire A(HSNI) Humain A(H3N2) Oui (2) Li et al.,2009
Aviaire A(H5N1) Humain A(H3N2) oui Aviaire A(H5N1) Humain A(H3N2) oui Chen et al.,2008
PB1 Humain A(H3N2) Aviaire A(H5N2) oui
Humain A(H3N2) Aviaire A(H5N1) oui Humain A(H3N2) Aviaire A(H5N1) Oui (3) Li et al.,2009
Humain A(HIN1) NA porcin A(HIN1)2009 oui
HA Humain A(H3N2) NA Aviaire A(H5N1) oui Aviaire A(H5N1) NA Humain A(H3N2) oui Chen et al.,2008
Aviaire A(H5N1) NA porcine A(HINI1)2009 oui
Aviaire A(H5N1) NA humaine A(HIN1) oui

(1) Activité du complexe polymérase faible
(2) Activité du complexe polymérase normale
(3)Activité du complexe polymérase augmentée
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Dans cette étude, nous avons mis en évidence par deux approches, que le fond génétique
humain pouvait acquérir un segment PB1 d’origine aviaire. En effet, nous avons montré qu’il
¢tait possible de produire, par génétique inverse, un virus humain A(H3N2) possédant un
segment PB1 aviaire issu du virus A(H5N2) (Figure 16) ou du virus A(H5N1) (Figure 17).
Ces résultats rappellent la composition des virus pandémiques de 1957 (Grippe Asiatique) et
de 1968 (Grippe de Hong Kong) qui possédaient une HA et un segment PB1 d’origines
aviaires sur un fond génétique humain **. Nous n’avons pas pu évaluer la virulence de ces
virus réassortants par rapport au virus A(H3N2) mais Chen et al. ont rapporté que
I’introduction d’un PB1 d’origine aviaire sur un fond génétique humain faisait partie des 3
constructions donnant les virus les plus virulents chez la souris * En revanche, Li ef al., par la
mesure de 1’activité du complexe polymérase constitué des segments PA, PB1, PB2 et NP ont
rapporté, que I’introduction d’un segment PB1 aviaire dans un complexe humain présentait
une activité relative luciférase de 55% donc supérieure a I’activité du complexe strictement
aviaire (40%) mais inférieure a celle d’un complexe strictement humain (100%) *°.

Dans nos essais de réassortiments A(HS5N1)-A(HIN1)2009 (séries MV et MR), nous
n’observons pas d’augmentation de la taille des plages de lyse des virus réassortants MV25 ou
MR13 (virus A(H5NI1) possédant un segment PB1 d’origine humaine, issu du virus
A(HIN1)2009) par rapport au virus A(H5N1) parental, traduisant des capacités réplicatives
similaires (Figure 14 et 15). Ces observations renforcent la notion que le niveau d’activité du
complexe polymérasique est lié principalement a la compatibilité des segments constituant ce

complexe et non a I’activité polymérase intrinseéque du segment PB1 seul.

L’étude du réassortiment génétique entre les virus A(HIN1)2009 et A(HIN1) saisonnier
résistant a 1’oseltamivir a montré, apres séquengage complet des clones obtenus, que parmi les
25 virus réassortants, une constellation privilégiée avait été identifiée chez 40% des virus
réassortants qui présentaient un fond génétique porcin complet arborant une H1 d’origine
humaine (Figure 12). Ce résultat met en évidence la compatibilité de la H1 humaine avec
spécifiquement la N1 d’origine porcine mais aussi avec le fond génétique du virus
A(HIN1)2009 majoritairement d’origine porcine'®. Il est intéressant de noter que le segment
PBI1 du virus A(HIN1)2009 est d’origine humaine * ce qui pourrait expliquer I’interaction
forte entre la HA et le PB1 de méme origine favorisant donc, au cours de la co-réplication des
génomes viraux dans une méme cellule, I’assemblage de ce type de virus. En effet,
I’interaction entre les segments HA et PB1 de méme origine a déja été observé, en particulier

lors des réassortiments a ’origine de 1’émergence des virus pandémiques de 1957 et 1968 **.
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La question de la balance HA-NA et donc de la compatibilit¢ d’une HA avec une NA
d’origine différente a été explorée par génétique inverse. Nous n’avons pas produit le virus
possédant une HA de sous-type aviaire HS associée a une NA humaine de sous-type N2, alors
que Chen et al., ont rapporté, que le virus humain arborant une HS issue du virus A(H5N1) et
une N2 humaine était aussi virulent que le virus A(H5N1) parental chez la souris *. Nos
conditions de production par génétique inverse et d’amplification sur MDCK inverse ne nous
ont peut-&tre pas permis d’amplifier suffisamment de virus ou de le détecter lorsqu’il
s’agissait de virus ayant des capacités de réplication méme légérement diminuées par rapport
aux virus parentaux. En revanche, nous avons produit un virus arborant une HA humaine (H3)
et une NA aviaire (N1) prouvant que ces deux glycoprotéines étaient compatibles.

En ce qui concerne la constellation exprimant sur un fond humain uniquement le couple HA-
NA aviaire, Chen et al., ont rapporté que sur systeéme cellulaire, il était possible de produire
un virus humain possédant les deux glycoprotéines aviaires H5 et N1 mais que in vivo, il était
nettement moins virulent que le virus A(H5N1) parental avec une augmentation de 1,3 logo
de la DLs, chez la souris *. Par génétique inverse, nous n’avons pas réussi a produire un tel
virus hormis si le couple HA-NA était associ¢ au segment PBI, probablement parce qu’en
présence d’un segment PB1 aviaire, le virus se répliquant mieux, sa détection en était facilitée
par un simple test d’hémagglutination. Ce trio HA-NA-PB1 du virus humain a été observé,
lors de la co-infection virale A(HIN1)2009-A(H1NT1) résistant a I’oseltamivir pour 3 virus sur

25 (Figure 12).

Enfin, la co-infection virale faisant intervenir le virus A(H5NI1) indique que la HS est
compatible avec des NA de méme sous-type mais d’origines différentes : N1 d’origine
porcine lignage eurasiatique (Figure 14) ou N1 humaine du virus apparenté Brisbane (Figure

15) et que les virus réassortants obtenus sont majoritairement aviaires.

Une grande compatibilité entre virus humains et aviaires est rapportée par Chen et al. et Li et
al. avec respectivement 80% et 72,4% de constructions, réalisées par génétique inverse,
permettant de produire du virus **°. En ce qui concerne les capacités réplicatives des virus
réassortants humains-aviaires, 50% des constellations de géne semblent associées a des virus
de pathogénicité inférieure a celle du virus A(H5N1) parental selon Chen et al., 35% a des
virus de pathogénicité similaire ou inférieure a celle du virus A(H5N1) parental selon Li et al.

Seule I’équipe de Li et al, rapportent le fait que 38% des virus réassortants ont une
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constellation de geéne leur conférant une plus grande pathogénicité que le virus parental

A(H5N1) ¥ et qu’ils possédent, en particulier, un segment PB2 d’origine humaine .

Conséquences de [’émergence de nouveaux virus influenza

Au cours de notre étude, nous montrons que le réassortiment entre le virus A(HIN1)2009 et le
virus A(H5N1) est possible et que 1’on pourrait voir émerger un virus hautement pathogéne
transmissible a I’homme. Un des virus réassortants que nous avons obtenu est, en particulier
un virus aviaire exprimant une NA et un segment M d’origines porcines (MV15, Figure 14).
Ce virus aurait théoriquement une HA de sous-type HS5, non reconnue immunologiquement
par la population humaine, associée a une NA d’origine « porcine » qui a montré qu’elle
pourrait favoriser la transmissibilité inter-humaine de ce virus et un fond génétique aviaire
possédant les segments de gene, PB2, NS et PB1-F2, porteurs de facteurs de virulence. De la
méme fagon, le virus A(H3N2) saisonnier semble pouvoir acquérir aussi un certains nombre
de segments de genes d’origine A(H5N1) lui conférant alors des facteurs de virulence tels que

le site de clivage polybasique de la HA, NS1 et PB1-F2 (Tableau 3).

Dans nos différents essais de co-infections virales entre virus d’origines différentes, la seule
constellation majoritaire que nous avons obtenue est un virus possédant un fond génétique
A(HIN1)2009 avec une HA d’origine humaine issue du virus A(HINT1) saisonnier Brisbane-
like. Ce virus, qui peut émerger en cas de co-infection virale, ne devrait pas présenter de
risque particulier car son H1 issue d’un virus humain saisonnier (Brisbane-like) est connue de

la population humaine et son fond génétique est actuellement celui d’un virus peu virulent.

Nous avons montré, par une approche de co-infection virale, que le virus A(HIN1)2009
pouvait acquérir une NA mutée lui conférant une résistance a 1’oseltamivir. Actuellement, des
cas de résistance du virus A(HIN1)2009 a I'oseltamivir ont été décrits par le CDC aux
USA'". Ces résistances ont été retrouvées principalement chez des patients traités par
oseltamivir (52/64) mais pour trois patients, aucune exposition a l’oseltamivir, ni en
prophylaxie, ni en thérapeutique n’a été rapportée. Ce phénomene reste pour autant
sporadique. Cependant lorsque 1’on estime 1’affinité de la NA pour son substrat par la mesure
du Km de la NA, nous observons des caractéristiques communes entre les NA des virus

A(HIN1)2009 et celles des virus A(HIN1) apparentés Brisbane résistant (H275Y) (B. Lina,
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JS. Casalegno, données non publiées), ce qui pourraient expliquer que le réassortiment soit
possible d’une part et sans conséquences sur la réplication des virus d’autre part. Perez ef al.,
ont réalisé des co-infections virales chez le furet et ont conclu que le virus A(HIN1)2009
avait un avantage sélectif sur les virus saisonniers A(HIN1) et A(H3N2) circulants *®. Cette
¢tude présentait certains biais, en particulier ils ont co-infecté seulement deux furets qui

possédaient des anticorps préexistants.

La probabilité de survenue de cet événement est difficile a estimer mais elle est étroitement
liée a I’intensité de circulation de ces deux virus. Fergusson et al. ont évalué la probabilité du
réassortiment génétique entre les virus A(HIN1)2009 et le virus A(H5N1) et rapportent que
ce risque est faible mais non négligeable *°. Or actuellement, le virus A(H5N1) n’est
responsable que d’un nombre trés faible de cas humains, 493 cas dont 292 décés ont été
recensés entre janvier 2003 et avril 2010 ”. Durant I'hiver 2009-2010, la premiére vague
pandémique a été observée mais, au regard des pandémies du passé, une ou plusieurs
nouvelles vagues sont attendues. Le taux d’attaque estimé lors d’une deuxiéme vague
pandémique est de 15-20% ce qui représente un nombre de cas décrit nettement plus
important que le nombre de cas rapportés d’infection A(H5N1). Le virus A(HIN1) apparenté
Brisbane résistant a 1’oseltamivir a, durant 1’hiver 2007-2008 représenté 100% des virus
circulant responsables de 1’épidémie en cours. Il existe donc un risque de voir co-circuler ces
deux virus lors de I’hiver prochain et 1’on peut penser que la probabilité d’observer un
réassortiment et 1’acquisition d’'une NA H275Y par le virus pandémique n’est donc pas

négligeable.
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E. Conclusions et perspectives

Le réassortiment génétique est un phénomene complexe qui dépend de la survenue de
I’événement de co-infection d’une méme cellule par deux virus influenza différents, de la
réplication efficace de deux génomes avec des interférences, des compétitions au niveau des
enzymes cellulaires et autres facteurs de 1’hote et de la production d’un virus capable de se
répliquer. L’approche par génétique inverse n’évalue que les mécanismes d’interaction entre
les segments de geéne et de « packaging » mais pas I’influence des facteurs de 1’hote ni du
tropisme des virus pour certains tissus.

Une grande compatibilité entre virus humains et aviaires a été rapportée par Chen ef al. et Li
et al. avec respectivement 80% et 72,4% de constructions, réalisées par génétique inverse,
permettant de produire du virus **°. Dans notre étude, la co-infection virale, semble étre plus
restrictive. En effet, a I’issu des protocoles de co-infections simultanées ou différées, nous
avons obtenu moins de 35% de virus réassortants. Théoriquement, la co-infection virale d’un

systéme cellulaire apparait comme une approche plus fidéle du mécanisme naturel.

Certains auteurs rapportent une bonne corrélation entre les observations réalisées in vitro sur
cellules et in vivo. Li et al. ont montré, par exemple, que tous les virus réassortants A(H3N2)-
A(H5N1) produits par génétique inverse, ayant des titres infectieux supérieurs a 107 pfu/ml
sur MDCK, appartenaient au groupe des virus les plus pathogénes chez la souris avec des
doses létales trés faibles (DLsy < 100 pfu) *°. Malgré cela, nous pensons que les résultats
obtenus in vitro dans des cellules animales non humaines (MDCK) doivent étre confirmés in
vivo et la caractérisation des capacités de réplication des virus réassortants isolés ne peut étre
complete sans une étude de la virulence chez 1’animal. Notre approche d’étude de la cinétique
de croissance virale sur MDCK apporte une vision globale et comparée du comportement des
virus étudiés mais elle ne peut remplacer 1’étude de la virulence et de la pathogenese de

I’infection chez la souris ou le furet.

C’est pourquoi, nous prévoyons de réaliser en laboratoire L4, une étude de la virulence des
virus issus du réassortiment A(HIN1)2009-A(H1N1) Brisbane-like résistant /R16, R28 et
R43] et des souches parentales [A/Lyon/969/2009 et A/Lyon/1337/2007 H275Y] chez la souris
Balb/cBylJ afin de déterminer la DLsy (130 souris) d’un part et la MIDs, (96 souris). Pour cela,

des infections intra-nasales a doses croissantes seront réalisées, puis des autopsies a J3 et J6
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seront programmeées pour analyser la réplication virale dans différents organes (poumons, foie,
rate , coeur et cerveau) ainsi que la virémie. Récemment, le laboratoire P4 Jean Mérieux, a mis
en place des structures adaptées a 1’expérimentation animale sur modele furet. Nous
programmons donc aussi des essais, avec ce modele pour étudier le pouvoir pathogéne des
virus issus du réassortiment génétique entre le virus pandémique A(HIN1)2009 sauvage
[A/Lyon/969/2009] ou muté H275Y [R16] et le virus aviaire hautement pathogéne A(H5NT1)
A/Turkey/16/2006 [MV15, MVI1S, MV19, MR2, MR28 et MR31]. Apres infections intra-
nasales de 4 furets par virus a dose fixe, un suivi journalier de la température corporelle, du
poids, des signes cliniques (respiratoires, généraux, digestifs, neurologiques) et des
prélevements nasaux sera réalisé¢ a JO, J2, J3, J4 et J7. A J3 et J7, puis 50% des animaux
seront euthanasiés. Nous réaliserons ensuite la détection de la présence de virus influenza par
qRT-PCR M puis titrage infectieux sur MDCK sur les différents organes prélevés (poumon,

rate, foie, reins, cerveau, trachée) ainsi que dans le sang.

L’étude du réassortiment génétique entre les virus A(HIN1)2009 et A(H5N1) répond aux
questions posées par la menace de 1’émergence de tels virus. Notre premiére approche a été
ciblée sur 1’analyse des constellations de geénes des virus exprimant une HA de sous-type HS
et une NA humaine, mais nous n’avons pas encore analysé la totalité¢ des clones obtenus par
co-infection virale. Il serait maintenant intéressant de déterminer quelle pourrait étre la
composition en géne interne de virus réassortants exprimant les glycoprotéines aviaires mais
un ou plusieurs genes internes d’origine humaine, en particulier les segments PB2 et NP qui
semblent jouer un role déterminant dans la spécificité d’espéce mais aussi dans la virulence *°.

Il parait pertinent de vérifier si ce type de virus réassortants ne serait pas mieux adapté a

I’homme que le virus A(H5N1) actuel dans le cadre d’essais de transmissibilité chez le furet.

Le réassortiment génétique entre souches virales d’origines différentes a été responsable des
pandémies de 1957 et de 1968. Celle que nous connaissons actuellement est due au
réassortiment entre deux virus, circulant chez le porc mais transmissible a [’homme. Ces
évenements rappellent que ce mécanisme d’évolution des virus influenza ne doit pas é&tre
négligé car il permet 1’émergence de virus influenza plus ou moins virulents. Actuellement
deux virus sont a surveiller de pres, le virus A(HIN1)2009 et le virus A(H5N1). Depuis son
apparition en février 2009, le virus A(HIN1)2009 n’a circulé intensivement que 10 mois
environ et n’a réalisé qu’une seule vague. Or, a I’image de ce qui a été observé lors des 3

eme

pandémies du XX siecle, deux ou trois vagues ont, a chaque fois, été décrites avant de
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devenir le virus influenza circulant majoritaire. Il est donc fort probable que ce virus continue
a circuler chez ’homme et donc a évoluer sous la pression immunitaire naissante de la
population. Rien ne permet de déterminer s’il pourra acquérir des facteurs de virulence
particuliers, mais nous montrons par cette étude qu’il peut devenir rapidement résistant a
I’oseltamivir et qu’il peut accepter des segments de geénes issus du virus A(H5NT1).

Le virus A(H5N1) représente une menace importante car il a une évolution génétique rapide,
un pouvoir pathogéne élevé et il peut acquérir des mutations d’adaptation a ’homme qui lui
conférerait une possible transmissibilité interhumaine. D’autre part, nous rapportons dans
cette étude que le réassortiment entre un virus humain et ce virus, malgré son origine aviaire
et sa non transmissibilit¢ a I’homme, est possible selon différentes combinaisons, pouvant
donner naissance a des virus réassortants virulents et capables de transmissibilité

interhumaine.

Ces hypotheses renforcent la nécessité de promouvoir la vaccination dirigée contre le virus
pandémique d’une part, mais aussi contre le virus A(H5N1) d’autre part, dans les régions ou il
circule, afin de réduire le risque de co-infection par ces deux virus chez un méme individu. De
plus, il parait indispensable de modifier notre utilisation des inhibiteurs de la neuraminidase
en particulier en utilisant 1’oseltamivir a doses thérapeutiques, y compris dans un protocole
prophylactique, en évaluant I’efficacité d’associations d’antiviraux et de nouvelles molécules

. 140
en cours de développement .
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ANNEXE 1

VIROLOGICAL EFFICACY AND SAFETY OF OSELTAMIVIR ZANAMIVIR
COMBINATION COMPARED TO EACH MONOTHERAPY FOR SEASONAL
INFLUENZA: A RANDOMIZED TRIAL

X. Duval, S. van der Werf, T. Blanchon, A. Mosnier, M. Bouscambert - Duchamp, A. Tibi, V.
Enouf’, C;Charlois— Ou, C. Vincent, L. Andreoletti, F. Tubach, B. Lina, F. Mentré, C.Leport.
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Abstract

Context: Neuraminidase inhibitors have proved their efficacy in reducing time to alleviation
of symptoms in patients with seasonal influenza infection. Evaluation of combination of
neuraminidase inhibitors could be of interest in the context of a pandemic.

Objective: To evaluate oseltamivir-zanamivir combination efficacy and tolerance as
compared to each monotherapy during the 2009 seasonal influenza epidemic.

Design: Randomized, double-blinded, placebo-controlled trial.

Setting: 145 general practitioners throughout France.

Patients: Adults presenting influenza-like illness for less than 36 hours and a positive
influenza A rapid test diagnosis.

Intervention: Patients were randomized to oseltamivir 75 mg orally twice daily plus
zanamivir 10 mg by inhalation twice daily (OZ), oseltamivir plus inhaled placebo (O) or
zanamivir plus oral placebo (Z).

Main outcome measures: Treatment efficacy was assessed as the proportion of patients with
nasal influenza RT-PCR below 200 copies genome equivalent (cgeq)/uL at day 2, and
according to the time to alleviation of symptoms.

Results: Overall 541 patients (of the 900 planned) were included (OZ, n=192; O, n=176; Z,
n=173), 49% male, mean age 39 years. In the intention-to-treat analysis conducted in the 447
patients with RT-PCR confirmed influenza A, 46%, 59%, and 34% in OZ (n=157), O (n=141)
and Z (n=149) arms had RT-PCR< 200 cgeq/pL (p=0.025, p=0.028 for OZ/O and OZ/Z
comparisons). Mean day 0-day 2 viral load decrease was 2.14, 2.49, and 1.68 log10 cgeq /uL
(p=0.060, p=0.016 for OZ/O and OZ/Z). Median time to alleviation of symptoms was 4.0, 3.0
and 4.0 days (p=0.018, p=0.960 for OZ/O and OZ/Z). Four severe adverse events were

observed with favourable outcome.



X. Duval et al. combined oseltamivir-zanamivir for seasonal influenza_ JamMA 27 _01_10

Conclusion: In adults with seasonal influenza A virus infection, oseltamivir monotherapy
appeared more effective than oseltamivir-zanamivir combination and than zanamivir
monotherapy.; oseltamivir should be the first line recommended anti influenza treatment.
Funding French Ministry of Health

Clinical Trials.gov Identifier is NCT00799760.
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Introduction

Neuraminidase inhibitors (oseltamivir (O), zanamivir (Z)) have proved their efficacy
in reducing clinical symptom duration in seasonal influenza patients '*. They are considered a
main strategy to limit the impact of an influenza pandemic both individually, by reducing
morbidity and mortality, and collectively, by slowing the virus’ spread to buy time for vaccine

. . 24, 7
production, the cornerstone of influenza control ™

. However, massive use of a single
antiviral may result in the emergence of resistant strains whose subsequent spread could
dramatically reduce the effectiveness of antiviral intervention. The combination of two
antiviral agents, if well tolerated, and if producing at least additive antiviral activity,
theoretically offers several advantages: reducing disease severity, viral shedding and viral
excretion period and therefore the attack rate and risk of selection of resistant viruses  °.
Through mathematical modelling, this latter advantage has been suggested for optimal use of
antivirals in early phases of a pandemic’. Among antivirals active against influenza virus, the
combination of neuraminidase inhibitors may be convenient as both compounds are licensed
for seasonal influenza.

We conducted in France, during the winter of 2008-2009, a double-blind double-
placebo randomized controlled trial in patients presenting with seasonal influenza-like illness
comparing the oseltamivir-zanamivir combination to each of the monotherapies plus placebo.
Due to the emergence of the pandemic 2009 (HIN1) virus in humans, in April 2009 in
Northern America, and its subsequent worldwide spread, we decided to suspend the trial and
analyze the results earlier than planned, given the possible impact of the results on antiviral

treatment management during the pandemic'®.

Methods

Patients
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From January 7™ to March 15™ 2009 (period of the winter 2008-2009 influenza epidemic in
France), adults over 18 years old who consulted their general practitioner within 36 hours of
influenza symptoms onset, with a temperature above 38°C, one or more respiratory symptoms
(cough, sore throat), one or more general symptoms (headache, dizziness, myalgia, sweats
and or chills, fatigue) and a positive nasal rapid test for influenza A (Clearview Exact
Influenza A & B) were enrolled throughout France. Enrolment of women required a negative
urine pregnancy test. Exclusion criteria were vaccination against influenza during the 2008-
2009 season, recent exacerbations of COPD, asthma or severe chronic disease and previous
history of depression. Prior to inclusion, patients gave informed written consent. The protocol

was approved by the Ethics Committee of Ile de France 1.

Study procedures

At enrolment (day 0), a nasal swab for virological analysis was performed. Patients were
allocated to treatment by a randomization list, with an arm ratio of 1 ; 1 ; 1, balanced by
practitioner. A computer random number generator was used to select random permuted
blocks of size 3. The three treatments were (1) oseltamivir capsule for oral use plus inhaled
zanamivir, (2) oseltamivir plus inhaled placebo, (3) zanamivir plus oral placebo. Oseltamivir
dosage was 75 mg orally twice daily; zanamivir dosage was 10 mg by oral inhalation using
the commercialized GlaxoSmithKline Diskhaler®, twice daily. Active drugs and placebo
were kindly provided by Roche and SmithKline laboratories. Each general practitioner
received 6 identical treatment units to be given by order of inclusion. A visiting nurse
performed a nasal swab for virological analysis on day 2. Patients returned to their general
practitioner at day 7 for follow-up examination, and were contacted by phone on day 14. All

study personnel and participants were blinded to treatment assignment throughout the study.
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Only the study statisticians and the data monitoring committee saw unblinded data after the

end of the trial.

Virological analysis
Nasal swabs placed into a transport medium (Virocult®, Elitech) were transported at 4°C by
special courier to the nearest National Influenza Centre (NIC) (Hospices Civils de Lyon,
Lyon, or Pasteur Institute, Paris, France). Upon arrival, the swab samples were eluted into 2
ml of transport medium, processed for real-time-RT-PCR analyses and inoculated onto
MDCK cells for virus isolation and subsequent subtyping using a standard hemagglutination
inhibition assay. For RT-PCR analyses, RNA extraction from 200ul of specimen was
performed using the QIAmp virus RNA mini kit (Qiagen) with RNA elution into a final
volume of 60 pl. All real time RT-PCR assays were performed in a final volume of 15 pL
with 5SpL RNA, 0.5uM of each primer, 0.2pM probe and 0.8l enzyme mix (SuperScript™III
Platinum®One-Step Quantitative RT-PCR System; Invitrogen, Carlsbad, Cal). Type A
influenza virus RNA was detected by a real time RT-PCR targeting the conserved matrix gene
using GRAM/7Fw (5’- CTTCTAACCGAGGTCGAAACGTA-3’) and GRAM/161Rv (5°-
GGTGACAGGATTG GTCTTGTCTTTA-3’) primers and GRAM probe/52/+ (5’[Fam]-
TCAGGCC CCTCAAAGCCGAG-[BHQ-1]3’) probe. The quality of the specimens was
assessed by real-time RT-PCR targeting the GAPDH cellular gene ''. Amplification was
performed on a LightCycler 480 (Roche Diagnostics) (NIC, Pasteur Institute, Paris) or an ABI
7500 (Applied Biosystems) (NIC, Lyon). Cycling conditions are available upon request.
Quantified synthetic RNA transcripts corresponding to the M and GAPDH genes were used in
parallel.

For each specimen, the normalized influenza viral load was defined as the ratio of the

M RT-PCR and GAPDH RT-PCR multiplied by the average GAPDH RT-PCR at day 0 to
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express results in copies of genome equivalent/uL (cgeq/puL). The virological response was
defined as a normalized viral load below 200 cgeq/uL at day 2. This threshold was chosen
(using results on specimens from patients with an positive influenza A rapid test from winter
2008-2009 GROG surveillance in France, analysed by the 2NICs) since it led to 5% of false
positive and 5% false negative results with respect to virus isolation. It was validated by the
independent committee prior to any analysis. Sensitivity of the qRT-PCR was assessed using
serial dilutions of quantified synthetic transcripts corresponding to the target genes. To assess
comparability of the data between the two NICs, specimens were exchanged showing
excellent concordance. The threshold of the qRT-PCR used was set well above the limit of

detection.

Clinical response and drug compliance assessment
Oral temperature was recorded and severity of 7 symptoms (nasal stuffiness, sore throat,
cough, muscle aches, tiredness or fatigue, headache, and feverishness) was rated by the
patient twice daily up to day 5 and then once daily on a seven-point scale (0, none; 1, mild; 2,
moderate; 3, severe) >* '2. Time to illness resolution was defined as time from study drug
initiation to time to symptom alleviation. Symptom alleviation was defined as the first 24-
hour period during which the above 7 symptoms were absent or only mild > *. Influenza-
related clinical events were defined as incidence of complication independent of any
antibiotic initiation, and/or occurrence of a pre-existing chronic disease.

Patients reported treatment compliance using a self-administered questionnaire; full
compliance during the day 0-day 2 period was when 100% planned drug intakes had been

completed.

Endpoints, analyzed populations

X. Duval et al. combined oseltamivir-zanamivir for seasonal influenza_ JamMaA 27 _01_10

The primary efficacy endpoint was the proportion of patients with RT-PCR< 200 cgeq/puL on
day 2 of treatment. The secondary endpoints were 1/ the decrease of log)o viral load between
days 0 and 2 in the patients with confirmed influenza A on day 0 and available samples both
at days 0 and 2; 2/ the time to resolution of illness, 3/ the number of patients with alleviation
of symptoms at the end of treatment (day 5), 4/ the symptoms score at the end of treatment, 5/
the incidence of secondary complications of influenza such as otitis, bronchitis, sinusitis,
pneumonia, and the use of antibiotics 6/ the occurrence of severe adverse events in all
participants having received at least one dose.

According to the protocol, the intention-to-treat (ITT) analysis was performed on two
populations: 1/ all enrolled patients (primary objective), 2/ enrolled patients with an influenza
A virus infection confirmed by RT-PCR on day 0 (influenza A infected population). A per

protocol analysis was performed in fully compliant influenza A infected patients.

Sample size and statistical analysis

Sample size evaluation assumed that virological response was obtained in 70% of patients in
the oseltamivir-zanamivir arm, compared t055% in each of monotherapy arms. Samples of
300 subjects per arm have 90% power to detect this difference, with a two-sided test and a
type I error of 0.025 because of the two tests. Proportions of response at day 2 were compared

between the combination therapy arm (OZ) and each monotherapy arm (O or Z) separately
using Xz tests with a type I error of 0.025 because of the two tests. Patients without day 2

sample were considered as treatment failures. Mean decreases of logjy viral load were
compared using a t test in patients who had both day 0 and day 2 samples assuming a value of
0.5 cgegq/uLwhen RT-PCR was negative. For clinical endpoints non-parametric tests were
used. Times to resolution of illness and scores of symptoms at end of treatment were

compared using Wilcoxon tests; 95% confidence intervals (95%CI) of median differences
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were estimated by bootstrap. Probability of symptom alleviation versus day of treatment was
estimated using the Kaplan Meier method and was compared between groups with the log-
rank test. Proportions of clinical events and of patients with alleviation of symptoms were
compared using Fisher exact tests. As an exploratory analysis, 95% CI for differences of
response between the two monotherapies were also estimated. All analyses were performed

using SAS software, version 9.1 (SAS Institute, Cary, NC).

Early study termination

Recruitment was interrupted on March 15™ 2009 at the end of the epidemic period in France.
A second recruitment period was planned for the next winter (i.e. 2009-2010) to attain the
number of patients required. However, due to the emerging HINI1 virus pandemic, the
independent committee without any knowledge of the results recommended conducting an
early analysis on May 6™ 2009. This decision was based first on the will to rapidly provide
results on efficacy and tolerance of combined oseltamivir-zanamivir therapy, and second, on
the limited interest of pooling the results of the 2 winters, one with a seasonal virus (winter
2008-2009, mainly H3N2) and the other one with a novel pandemic virus of a different

subtype (winter 2009-2010).

RESULTS

Patients

Out of the 900 patients initially planned, a total of 541 patients were enrolled by 145
investigators. They were randomly assigned to oseltamivir plus zanamivir (OZ, n=192),
oseltamivir plus inhaled placebo (O, n=176), zanamivir plus oral placebo (Z, n=173) (Figure
1). Mean age was 39 years (+ 13), 49% were male, 14 % had pre-existing chronic diseases,

mean fever was 38.2°C (£0.8), The mean duration of illness before enrolment was 25 hours
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(£10). Other characteristics of patients appeared well balanced in the 3 arms (Table 1). The
rate of fully compliant patients was not significantly different among the 3 arms (84% for the

0OZ arm, 88% for the O arm and 85% for the Z arm).

Virological samples

Out of the 541 enrolled patients, 447 (83%) had a laboratory confirmation of influenza A
virus infection on the day 0 specimen, with a mean viral load of 4.38 log)o cgeq/uL (IQR
3.75-5.30). All the day 0 specimens were GAPDH RT-PCR positive with a mean value of

3.88 logjo copies/pL.

Virological endpoints

Primary endpoint

In the intention-to-treat analysis, considering the 541 enrolled patients, the proportion of
patients with a RT-PCR< 200 cgeq/uL on day 2 of treatment was 52.6% in the oseltamivir-
zanamivir arm, 62.5% in the oseltamivir monotherapy arm (p= 0.055, for the OZ versus O
comparison), and 40.5% in the zanamivir monotherapy arm (p= 0.020, for the OZ versus Z
comparison) (Table 2).

In the intention-to-treat analysis, considering the 447 influenza-infected patients, the
proportions were 45.9% in the oseltamivir-zanamivir arm, 58.9% in the oseltamivir
monotherapy arm (p=0.025 for the OZ versus O comparison), and 33.6% in the zanamivir
monotherapy arm (p=0.028 for the OZ versus Z comparison) (Table 2). The same trends were

observed in the 382 fully compliant influenza A infected patients (Table 2).

Secondary virological endpoints



X. Duval et al. combined oseltamivir-zanamivir for seasonal influenza_ JamMA 27 _01_10

In the 414 influenza A infected patients with both day 0 and day 2 available specimens, the
day 2 - day O decrease was 2.14 log;o cgeq/uL in the oseltamivir-zanamivir arm, 2.49 logo
cgeq/pL in the oseltamivir monotherapy arm, (p=0.060 for the OZ versus O comparison), and
1.68 logo cgeq/uL in the zanamivir monotherapy arm (p=0.016 for the OZ versus Z

comparison) (Table 2).

Clinical endpoints

The median duration of symptoms in the 541 enrolled patients was 3.5 days in the
oseltamivir-zanamivir arm, 3.0 days in the oseltamivir monotherapy arm (p=0.015 for the OZ
versus O comparison), and 4.0 days in the zanamivir monotherapy arm (p=0.78 for the OZ
versus Z comparison) (Table 3). In the 447 influenza A infected patients, this figure was 4.0
days in the oseltamivir-zanamivir arm, 3.0 days in the oseltamivir monotherapy arm (p=0.018
for the OZ versus O comparison), and 4.0 days in the zanamivir monotherapy arm (p=0.96 for
the OZ versus Z comparison); the median score of symptoms at day 5 (end of treatment) was
3 in the oseltamivir-zanamivir arm, 2 in the oseltamivir monotherapy arm (p=0.013 for the
OZ versus O comparison), and 3 in the zanamivir monotherapy arm (p=0.93 for the OZ
versus Z comparison)(Table 3). Figure 2 presents the time to alleviation of symptoms in the
447 patients, the log-rank test also showing a significant shorter time in the oseltamivir

monotherapy arm. Other clinical outcomes showed similar trends.

Tolerance

Four severe adverse events occurred during the study, one of which was considered unrelated
to study drugs (acute bacterial pneumonia at day 3 in a patient receiving oseltamivir-
zanamivir combination). Two adverse events also occurred in patients receiving the

oseltamivir-zanamivir combination: severe cephalalgia leading to interruption of therapy;
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facial oedema following the first administration, disappearing within 24 hours post-drug
interruption. The remaining patient experienced repeated vomiting after oseltamivir

monotherapy drug administration. All 4 patients completely recovered.

Discussion

This study is to our knowledge the largest clinical trial to examine the effect of combination
neuraminidase inhibitor antiviral therapy in influenza as compared to each monotherapy and
consequently to offer the possibility of comparing the two neuraminidase inhibitors.

Analysis of the different antiviral regimens’ efficacy was based on a virological
primary endpoint, which we hypothesized could be a sensitive indicator, but also on clinical

endpoints as in previous studies

. Unexpectedly, oseltamivir monotherapy appeared both
virologically and clinically significantly superior to the oseltamivir-zanamivir combination.
This result appears highly reliable since 1/ it was found using a double-blind placebo
methodology 2/ it was confirmed over the three different populations of subjects (541
enrolled patients, 447 influenza A infected patients, 382 influenza A infected and fully
compliant patients), 3/ there was overall concordance both within virological endpoints, and
between virological and clinical endpoints. This lower clinical and virological response to the
combination may suggest an antagonism between the two compounds, as in the absence of
interactions the effect of the combination should at least be additive '>. An antagonism at the
level of binding at the catalytic pocket of the neuraminidase is an explanation that should be
further investigated in vitro. Contrary to oseltamivir, that upon digestive absorption needs to
be metabolized, delaying arrival of the active drug at the infection site (tmax = 4 hours),

inhaled zanamivir is delivered directly to the primary site of influenza virus replication. It can

thus be hypothesised that zanamivir is more likely to occupy the catalytic pocket first, thus
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preventing the action of oseltamivir; consequently, the combination is largely reduced to a
zanamivir monotherapy.

Whereas the virological results indicate a trend towards superiority of the oseltamivir-
zanamivir combination to zanamivir monotherapy, clinical results were not significantly
different, suggesting that oseltamivir adds little to zanamivir monotherapy. This is concordant
with the above hypothesis of the predominant catalytic site occupation by zanamivir when the
combination is administered.

As an exploratory analysis, oseltamivir showed a significantly higher clinical and
virological efficacy as compared to zanamivir, a comparison never previously performed.
This could be the consequence of a suboptimal treatment regimen in the zanamivir arm, since
the IC50 values for the A(H3N2) viruses of the 2008-2009 season were 2- to 3-fold higher for
zanamivir as compared to oseltamivir, but remained within the range for susceptible strains
(GROG surveillance; NICs, unpublished). The virological result is confirmed by the longer
time to alleviation of the influenza symptoms in patients receiving zanamivir.

As the present study was conducted during an influenza season where A (H3N2)
viruses predominated (about 95% when assuming a similar distribution between subtypes for
the non subtyped viruses as for the subtyped viruses), impact on the results of seasonal
A(HINT1) viruses oseltamivir resistant is expected to be negligible. We observed these same
trends after excluding non-H3N2 infected patients from our population. It remains to be
determined to what extent the present results can be extrapolated to susceptible viruses of
other subtypes, e.g. HINI, and in particular to the pandemic (HINI) 2009 virus which
display significant differences in the catalytic pocket of the neuraminidase ',

We must acknowledge several limitations to our study. First, this preliminary analysis
was conducted on a partial set of data after enrolment of 541 patients instead of the 900

initially planned. However, it is highly unlikely that the lower response of the combination as
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compared to oseltamivir would have been reversed if all originally-planned 900 patients had
been enrolled. Second, the proportion of patients with unavailable viral swab on day 2 was
higher in the combination arm. As the missing value equals failure, this may have biased the
results in the combination arm. However, in the analysis of the 414 patients with available
day 0 and day 2 nasal swabs, the same trends were observed. Third, even if the analysis in the
fully adherent patients confirmed the results, it provides no information on the appropriate use
of the diskhaler device. Finally, the virological response was assessed only in one site (nose)
and at one time (day 2) which prevents extrapolation of the results to the entire virological
response over time and throughout the respiratory tract. However, clinical endpoints
completed the picture, giving information on the overall response.

During winter 2009, oseltamivir monotherapy appeared more effective than
oseltamivir-zanamivir combination and than zanamivir monotherapy in adults with seasonal
influenza A virus infection; oseltamivir should be the first line recommended anti influenza

treatment.
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Figure 1: Trial flowchart
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Figure 2:

Proportion of the 447 influenza A infected patients with alleviation of symptoms when treated
with combined oseltamivir-zanamivir (plain line), oseltamivir plus placebo (dotted line) or
zanamivir plus placebo (dashed line). Log rank test for oseltamivir - zanamivir versus
oseltamivir- placebo: p= 0.025 and for oseltamivir-zanamivir versus zanamivir- placebo: p
=0.036). Alleviation of symptoms defined by the presence of no symptoms of nasal stuffiness,
sore throat, cough, muscle aches, tiredness-fatigue, feverishness, and headache or only mild
ones, for at least 24 hours
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End of symptom (day)

22
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Table 1:

Characteristics of the 541 patients enrolled in the study and of the 447 influenza A infected patients according to treatment arms.

Combined Oseltamivir Zanamivir
oseltamivir and zanamivir plus placebo plus placebo
All patients included in the study N=541 (%) n=192 (35.5%) n=176 (32.5%) n=173 (32.0%)
Age (year) : mean (SD) 38.7(13.2) 39.5(13.1) 39.9 (13.8)
[Range] [18.3;73.2] [18.1;76.3] [18.0; 84.2]
Male no- (%) 91 (47.6%) 92 (52.3%) 86 (49.7%)
Smoker no- (%) 34 (17.8%) 25 (14.2%) 26 (15.0%)
Comorbidities no- (%) 27 (14.1%) 27 (15.3%) 23 (13.3%)
Fever at enrollment > 38°C no- (%) 123 (69.9%) 118 (73.3%) 117 (75.5%)
Initiation of treatment < 24hrs after onset of symptoms no-(%) 92 (47.9%) 85 (48.3%) 101 (58.4%)
Symptoms score per patient * :
mean (SD) 15.2(2.8) 149 (3.2) 15.1(3.2)
% of maximal score 1 : mean (SD) 72.4% (13.4) 71.0% (15.2) 72.1% (15.4)
Influenza A infected patients N=447 (%) n=157 (35.1%) n=141 (31.6%) n=149 (33.3%)

X. Duval et al. combined oseltamivir-zanamivir for seasonal influenza_ JAMA ~ 27_01_10 24
Combined Oseltamivir Zanamivir
oseltamivir and zanamivir plus placebo plus placebo
Age (year) : mean (SD) 38.7 (13.2) 39.5(13.0) 40.1 (14.1)
[Range] [18.3;73.2] [18.1;76.3] [18.0;84.2]

Male no- (%)
Smoker no- (%)
Comorbidities no- (%)
Fever > 38°C at enrollment no- (%)
Initiation of treatment < 24hrs after onset of symptoms no- (%)
Symptoms score per patient *:
mean (SD)
% of maximal scoret : mean (SD)
Influenza virus subtype
HINI
H3N2

Not determined

76 (48.7%)
22 (14.1%)
21 (13.4%)
101 (67.8%)

72 (45.9%)

15.6 (2.7)

74.2% (12.8)

8(5.1%)
118 (75.2%)

31 (19.8%)

73 (51.8%)
15 (10.7%)
20 (14.2%)
95 (70.9%)

68 (48.2%)

153(32)

72.7% (15.2)

4(2.8%)
116 (82.3%)

21 (14.9%)

77 (51.7%)
20 (13.4%)
20 (13.4%)
104 (75.9%)

86 (57.7%)

15.5(3.1)

73.8% (15.0)

6 (4.0%)
109 (73.2%)

34 (22.8%)

Note:

* Sum of the severity of the seven dazy 0 influenza symptoms (feverishness, nasal stuffiness, sore throat, cough, muscle aches, tiredness-fatigue,
12

and headache) using a 4-point scale
T The score is expressed as a percentage of the maximal score of 21.
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Table 2: Combined Oseltamivir O+Z Zanamivir O+Z
Virological endpoints according to treatment arms in the 541 enrolled patients, in the 447 influenza A infected patients with infection, and in the 382 oseltamivir plus versus O plus versus Z Versus Z*
influenza A infected patients fully compliant between day 0 and day 2. a"d. . placebo § placebo §
zanamivir P value P value
Difference Difference Difference
between groups between groups  between groups
[95%C1] [95%C1) [95% C1]
Combined Oseltamivir O+Z Zanamivir O+Z (] X
oseltamivir plus versus O plus versus Z Versus Z* Mean (SD) viral load at day 2 (log 19 cgeq/pL) 222(1.12) 2.08 (1.17) 2.66 (1.35)
and placebo placebo
zanamivir P value P value Mean (SD) viral load decrease between day 0 and 2 (log 1o cgeq/pL) 2.14 (1.54) 2.49 (1.52) 0.060 1.68 (1.68) 0.016
Difference Difference Difference -0.35 0.46 0.81
between groups between groups  between groups [-0.8 ;0.07] [0.03;0.9] [0.4:13]
[95% C1] [95% CI] [95% C1] Influenza A infected patients with available day 0 and day 2 nasal swabs
Primary virological endpoint influenza A infected patients and fully compliant from day 0 to day 2 (N=365) 123 121 121
Mean (SD) viral load at day 0 (log |, cgeq/uL) 4.40 (1.28) 4.58 (1.31) 4.34(1.37)
Intention to treat analysis (all enrolled patients) (N =541) 192 176 173
Mean (SD) viral load at day 2 (log ;, cgeq/uL) 222(1.15) 2.02(1.16) 2.59(1.37)
Day 2 influenza RT-PCR < 200 cgeq/uL (%) 52.6% 62.5% 0.055 40.5% 0.020
9.9% +12.1% +22.0% Mean (SD) viral load decrease between day 0 and 2 (log 1o cgeq/uL) 2.17(1.51) 2.56 (1.55) 0.051 1.76 (1.71) 0.044
[-19.9:0.2] [2.02:22.3] [12.1:32.0] -0.4 0.4 0.8
[-0.8:0.1] [0.0:0.9] [0.3:1.3]
Intention to treat analysis (influenza A infected patients) (N=447) 157 141 149
Note
Day 2 influenza RT-PCR < 200 cgeq/uL (% 45.9% 58.9% 0.025 33.6% 0.028 . - P
dy 2 influenza ceeq/ul (%) ’ " 13.0% o 12.3% +25.3% CI: Confidence mteryal. O: oseltamivir, Z: zanamivir.
[-23.1;-2.9] [2.39:22.2] [15.5:35.2] * Exploratory analysis.
Intention to treat analysis (influenza A infected patients and fully compliant 131 124 127
from day 0 to day 2) (N=382)
Day 2 influenza RT-PCR < 200 cgeq/pL (%) 48.1% 62.9% 0.017 37.0% 0.079
-14.8% 11.1% 25.9%
[-24.9; -4.8] [1.0;21.1] [16.0:35.8]
S y virological endpoint
Influenza A infected patients with available day 0 and day 2 nasal swabs 141 134 139
(N=414)
Mean (SD) viral load at day 0 (log ;, cgeq/pL) 4.36 (1.36) 4.57(1.32) 434(1.37)
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Clinical response according to treatment arms in the 541 enrolled patients, in the 447 influenza A infected patients, and in the 382 influenza A infected

patients and fully compliant between day 0 an day 2.

Combined Oseltamivir O+Z Zanamivir O+Z o
oseltamivir plus versus O plus Versus Z Versus Z*
and placebo placebo
zanamivir P value P value
Difference Difference Difference
between groups between groups between groups
[95% CI] [95% C1] [95% CI]
Intention to treat analysis (all enrolled patients) (N =541) 192 176 173
Duration of symptoms in days (median, IQR) 3.5[2.5-14] 3.0[2-7] 0.015 4.0 [2.5-14] 0.78
+0.5 -0.5 -1.0
[0.0;1.5] [-1.0;0.5] [-1.55-0.5]
Number (%) of patients with clinical event during treatment 26 (13.5%) 15 (8.5%) 0.14 23 (13.3%) 1.00
- antibiotics 17 (8.9%) 10 (5.7%) +5.0% 13 (7.5%) +0.3% -4.8%
- pneumonia 2(1.0%) 1(0.6%) [-1.3:11.4] 0(0.0%) [-6.7:7.2] [-11.2;1.6]
- other 21 (10.9%) 14 (8.0%) 22 (12.7%)
Number (%) of patients with alleviation of symptoms at end of 111(57.8%) 122 (69.3%) 0.023 100 (57.8%) 1.00
treatment -11.5% 0.0% +11.5%
[-21.3:-1.7] [-10.1;10.1] [1.7:21.3]
Score of symptoms at end of treatment (median, IQR) 3[2-5] 2[1-4] 0.0006 3[1-6] 0.79
1.0 0.0 -1.0
[0.0;1.0] [-1.0;0.0] [-2.0;-1.0]
Intention to treat analysis (influenza A infected patients) (N=447) 157 141 149
Duration of symptoms in days (median, IQR) 4.0 [2.5-14] 3.0[2-7] 0.018 4.0 [2.5-14] 0.96
+1.0 0.0 -1.0
[0.0;4.0] [-3.0;3.0] [-4.0:0.0]
Number (%) of patients with clinical event during treatment 19 (12.1%) 10 (7.1%) 0.17 18 (12.1%) 1.00
- antibiotics 14 (8.9%) 7(5.0%) +5.0% 10 (6.7%) +0.02% -5.0%
- pneumonia 2(1.3%) 1(0.7%) [-1.0;11.0] 0(0.0%) [-6.6:6.7] [-1.0;11.0]
- other 15 (9.6%) 9 (6.4%) 17 (11.4%)
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Combined Oseltamivir O+Z Zanamivir O+Z
oseltamivir plus versus O plus Versus Z Versus Z*
and placebo placebo
zanamivir P value P value
Difference Difference Difference
between groups between groups between groups
[95% CTI] [95% CI] [95% CI]
Number (%) of patients with alleviation of symptoms at end of 87 (55.4%) 95 (67.4%) 0.043 84 (56.4%) 091
treatment -12.0% -1.0% +11.0%
[-21.85-2.1] [-11.1;9.2] [1.1:20.9]
Score of symptoms at end of treatment (median, IQR) 3[2-5] 2[1-4] 0.013 3[1-6] 0.93
+1 0 -1
[0.0;1.0] [-1.0;0.0] [-2.0;-0.5]
Intention to treat analysis (influenza A infected patients and fully 131 124 127
compliant from day 0 to day 2) (N=382)
Duration of symptoms in days (median, IQR) 4.0[2.5-14] 3.0[2-7] 0.030 4.0[2.5-14] 0.74
+1 0 -1
[0.0:1.5] [-1.0; 1.0] [-1.5;-025]
Number (%) of patients with clinical event during treatment 15 (11.5%) 9(7.3%) 0.29 14 (11.0%) 1.00
- antibiotics 11 (8.4%) 6 (4.8%) +4.2% 7(5.5%) +0.4% -3.8%
- pneumonia 2(1.5%) 1(0.8%) [-2.9:11.3] 0(0.0%) [-7.3:8.1] [-10.9:3.3]
- other 12(9.2%) 8(6.5%) 13 (10.2%)
Number (%) of patients with alleviation of symptoms at end of 78 (59.5%) 89 (71.8%) 0.048 76 (59.8%) 1.00
treatment -12.2% -0.3% +11.9%
[-23.85-0.7] [-123511.7] [0.3:23.6]
Score of symptoms at end of treatment (median, IQR) 3[2-5] 2[1-4] 0.008 3[1-5] 0.85
+1 0 -1
[0.0:1.0] [-1.0;1.0] [-2.0:0.0]

Note:
O: oseltamivir, Z: zanamivir. CI: Confidence interval.
* Exploratory analysis.
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In vitro characterization of naturally occurring influenza A(H3NO0) viruses lacking the

NA gene segment: toward a new mechanism of viral resistance?

Abstract

Among a panel of 788 clinical influenza H3N2 isolates, two isolates were characterized by an
oseltamivir-resistant phenotype linked to the absence of any detectable NA activity. Here, we
established that the two H3NO isolates lack any detectable full-length NA segment, and one of
these could be rescue by reverse genetics in the absence of any NA segment sequence. We
found that the absence of NA segment induced a moderate growth defect of the H3NO viruses
as on cultured cells. The glycoproteins density at the surface of H3NO virions, was unchanged
as compared to H3N2 virions. The HA protein as well as residues 188 and 617 of the PB1
protein were shown to be strong determinants of the ability of H3NO viruses to grow in the
absence of the NA segment. The significance of these findings about naturally occurring

seven-segment influenza A viruses is discussed.
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Introduction

Human influenza viruses are responsible for mild to severe respiratory tract infections.
Influenza A viruses present two major surface glycoproteins, the hemagglutinin (HA) and the
neuraminidase (NA). The HA is a trimeric type 1 membrane glycoprotein involved in the
binding to cell surface sialoconjugate receptors and in the fusion between the viral envelope
and cellular endosomal membranes. The NA removes sialic acids from the HA protein as well
as from cellular glycolipids or glycoproteins, thereby preventing the aggregation of virus
particles and allowing the release of virus from host cell receptors (Palese et al. 1974). The
sialidase activity of the NA may also enable the virus to diffuse through the abundant mucin
layer at the surface of the respiratory epithelium. An optimal balance between the sialic-acid
binding activity of the HA and the sialidase activity of the NA appears critical for viral fitness
(Mitnaul et al. 2000, Wagner et al. 2002).

The control of human seasonal influenza can be achieved by vaccination or by the use of
specific antivirals. However, in the context of a pandemic, as illustrated by the current swine-
origin HIN1 pandemic, vaccines are generally not available during the first phase and the use
of antivirals is considered the best treatment option during this initial period. Since 1999,
neuraminidase inhibitors (NAIs), zanamivir and oseltamivir, have been used in the treatment
of seasonal influenza. The rate of emergence of resistant isolates after NAI treatment has been
found to range from 0.4% in adults to up to 4% in children (Whitley e al. 2001, Abed and
Boivin, 2006). Substitutions on catalytic or framework residues of the NA active site are
responsible for the cases of resistance observed in vivo on NAl-resistant viruses recovered
from both drug-treated and untreated patients as well as in vitro on viruses recovered from
culture experiments in the presence of NAI selective pressure (for a review, Ferraris and Lina

2008). The implication of NA on replication ability is observed on variants with mutated
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catalytic residues which showed reduced rates of replication and transmissibility, with the
notable exception of HIN1 viruses naturally resistant to oseltamivir that emerged in 2007-08
(http://www.who.int/csr/disease/influenza/2008-9nhemisummaryreport/en/index.html)
(Dharan et al. 2009). In contrast, variants with mutations on framework residues retained an
efficient transmissibility (Gubareva et al. 1998). Moreover, selective pressure in vitro allowed
the recovery of HIN1 viruses with a truncated NA gene segment lacking the region encoding
the NA active site (Nedyalkova ef al. 2002). Such variants with deletions were found to grow
on cultured cells only in the presence of exogenous NA (Abed e al. 2006).

In a previous study, we analyzed the susceptibility to NAIs of human influenza A and B
viruses isolated in patients presenting with acute respiratory infection between 2002 and 2005
(Ferraris et al. 2006). Overall, 788 viruses were tested for their NA activity using a
fluorometric assay. We detected two H3 viruses that did not show any detectable NA activity
even in the absence of NAI the A/Lyon-CHU/26430/03 and A/Reunion/586/04 isolates,
antigenically related to A/Wyoming/3/03 and A/Wellington/1/04, respectively (Ferraris et al.
2006). Attempts to amplify the NA gene and to detect the NA protein by western blot on the

initial clinical samples as well as on amplified viruses both failed. (Ferraris ez al. 2006).

In the present study, we further characterized the two H3NO A/Lyon-CHU/26430/03 and
A/Reunion/586/04 isolates. We established that they lack any detectable full-length or partial-
length NA segment, and that a recombinant A/Reunion/586/04 virus can be produced by
reverse genetics in the absence of the NA segment. We examined the impact of the absence of
NA segment and NA protein on the growth properties and the morphology of the H3NO
viruses as compared to H3N2 counterparts, and we investigated the molecular basis of their

ability to grow in the absence of the NA segment.
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Materials and Methods

Cells and Viruses

Viruses were isolated on Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells from clinical throat or
nasal swabs provided by the French national influenza monitoring network GROG (Groupes
Régionaux d'Observation de la Grippe, France) to the WHO Collaborating Center for
influenza (Southern France). They were subsequently amplified on MDCK cells (2 passages).
The reference strains A/Moscow/10/99 H3N2 and A/California/07/04 H3N2 (kindly provided
by Dr A. Hay, NIMR/MRC) were amplified in the same conditions. MDCK cells were
purchased from Lonza (ATCC, CCL34) and were passaged twice weekly in serum free Ultra-
MDCK medium (Lonza) supplemented with 2mM L-glutamine (Sigma Aldrich), penicillin
(225 units/mL) and streptomycin (225 pg/mL) (Lonza). MDCK cells over-expressing the 2,6-
sialyltransferase (MDCK-SIATI cells) (Matrosovich et al. 2003) were kindly provided by
Professor HD Klenk (Institute of Virology, Philipps University, Marburg, Germany). When
indicated, Clostridium perfringens NA (Sigma) was added to the infection medium at a final

concentration of 0.002 U/ml .

Cryo-electron microscopy (Cryo-EM), measurement of viral structure and statistical
analysis

Influenza viruses were purified by centrifugation on a 20% sucrose cushion in phosphate-
buffered saline. A droplet of viral preparation was applied on holey carbon grids and vitrified
in liquid ethane. Electron micrographs were recorded under low-dose conditions at liquid
nitrogen temperature with a Technai Sphera LaB6 200KV microscope. Images were collected
at 30.000X magnification with a defocus range of 2um. The virion diameter and the

glycoprotein (GP) spacing were determined on Cryo-EM micrographs using the Imagel

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

software (http://rsbweb.nih.gov/ij/). The GP spike surface density was calculated as described
previously (Yamaguchi er al. 2008). Surface density data were subjected to ANOVA

statistical analysis (http://faculty.vassar.edu/lowry/VassarStats.html).

Ultrathin section electron microscopy

For ultrastructural analysis, infected cell cultures were fixed in a 0.1 M sodium cacodylate,
2% glutaraldehyde solution at room temperature. After 3 washes in 0.2 M sodium cacodylate
buffer, the samples were post-fixed in an osmium tetroxide solution, stained with an aqueous
solution of uranylacetate, dehydrated in a graded series of ethanol at room temperature and
embedded in epon. After polymerization, ultrathin sections (65 nm thick) were cut with a
diamond knife and picked up onto copper grids (300 mesh). Post-staining of the sections was
performed on a Leica Ultrostainer with a lead citrate solution. After air drying, grids were
examined on a Philips CM 120 transmission electron microscope at an acceleration voltage of

80 kV.

Viral growth kinetics, end point titration, and quantification of viral RNA

MDCK cells were infected at a multiplicity of infection (MOI) of 10" TCID50/cell. After a 1-
hour viral adsorption period, cells were overlaid with Eagle’s minimum elementary medium
(EMEM,Cambrex Bioscience) supplemented with 1pg/mL TPCK-trypsin (Roche diagnostics)
and further incubated at 34°C. Harvested supernatants were centrifuged at 1500 g for 10 min
and stored at —70°C until analysis. End point-titration assays were performed on confluent
layers of MDCK cells in 96-well plates. Briefly, 50ul of 10-fold serial dilutions of each virus
were inoculated into four replicate wells. The 96-well microplates were incubated at 34°C and
the presence of cytopathic effects (CPE) was monitored 3 days later under the microscope.

The presence of virus in supernatants was also confirmed by hemagglutination tests using



20

21

22

23

24

25

guinea pig erythrocytes. The TCIDso per ml values were determined using the Reed and
Muench statistical method. The amounts of M viral genomic segment (M-vRNA) were
determined by real-time RT-qPCR as described previously (Bouscambert Duchamp et al.

2010).

Reverse genetics

A/Moscow/10/99 and A/Reunion/586/04 recombinant viruses were generated by reverse
genetics as previously described (Hoffmann e al. 2000). Briefly, viral RNA was extracted
from infected-MDCK cell culture supernatant using the QIAmp viral RNA minikit (Qiagen)
according to the manufacturer’s instructions. Two-step RT-PCR was carried out for full-
length amplification of each viral RNA gene segment, using an influenza A universal RT
primer (Uni-12primer « 3-AGCAAAAGCAGG-5'», Eurogentec, Belgium) and segment-
specific primers described by Hoffmann et al (Hoffmann ez a/. 2000). The resulting cDNAs
were cloned into the pHW2000 vector (Hoffmann er al. 2000). Sets of 8 recombinant
pHW2000 plasmids were mixed with the Superfect reagent (Qiagen) in Opti-MEM (GIBCO-
BRL), according to the manufacturer’s instructions, and added to 293T cells in six-well tissue
culture plates. At 48 h post-transfection, viruses in the culture supernatant were harvested and
diluted 1/10 in EMEM medium supplemented with TPCK-trypsin (1 pg/ml) to infect

confluent layers of MDCK cells.

Fluorometric NA activity and inhibition tests

The neuraminidase activity was determined by a fluorometric assay as described previously
(Ferraris et al. 2005). Twenty five pl of the viral stocks were serially diluted twofold and
incubated with 50pl of 200pM 2-(4-methylumbelliferyl)-alpha-D-N-acetylneuraminic acid (4-

MUNANA) substrate (Sigma) at 37°C for 1 h. The enzymatic reaction was stopped by the
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addition of 150ul of 50mM glycine (pH 10.4). The fluorescence level of the released 4-
methylumbelliferone was determined at an excitation wavelength of 355nm and an emission

wavelength of 460nm with a BMG Labtek fluorometer.

Transfections and CAT assays

The pPR-FIuA-CAT and pPR-H3-CAT plasmids, which direct the expression of influenza NS
and H3 viral-like RNAs, respectively have been described earlier (Labadie et al. 2007).
Subconfluent monolayers of 293T cells in 12 well plates were transfected using the FUGENE
6 reagent (Roche) according to the manufacturer instructions. Briefly, mixes of the
pHW2000-PB1, -PB2, -PA, -NP (0.5, 0.5, 0.5, 1 pg) and the pPR-FIuA-CAT or pPR-H3-
CAT plasmid (0.5 ng) were resuspended in 45 pL. of OPTI-MEM medium (Invitrogen) with
5 pL of FUGENE 6 and were distributed onto cells. Following 24h of incubation at 37°C, cell
extracts were prepared in 250 uL of the lysis buffer provided with the CAT ELISA kit

(Roche), and tested for CAT levels. This procedure allows detection of 0.05 ng/mL CAT.



20

21

22

23

24

25

Results

Growth Kinetics of H3N0 viruses on cultured cells

Two influenza viruses, A/Lyon-CHU/26430/03 and A/Reunion/586/04, showed no detectable
sialidase activity when tested out of 786 A(H3N2) viruses isolated during the 2002-2005
period of time (Ferraris er al. 2005). No amplification product could be detected after
extraction of viral RNA and RT-PCR amplification using primers specific for the untranslated
regions of the N2 segment (Hoffmann ef al. 2000). To further characterize these two H3NO
viruses, plaque purification was performed and 30 plaque-purified viruses were analyzed. The
absence of any detectable NA activity and any detectable full-length or partial-length NA
segment was confirmed on all purified viruses (data not shown), strongly suggesting that the
genome of the A/Lyon-CHU/26430/03 and A/Reunion/586/04 viruses consists of only 7
genomic segments.

Upon amplification on MDCK cells, the H3NO viruses showed properties similar to
contemporary H3N2 viruses, i.e. the ability to agglutinate guinea pig but not chicken
erythrocytes, a mild cytopathic effect, and significant replication yields even in the absence of
exogenous bacterial sialidase (data not shown). To compare the growth kinetics of H3N2 and
H3NO viruses, MDCK cells were inoculated at a multiplicity of infection (MOI) of 10 and
the release of viral progeny into the supernatant was monitored up to 72 h post infection (p.i.)
by determining the infectious titers or by quantifying the amounts of M genomic segment (M-
vRNA) by real-time RT-PCR. As shown in Figure 1A, the infectious titers in the supernatant
of MDCK cells infected with the H3N2 reference A/California/07/04 increased exponentially
and reached a maximal titer of 10" TCID50/ml at 42 h pi. The growth curves of the two
H3NO viruses A/Lyon-CHU/26430/03 and A/Reunion/586/04 appeared delayed. Titers

measured at 24 h pi for the H3NO viruses were about 2 log lower compared to
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A/California/07/04, but maximal titers measured at 66h pi were in the same range (about 10™
TCID50/ml) as for the H3N2 strain. The curves corresponding to the accumulation of the M-
VRNA in the supernatant of MDCK infected cells showed the same trend, although maximal
concentrations were reached simultaneously at 42 h pi for the A/California/07/04 and for
H3NO viruses (Figure 1B). An additional H3N2 strain, A/Moscow/10/99, showed a growth
curve very similar to the H3NO viruses (Figure 1C).

MDCK cells that stably over-express the human (alpha)2-6 sialyltransferase (MDCK-SIATI
cells), proved to be a more suitable system than MDCK cells to monitor the role of
neuraminidase during the growth process (Matrosovich et al. 2003) probably due to the fact
that the high amounts of sialyl-a2,6-Galactose-containing receptors at the surface of MDCK-
SIATI cells increase viral dependency on NA sialidase activity. The kinetics of M-vRNA
accumulation in the supernatant of MDCK-SIAT cells infected with H3N2 and H3NO viruses
were compared. The maximal concentrations of M VRNA measured at 68 h pi were about two
log higher for the H3N2 strains (10'"”7 copies/ml) as compared to the H3NO viruses (10%° and
10°? copies/ml for the A/Lyon-CHU/26430/03 and A/Reunion/586/04 viruses, respectively)
(Figure 1C). Altogether, our data confirmed that the H3NO viruses were able to replicate in
the absence of NA activity, and showed only but a moderate growth defect on MDCK or

MDCK-SIAT cells.

Morphological analysis of H3N0 virions by cryo-Electron Microscopy

To determine the impact of the lack of NA segment and NA protein on viral morphology, ice-
embedded virions from purified A/California/07/04 H3N2, A/Reunion/586/04 H3NO and
A/Lyon-CHU/26430/03 H3NO were observed by cryo-electron microscopy (cryo-EM). Two
independent viral preparations of each strain were analyzed. Electron micrographs were

recorded under low-dose conditions at liquid nitrogen temperature with a Technai Sphera
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LaB6 200kV microscope. Images were collected at 30 000x magnification in a defocus range
between 2 and 3 pm. All observed particles showed glycoprotein spikes protruding from the
virion surface (figure 2). We decided against using the classification previously proposed by
Harris and colleagues based on the observation of the viral matrix protein and internal
organization by cryo-electron tomography (Harris e al. 2006), since these viral features were
not clearly visible on cryo-EM samples. Instead, the virions were classified by shape into
three groups based on the axial ratios. Viruses with an axial ratio ranging between 1.0 and 1.2,
1.2 and 1.6, or >1.6 were respectively classified as spherical, spheroidal or elongated. The
three classes of particle shapes were equally represented for the A/California/07/04 H3N2
viruses, with 37.9% (n=22) spherical, 32.8% spheroidal (n=19) and 29.3% elongated (n=17)
virions (figure 2 and table I). In contrast, for the A/Reunion/586/04 H3NO viruses, only
spherical (50% n=14) and elongated particles (50% n=14) were observed (figure 2 and table
I). For the A/Lyon-CHU/26430/03 H3NO viruses, 70.0% (n=21) of the virions were spherical
and 30.0% (n=9) were spheroidal (figure 2 and table I). The spherical A/California/07/04
particles had a reduced mean diameter (88.5 +/-9.3 nm) compared to the A/Reunion/586/04
and A/Lyon-CHU/26430/03 particles (96.6 +/-16.7 and 102.7 +/-10.5 nm, respectively) (table
I) whereas no differences in diameter were observed among spheroidal and elongated virions.
These observations were in agreement with previously published data on the variability in
particle shape and size of influenza A viruses (Booy ef al. 1985, Fujioshi et al. 1994 and
Harris et al. 2006).

The stalks of the spike glycoproteins (GPs) were easily distinguishable (figure 2D, arrow)
between the lipid bilayer and the electron opaque layer formed by the GP globular heads,
allowing us to count the GPs and to measure the average spacing for a group of 4 GPs (4 GP-
spacing). The average spacing measured for the A/California/07/04 H3N2 virus was 26.9 +/-

8.8 nm (n=100, table I). From this data we could calculate the average surface corresponding
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to 4x4 GPs, and an estimated number of 695 surface GPs for a spherical virion of 100 nm in
diameter. Analysis of the A/Moscow/10/99 H3N2 strain led to similar findings (data not
shown). The average 4 GP-spacing measured for the A/Reunion/586/04 and A/Lyon-
CHU/26430/03 H3NO viruses was 27.0 +/- 1.7 nm (n=80) and 28.1 +/- 1.4 nm (n=48),
respectively, which corresponded to estimated numbers of 689 and 637 surface GPs per
spherical virion of 100 nm in diameter, respectively (table I). The average 4 GP-spacing
values showed no significant differences between the different shape classes for a given
virion (table I), and between the A/California/07/04, A/Reunion/586/04 and A/Lyon-
CHU/26430/03 viruses (p>0.01). Altogether, our data suggest that despite the lack of NA

protein, H3NO viruses display similar surface GP densities as compared to H3N2 viruses.

Ultrastructural analysis of H3NO virions by Electron Microscopy

To investigate the internal organization of H3NO viruses, electron microscopy ultrathin
sections of A/Reunion/586/04, A/Lyon-CHU/26430/03 and A/California/07/04 virions
budding from MDCK cells at 24 h following low-multiplicity infection were compared.
Representative results are shown in figure 3. Transversal sections of budding virions
appeared spherical in shape, with a diameter of 90-100nm, whereas longitudinal sections
virion appeared elongated and presented different lengths (data not shown), in agreement with
our cryo-EM data. The majority of A/California/07/04 transversal sections showed the same
electron dense-dot organization, i.e. a central dot surrounded by seven other dots (figure 3A).
Such an organization, each dot likely representing a viral ribonucleoprotein, has previously
described by Noda and colleagues (Noda ez al. 2006). In contrast, a significant proportion of
A/Reunion/586/04 and A/Lyon-CHU/26430/03 transversally sectioned particles appeared
empty, ie. devoid of any electron-dense dot : 24% (n=410) and 27% (n=466) for

A/Reunion/586/04 and A/Lyon-CHU/26430/03, respectively, compared to 6% (n=453) for
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A/California/07/04 (figure 3B and 3C). These observations were in agreement with the
absence of detectable NA segment in the A/Reunion/586/04 and A/Lyon-CHU/26430/03 viral
stocks, and with the model for selective packaging, according to which packaging of a full set
of genomic segments depends on cis-acting signals present on each of the 8 genomic

segments.

Reverse genetics analysis of the H3N0 viral phenotype

To confirm the capacity of the A/Reunion/586/04 virus to replicate in the absence of the NA
segment, the cDNAs corresponding to the seven remaining genomic segments were cloned in
the bidirectional reverse genetics (RG) plasmid pHW2000 (Hoffmann ez al. 2000). A set of 8
pHW2000-derived RG plasmids was constructed for the A/Moscow/10/99 H3N2 strain (MO).
The seven A/Reunion/586/04-derived RG plasmids, either or not supplemented with the
A/Moscow/10/99-derived NA plasmid, were co-transfected into 293T cells. Co-transfection
of eight (whole sets) or seven (whole sets minus the NA plasmid) A/Moscow/10/99-derived
RG plasmids was used as a control. Transfection supernants were harvested at 72 h post-
transfection and diluted 1/10 to infect confluent monolayers of MDCK cells. The viral titers
and the amounts of M-vRNA in MDCK cells supernatants were evaluated at 72 h post-
infection by real-time RT-PCR. About 10" copies of M-vRNA/ml were detected upon
transfection of the eight A/Moscow/10/99-derived RG plasmids (figure 4, MO, hatched bar).
In contrast, in the absence of the NA plasmid, no hemagglutinating activity and M-vRNA
concentrations lower than 10° copies/ml were detected (figure 4, MO, grey bar). Similar
results were obtained with the A/Wellington/1/04 H3N2 virus (data not shown). The low M-
VRNA levels detected in the absence of NA most likely corresponded to the detection of
residual pHW2000-M plasmid. In contrast, titers 10'" copies of M-vRNA/mI were detected

upon transfection of the seven A/Reunion/586/04-derived RG plasmids (figure 4, R2, grey
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bar), and the addition of the A/Moscow/10/99-derived NA plasmid did not induce significant
changes (figure 4, R2, hatched bar).

These data suggested that some genetic features of the A/Reunion/586/04 genome accounted
for its unique ability to grow efficiently in the absence of the NA segment. In order to test for
the presence of such genetic determinants on the HA segment, we attempted to rescue
A/Moscow/10/99 x A/Reunion/586/04 (MO x R2) 6:1 reassortant viruses carrying the HA
segment from MO in combination with the PB1, PB2, PA, NP, M, and NS segments from R2
(5 R2 : HA-MO), or the HA segment from R2 in combination with the PB1, PB2, PA, NP, M,
and NS segments from MO (5§ MO : HA-R2). The reverse genetics protocol was as described
above. No hemagglutinating activity and M-vRNA concentrations lower than 10° copies/ml
were detected upon viral amplification on MDCK cells (figure 4, V1 and V2, grey bars).
When the A/Moscow/10/99-derived NA plasmid was added, viral titers for the 5-MO : R2-
HA virus increased significantly (figure 4, V1, hatched bar), whereas viral titers for the 5-R2
: MO-HA virus remained low (figure 4, V2, hatched bar). These data suggested that the HA
segment was necessary but not sufficient to restore the R2 phenotype.

To investigate further the genetic basis of the R2 phenotype, we attempted to rescue
additional 6 : 1 MO x R2 reassortant viruses, carrying the R2-HA segment together with
various combinations of MO and R2 segments (V3 to V7 in figure 4). Addition of the M and
NS segments of R2 to the R2-HA segment was not sufficient to restore the R2 phenotype, i.e.
a significant viral production in the absence of the NA segment (figure 4, V3, grey bar). In
contrast, addition of the PB1, PB2, PA and NS segments did restore the R2 phenotype (figure
4, V6, grey bar), suggesting that at least one of the segments encoding the polymerase
subunits was necessary. Combination of the R2-PB1 segment with the R2-HA segment and
the PB2, PA, NP, M and NS segments from MO led to a significant viral production in the

absence of the NA segment, at levels similar to those observed for the R2 virus (figure 4, V7,
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grey bar). On the other hand, introduction of the MO-PB1 segment in the R2 background
prevented viral production in the absence of the NA segment (figure 4, V4, grey bar), but not
in the presence of the NA segment (figure 4, V4, hatched bar). Our data indicated that a
strong determinant of R2 phenotype was present of the R2-PB1 segment. However, when
tested alone in the MO background, the R2-PB1 segment did not restore the R2 phenotype
(figure 4, V5, grey bar). Taken altogether, these data established that the combination of both
the R2-HA and R2-PBI segments was necessary and sufficient to confer an MO x R2
reassortant virus the ability to grow efficiently on MDCK cells in the absence of the NA

segment.

Genetic analysis of PB1 determinants of the H3N0 strains

Four amino acids differ between the PB1 proteins from the A/Reunion/586/04 and A/Lyon-
CHU/26430/03 H3NO viruses on one hand, and the PB1 protein from the A/Moscow/10/99
H3N2 virus on the other hand. These amino acid substitutions could potentially contribute to
the ability of H3NO viruses to grow in the absence of the NA segment. The K/E
(H3NO/H3N2) substitution at residue 188 is located within the nuclear localization signal of
PB1 (Akkina et al. 1987, Fodor et al. 2004). The substitutions, D/N, N/D and Q/R
(H3NO0/H3N2) substitutions at residues 617, 619 and 621, respectively, are located within the
interaction domain of PB1 with PB2 (Gonzalez et al. 1996).

In order to identify the residues determinant with respect to the H3NO phenotype, we
characterized a new series of recombinant 6:1 reassortants which harboured the MO-PB1
segment, either wild-type or mutated at one or several of residues 188, 617, 619 and 621, in
the R2 background. As mentioned earlier, the reassortant virus harbouring the wild-type MO-
PBI1 segment in the R2 background did not replicate efficiently in the absence of the NA

segment (figure 5, V4, grey bar), but it did so in the presence of the NA segment (figure 5,
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V4, hatched bar). Introduction of the single K188E substitution or the three D617N, N619D
and Q621R substitutions in MO-PB1 did not allow the recovery of a replication competent
A(H3NO) virus (figure 5, V4.1 and V4.2, grey bars). When the NA segment was added, the
K188E mutant virus was produced at high titers (about 10'! copies of M-vRNA / ml), whereas
the triple 617-619-621 mutant was produced at low titers (about 10”* logs copies of M-vRNA
/ ml), suggesting that the triple mutation on its own was detrimental (figure 5, V4.1 and V4.2,
hatched bars). Simultaneous introduction of the 188 and the triple 617-619-621 mutations on
MO-PBI led to an efficient viral production in the absence of the NA segment, both when
combined with 6 R2-derived segments (figure 5, V4.3, grey bar) and when combined with the
R2-HA segment and 5 MO-derived segments (figure 5, V4.4, grey bar). The effect of a
unique substitution at residue 617, 619 or 621 of PB1 was tested, in the background of the
MO-PBI : R2 reassortant virus and in combination with the K188E substitution. All three
mutant viruses grew efficiently when the NA segment was added (figure 5, V4.5 to V4.7,
hatched bards), but the only virus which grew efficiently in the absence of the NA segment
was the K188E + N617D double mutant.

To investigate further the functional differences between the PB1 proteins from
A/Moscow/10/99 (MO) or A/Reunion/586/04 (R2), transient in vivo reconstitution of viral
ribonucleoproteins was performed in the presence of an H3 or an NS viral-like CAT RNA.
Transcription/replication of the viral-like reporter RNAs was determined by measuring CAT
levels in extracts prepared from transfected 293T cells. As shown in figure 6, the levels of
CAT measured with the R2 proteins were 1 to 2 log higher as compared to the MO proteins.
When R2-PB1 was expressed in association with the MO-PB2, -PA and -NP proteins, or
conversely when MO-PB1 was expressed in association with the R2-PB2, PA and NP
proteins, intermediate levels of CAT were measured, indicating that the PB1 protein

contributed to the difference observed between the activities of MO- and R2-derived RNPs.
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Discussion

In the present study, two influenza isolates, A/Lyon-CHU/26430/03 and A/Reunion/586/04,
which showed no detectable sialidase activity when tested along with 788 additional H3N2
isolates from the 2003-2005 period, as described previously (Ferraris et al. 2006), were
further examined. Upon characterization of plaque-purified progeny viruses, we clearly
established that the A/Lyon-CHU/26430/03 and A/Reunion/586/04 lacked the integrality of
the NA segment and propagated a viral genome composed of 7 segments. This property is
unique as compared to previously described NA-defective viruses, which retain a deleted NA
segment throughout serial amplifications on cultured cells although they do not express a
functional NA protein (Liu er al. 1993, 1995; Hughes et al. 2000). The ability of the
A/Reunion/586/04 virus, but not the H3N2 reference strain A/Moscow/10/99, to replicate

efficiently in the absence of any NA segment sequence was confirmed using reverse genetics.

The growth kinetics of the A/Lyon-CHU/26430/03 and A/Reunion/586/04 H3NO viruses on
MDCK and MDCK-SIATI cells were delayed as compared to H3N2 reference strains. The
end-point viral yields were in the same range for H3NO and H3N2 viruses on MDCK cells
whereas they were about 2-log lower for H3NO as compared to H3N2 viruses on MDCK-
SIAT1 cells, in agreement with the fact that higher amounts of Sialyl-a2,6-Galactose-
containing receptors at the surface of MDCK-SIAT1 cells increase viral dependency on NA
sialidase activity (Matrosovitch ez al. 2003). In addition to the absence of sialidase activity, a
reduced efficiency of genome packaging probably contributes to the moderate growth defect
of H3NO viruses. Indeed, upon cryo-EM analysis, an increased proportion of particles with no
visible ribonucleoproteins was observed in H3NO (about 25%) as compared to H3N2 viral
stocks (about 6%). The NA segment sequences that are usually retained in the genome of NA-

defective viruses correspond to the non-coding sequences and sequences encoding the
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cytoplasmic tail and transmembrane region of the NA protein at the 3’ end, and the non-
coding sequences at the 5’ end (Yang er al. 1997). These sequences were shown to be
required for efficient incorporation of the viral genome in budding particles (Fujii e al. 2003),
which is in favor of the existence of a selective mechanism underlying the concomitant
packaging of a set of 8 genomic segments. The increased proportion of empty particles in the
H3NO viral stocks most probably corresponds to a packaging defect, due to the absence of NA
packaging signals (Hutchinson ef al. 2009).

Published data suggest that the sequences present at the extremities of influenza genomic
segments might also be required for viral morphogenesis and stability (Yang et al. 1997,
Hughes et al. 2000, Enami et al. 1996). We observed no major morphological defect of the
H3NO virions upon cryo-EM analysis as compared to H3N2 viruses. Both H3NO and H3N2
viruses showed variable shapes and sizes, in agreement with previously published
observations (Booy e al. 1985, Fujioshi et al. 1994 and Harris et al. 2006). Most authors
agree that the NA/HA ratio at the surface of influenza A viruses is about 1/5 (Harris et al.
2006, Fujioshi et al. 1994). The high resolution of cryo-EM allowed us to measure the
average spacing of surface glycoproteins stalks and to extrapolate the surface glycoproteins
density, precisely enough to detect a ~20% reduction that could result from the absence of NA
tetramers . Interestingly, our data revealed no marked difference in the surface glycoprotein
density between H3NO and H3N2 viruses, which suggested that the surface density of the H3
was up-regulated in H3NO as compared to H3N2 viruses. This higher HA density could
simply correspond to a steric compensation of the absence of NA but the existence of other

underlying mechanisms cannot be excluded.

Using reverse genetics, we established that both the HA and the PB1 segments of the

A/Reunion/586/04 H3NO virus accounted for its ability to replicate efficiently in the absence
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of the NA segment. Mutations on the HA that reduce viral binding to sialic acids, and thus
reduce viral dependence on NA activity, have been found to confer resistance to
neuraminidase inhibitors (Gubareva et al. 2001). Such mutations on the HA of H3NO viruses
could also possibly provide a compensation for the absence of NA protein. Sequence
alignement revealed that the A/Reunion/586/04 and A/Lyon-CHU/26430/03 isolates differed
from the antigenically related H3N2 strains, A/Wellington/1/04 and A/Wyoming/3/03,
respectively, at four and seven positions, respectively (table II, supplementary data figure 1
and 2). Several substitutions (e.g. the K145N and K173E substitutions characteristic of the
A/Reunion/586/04 isolate, and the N126Q and V186G substitutions characteristic of the
A/Lyon-CHU/26430/03 isolate) are located on protruding loops in the vicinity of the receptor
binding site. In particular, the K173E and N126Q substitutions, which are predicted to
increase the negative charges at the distal end of the HA, might alter the electrostatic
interactions between viral particles and the cell surface. Notably, the K173E substitution also
differentiates the A/Reunion/586/04 from the A/Moscow/10/99 virus (table II), and may have
contributed to the phenotypic differences observed in our reverse genetics experiments. The
N126Q substitution leads to the loss of a potential glycosylation site, and has been shown to
reduce the affinity of an H5 protein for sialic acids (Nobusawa and Nakajima 1988, Simirnov
et al. 2004). The V186G substitution may reduce steric hindrance, increase the flexibility and
affect the conformation of the sialic acid binding pocket. The amino-acid substitutions
occurring at position 226 are also worthy of comment, especially since they occur at a
position previously described as influencing the binding of the sialic acid of HAs (Rogers et
al. 1983, Nobusawa and Nakajima 1988 and Bateman et al. 2008).

In addition to these amino acid substitutions, increased amounts of carbohydrates on the HA,
due to the absence of desialylation by the NA, may modulate the binding affinity of the HA to

the host receptors and thus may also contribute to the H3NO phenotype. Indeed, previous
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studies have shown that the removal of sialic acids from oligosaccharides adjacent to the
receptor binding site of the HA by the NA protein increases the hemadsorption activity of

influenza viruses (Brassard and Lamb 1997, Tong et al. 1998).

Here, we focused on the contribution of the PB1 segment of the A/Reunion/586/04 isolate to
the ability to grow in the absence of an NA segment. The PB1 segment encodes three viral
proteins. The PB1 protein is an RNA-dependent RNA polymerase and is the core subunit of
the heterotrimeric PB1-PB2-PA polymerase complex that ensures transcription and
replication of the viral genome in the nucleus of infected cells (Elton et al. 2006). The PB1-F2
protein, which is encoded in an alternative reading frame in the A/Reunion/586/04 virus but
not in all influenza viruses, was found to be a pro-apoptotic and a virulence factor (Chen ef al.
2001), as well as as a regulator of the viral polymerase activity (Mazur et al. 2008). The
functions of the third most recently PB1-encoded protein, a truncated form of the PB1 protein
(N40) are largely unknown (Wise et al. 2009). Sequence alignement between PB1-F2 of
H3NO and H3N2 revealed no amino acid subtitutions (data not shown). Based on PBI1
sequence alignments and on reverse genetics experiments, we established that the nature of
both residues 188 and 617 of the PB1 protein (corresponding to residues 148 and 577 of the
N40 protein) were determinant with respect to the ability of the A/Reunion/586/04 isolate to
replicate efficiently in the absence of the NA segment. The A/Reunion/586/04-derived PBI
protein was also found to increase the efficiency with which a viral-like RNA underwent
transcription/replication upon transient reconstitution of viral ribonucleoproteins, compared to
the A/Moscow/10/99-derived PB1 protein. The nature of residue 188, which is located within
a nuclear localization signal of PB1 (Akkina et al. 1987, Fodor et al. 2004), could potentially
have an impact on the nuclear accumulation of PB1, whereas the nature of residue 617, which

is located within the interaction domain of PB1 with PB2, could modulate the assembly
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and/or stability of the polymerase complex. Interestingly, a synergistic effect ot substitutions
at residues 188 and 617 was observed.

How does the observation of an increased polymerase activity conferred by the PB1 protein of
the R2 virus relate to its ability to grow in the absence of the NA segment remains to be
established. One hypothesis is that an enhanced polymerase activity could result in an
increased expression of the HA protein, which would allow viral attachment to the target cells
despite a lower affinity of the HA for sialic acids. Such an increased expression of the HA
could account for our observation that the density of glycoproteins at the surface of H3NO
virions was unchanged as compared to H3N2 virions. This hypothesis is also in agreement
with recent reports of an enhanced polymerase activity being correlated with an increased
accumulation of the NA (Wanitchang et al. 2010) or the HA protein (Marjuki H et al. 2007)
on the cell surface. A second hypothesis is that an increased polymerase activity could result
in an increased production and accumulation of viral ribonucleoproteins at the assembly site,
which would allow the incorporation of sets of 7 genomic segments in budding particles,
despite an overall decrease in the packaging efficiency due to the absence of the NA
packaging signals.

Although H3NO viruses were isolated from nasal swabs in two patients, nasal swabs, the fact
that they did not diffuse in the human population, taken together with our observation of their
growth defect on MDCK-SIAT1 cells as compared to H3N2 viruses, suggest that these
viruses may replicate poorly in vivo. A bacterial co-infection, resulting in the expression of a
bacterial neuraminidase and favoring the multiplication of H3NO variants, could not be
established from the analysis of nasal swabs, but cannot be excluded. Thus, it is still
uncertain whether or not the loss of the whole NA segment could represent a mechanism of
emergence of naturally NAl-resistant viruses able to diffuse in the human population. Most

interestingly, analysis of these H3NO viruses suggests that molecular features of the PB1
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segment could strongly modulate the HA/NA ratio at the cell surface and thus the HA/NA
balance. By doing so, the PB1 segment could have a significant impact on the virulence,
transmissibility and host-range of human and animal influenza viruses. The finding, by us and
by others, of an impact of the PB1 segment on the amount of glycoproteins expressed at the
virions surface may lead to some improvement in the design of influenza vaccines in the
future (Wanitchang ef al. 2010). Finally our demonstration that H3NO viruses can be grown in
vitro efficiently in the absence of exogenous NA could prove useful for the development of
influenza-based vectors expressing an heterologous gene, and complementary to already

existing approaches (Shinya ez al. 2004).
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Tables and figures legends

Table I. Image analysis of viral particles in cryo-EM. Shapes, diameters, axis lengths and
determination of GP spike number at the viral surface.

Table II. HA amino acid sequence alignement
HA  sequence alignement between A/Reunion/586/04, A/Lyon-CHU/26430/03,
A/Wellington/1/04, A/Wyoming/3/03 and A/Moscow/10/99 strains

Figure 1. Kinetics of replication in vitro

A. MDCK cells were inoculated with influenza virus at a MOI of 0,0001 in EMEM + 1pg/ml
of trypsine, A/California/07/04 H3N2, A/Lyon-CHU/26430/03 H3NO, A/Reunion/586/04
H3NO. After one hour at 34°C, the supernatant was discarded, the cells were washed with
PBS 1X and fresh medium were add. Samples of supernatants were harvested at predefined
time points. The virus released was then quantified by end point titration. B. MDCK cells
were inoculated with influenza virus at a MOI of 0,0001in EMEM + 1pg/ml of trypsine,
A/Moscow/10/99 H3N2, A/California/07/04 H3N2, A/Lyon-CHU/26430/03 H3NO,
A/Reunion/586/04 H3NO. After one hour at 34°C, the supernatant was discarded, the cells
were washed with PBS 1X and fresh medium were add. Samples of supernatants were
harvested at predefined time points. The virus released was then quantified by M RNA
quantification by Real time RTPCR. C. SIAT 1 cells were inoculated with influenza virus at a
MOI of 0,0001in EMEM + 1ug/ml of trypsine, A/Moscow/10/99 H3N2, A/California/07/04
H3N2, A/Lyon-CHU/26430/03 H3NO, A/Reunion/586/04 H3NO. After one hour at 34°C, the
supernatant was discarded, the cells were washed with PBS 1X and fresh medium were add.
Samples of supernatants were harvested at predefined time points. The virus released was
then quantified by M RNA quantification by Real time RTPCR.

Figure 2. Ice-embedded A(H3N2) and A(H3NO) influenza virions observed in cryo-
electron microscopy, produced and purified from MDCK cells. A. representative
micrographs of H3NO A/Reunion/586/04. B., C, D respectively zoom vignettes of H3N2
A/California/10/04, H3NO A/Reunion/586/04, and A/Lyon-CHU/26430/03. Scale bars 100
nm. Arrows in C indicate the glycoprotein spikes.

Figure 3. Ultrathin section electron microscopy micrographs of budding influenza
A(H3N2) and A(H3NO) viruses. A. A/California/07/04, B. A/Reunion/586/04, C. A/Lyon-
CHU/26430/03. Black scale bar: 200 nm.

Figure 4. Viral titers of recombinant viruses R2/MO. Virus titers were expressed as mean
logio M copies/ml, standard errors (SE) from two or more experiments. “MO” : gene of
A/Moscow/10/99 H3N2, “R2” : gene of A/Reunion/586/04 H3NO, “CPE + or —
respectively detectable or non detectable growth, and HA titer < or > 2UHA/50pul, “7+1” :
gene composition identical to the 7 segments composition with the addition of the NA
segment from A/Moscow/10/99 H3N2 (hatched bar). Error bars correspond to RTQPCR
triplicates.

Figure 5. Viral titers of recombinant PB1 virus.es R2/MO Virus titers were expressed as
mean log;p M copies/ml, standard errors (SE) from two or more experiments. “MO” : gene of
A/Moscow/10/99 H3N2, “R2” : gene of A/Reunion/586/04 H3NO, “CPE + or —

respectively detectable or non detectable growth, and HA titer < or > 2UHA/50pul, “7+1” :
gene composition identical to the 7 segments composition with the addition of the NA
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segment from A/Moscow/10/99 H3N2 (hatched bar). Error bars correspond to RTQPCR
triplicates. Numbers in the PB1 box correspond to mutations realized in the PB1 gene.

Figure 6. CAT assays. gray bars : NS viral-like RNA (MO = 100%) ; black bars : H3 viral-
like RNA

Supplementary data 1. Structural comparison of the RBS of HA A/Wellington/1/04 with
HA A A/Reunion/586/04.

The HAs were modelled with the program Swiss-Pdb Viewer [Electrophoresis 1997 18:2714-
2723] using the human H3 (PDB: 4hmg) structure as the template. The image rendering was
done using VMD [Journal of Molecular Graphics 1996 14:33-38]. For clarity, only the RBS
of the HA A/Wellington/1/04 is shown, and is represented as a grey cartoon diagram. The
sialic acid appears in orange. The amino acid substitutions are numbered and represented in
licorice, highlighted in royal blue for A/Wellington/1/04 and red for A A/Reunion/586/04.
The table describes the amino acid substitutions between HA A/Wellington/1/04 and HA
A/Reunion/586/04. The same colour code is used to highlight the substitution. The last
column is for residues in the HA2 domain which are not shown in the above figure.

Supplementary data 2. Structural comparison of the RBS of HA A/Wyoming/3/03 with
HA A/Lyon-CHU/26430/03. The HAs were modelled with the program Swiss-Pdb Viewer
[Electrophoresis 1997 18:2714-2723] using the human H3 (PDB: 4hmg) structure as the
template. The image rendering was done using VMD [Journal of Molecular Graphics 1996
14:33-38]. For clarity, only the RBS of the HA A/Wyoming/3/03 is shown, and is represented
as a grey cartoon diagram. The sialic acid appears in orange. The amino acid substitutions are
numbered and represented in licorice, highlighted in royal blue for A/Wyoming/3/03 and red
for A/Lyon-CHU/26430/03. The table describes the amino acid substitutions between HA
A/Wyoming/3/03 and HA A/Lyon-CHU/26430/03. The same colour code is used to highlight
the substitution. The last column is for residues in the HA2 domain which are not shown in
the above figure.
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Table 1

Viruses

Shapes, diameters and axis lengths

(average +/- SD, nm)

GP spikes

Spherical

Spheroidal Elongated

4 GP spacing
(average +/- SD, nm)

GP/100nm
spherical virion

H3N2
AlCalifornia/07/04
(n=58)

H3NO
A/Reunion/586/04
(n=28)

H3NO
AlLyon-CHU/26430/03
(n=30)

37.9% (n=22)
88.5+/-9.3

50.0% (n=14)
96.6 +/- 16.7

70.0% (n=21)
102.7 +/- 10.5

32.8% (n=19)  29.3% (n=17)
L:101.4 +/-11.0 L:126.3 +/-19.5

I: 72.9+/- 6.0 1:63.14/-7.8
0% (n=0) 50.0% (n=14)
- L:129.1 +/-17.8
- :59.7 +/-9.0
30.0% (n=9) 0% (n=0)

L:109.8 +/-11.7 -
. 80.6 +/-9.6

26.9 +/- 8.8 (n=100)

27.0 +/- 1.7 (n=80)

28.1 +/- 1.3 (n=48)

695

689

637
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Table 2

Strains

A/Moscow/10/99
A/Wyoming/3/03
A/Lyon-CHU/26430/03
A/Wellington/1/04
A/Reunion/586/04

Residue at amino acid position :
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ANNEXE 3

OSELTAMIVIR-RESISTANT INFLUENZA A(HINT) VIRUSES IN SOUTH OF FRANCE,
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Abstract

Influenza A(HIN1) viruses resistant to oseltamivit carboxylate (OC) emerged in 2007/2008 in
the absence of antiviral pressure. These OC-resistant A(HIN1) viruses had a better fitness than
the sensitive ones as they wetre 100% prevalent in 2008/2009.

To better understand the role of the neuraminidase (NA) affinity in the emergence of these OC-
resistant A(HIN1) viruses we compared the NA properties among A(HIN1) clinical isolates in
south of France between 2005 and 2009 and reference strains from 1977 to 2007, using NA
inhibition assays, kinetic analyses of NA activities, and sequence analysis of viral NA and
hemagglutinin (HA).

In 2007/2008, among 374 A(HINT1) isolates tested, 38% were resistant to OC with a mean 1C;,
of 564 + 357 nM. We did not notice significant difference between the 7 vitro replication of OC-
sensitive or resistant viruses related to A/Brisbane/59/2007 or A/New Caledonia/20/1999. The
mean Km of OC-sensitive isolates (H275) was significantly lower (22.6 £ 4.7 uM) than the Km
of previous reference strains (44.9 £ 5 uM) and the mean Km of the Y275 isolates (37.2 £ 7.7
uM). The combination of different amino acid mutations in N1 particularly the N344G could
explain the higher NA affinity of A/Brisbane/59/2007 related variants compated to the previous

A(H1INT) strains and the Y275 mutation allowed to retrieve Km values near 40 uM.

Key words:
A(HINT1) influenza viruses; resistance to oseltamivir; H275Y mutation; iz witro replicative

capacities; kinetic neuraminidase parameters

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

1. Introduction

Influenza viruses epidemics cause important morbidity and mortality annually.
Vaccination is the first line strategy to prevent influenza infection. However, antiviral drugs are
essential to prevent and control the spread of influenza outbreaks. The surface glycoproteins
hemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA) share the same target: the sialic acid (SA). HA
allows the attachment of the virus to the cell by specific linkage between the receptor binding site
and SA, whereas the NA cleaves the link between SA and HA to allow virus release from the
infected cells. As a consequence, an optimal equilibrium between HA and NA activities is needed
for an efficient viral multiplication (Wagner et al., 2002). The neuraminidase inhibitors (NAI)
oseltamivir and zanamivir block the active site of the NA and subsequently prevent the release of
new virions.

Until 2007, influenza viruses resistant to NAI were rare, representing less than 1% of the
total circulating viruses (Monto et al., 2006, Escuret et al., 2008). It was postulated that resistant
influenza viruses to NAI could not emerge because of a lower fitness (Ives et al., 2002, Herlocher
et al.,, 2004). Unexpectedly, in 2007/2008 a significant proportion of influenza A(HIN1) viruses
resistant to OC was detected in several countries. Norway gave the alert in december 2007 and at
the end of winter 2007/2008 the mean percent of resistant isolates to OC were 25% in Europe
(Lackenby et al., 2008, Meijer et al., 2009), 12,3% in USA (Dhatan et al., 2009), 26% in Canada,
17% in China and only 3% in Japan (WHO 2008). In the southern hemisphere, the resistant
variants continued to be transmitted and reached up to 100% in South Africa in July 2008. The
following winter (2008/2009) in the USA and Canada 99% of A(HIN1) isolates were resistant to
OC (Dharan et al., 2009; WHO 2009). The emergence of these OC-resistant strains was not
related to any antiviral selective pressure. Indeed, these resistant viruses were detected mostly in
non treated patients and only 3% were reported in Japan albeit it is the country where NAI are

largely used (Kramarz et al., Euro Surveill 2009).
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In a study published in 2008, Rameix-Welti et al. suggested that there could be a link
between the higher NA affinity of A/Btisbane/59/2007 related viruses and the emergence of the
related OC-resistant strains (Rameix-Welti et al., 2008).

The objective of our study was to better understand the role of the NA affinity in the emergence
of these OC-resistant A(HIN1) viruses. We analysed isolates collected in the community or from
hospitalized patients and reference strains. We examined the z vitro susceptibility to oseltamivir
and zanamivir and sequence analysis of viral HA and NA genes were performed for some isolates
for phylogenetic analysis. Ultimately neuraminidase affinity (Km) was performed for some OC-

sensitive and resistant isolates and for the A(HINT1) vaccine reference strains from 1977 to 2007.

2. Material and Methods

2.1. Cells and viruses

The influenza A(HINT1) viruses described in this study were collected during winter seasons from
2005 to 2009, in the community (National Influenza Centre of the South of France) and also
came from hospitalized patients with an influenza syndrome. Viruses were isolated on 3-day old
confluent monolayers Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) cells. The A(HIN1) reference
strains from 1977 studied are listed in Table 3. The A(HINT1) isolates from 2005/2006 were
related to the A/New Caledonia/20/1999 and those from 2007/2008 and 2008/2009 were

related to the A/Brisbane/59/2007 reference strain.

2.2.Compounds
Zanamivir and Oseltamivir carboxylate (abbreviated OC) (GS4071) were kindly provided by

GlaxoSmithKline and Roche tespectively and were stored at -20°C.
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2.3. Fluorometric neuraminidase activity assay and IC;, determination for OC and
zanamivir

A fluorescent inhibition assay was performed as described in a previous study (Ferraris et al.,
Antiviral Research 2005). This assay was done in duplicate for each isolate. The IC,, is the

antiviral agent concentration able to inhibit 50% of the neuraminidase activity.

2.4. Kinetic analyses of neuraminidase activities

The Michaelis-Menten constant (Km) which reflects the affinity of NA for the substrate was
evaluated on viral suspensions using the MUNANA substrate (reference M8639, Sigma) as
already described (Rameix-Welti et al,, AAC 20006). The substrate was used at concentrations: 5
uM, 10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 puM, 50 uM, 70 pM, 100 uM. The 4-methylumbelliferone
fluorescence was measured every minute during one hour with the FLUOstar OPTIMA
fluorometer (BMG LABTECH) at 37°C (A excitation = 330 nm, A emission = 450 nm). Vi
(initial velocity) were calculated for each substrate concentration and integrated in a non linear
Michaelis and Menten equation by the MARS program (BMG) for Km calculation. Every isolate
was tested at least in duplicate and each reference strain was tested in triplicate in different
experiments each time. The results are mean of the values obtained for each experiment. The Km
were determined for a selection of isolates sensitive or resistant to OC from 2005 until 2009

(Table 2) and for the reference vaccine strains from 1977 to 2007 (Table 3).

2.5. Phylogenetic analysis for the NA and the HA1 genes for a selection of isolates found
sensitive or resistant to OC

Sequences of primers were kindly given by the WHO Collaborating Centre, MRC National
Institute of Medical Research in London. Amplifications were done with the Isis DNA

Polymerase (MB Biologicals).
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The sequencing was performed by the “Plateforme Génotypage des Pathogenes et Santé
Publique” (Dr Valérie Caro), Institut Pasteur and by MWG/Eurofins.

The phylogenetic analysis of the N1 and HA1 sequences were performed on the alignment of
sequences (numbering from ATG) from nucleotides 82 to 1330 (amino acids 28 to 443) for N1
and from nucleotides 76 to 1041 (amino acids 9 to 330 numbering after the signal peptide) for
HA1. Comparison of sequences was performed with the BioEdit (7.1) program. The
phylogenetic trees were constructed with Mega4 (4.0) by genetic distance matrix and calculated
using the Kimura-2 parameters model with transition-to-transversion ratio of 2.0 and neighbor-
joining analysis. Significant bootstrap values of 1,000 replicas are given as percentages at the

nodes.

2.6. In vitro replicative capacities

We compared the in vitro replicative capacities in MDCK cells for A/New Caledonia/20/1999
and A/Btisbane/59/2007 and related OC-sensitive or resistant isolates (figure 2). Initial
supernatants were quantified by real time reverse transcriptase polymerase chain reaction (rt RT-
PCR) in M gene (Bouscambert-Duchamp et al., 2010) in order to inoculate MDCK cells at a
multiplicity of infection of 10, Supernatants were then collected at 18, 24, 42, 48, 66 hours after

infection and M gene was quantified by rt RT-PCR. Experiments were done in duplicate.

2.7. Statistical analysis
Statistical tests were performed with the Epi info V3.5.1 (CDC) program. The significance of
differences between mean values was evaluated by the p-value of Student’s t tests or by the non

parametric Wilcoxon test. A p-value of <0.05 was regarded as statistically significant.
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3. Results

3.1. Susceptibility of A(HIN1) isolates to NAI in NA inhibition assay (Table 1)

In 2005/2006 all 151 strains were sensitive to oseltamivir, but one, the A/Lyon/381/2006. In
2007/2008 among 374 A(HIN1) isolates, 38% were resistant to OC with a mean IC;, of 564 *
357 nM. In the 2008/2009 season, most of the circulating influenza viruses were A(H3N2)
related to A/Brisbane/10/2007(H3N2); we isolated 16 A(HINT1) viruses all related to
A/Brisbane/59/2007(HIN1) and resistant to OC. All these A(HIN1) isolates remained sensitive

to zanamivir.

3.2. Sequence and phylogenic analysis of viral N1 and HA1 proteins (Fig.1)

The analysis of N1 and HA1 sequences showed key positions that permit to distinguish the
A(HIN1) viruses related to A/Brisbane/59/2007 (clade 2B) and those related to A/New
Caledonia/20/99 (clade 1), or A/Solomon Islands/3/2006 (clade 2A). For N1, these mutations
are H45N, K78E, E214G, R222Q, G249K, T2871, K329E, D344N. For HA1, only three key
mutations D35N, R188K, E273K are responsible for the evolution from the clade 2A to 2B (Fig.
1).

The phylogenetic tree of N1 sequences showed that the mutation in position 275 in N1 is the
only constant difference between sensitive (H275) and resistant (Y275) strains. Most of the 2008
OC-resistant isolates belonged to the same sub-clade (top of the N1 phylogenetic tree) except the
A/Poitiers/655/2008 located in a different subclade. The A/Poitiers/655/2008 was D354
instead of a G354 for all the other resistant isolates. There was a marked tendency for a D354 for
sensitive strains and a G354 for resistant strains. However A/New Caledonia/20/99 (clade 1)
and A/Solomon Islands/3/2006 (clade 2A) sensitive to OC are G354.

The phylogenetic tree of HA1 sequences showed that sensitive and resistant viruses belonged to

the same clade and were related to A/Brisbane/59/2007. However, 2008 isolates resistant or
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sensitive to OC were not separated in two distinct groups like for the N1, but formed some little
clusters. Notably, the isolates of the 2008/2009 season formed a patticular cluster visible on the
HAT1 phylogenetic tree (Fig. 1). When analysing the HA1 sequences, we did not find any specific

mutations that could distinguish sensitive or resistant strains to OC.

3.3. Kinetic analyses of neuraminidase activities for isolates and reference strains

The Km were determined for a selection of isolates sensitive or resistant to OC from 2005 until
2009 (Table 2) and for the reference vaccine strains from 1977 to 2007 (Table 3).

The mean Km for the A/New Caledonia/20/1999-like sensitive isolates (2005/20006) is 47.0 £
6.4 uM. This Km is similar to the mean Km found for the reference strains from 1977 to 2006
(44.9 £ 5.0 pM). On the contrary, the Km for the A/Brisbane/59/2007 (21.6 uM) and for the
2007/2008 related isolates sensitive to OC (22.6 + 4.7 uM) are lower than the Km of the
previous strains (p<0.01). The A/Lyon/381/2006 isolate resistant to OC and related to A/New
Caledonia/20/1999 has a Km (89.3 uM) higher than the Km of the related isolates sensitive to
OC (470 £ 64 pM). Similarly but with lower absolute values, the mean Km of
A/Brisbane/59/2007-like isolates sensitive to OC (22.6 = 4.7 uM) is lower (p<0.01) than the
Km of the related isolates resistant to OC in 2007/2008 (33.0 £ 7.0 uM) and 2008/2009 (38.9
9.2 uM).

In order to better understand the impact of different key mutations on the NA affinity, we have
correlated the Km to the most important key positions for isolates and reference strains in Table
2 and Table 3. The presence of a Q in 222 does not seem to be responsible for the Km
diminution as the reference strains A/Urss/90/1977 and A/Brazil/11/1978 are Q222 and have
relatively high Km. The presence of a D or a G in position 354 does not seem to be related to the
NA affinity as we did not find significant difference in the Km of A/Lyon/795/2008 and
A/Poitiers/655/2008. In our study, with the isolates and reference strains we used, the amino-

acid K249 and N344 could be responsible for the increase in NA affinity.
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3.4. Comparison of replicative capacities in MDCK cells (Fig. 2)

Globally, we did not notice significant difference between the 7 vitro replication of OC-sensitive
or resistant viruses related to A/Brisbane/59/2007 or A/New Caledonia/20/1999. Indeed,
differences were detected at 42 hours (p = 0.038) and 48 hours (p = 0.032) between the two OC-
resistant strains A/Poitiers/655/2008 and A/Lyon/1337/2007 and at 18 hours (p = 0.03)
between A/Poitiers/655/2008 and the OC-sensitive A/Lyon/1364/2007. We only noticed that
the OC-resistant virus A/Lyon/381/2006 showed significant lower viral titer than A/New
Caledonia/20/1999 at 18 hours (p = 0.008), but no difference was detected with the related OC-

sensitive strain A/Lyon/750/2006.

4. Discussion :

The crystal structures of wild-type and mutant N1 from H5N1 viruses allowed a good
visualisation of the molecular basis of resistance (Collins et al., 2008). As a consequence the
H275Y mutation is able by itself to prevent the link of OC to the active site without disrupting
the link of sialic acid and zanamivir. We did not find any other mutation neither in N1 nor in
HAT1 sequences that distinguished sensitive and resistant isolates to OC. However, there was a
tendency for the presence of a D354 for sensitive isolates and a G354 for resistant isolates to OC
as described by others (Meijer et al., 2009; Rameix-Welti et al., 2008). But sensitive reference
strains are G354 and one resistant isolate (A/Poitiers/655/2008) was D354. This residue 354 is
located on the external side of neuraminidase tetramer and would be too far from the active site
to interfere with the active site linking (Rameix-Weld et al., 2008).

The Km values obtained with the reference A(HINT) strains from 1977 to 2006 were similar
between them and to the ones of isolates from 2005/2006 season and tended to a mean of 45
and 47 uM respectively in our technical conditions (Tables 2 and 3). The OC-sensitive A(HINT)

variants telated to A/Brisbane/59/2007 had a significantly lower Km than the previous strains,
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and the H275Y mutation responsible for the OC-resistance allowed to retrieve Km to higher
values. These results and the Km values we obtained are in accordance with previous studies
(Rameix-Welti et al., 2008; Collins et al., 2009). Our report enlarges these observations as it gives
enzymatic characteristics for A(HIN1) reference strains from 1977. Km values are related to the
NA affinity and this value should be correlated to the HA/NA balance and to the affinity of HA
for the sialic acid substrate. It would be interesting to study the HA affinity of the different
strains studied here to better understand the HA/NA balance and its potential impact in viral
fitness and in the emergence of isolates resistant to OC. Regarding the impact of the different
amino-acid that could explain the increase in the NA affinity, the K249 and N344 are the best
candidates. These positions were suggested by previous studies (Rameix-Welti et al., 2008, Collins
et al.,, 2009). However, the recent study of Collins et al., pointed the D344N substitution, located
in the head of the molecule, to be responsible for this NA enhanced activity. Indeed, the K249
could be excluded as some clade 2C variants bearing the amino-acids G249 and N344 presented
low Km values (Collins et al., 2009).

In MDCK cells, replicative capacities were similar for A/Brisbane/59/2007, some related OC-
sensitive or resistant viruses, A/New Caledonia/20/1999 and OC-sensitive related virus.
Previous studies also found similar viral titers for sensitive or resistant viruses related to
A/Brisbane/59/2007 (Rameix-Weld et al., 2008; Baz et al., 2010). In our study, the OC-resistant
virus A/Lyon/381/2006 showed lower viral titer than the A/New Caledonia/20/1999 reference
strain at 18 hours but no difference was detected with a related OC-sensitive strain (Fig. 2). We
then could not demonstrate a clear difference in the replicative capacities of resistant versus
sensitive isolates. Previous publications with A/Texas/36/1999(H1IN1) and A/WSN/33(HINT)
showed a lower replication for mutated H275Y strains in MDCK cells (Ives et al., 2002; Baz et
al.,, 2010). Results obtained after infection of ferrets with sensitive or resistant isolates related to

A/New Caledonia/20/1999 are also in accordance with this observation (Hetlocher et al., 2004).
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However, different results were obtained with other influenza strains. The E119V mutation in
H3N2 was well tolerated and did not compromise the virus fitness (Herlocher et al., 2004).
Concerning A(H5N1), a 275Y isolate seemed to be compromised for 7z vivo transmission in
ferrets (Le et al.,, 2005). But a study based on reverse genetic showed that the H275Y and the
N2958 mutations did not compromise the replication efficiency of the mutated viruses that retain
their high pathogenicity zz vitro and 7n vivo (Yen et al., 2007). In vitro replicative assays cannot
however represent the global viral fitness of viruses and the emergence of OC-resistant viruses is
a complex phenomenon difficult to limit to laboratories assays. Both OC-sensitive and resistant
A/Btisbane/59/2007-like isolates were transmitted efficiently in the population but the OC-
resistant ones were finally predominant and 7z vivo models are better appropriate to understand
that phenomenon. I vivo assays in ferrets showed higher nasal wash titers for OC-resistant than
OC-sensitive A/Brisbane/59/2007-like variants (Baz et al., 2010). Assays in ferrets with the
A/Lyon/381/2006 isolate should be interesting to complete these 7 vitro data.

Kinetic parameters of the neuraminidase could provide insights to explain the emergence of the
2007/2008 isolates resistant to OC. However other factors had been studied.: the genetic
background could be linked to the better fitness of OC-resistant isolates. In addition to the
D354G mutation in N1, specific mutations in NS1 and in PB2 (P453S) were found to be
preferentially correlated with the H275Y mutation in N1 (Eshaghi et al., 2009; Gerloff et al.,
2009).

In conclusion, the combination of different amino acid mutations in N1 particularly the N344G
could explain the higher NA affinity of A/Brisbane/59/2007 variants compared to the previous
A(HINT) strains and the Y275 mutation allowed to retrieve NA affinity near 40 uM.. The
emergence of the oseltamivir-resistant A(H1N1) variants argues with the fact that the monitoring
of the susceptibility of influenza viruses to NAIs and the search for new antiviral strategies

against influenza viruses must continue.
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1  Tablel 10 Table 2
2 Global mean IC;, for oseltamivir and zanamivir for the A(HIN1) isolates from 2005/2006, 11 Correlation between Km, IC;, for oseltamivir and zanamivir and the presence of different
3 2007/2008 and 2008/2009. 12 amino-acid in N1, for a selection of A(HIN1) isolates from 2005/2006, 2007/2008 and
4 13 2008/2009.
ICsp (nM) Clade A(HINT1) from seasons 1G5 (nM) Mean Km  NA Amino Acid position
ocC: Zana® (M)
A(HIN1) from seasons N Mean+SD Max Mean+SD Max oc ZanaP 222 249 275 344 354
1 2005/2006
2005/2006 sensitive to OC 150 1.7 £ 0.7 46 12%05 3.2 A/Lyon/381/2006 524.0 0.7 89.3 R G Y D G
2007/2008 sensitive to OC 232 1.4£0.7 43  15%07 51 i; LYO“? 42-”? o 21 07 506 ndtopd ndndnd
. Lyon/538 25 0.9 56.3 n n n n n
+ +
2007/2008 resistant to OC 142 564 + 357 2730 14+%12 11.9 A/Lyon/750/2006 16 0.6 451 R G - D G
. + . A/Clermont Ferrand/27/2006 1.4 0.8 41.8 nd nd nd nd nd
2008/2009 resistant to OC 16 649 + 269 1411 1.5%09 2.7 A/St Etienne/948,/2006 11 0.9 413 ad od ad ad od
Mean for isolates from 17£0.7 47.0 £ 6.4
5 2005/2006 sensitive to OC
2B 2007/2008
6  "OC: oseltamivir carboxylate; "Zana: zanamivir A/Lyon/1267/2007 L1 15 219 Q K H N D
A/Lyon/1364/2007 0.7 0.6 21.2 Q K H N D
A/Lyon/106/2008 23 1.6 255 Q K H N D
7 A/Lyon/129/2008 0.7 1.9 21.9 Q K H N D
A/LyonChu/5.04/2008 0.9 0.3 15.5 Q K H N D
8 A/Poitiers/177/2008 3.0 3.0 29.6 Q K H N D
A/Limoges/378/2008 23 0.5 20.4 Q K H N D
9 Mean for isolates from 14%+0.7 226 1+4.7
2007/2008 sensitive to OC
A/Lyon/1337/2007 759.2 1.2 42.2 Q K Y N G
A/Lyon/144/2008 832.0 1.0 29.9 Q K Y N G
A/Lyon/268/2008 521.8 0.3 30.8 Q K Y N G
A/Lyon/376/2008 367.9 1.8 41.0 Q K Y N G
A/Lyon/449/2008 539.6 2.1 30.9 Q K Y N G
A/Lyon/795/2008 424.4 0.9 33.2 Q K Y N G
A/Poitiers/655/2008 405.1 0.7 35.9 Q K Y N D
Mean for isolates from 564 £ 357 330170

2007/2008 resistant to OC
2B 2008/2009

A/Lyon/1540/2008 549.5 0.5 334 Q K Y N G
A/Lyon/1562/2008 598.6 2.7 43.1 Q K Y N G
A/Lyon/80/2009 586.9 0.8 32.4 Q K Y N G
A/Lyon/147/2009 572.5 1.8 33.9 Q K Y N G
A/Lyon/226/2009 724.8 0.9 52.5 Q K Y N G
A/Poitiers /1342/2008 799.2 1.0 30.9 Q K Y N G
A/Bordeaux/1380/2008 441.7 0.8 31.0 Q K Y N G
A/Toulon/228/2009 1411.2 2.1 54.6 Q K Y N G
A/Limoges/474/2009 630.1 0.6 38.5 nd nd nd nd nd
Mean for isolates from 649 + 269 3891492

2008/2009 resistant to OC

14
15 *OC: oseltamivir carboxylate; "Zana: zanamivir; ‘nd : not done
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Table 3

IC;, for oseltamivir and zanamivir, kinetic neuraminidase affinity and the presence of

different amino-acid in N1 for A(HIN1) reference vaccine strains from 1977.

1Cso (nM) Mean Km (uM) NA Amino Acid position
Reference strains OC* ZanaP 222 249 275 344 354
A/Utss/90/1977 0.6 02 49.8 Q G H D G
A/Brazil/11/1978 07 02 52.7 Q G H D G
A/Chile/1/1983 0.3 0.7 39.8 R G H D G
A/Singapore/6/1986 2.0 0.8 46.2 R G H D G
A/Beijing/262/1995 1.0 05 454 R G H D G
A/Johannesburg/82/1996 1.0 04 37.4 R G H D G
A/New Caledonia/20/1999 0.6 0.5 44.7 R G H D G
A/Solomon Islands/3/2006 0.6 0.2 43.4 R G H D G
Mean for reference strains 44.91 5.0
from 1977 to 2006
A/Brisbane/59/2007 0.3 0.7 21.6 Q K H N D

. . b .
*OC: oseltamivir carboxylate; “Zana: zanamivir
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Fig. 1. Phylogenetic tree of the N1 and HA1 genes

The phylogenetic analysis was performed as explained in material and methods. Viruses mutated
Y275 in N1 sequence are shown in bold and reference strains in capitals. The Genbank accession
numbers for the reference strains are indicated for N1 (A/New Caledonia/20/1999 (CY033624),
A/Solomon Islands/3/2006 (EU124136), A/Brisbane/59/2007 (CY030231)) and H1 (A/New
Caledonia/20/1999 (CY033622), A/Solomon

Islands/3/2006 (EU124177),

A/Brisbane/59/2007 (CY030230)).
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In vitro replicative capacities of A(HIN1) viruses sensitive or resistant to oseltamivir
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Fig. 2. In vitro replicative capacities of A(HIN1) influenza viruses sensitive or resistant to
oseltamivir

Viral titers were determined at 18, 24, 42, 48, 66 hours from supernatants of MDCK cells
infected at a multiplicity of infection (MOI) of 10*, with reference or viral isolates related to
A/New Caledonia/20/1999 or A/Brisbane/59/2007, sensitive or resistant to OC. Viral titers
were determined by gene M quantification with rt RT-PCR (Bouscambert-Duchamp et al. 2010).

Data are mean values for duplicate experiments.
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Summary

The emerging A (H5N1) influenza virus is a clear pandemic threat.
This avian virus is responsible for the largest epizootic event
described so far. To date, 423 humans have been infected. In humans,
this virus is responsible for a rapidly developing pneumonia, with
an acute respiratory failure leading to death in 60 % of the infected
cases. The multi-organ failure seems to result from the cytokine
storm. A (H5N1) infections are mainly reported in children and
young adults. Different hypotheses have been proposed to explain
this specific feature, including the lack of control of cytokine
release during infection, or the presence of alternative cellular
receptors. The specific susceptibility of children is more likely to
be related with exposure to infected birds than to specific immune
or physiological factors. The proper and efficient management of A
(H5N1) infection is possible nowadays. Today, the pandemic threat
is real and may be imminent because of the circulation of new A
(HIN1). However, an active surveillance of A (H5N1) virus remains
very important to monitor the genetic evolution of this changing and
virulent virus.

© 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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Résumé

Les virus grippaux alimentent I'actualité, en particulier depuis
I’émergence d’un sous-type potentiellement pandémique, le virus A
(H5N1). Il s’agit d’un virus aviaire, responsable d’une épizootie sans
précédent a l'origine, jusqu’en mai 2009, de 423 cas d’infections
humaines. Ce virus est responsable d’une pneumonie d’évolution
rapide vers un syndrome de détresse respiratoire aigué, entrainant
la mort dans 60 % des cas. Le tableau de défaillance multiorganique
décrit, semble étre dt a une dysrégulation de la production de
cytokines. Linfection par le virus A (H5N1) touche principalement
I’enfant et I'adulte jeune. Pour Pexpliquer, différentes hypotheses
sont évoquées concernant la capacité de ces patients a réguler leur
production de cytokines ainsi qu’une variation dans la répartition
des récepteurs cellulaires. En fait, cette susceptibilité particuliere
de I’enfant semble étre liée a des comportements a risque plus qu’a
une réalité physiologique. Aujourd’hui, il est possible de prendre
en charge efficacement un cas d’infection humaine par le virus A
(H5N1) et les protocoles thérapeutiques d’utilisation des inhibiteurs
de la neuraminidase ont été adaptés a ’enfant. Si a ’heure actuelle,
le risque de survenue d’une pandémie grippale semble étre associé
au nouveau virus influenza A (HIN1), il est indispensable de
continuer a surveiller activement la circulation du virus A (H5N1)
ainsi que I’évolution génétique de ce virus hautement pathogene.
© 2009 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Mots clés : Virus influenza, Grippe aviaire, A (H5N1).
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a. Nasal b. Paranasal

¢. Pharynx

grBronchus

g. Alveolus

Figure 1. Répartition des récepteurs cellulaires reconnus par les virus influenza humains
et aviaires [4]. La détection des récepteurs par immunohistochimie utilise des anticorps
marqués spécifiques des Ro2-6 (vert) et Ro2-3 (rouge). Ces récepteurs se répartissent
différemment au niveau des épithéliums de I’arbre respiratoire humain : (a) nez, (b) sinus
paranasaux, (c) pharynx, (d) trachée, (e) bronches, (f) bronchioles, (g) alvéoles. Les Ro2-6
sont reconnus préférentiellement par les virus humains et les Ro:2-3 par les virus aviaires.

es virus grippaux ou virus influenza sont de vieux

compagnons de ’'Homme. Les premiéres descriptions

de pandémie datent du 4° siécle avant JC (Hippocrate)
et ils continuent a alimenter I'actualité, en particulier depuis
I’émergence d’un sous-type potentiellement pandémique, le
virus A (Hg5N1).
La spécificité d’espéce des virus influenza ainsi que la
pathogenése de l'infection virale reposent sur la capacité
des virus a reconnaitre les récepteurs présents a la surface
des cellules cible. Il existe deux types de récepteurs : Ro2-3
et Ro2-6, présents chez 'homme et chez l'oiseau mais
avec une proportion et une répartition le long de I'arbre
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respiratoire différentes. Chez I'oiseau, sont
présents majoritairement des Ro2-3 alors
que chez I'homme, les récepteurs sont
plutét de type Ra2-6. Les bases de la spé-
cificité d’espéce reposent sur le fait que les
virus humains (H3N2, H1H1) reconnaissent
préférentiellement les Ro2-6 alors que
les virus aviaires, comme A (H5N1), recon-
naissent les Ro2-3 [1]. La pathogenése de
I'infection virale s’explique en partie par
la répartition de ces récepteurs cellulaires
Ro2-6 et Roz2-3 le long de I'arbre respi-
ratoire. Les récepteurs cellulaires Ro2-6
sont présents a la surface des cellules
épithéliales des muqueuses respiratoires
[2] mais ils sont beaucoup plus nombreux
au niveau supérieur, site de multiplication
active des virus influenza humains [3]. On
retrouve chez ’lhomme des récepteurs de
type Ro2-3, mais en moins grand nombre,
et principalement au niveau de larbre
respiratoire inférieur (fig. 1) [3].

Lensemble des sous-types de virus influenza
A circule chez l'oiseau aquatique. S’ils en
constituent le réservoir, ils n’en sont pas les
seuls hotes. Certains sous-types : H7N7, HgN2,
A (Hs5N1) et plus récemment le nouveau virus
A (H1Nn) [4], circulant chez 'oiseau ou le porc,
ont pu occasionnellement infecter 'homme
tout en gardant des caractéristiques de virus
aviaires ou porcins. En franchissant la barriére
d’espéces, certains dentre eux pourraient
méme, aprés plusieurs cycles d’infection,
acquérir des mutations d’adaptation a
’lhomme et devenir des virus «humains».
Dans ce cas, la transmissibilité inter-humaine
devenant possible, le virus émergent pourrait
étre responsable d’une diffusion mondiale
(pandémie). En 1918, I'introduction d’un virus de sous-type
H1N1 constitue I'exemple le plus marquant d’'une pandémie
dévastatrice (grippe «espagnole»): 5o millions de personnes
furent atteintes en seulement quelques mois.

1. Grippe saisonniére : épidémiologie
et clinique

La grippe saisonniére est due a la circulation chaque hiver
d’un ou plusieurs virus influenza humain de type Aou B a



Tableau |
Facteurs de risque prédisposant a une infection grippale sévére.

Grippe aviaire chez ’enfant

Personnes agées de 65 ans et plus

Enfants de plus de 6 mois, adultes et femmes enceintes souffrant de :

- Affections broncho-pulmonaires chroniques (asthme, dysplasie broncho-pulmonaire, mucoviscidose)

— Cardiopathies congénitales mal tolérées
- Insuffisances cardiaques graves et valvulopathies graves

- Néphropathies chroniques graves et syndromes néphrotiques purs et primitifs

- Drépanocytoses (homozygotes et doubles hétérozygotes S/C)

—Diabétes insulinodépendant et non insulinodépendant non équilibrés par le seul régime

— Déficits immunitaires cellulaires

— Personnes séjournant dans un établissement de long ou de moyen séjour (quel que soit I'dge)
- Enfants et adolescents nécessitant un traitement prolongé par I'acide acétylsalicylique (syndrome de Kawasaki compliqué

et arthrite chronique juvénile)

l'origine d’une épidémie pouvant faire jusqu’a 250 000 déces
par an dans le monde.

La plus grande proportion de Ro:2-6 au niveau respiratoire
haut explique pourquoi lors d’'une infection par un virus
humain (H3N2 ou HiN1 saisonniers), le tableau clinique
se traduit par une trachéo-bronchite simple associant
des signes locaux (rhinite, toux, maux de gorge) et signes
généraux (maux de téte, fievre élevée d’apparition brutale,
frissons, anorexie, myalgies, malaise) [5]. Chez des patients
présentant des facteurs de risque respiratoires (tableau I),
le tableau initial simple peut se compliquer d’'une pneu-
monie par extension distale de I'infection au niveau de
I'épithélium alvéolaire (détresse respiratoire) [6,7]. La
question d’'une multiplication virale dans des sites extra-
respiratoires faisant suite a une virémie est évoquée sans
preuves a ce jour.

2. Virus aviaires

Depuis 1956, de nombreuses épizooties (infection chez I'ani-
mal) responsables d’infections massives dans des élevages
de volailles ou de porcs ont été recensées. Les virus concernés
appartiennent a différents sous-types (HgN2, H7N7, H7N3,
H1oN7, HIN1, A (H5N1)). Le virus A (H5N1) est actuellement
'agent étiologique d’une épizootie sans précédent par son
ampleur et sa durée.

Il fut détecté chez des oies pour la premiére fois en 1996,
en Chine. Personne n’y préta vraiment attention jusqu’au
mois de mai1997 ou un premier cas d’infection humaine
par le virus influenza A (H5N1) fut rapporté. Lépizootie et
les cas humains d’infection A (H5N1) furent confinés a I'Asie
du Sud Est jusqu’en mai 2005 avant d’étre observée chez
des oiseaux d’espéces diverses en Europe, en Inde et en
Afrique [8].

3. Grippe aviaire : épidémiologie
et clinique chez ’lhomme

Chez I’'hnomme, environ 423 cas d’infection par le virus A
(H5N1) ont été détectés a la date du 16 mai 2009 et 258 décés
ont été rapportés sur 3 continents [g]. Aucune transmission
interhumaine n’a été identifiée mais dans un quart des cas,
I'infection survient au sein d’'une méme famille impliquant
en général 2 ou 3 personnes [10].

Les patients infectés par un virus A (H5N1) présentent tous
une pneumonie sévere entrainant la mort dans 60 % des cas
[9]. Aucun cas d’infection bénigne ou asymptomatique n’a
été rapporté probablement par absence de diagnostic ou de
recherche systématique.

Différents facteurs de risque de contracter une infection
A (HsN1) ont été identifiés [11]. Ils sont étroitement liés a
certaines pratiques culturelles, ce qui explique pourquoi les
premiers cas d’infections sont survenus en Asie. La prépa-
ration des volailles infectées pour la cuisine, le plumage en
particulier, expose I'individu a des quantités trés importantes
de virus sous forme d’aérosols. Dans de nombreux villages,
les oiseaux vivent sous les toits aux contacts des hommes,
et les enfants jouent avec les oiseaux, mémes malades. Les
combats de cogs ont aussi €té reconnus comme une source
d’exposition a des aérosols de virus, produits par des oiseaux
agités dans de petits espaces confinés. Enfin 'absence d’eau
courante (et donc I'approvisionnement dans des points d’eau
extérieurs souillés par les déjections d’oiseaux sauvages ou
domestiques qui viennent s’y abreuver) est le 2¢ facteur de
risque identifié [11].

Lorsqu’une infection par un virus aviaire survient chez
I’lhomme, la pathogenése de I'infection est différente de celle
observée lors d’'une infection par un virus humain. Ainsi, les
virus A (HsN1) (aviaires) se fixent et infectent les cellules de
I'épithélium des bronchioles et surtout des alvéoles (Ro2 3) [2,3].
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La faible abondance de Ro2-3 au niveau des voies aériennes
supérieures induit une faible réplication virale dans ces sites,
et donc une faible excrétion. La transmission a I'entourage est
donc moins importante que pour une grippe saisonniére et
les signes d’infection trachéobronchique sont inconstants.
Par contre, I'infection étant massive au niveau distal, I'atteinte

Tableau Il
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alvéolaire est trés importante entrainant des dysfonctionne-
ments respiratoires séveres.

A la différence d’une grippe saisonniére, une virémie intense
est observée. Elle permet la dissémination du virus vers
différents sites extra pulmonaires: cerveau, intestin, foie,
ganglions, rate, moelle osseuse [12]. A 'image de ce qui est

Données clinico-biologiques des cas d’infection humaine H5N1 observées a I’'admission a I’hépital (d’aprés [14]).

Vietham

Pays Thailande Indonésie Chine Egypte Azzl:lr):?;?an
Cambodge
Période 2004/2005 2005/2006 2005/2006 2006/2007 2006
Age (années)
médiane 14-22 18,5 30 12,5 16,-10
min-max 2-58 1,5-45 12-41 175 5-20
Corltfact avec des oiseaux dans les 2 semaines 36 26 100 82 100
précédentes total (%)
Délai d’hospitalisation (jours) a partir des premiers
signes cliniques
médiane 6-8 5 6 3 5-6
min-max 3-8 1-14 3-1 0-14 1-12
Signes cliniques total (%)
Fiévre 100 100 100 89 94
Dyspnée 89 94 50 37 44
Toux 98 93 88 7 80
Pneumonie 100 100 100 61 88
Rhinite 33 NR NR NR 14
Vomissement 16 1 NR 8 o
Diarrhée 52 1 NR 5 29
Altération de la conscience NR NR NR 8 50
Convulsion NR 2 NR NR 29
Céphalée 36 13 NR 50 47
Myalgie 30 13 NR 45 27
Leucopénie 77 84 NR 27 73
Thrombocytopénie 54 64 NR 31 69
Augmentation des transaminases 71 NR NR 56 75
N B & B
Délai entre le début des symptomes et le décés
médiane 8-12 9 9 1,5 10-13
écart 4-30 5-19 8-19 6-32 9-17

NR = non renseigné

S104



observé chez l'oiseau, I'épithélium intestinal est trés riche
en Ro2-3, ce qui explique que le virus A (H5N1) puisse s’y
multiplier induisant des signes digestifs de type diarrhée
ou vomissement. Des convulsions sont aussi rapportées
évoquant un neurotropisme peut-étre plus important pour
le virus A (H5N1) que pour les autres sous-types. De facon
générale, tous les patients ont présenté un tableau initial
d’infection grippale avec ou sans signes ORL ou digestifs
suivis d’'une pneumonie d’évolution rapide avec détresse res-
piratoire et expectorations sanglantes. Dans les cas les plus
sévéres, I'évolution vers un syndrome de détresse respiratoire
aigué (SDRA) est observée dans les 6 jours de la maladie avec
une défaillance multi viscérale entrainant la mort entre 4 et
32 jours (médiane de 9,5 jours) [10]. Les examens biologiques
montrentunelymphopénieassociéeaunethrombocytopénie,
indicateur pronostique d’évolution vers un SDRA (tableau li).
Dans tous les cas, la radio thoracique est anormale [10].

La gravité de I'infection induite par le virus A (H5N1) s’expli-
que par une dissémination forte non controlée. Différentes
hypothéses en rapport avec I'hdte ou le virus peuvent étre
avancées. Labsence d’immunité préalable vis-a-vis de ce
sous-type viral peut étre évoquée mais l'observation de cas
familiaux, certes exposés aux mémes facteurs de risque,
permet d’envisager une possible susceptibilité génétique. Le
comportement des virus A (H5N1) est atypique probablement
en rapport avec sa pathogenése particuliere observée lorsque
I'infection survient chez ’'hnomme. Linfection humaine par un
virus aviaire n'est possible que si I'individu est exposé a des
doses trés importantes de virus. En plus d’une forte virulence
intrinséque (site de clivage polybasique), le virus A (H5N1) est
capable de provoquer une virémie ainsi qu’une activation
des cascades de cytokines pro-inflammatoires. Il est observé,
dans les cas sévéres, une absence de régulation de I'inflam-
mation associée a des dysfonctionnements respiratoires et
circulatoires aboutissant a une détresse multi-organique.

4. Grippe aviaire chez I'enfant

Différentes études cliniques réalisées en Asie (Vietnam,
Thailande, Cambodge, Indonésie, Chine), en Egypte et en
Turquie indiquent que I'dge moyen des patients est de 18 ans
(tableau I1), et que 25% d’entre eux ont moins de 10 ans [10].

Les enfants jouent un rdle clé dans la diffusion de I'infection
grippale classique. N'ayant pas d'immunité préalable dans
leurs premiéres années de vie, ils font des infections produc-
tives faisant d’eux de «super excréteurs ». s produisent plus
de virus et plus longtemps que I'adulte (supérieur a 8 jours), et
constituent ainsileréservoircommunautaireduvirusinfluenza.

Grippe aviaire chez ’enfant

De surcroit ils ne régulent pas efficacement leur production de
cytokines. Chez I'enfant, lors d’une infection respiratoire virale
(virus influenza, métapneumovirus humain et VRS), on peut
observer une augmentation de la production d'IFN?, d’IL4 et
d’IL2 [13]. C'est le virus influenza, qui induit la plus forte aug-
mentation de cytokines, ce qui le prédispose a une éventuelle
dysrégulation. Cliniquement, l'infection grippale classique
induit chez I'enfant de moins de 5ans, un tableau souvent
réduit a une rhinite associée a une fiévre et une toux. Parfois
la rhinite est le seul signe observé. Mais dans certains cas, des
manifestations neurologiques (encéphalites, syndrome de
Reye, Syndrome de Guillain Barré) sont observées.

Ces particularités de I'infection grippale chez I'enfant n'expli-
quent pas pourquoi les cas d’infection par le virus A (H5N1)
surviennent principalement chez eux. Différentes hypothéses
peuvent étre évoquées : (i) une moins bonne capacité a réguler
leur production de cytokines [13] les prédispose a des défaillan-
ces multi organes; (ii) une répartition des Ro2-3 différente par
rapport a I'adulte. En effet, il a été constaté que chez le feetus,
la répartition des Roi2-3 dans I'arbre respiratoire était homo-
geéne aux niveaux supérieur et inférieur en début de gestation
et que la proportion de Roi2-6 augmentait progressivement au
cours de la grossesse [14]. On peut donc penser que la propor-
tion de Roi2-3, au niveau du tractus respiratoire supérieur, soit
plus importante chez I'enfant que chez I'adulte, augmentant
alors sa susceptibilité a I'infection par un virus aviaire. Mais,
en pratique, on n'observe pas plus d’infection chez I'enfant
de moins de un an: ces observations ne permettent donc pas
d’expliquer complétement pourquoi I'enfant est plus sensible
a linfection par le virus A (H5N1) que I'adulte. Des facteurs
comportementaux jouent aussi un réle important. Les enfants
sont de facon générale plus exposés aux oiseaux malades que
I’adulte. En effet, I'adulte est en contact avec des volailles lors
de la préparation des repas et il exclut naturellement tout
oiseau présentant des signes de maladie. Par contre I'enfant
entretient une promiscuité importante avec les oiseaux
domestiques potentiellement contaminés en dormant avec
eux et surtout en jouant ou manipulant des oiseaux et ceci
méme si 'animal est malade ou mort. Ils seraient donc ainsi
plus exposés que les adultes a I'infection A (H5N1).

Comme pour la grippe saisonniére, le traitement de I'infec-
tion A (H5N1) repose sur l'utilisation des antigrippaux a des
posologies adaptées a I'enfant (tableau Ill). En 2007, 'OMS
a émit des recommandations [15] qui préconisent d’utiliser
en premiére intention, l'oseltamivir pendant plus de 5 jours,
chez I'enfant de plus de un an. Notons qu’une équipe ayant
administré de l'oseltamivir chez 47 enfants agés de moins
de un an n’a pas décrit d’effets indésirables particuliers [16].
En cas d’'impossibilité a utiliser la voie orale, le zanamivir est
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Tableau IlI

Archives de Pédiatrie 2009;16 : S101-S107

Traitement et prophylaxie de I'infection par le virus H5N1 chez I’enfant [14].

Dcl Oseltamivir Zanamivir Amantadine

Spécialité Tamiflu® Relenza® Mantadix®
. . Poudre

Forme Gélules de 30, 45 ou 75 mg ou poudre pour suspension

pharmaceutique buvable de 12 mg/ml

pour inhalation,
5 mg/inhalation

Capsules de 100 mg

N,\ode . . Voie orale Inhalation Voie orale
d’administration

AMM Enfant >1an Enfant de > 7ans Enfant >1an
Traitement

Poids ou age <15k 15-23 k 23-40 k 1-9 ans -12ans
de l'enfant 5Kg 5-23kg 3-40 kg 9 9
Posologie . . . . 5-8 mg/kg/j 200 mg/j
quotidienne 2x30mg/j 2x45mg/j 2x60mg/j 2x75meg/] 2X10mg en1ou 2 doses en 2 doses
Durée . . . . 1a2japres la disparition
de traitement > > > > des symptémes
Prophylaxie

Posologie . . . Chez I'enfant 5-8 mg/kg/j 200 mg/j
quotidienne 30 mg/] 45 me/] 6o mg/j de > 5ans en1ou 2 doses en 2 doses

une solution alternative chez I'enfant de plus de 7 ans. Des
résistances du virus A (H5N1) aux antiviraux ont été décrites :
certaines souches A (H5N1) possédent la mutation H274Y leur
conférant une résistance a l'oseltamivir [17] sans entrainer
pour autant d'impasse thérapeutique car aucune résistance
croisée n'a été rapportée avec le zanamivir.

Un traitement prophylactique peut étre proposé aux sujets
contacts : les inhibiteurs de la neuraminidase a demi-doses. Un
vaccin est en cours de développement mais I'immunogénicité
de ce virus impose I'utilisation de doses plus importante d’ad-
juvant et d’antigénes d’une part et un schéma vaccinal a deux
doses, d’autre part. La question de la souche prototype a utiliser
pour produire un vaccin efficace contre un grand nombre de
souches appartenant a des clades différents n’est pas résolue.

5. Conclusion

Les cas d’infection humaine par le virus A (H5N1) sont décrits
principalement chez I'enfant et I'adulte jeune et toujours
aprés des contacts étroits avec des oiseaux malades. Cette
susceptibilité semble plutdot étre liée a un comportement
a risque qu’a une réalité physiologique. La prise en charge
rapide du patient avec instauration d’un traitement antiviral
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dans les 2 premiers jours de la maladie permet de réduire
significativement la mortalité observée.

Malgré le fait que cette épidémie A (H5N1) soit sans précé-
dent,aussi bien pour I'oiseau que pour ’homme, ce virus n’est
pas,en 2009, prét a déclencher une pandémie. En effet il n’est
pas adapté a ’'homme et ne peut pas étre responsable d’'une
transmission inter humaine. Néanmoins il parait indispensa-
ble de continuer les efforts entrepris sur le développement
d’un vaccin efficace et la surveillance de son évolution.
'émergence récente du nouveau virus A (H1N1) ne doit pas
faire oublier le risque associé a la circulation persistante du
virus A (H5N1) qui reste un virus particuliérement virulent.

Conflit d’intéréts :
Les auteurs déclarent n’avoir aucun conflit d’intéréts pour cet
article.
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ANNEXE 5

INTERET DES INHIBITEURS DE LA NEURAMINIDASE DANS LA PRISE EN
CHARGE DES INFECTIONS DUES AUX VIRUS INFLUENZA

O. Ferraris, V. Escuret, M. Bouscambert-Duchamp, B. Lina, F. Morfin.
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Historique de l'article : L'oseltamivir et le zanamivir sont deux inhibiteurs de la neuraminidase (INA) actifs sur les virus
Recu le 21 janvier 2010 influenza A et B. Ce sont des analogues qui ont été développés a partir de la structure de I'acide sialique,
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‘ - substrat naturel de la neuraminidase (NA). Il existe des résistances aux INA, principalement liées a des
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mutations survenant sur le géne codant la NA. Ces antiviraux étaient encore peu utilisés dans la grippe
saisonniére méme s'ils permettent de diminuer la durée du syndrome grippal d’environ un jour s’ils sont

Mots clés : administrés dans les 48 heures qui suivent le début des signes cliniques. Utilisés en prophylaxie
InﬂUEﬂZé ) postexposition, ils présentent également un effet protecteur significatif. Des résistances a 'oseltamivir
Neuraminidase pouvaient étre détectées mais sont restées trés rares jusqu'a I'’émergence naturelle d’'un variant A(H1N1)
g’i‘ﬁ:&?ﬁr saisonnier résistant au cours de I'hiver 2007-2008. Dans le cas de grippes séveéres, en particulier lors
Zanamivi d’infections par le virus A(H5N1), un traitement précoce par l'oseltamivir a été associé a une meilleure
HIN1 survie. Enfin, dans le contexte de la grippe pandémique A(H1N1)2009, l'utilisation des INA a trés
H5N1 largement augmenté en prophylaxie et en curatif pour le traitement des formes sévéres, mais aussi pour
le traitement des formes classiques. Cette utilisation massive induit un risque d’augmentation de la
survenue de virus résistants qui jusque-1a, reste un phénomeéne isolé devant étre étroitement surveillé.
© 2010 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

ABSTRACT
Keywords: Oseltamivir and zanamivir are two neuraminidase inhibitors (NAIs) active on A and B influenza viruses.
Influenza These analogues have been developed from the structure of sialic acid, the neuraminidase (NA)

Neuraminidase substrate. Resistance to NAIs have been detected. They are mainly associated to mutations located on the

glilllz:;r;ir NA gene. The use of these antiviral drugs remains low in the context of seasonal flu, even the duration of
Zanamivir symptoms can be reduced of one day if an antiviral treatment is started within 48 hours after disease
HIN1 onset. NAls also present a significant effect when used in postexposition prophylaxis. Resistance, mainly
H5N1 to oseltamivir, have been detected but remained rare until the spontaneous emergence in 2007-2008
winter of a seasonal A(H1N1) variant resistant to this drug. NAls are also interesting for the treatment of
severe flu infections, specially those associated to A(H5N1). Finally, because of the pandemic
A(H1N1)2009 virus, NAlIs use has largely increased for prophylactic and therapeutic treatment of severe
and non severe infections. This large use may be associated to an increased risk of selection of resistant

viruses. Up to now, this phenomenon remains fortunately limited but has to be closely monitored.
© 2010 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
1. Introduction intéressent le genre humain : les virus dits saisonniers A(HIN1) et

A(H3N2) responsables d’épidémies hivernales, le virus pandémi-

Les virus influenza sont des virus a ARN classés selon trois types que A(H1N1)2009 qui, depuis avril 2009 circule sur toute la planéte

A, B et C. Au sein du type A, de trés nombreux sous-types différents et un certain nombre de virus d’origine aviaire comme les virus
ont été détectés mais actuellement seulement un nombre limité A(H5N1), A(H7N7), A(H9N2) responsables d’infections humaines
parfois sévéres, principalement en Asie du Sud-Est. Les virus

influenza sont des virus enveloppés qui possédent deux glyco-

mcorrespondam. protéines membranaires : l'hémagglut\inine et .la ne.uraminic!ase
Adresse e-mail : florence.morfin-sherpa@chu-lyon.fr (F. Morfin). (NA). Ces deux glycoprotéines servent a la classification des virus

0369-8114/$ - see front matter © 2010 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
doi:10.1016/j.patbio.2010.01.011

Pour citer cet article : Ferraris O, et al. Intéréts des inhibiteurs de la neuraminidase dans la prise en charge des infections dues aux virus
influenza. Pathol Biol (Paris) (2010), doi:10.1016/j.patbio.2010.01.011




G Model
PATBIO-2877; No. of Pages 10

2 O. Ferraris et al. / Pathologie Biologie xxx (2010) XxX—xXX

de type A, mais supportent aussi I'antigénicité virale et donc la
variabilité génétique des virus influenza.

Les inhibiteurs de la neuraminidase (INA) ont été décrits dés les
années 1970, mais ce sont les travaux de Von Itzstein et al. en
1993 qui ont permis le développement du zanamivir [1]. Ce produit
estissu delarecherche sur une série d’analogues des acides sialiques
destinée a obtenir des produits capables d’inhiber le fonctionnement
de la NA. Les premiéres molécules développées présentaient une
difficulté d’administration. En effet, la biodisponibilité du zanamivir
par voie orale étant mauvaise, une formulation inhalée permettant
d’apporter directement le médicament au site de I'infection a dd étre
développée. Le produit a été commercialisé en 1999 sous le nom de
Relenza®. La zanamivir a servi de base pour le développement
d’autres médicaments comme l'oseltamivir (Tamiflu™) qui obtint
I'AMM en 2001 et le péramivir. Actuellement, le zanamivir et
I'oseltamivir ont une AMM pour le traitement de l'infection
grippale ; le péramivir qui peut étre administré par voie
intraveineuse ou intramusculaire est disponible en ATU. Ces
antiviraux, complémentaires des vaccins pour la prise en charge
de la grippe, ont pour objectif de mettre en place un traitement
curatif chez les sujets non vaccinés ou de pallier une inefficacité de la
vaccination antigrippale en cas d’inadéquation entre souche
vaccinale et souche circulante. Ces molécules permettent également
de traiter les formes graves de grippe dues aux virus influenza de
type A ou B. Cet article fait une synthése sur les données générales de
structure, les mécanismes d’action de ces molécules et fait le point
sur leur utilisation dans le cas des grippes saisonniéres, de la grippe
aviaire A(H5NT1), ainsi que de la grippe pandémique A(H1N1)2009.

2. Inhibiteurs de neuraminidase : structures et mécanismes
d’action

La NA des virus influenza de type A et B est une glycoprotéine
membranaire de type II, avec une activité enzymatique de type N-
acétyl-neuraminosyl-glycohydrolase (EC 3.2.1.18) [2]. La NA est un

homotétrameére ancré a la membrane virale par une séquence
hydrophobe unique de quelques 29 acides aminés prés de
I'extrémité N-terminale [3]. Des images de cette glycoprotéine,
obtenues par coloration négative, montrent une morphologie de
type « champignon » avec une partie supérieure globulaire reliée a
une tige mince dont la partie distale est enchdssée dans la
membrane virale [4]. La zone globulaire est composée de quatre
structures identiques. Chaque structure ou monomeére est major-
itairement composée de structures secondaires en feuillet {3 ; cette
zone a été subdivisée en six parties telle une hélice (nommées 31 a
B6) (Fig. 1) [5]. Le site catalytique de la NA grippale, constitué de
résidus d’acides aminés conservés, se situe au niveau des zones
globulaires de chaque monomeére [6].

Il est consensuel d’attribuer trois roles a la NA du virus
influenza. (i) La NA facilite la pénétration a travers les mucines
riches en acides sialiques présentes dans le tractus respiratoire
supérieur de ’homme et donc favorise I'infectiosité du virus [7]. (ii)
La NA hydrolyse les liaisons alpha cétosidiques, 2-3 ou 2-6, existant
entre un acide sialique (acide N-acétylneuraminique) et I'hydrate
de carbone adjacent d’'une glycoprotéine de surface cellulaire
auquel le virion nouvellement formé est joint [8]. Ce clivage libére
le virus nouvellement formé de la cellule et lui permet d’envahir de
nouvelles cellules [7]. (iii) La NA empéche ainsi également
I'agrégation des virions nouvellement formés maximisant leurs
chances d’infecter de nouvelles cellules [9].

2.1. Conception des inhibiteurs de la neuraminidase

La NA a été choisie comme cible antivirale, en raison de son role
majeur dans la propagation des virus influenza [7] et enraison de la
conservation des résidus d’acides aminés du site actif qui
interagissent directement ou indirectement avec le substrat dans
les virus influenza de type A et B [10,11].

Les premiers INA ont été élaborés en fonction de I'état de
transition du substrat durant I’hydrolyse de ce dernier [10,12]. Le

Fig. 1. Structure tridimensionnelle de la zone globulaire de la neuraminidase [5].
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principal analogue obtenu fiit I'acide 2-deoxy-2,3-dihydro-N-
acetylneuraminique (DANA). Puis, a partir de la structure de la
NA de virus influenza de type A et B déterminée par rayons X [5,13]
et de son complexe avec l'acide sialique ou le DANA, deux
nouvelles molécules efficaces ont été synthétisées, le zanamivir et
I'oseltamivir carboxylate. Le zanamivir (GG167, 2,4-didéoxy-2,3-
didéhydro-4-guanidine sialic acid) est un analogue synthétique de
l'acide sialique, analogue a la structure du DANA, avec la
substitution d’'un groupement guanidinium sur la position 4 du
cycle [12,14]. L'oseltamivir (GS4104 ester éthylique (prodrogue),
GS4071 (médicament actif) ; éthyl-4-acétamido-5-amino-3-(1-
ethylpropoxy)-1-cyclohexéne-1-carboxylate) est, lui, analogue a
un cyclohéxéne avec la substitution d'un groupement aminé en
position 4 sur le cycle et un groupement hydrophobe pentyl éther
qui remplace la chaine latérale poly-hydroxylée en position 6
(Fig. 2) [15].

Comme la structure de ces inhibiteurs repose sur I'état de
transition du substrat, la spécificité de liaison alpha 2,3 ou alpha
2,6 ne devrait pas influencer I'efficacité de I'inhibiteur. L'analogie
de structure permet a ces inhibiteurs de conserver les mémes sites
d’interaction avec les résidus d’acides aminés composant le site
actif de l'enzyme. Ainsi, pour une NA de sous-type N2, le
groupement carboxylique en C2 forme des liaisons hydrogénes
avec les résidus des acides aminés R118, R292, et R371 chargés
positivement. La liaison formée entre le groupement guanidinium
présent sur le carbone C4 et les résidus des acides aminés E227 et
E119 chargés négativement s’observe également avec I'oseltami-
vir. Le groupement aminé interagit avec le résidu R152, tandis que
le groupement poly-hydroxylé porté par le carbone 6 du cycle
permet au zanamivir d’'interagir avec les résidus R224 et E276 [8].

2.2. Mécanismes de résistances — études précliniques

La résistance du virus influenza aux INA peut émerger a travers
des mutations localisées sur la NA ou 'hémagglutinine en raison de
I'interrelation fonctionnelle de ces deux glycoprotéines. Dans cette
revue, les mutations dans la NA sont localisées selon la
numérotation dans N2 qui peut différer d’une position par rapport
a une numérotation dans N1.

Les mutations observées sur la NA ont mis en évidence un taux
plus élevé de mutation aprés traitement a 'oseltamivir par rapport
au zanamivir [16]. Cinqg mutations (E119 V, D198N, H274Y, R292K
et N294S) ont ainsi été identifiées aprés traitement par I'oselta-
mivir [7], tandis que seulement deux (Q136K et R152K) 'ont été
aprés traitement par le zanamivir [17,18]. D'un point de vue
fonctionnel, les mutations R292K, H274Y et N294S semblent
bloquer le changement conformationnel du site actif nécessaire a
la fixation de I'oseltamivir dans ce dernier. Toutes ces mutations
réduisent I'affinité de liaison entre I'oseltamivir et le site actif de
I’enzyme sans pour autant bloquer la fixation et ’hydrolyse du
substrat. In vitro, le passage successif de virus sur cellules MDCK en
présence de concentrations croissantes d’inhibiteur a montré que
I'émergence de mutations dépendait du sous-type [19,20]. Les
mutations R292K et E119 V sont principalement observées sur les
NAs de sous-type N2, la mutation H274Y principalement sur les
NAs de sous-type N1. Bien que les résidus d’acides aminés entrant
en interaction avec le substrat soient conservés, les NAs peuvent
étre organisées en trois groupes [21] : (i) le groupe structurelle-
ment proche de la N2 composé des NAs N9, N3, N6 et N7 ; (ii) le
groupe analogue a la N1 composé des NAs N4, N5 et N8 et (iii) le
groupe composé des NAs de type B. Les sites actifs des N1 et
N2 différent principalement par la présence d’une cavité adjacente
au site actif observable uniquement dans le groupe N1 [21].
L'influence de cette variabilité structurelle sur la sensibilité aux
inhibiteurs a été rapportée durant les programmes de surveillance
de la sensibilité aux molécules antivirales [22,23,24]. Indépen-

damment du sous-type de 'hémagglutinine, les NAs de sous-type
A N2 sont plus sensibles a I'oseltamivir qu’au zanamivir tandis que
la situation inverse s’observe pour les NAs de sous-type A N1 et B.
Govorkova et al. ont montré que les NAs N2, N3, N6, N7 et
N9 étaient plus sensibles au zanamivir qu’a 'oseltamivir tandis que
les NAs N1, N4, N5 et N8 étaient plus sensibles a I'oseltamivir qu'au
zanamivir [25]. Ainsi, les résidus d’acides aminés impliqués dans la
résistance aux INA dans un groupe pourraient ne pas étre
nécessairement liés a la résistance a ces inhibiteurs dans un autre
groupe.

Plusieurs études par mutagenése dirigée ont été menées sur les
résidus conservés du site actif de la NA. Les mutations R118K,
D151E, R152K, R224K, E227D, E276D et R371K correspondant a
des résidus du site actif interagissant directement avec les
inhibiteurs ont été générées sur la NA d'un virus de sous-type
A(H3N2) [26]. Toutes ces mutations ont induit une diminution de
I'activité enzymatique et une diminution de la capacité réplicative
de ces virus. Les virus porteurs des mutations R118K et E227D ont
une réplication trop faible pour permettre leur analyse. La
mutation R152K ne confére pas de résistance contrairement a ce
qui a été observé sur le sous-type B [20]. Les mutations E276D et
D151E ont induit une faible résistance uniquement vis-a-vis de
I'oseltamivir tandis que les mutations R371K et R224K ont induit
une résistance vis-a-vis des deux inhibiteurs. Des mutations de
résidus qui n’ont pas d’interaction directe avec I'inhibiteur peuvent
également induire des résistances comme c'est le cas pour la
mutation 1222L [27]. Parmi les mutations les plus fréquemment
isolées aprés des traitements in vivo, la mutation E119V a été
reproduite sur une NA de sous-type N2 et a induit une résistance
vis-a-vis de l'oseltamivir seulement, tandis qu'elle induit une
double résistance lorsqu’elle est réalisée sur une NA N9 [28]. La
mutation R292K générée dans la NA de sous-type N2 confére une
réduction de la sensibilité vis-a-vis de I'oseltamivir et du zanamivir
dans une moindre mesure [26] ; cependant, cette diminution de
sensibilité s’accompagne d’'une diminution de I'activité enzyma-
tique. Cette mutation induit subséquemment une baisse de la
transmissibilité de ces virus [29]. Elle induit également une
résistance vis-a-vis de 'oseltamivir lorsqu’elle est introduite sur
une NA de type B. Cependant, elle conduit aussi a une diminution
de l'activité et de la stabilité de I'enzyme [20] ; de plus, la capacité
réplicative de ce virus est fortement réduite en culture de cellules
et explique sans doute I'absence d’isolement de cette mutation
aprés pression de sélection in vitro [30]. Des virus de sous-type
H1N1 n’ont pas pu étre produits en présence de cette mutation. La
mutation H274Y qui induit une résistance vis-a-vis de 'oseltamivir
pour le sous-type H1N1, n’induit pas de résistance lorsqu‘elle est
introduite sur une NA N2 [16].

L’émergence d’'une mutation induisant une diminution de la
sensibilité aux inhibiteurs dépend de I'inhibiteur et du groupe
structurel auquel appartient la NA. L'incidence d’'une mutation sur
la sensibilité aux inhibiteurs ainsi que sur 'activité et la stabilité de
I'enzyme dépend également du sous-type considéré. La réduction
de l'activité neuraminidasique et de la stabilité de I'enzyme,
associée a une diminution de la capacité réplicative du virus muté
démontre que la réduction de I'affinité de liaison aux inhibiteurs
est le plus souvent associée a une diminution de la fonction
enzymatique et donc du fitness du virus.

2.3. Méthodes de détection de la résistance

La mise en évidence du phénotype de résistance vis-a-vis d'INA
tels que I'oseltamivir ou le zanamivir est principalement réalisée a
l'aide d’'un test enzymatique avec une détection fluorimétrique
[31] ou en chimioluminescence [32]. L'activité enzymatique
détectée dans les prélévements pathologiques étant trés faible,
cela impose I'isolement viral en culture de cellules afin d’amplifier
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Fig. 2. Structures chimiques de I'acide sialique et des inhibiteurs de la. neuramidase. 1 : acide sialique, acide N-acétyl neuraminique (Neu5Ac) ; 2 : DANA, acide 2-deoxy-2,3-
dehydro-N-acétylneuraminique (Neu5Acen) ; 3 : Zanamivir, 4-guanidino-Neu5Ac2en ; 4 : oseltamivir, 4-N-acetyl-5-amino-3-(1-ethylpropoxy)-1-cyclohexene-1-carboxylic

acid ; 5 : péramivir.

le virus avant de pouvoir réaliser un test enzymatique. Cependant,
un virus dit résistant peut voir sa capacité réplicative réduite en
culture cellulaire [33]. Ce profil de résistance est aujourd’hui
confirmé génétiquement par séquencage ou pyroséquencage a
partir du prélévement originel et/ou aprés passage en culture
cellulaire.

3. Utilisation des inhibiteurs de neuraminidase dans la grippe
saisonniére

L'oseltamivir se présente sous la forme de gélules adminis-
trables par voie orale. Il est utilisé a titre curatif, moins de
48 heures et de préférence dans les 12 premiéres heures apreés le
début des symptomes, chez I'adulte et chez I'enfant a partir de I'dge
d’'un an ayant une grippe prouvée ou suspectée par le contexte
épidémique. Avec le contexte pandémique, I'administration est
désormais possible dés la naissance et non plus seulement a partir
de I'dge d’'un an (recommandations en cours de validation dans
I’AMM par I'agence du médicament). En cas d’exposition d un cas
clinique de grippe prouvée chez un adulte ou un enfant de plus
d'un an, l'oseltamivir peut étre utilisé a titre préventif, de
préférence dans les 24 premiéres heures suivant le contact.

Le zanamivir est administrable par inhalation buccale. Il peut
étre utilisé 4 titre curatif ou préventif en cas de grippe prouvée ou
suspectée chez l'adulte et l'enfant de plus de cinq ans. Le
traitement doit étre débuté au plus tard 48 heures apreés le début
des signes cliniques.

Les posologies et durées d’administration sont détaillées dans le
Tableau 1 (recommandations du comité de lutte contre la grippe
du 6 aofit 2009, susceptibles d’actualisation).

Concernant les précautions d’utilisation, 'oseltamivir et le
zanamivir sont contre-indiqués en cas d’hypersensibilité a ces
molécules et la posologie doit étre adaptée a la clairance de la
créatinine en cas d’insuffisance rénale. Du fait du mode d’admi-
nistration, il faut étre prudent avec la prescription de zanamivir en
cas de bronchospasmes ou d’altération des fonctions respiratoires.
Le zanamivir a peu d’effets secondaires. L’'oseltamivir a des effets
secondaires essentiellement digestifs, de type nausées transitoires
et vomissements qui apparaissent dés le début du traitement et
sont atténués par la prise au cours des repas [34,35].

De nombreuses revues reprennent les résultats des études et
essais randomisés évaluant I'efficacité des INA utilisés au cours de
grippes saisonniéres a titre curatif ou préventif [34,35,36].

3.1. Efficacité des traitements curatifs

Une étude initiale réalisée en 1997 a montré que les cas
confirmés de grippe pouvaient étre traités par du zanamivir,
permettant de réduire la durée des symptomes d’un jour environ.
Les titres viraux dans les lavages de nez étaient significativement
réduits pour les patients traités par zanamivir par rapport aux
patients sous placebo [37].

Lefficacité de l'oseltamivir a été démontrée lors d’essais
cliniques. Le premier essai a été réalisé chez des adultes volontaires
sains infectés expérimentalement par inoculation intranasale de la
souche A/Texas/36/1991(H1N1). L’'administration d’oseltamivir
était débutée a titre curatif 28 heures aprés I'inoculation du virus
et administrée pendant cinq jours. Les titres viraux ont été
déterminés par culture cellulaire dans les lavages de nez prélevés
toutes les 12 heures pendant cing jours. En considérant I'ensemble
des patients traités par oseltamivir, les titres viraux médians
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Tableau 1
Modes d’administration et posologies usuelles des INA.
Curatif Préventif
Oseltamivir Adulte et enfant > 13 ans Adulte et enfant > 13 ans
Voie orale 75 mg x 2/jour pendant 5 jours 75 mg x 1/jour pendant 10 jours
1-12 ans : pendant 5 jours 1-12 ans : pendant 10 jours
<15kg : 30mg x 2/jour <15kg : 30mg x 1/jour
15-22kg : 45 mg x 2/jour 15-22kg : 45mg x 1/jour
23-40kg : 60 mg x 2/jour 23-40kg : 60mg x 1/jour
>40kg : 75mg x 2/jour >40kg : 75mg x 1/jour
6-11 mois :
3mg/kg x 2/jour pendant 5 jours?
0-5 mois :
2 i 3 mg/kg x 2/jour pendant 5 jours®
Zanamivir Adulte et enfant >5 ans Adulte et enfant >5 ans
Voie inhalée 2 inhalations (2 x 5 mg) x 2/jour pendant 5 jours 2 inhalations (2 x 5 mg) x 1 / jour pendant 10 jours

2 En cours de validation dans I'AMM par I’Agence européenne du médicament.
b Recommandations du 8 mai 2009 par I’Agence européenne du médicament.

étaient réduits de 2,1 et 3,5 log;o par rapport aux patients sous
placebo, respectivement 24 heures et 36 heures aprés le début du
traitement. La durée médiane d’excrétion virale était de 107 heures
dans le groupe placebo contre 58 heures pour les patients traités
par oseltamivir [38]. L'efficacité de I'oseltamivir au cours d'une
infection grippale naturelle a été analysée par une étude
randomisée en double insu. Des adultes sains non immunisés
présentant un tableau respiratoire fébrile depuis moins de
36 heures étaient traités par oseltamivir pendant cinq jours. La
durée et la sévérité de la maladie étaient diminuées de plus de 30 %
chez les patients traités par rapport aux patients sous placebo [39].

Chez I'adulte, I'analyse de plusieurs essais montrent que le
zanamivir et 'oseltamivir ont un effet bénéfique en cas de grippe
virologiquement prouvée en permettant la diminution de la durée
du syndrome grippal d’environ un jour s'ils sont administrés dans
les 48 heures qui suivent le début des signes cliniques [34].

La précocité d’administration du traitement parait étre le
déterminant le plus important de I'efficacité du traitement. Chez
les adultes, un traitement commencé dans les 12 heures apreés le
début des signes cliniques permet de réduire la durée de la maladie
de plus de trois jours par rapport a un traitement débuté 48 heures
apres le début des signes cliniques [40,41].

Une méta-analyse a conclu que les INA permettent de diminuer
la prescription d’antibiotiques, le risque d’hospitalisation et de
déceés [42]. Cependant, ces résultats sont discutés, la fiabilité de ces
données ayant été remise en cause car provenant d’études le plus
souvent non publiées [34]. En résumé, les INA diminuent
modestement les symptomes liés a la grippe saisonniére et
réduisent le risque de développer une grippe symptomatique en
cas d’exposition a un patient infecté par une grippe virologique-
ment prouvée [34].

Les enfants sont particuliérement vulnérables aux épidémies de
grippe. Les essais de traitement curatif chez I’enfant montrent une
réduction du temps médian de résolution des symptomes compris
entre 0,5 et 1,5 jour. Cependant, I'utilisation des INA n’a pas permis
de réduire de maniére significative 'usage d’antibiotiques ni de
réduire les exacerbations d’asthme et leur impact sur I'incidence de
complications n’a pu étre démontré [35].

3.2. Efficacité des traitements préventifs

Des études controlées ont montré que les INA permettent
d’empécher la survenue d’'une grippe dans 80 % des cas environ
quand ils sont utilisés a titre préventif. La rapidité de la
reconnaissance d'un cas de grippe et la mise en place d'une
prophylaxie précoce permettent d’accroitre I'efficacité de ces
prophylaxies [36].

I n'y a pas de preuve de lefficacité des INA utilisés en
prophylaxie pour empécher I'apparition d'un syndrome grippal ;
cependant, la prise d'INA diminue le risque de grippe symptoma-
tique prouvée virologiquement. Utilisés en prophylaxie postexpo-
sition avant le développement de symptomes cliniques chez le
sujet contact, zanamivir [43,44] et oseltamivir [45,46] permettent
d’obtenir un effet protecteur significatif.

Par ailleurs, lors d’études cliniques sur 'efficacité de I'oselta-
mivir administré J titre préventif au cours de grippe saisonniére,
aucun variant résistant n'a été détecté [45,46].

3.3. Efficacité des INA dans les cas graves

Une étude réalisée chez des patients hospitalisés présentant
une grippe confirmée indique qu’un traitement par oseltamivir
permet de réduire la mortalitt méme s'il est initié plus de
48 heures aprés le début des signes cliniques [47]. Le traitement
par oseltamivir permet de réduire la durée d’hospitalisation, elle-
méme associée a une excrétion virale prolongée [48]. L'instaura-
tion d’'un traitement curatif par oseltamivir dans les quatre
premiers jours aprés I'apparition des symptémes permettait en
effet une diminution plus rapide de la charge virale par rapport a
celle des patients non traités. Une semaine apres le début de la
maladie, I'ARN viral n’était détectable que chez 26 % des patients
traités contre 58 % des patients non traités [49].

3.4. Traitement aux INA et résistances

La surveillance de la sensibilité aux INA avant leur introduction
dans les schémas thérapeutiques a montré qu’aucune résistance
n'était détectée [24,50]. De 1999 a 2002, seuls 0,3 % des isolats
testés présentaient une réduction de sensibilité a I'oseltamivir d’'un
facteur 10 [22]. Paralléelement, des études sur des volontaires ont
montré que l'incidence d'un traitement par l'oseltamivir sur
I’émergence de virus a sensibilité réduite était de 0,4 % pour les
adultes et de 5,4 % pour les enfants [51,52]. Un taux de 18 % de
résistance a été mis en évidence lors d'une étude menée chez des
enfants japonais [53]. Pour ces études, la dose de 2 mg/kg utilisée
parait insuffisante au regard de I'excrétion virale prolongée chez
les enfants. Lincidence d'un traitement a Il'oseltamivir sur
I'émergence de résistance avec les nouvelles posologies recom-
mandées est réduite a 0,2 % pour les adultes et 1,1 % pour les
enfants [52]. Durant ces essais, les mutations observées ont
corroboré celles observées in vitro. Ainsi, la mutation R292K a
principalement été isolée sur des virus de sous-type A(H3N2) et la
mutation H274Y a principalement été isolée sur des virus de sous-
type A(HIN1). Outre les mutations H274Y sur des virus A(HIN1),
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E119 V sur des virus A(H3N2), d’autres mutations ont été mises en
évidence, comme les mutations R371K et H274Y pour les virus B et
D151N pour les virus A(H3N2) [54]. Cette détection des marqueurs
moléculaires de résistance a également été mise en évidence en
France [55]. Au cours de la saison 2007-2008, une augmentation
de la fréquence de la résistance a I'oseltamivir pour des virus
A(H1N1) porteurs de la mutation H274Y a été détectée avec une
fréquence de 25 % a la fin de l'hiver en Europe [56]. Cette
émergence a été observée sur un plan mondial avec des
proportions différentes selon les pays [57-59], la Norvége ayant
atteint une proportion de virus résistant a I'oseltamivir de 67 %
[60]. Cependant, la circulation de ces virus résistant a I'oseltamivir
n'a pas été corrélée a I'utilisation du Tamiflu® [61]. Enfin, I'impact
clinique et/ou épidémiologique de ces virus est comparable a celui
des virus sensibles [62]. Les virus résistants ont continué a se
transmettre et représentaient 100 % des virus circulant en Afrique
du Sud en juillet 2008. L'hiver suivant (2008/2009), 99 % des virus
A(H1N1) isolés notamment aux Etats-Unis et au Canada étaient
résistants a I'oseltamivir [63,64].

4. Utilisation des inhibiteurs de neuraminidase dans la grippe
aviaire A(H5N1)

Depuis 2003, seuls 447 cas d'infection par le virus A(H5N1) ont
été rapportés dans le monde au 21 décembre 2009, mais la plupart
des sujets infectés ont présenté des formes cliniques sévéres. Au
cours de l'infection par le virus A(H5N1), un trés grand nombre de
ces patients évoluent rapidement vers un syndrome de détresse
respiratoire aigu (SDRA) et une défaillance multi-organe. La
mortalité observée est de I'ordre de 60 % [65], ce qui fait du virus
A(H5NT1) un des agents infectieux les plus dangereux pour 'homme.
Cettevirulence et la gravité des formes cliniques observées imposent
une étroite surveillance de la circulation et de I’évolution du virus
A(H5N1) ainsi que la mise en ceuvre de recommandations pour la
prise en charge thérapeutique de ces patients. Actuellement, le faible
nombre de cas observés n'a pas permis de réaliser des études
cliniques contrdlées mais I'expérience accumulée des différentes
équipes médicales ayant pris en charge ces patients, les données
collectées concernant la grippe saisonniére et les informations
obtenues sur les virus A(H5N1) circulant ont permis a I’Organisation
mondiale de la santé (OMS) de proposer en 2007 des recommanda-
tions sur I'utilisation des antiviraux [66].

4.1. Traitement par oseltamivir

Des rapports récents en Egypte [67] et en Indonésie [68]
suggérent qu'un traitement précoce pourrait prévenir les formes
graves. Dans une série de sept patients souffrant de formes sévéres
d’infection A(H5N1) traités par oseltamivir, la survie était liée a
une instauration précoce d’un traitement [69]. L'OMS recommande
I'utilisation en premiére intention de I'oseltamivir. Il est donc
important que devant toute suspicion de grippe A(H5N1), un
traitement par oseltamivir soit instauré immédiatement selon le
schéma thérapeutique classique (75 mg deux fois par jour pendant
cing jours) avant méme la confirmation virologique de I'infection.
Parce que I'excrétion virale semble prolongée lors d’'une infection
par le virus A(H5N1) [70], ce traitement doit étre instauré méme
lorsque le délai de 48 heures aprés le début des symptomes est
dépassé. Face a la gravité des tableaux observés, différentes
questions peuvent se poser concernant la bonne absorption de
I'oseltamivir chez des patients dont les fonctions métaboliques
sont perturbées, le bénéfice d’'une augmentation des doses
administrées, la durée du traitement sur I’évolution de I'infection
et l'intérét de 'association d’antiviraux.

La biodisponibilité de l'oseltamivir est incertaine chez des
patients sévérement atteints par une infection A(H5N1) car

beaucoup d’entre eux ont une stase gastrique et une diarrhée
qui peuvent altérer la transformation de I'oseltamivir en carbo-
xylate actif par les estérases hépatiques et intestinales. Taylor et al.
rapportent que I'administration de bolus quotidiens de 150 mg
d’oseltamivir par sonde nasogastrique a permis d’obtenir une
bonne absorption de I'oseltamivir, des taux plasmatiques suffi-
sants pour observer une diminution de la charge virale plasma-
tique, ainsi que de I'excrétion virale chez trois patients ventilés
infectés par les virus A(H5N1) ou A(H3N2) [71]. En cas de stase
gastrique, le médicament peut étre administré par une sonde
nasojéjunale mais cette technique reste invasive et d’'un bénéfice
incertain [66]. Par ailleurs, le carboxylate d’oseltamivir est excrété
par voie rénale et la dose doit étre diminuée chez des patients
ayant une clairance de la créatinine inférieure a 30 ml/min [72]. Le
dosage sanguin de l'oseltamivir peut permettre de contrdler
I'absorption et I'excrétion de la molécule [66].

Etant donnée la gravité des tableaux cliniques observés,
l'augmentation des doses ou de la durée du traitement peut étre
discutée. En effet, 'administration de doses d’oseltamivir plus
élevées devrait théoriquement palier la mauvaise absorption de
I'oseltamivir et la survenue de résistances. Une bonne tolérance a
été rapportée lors de 'administration d’oseltamivir a des doses de
150 mg x 2/jour [39,73], voire supérieures a 1000 mg [74]. Chez
I'animal, 'augmentation des doses d’oseltamivir et de la durée de
traitement (huit a dix jours versus cinq jours) a été associée a un
meilleur contrdle de la réplication virale et une diminution de la
mortalité [75,76]. La durée du traitement doit étre guidée par
I'évolution clinique du patient, au cas par cas. La persistance de la
fievre et la détérioration clinique suggérent un maintien de la
réplication virale associée ou non a une surinfection bactérienne
qui doit étre explorée. Si aucune ameélioration clinique n’est
observée aprés un traitement de cinq jours, il devra étre prolongé
de cing jours supplémentaires [66]. La tolérance n’a pas été évaluée
chez I'enfant.

4.2. Traitement par zanamivir

Le zanamivir, administré uniquement par voie inhalée, montre
une biodisponibilité faible (20 %) qui est diminuée en cas de
pneumonie séveére [72]. Peu d’informations sont disponibles sur
I'administration de zanamivir chez des patients présentant des
atteintes respiratoires basses séveres lors d'une infection A(H5N1).
Du zanamivir nébulisé a été utilisé chez un faible nombre de
patients hospitalisés pour une infection grippale saisonniére et a
montré une bonne tolérance mais un bénéfice incertain [66]. Des
études animales évoquent le bénéfice apporté par le péramivir
intramusculaire [77], le zanamivir intraveineux [ 78] ou I'interféron
de type I [79,80] mais aucune donnée n’est disponible sur
l'utilisation de ces molécules chez des patients atteints d’infection
A(H5N1). En revanche, les autorisations actuellement obtenues
pour des formes injectables dans la prise en charge des infections
dues au virus A(H1IN1)2009 devraient désormais permettre leur
utilisation dans le cas d’infections a virus A(H5N1).

4.3. Associations d’antiviraux

L’association d’antiviraux dans le cadre de I'infection par le virus
A(H5NT1) présente plusieurs intéréts : une plus grande efficacité sur
la réduction de la réplication virale et de la dissémination de
I'infection [81] et la diminution du risque d’émergence de mutants
résistants. Certains auteurs préconisent d'utiliser des associations
d’antiviraux, en particulier oseltamivir-amantadine, dans la prise en
charge des cas d’infections A(H5N1) [82]. Par ailleurs, chez la souris,
I'association oseltamivir-ribavirine a montré une meilleure effica-
cité que I'oseltamivir seul sur les virus A(H5N1) appartenant aux
clades 1 et 2 [83].
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4.4. Résistance du virus A(H5N1) aux antiviraux

Le risque d’émergence de mutations de résistance est tres élevé
pour le virus A(H5N1) qui présente une trés forte variabilité
génétique. Actuellement, dix clades différents ont été détectés
chez l'oiseau [84] et des variations de sensibilité aux différents
antiviraux ont déja été rapportées. La plupart des virus A(H5N1)
appartenant aux clades 1 (Cambodge, Thailande, Vietnam) et 2.1
(Indonésie) sont résistants a 'amantadine et la rimantadine. Chez
I’homme, il a été rapporté des souches de virus A(H5N1) résistants
aux INA chez 04 a 4 % des patients [85]. La résistance a
I'oseltamivir observée pour les souches du clade 1 est associée a
la mutation H274Y chez des patients ayant recu de I'oseltamivir.
Ces virus résistants a I'oseltamivir restent sensibles au zanamivir.
Une diminution de sensibilité associée a d’autres mutations de la
NA (N294S) ont été rapportées, avant ou apres traitement par
I'oseltamivir, chez des patients infectés par des souches du clade 1
[86] et du sous-clade 2.2 [86]. Chez l'oiseau, une sensibilité
diminuée a I'oseltamivir a été détectée pour des souches virales
appartenant aux sous-clades 2.3.4 et 2.2 [87,88]. Ces virus
présentent une sensibilité réduite au zanamivir mais restent
sensibles aux adamantanes [88].

Aujourd’hui, il est important d’évaluer I'impact des associations
d’antiviraux, des adaptations de posologies et de I'utilisation des
formes injectables sur I’évolution clinique des patients infectés par
le virus A(H5N1).

5. Utilisation des inhibiteurs de neuraminidase dans la grippe
pandémique A(H1N1)2009

Méme si la majorité des infections dues au virus pandémique
A(H1N1)2009 sont peu séveres, des formes graves ont néanmoins
été observées chez les sujets jeunes, les patients présentant des
facteurs de risques (pathologie cardiaque ou respiratoire, obésité,
grossesse) et les sujets immunodéprimés [89]. Il a été confirmé trés
tot par 'OMS que le virus pandémique était sensible aux deux INA,
oseltamivir et zanamivir, et résistant a l'amantadine et la
rimantadine [90]. Ainsi, les recommandations préconisent un
traitement antiviral le plus précoce possible, méme si I'efficacité
de la prise en charge de ces infections séveéres a virus
A(H1N1)2009 par les antiviraux classiquement utilisés pour la
grippe saisonniére reste a évaluer précisément.

5.1. Traitement des formes classiques

Le traitement curatif des formes classiques des infections a
virus A(H1N1)2009 est indiqué dans les 48 heures qui suivent le
début des signes cliniques. Il permet de diminuer la durée de
I'excrétion virale. Une étude menée a Hong-Kong sur plus de
100 patients a mis en évidence que 74 % des patients traités par
oseltamivir aux doses standards pendant cing jours n’excrétaient
plus de virus une semaine apreés le début des signes cliniques,
contre 43 % des patients non traités [49].

La mise en place plus ou moins systématique d'un traitement
prophylactique par les INA reste controversée [91]. Une large
utilisation prophylactique des INA peut permettre de limiter la
diffusion d’une épidémie en limitant les cas secondaires, comme
cela a été mis en évidence dans un modeéle de diffusion d’'une
épidémie a virus A(H5N1) [92]. Mais le risque principal de cette
stratégie réside dans l'augmentation de la probabilité d'une
sélection de virus résistants et de leur diffusion [91].

5.2. Traitement des formes séveres

La plupart des études rapportent un taux élevé de traitement
par les INA dans le cas de formes sévéres. Tous les patients

présentant une atteinte pulmonaire ont été traités par de
I'oseltamivir a fortes doses en Argentine [93]. Dans une étude
réalisée aux Etats-Unis, 75 % des patients hospitalisés ont été
traités par oseltamivir (90 %), zanamivir (10 %) et pour quelques
patients par des associations amantadine + oseltamivir ou
rimantadine + oseltamivir [94]. De la méme facon, 80 % des
patients hospitalisés en Irlande ont été traités par de I'oseltamivir
dans 98 % des cas [95]. Enfin, une étude réalisée au Mexique chez
des patients présentant des formes séveres d’infection a virus
A(H1N1)2009 (taux de mortalité dans cette population de 40 %) a
montré que le traitement antiviral, 'oseltamivir dans la majorité
des cas, était associé de facon significative a un meilleur taux de
survie [96].

Les premiéres recommandations de I'OMS ont porté sur un
traitement précoce et systématique de tous les patients présentant
des formes séveres, incluant les enfants de moins d’'un an et les
femmes enceintes, ajoutant que le traitement pouvait passer a
150 mg deux fois par jour, soit deux fois la dose classiquement
recommandée, et étre prolongé jusqu’a dix jours en cas de réponse
insuffisante. L'oseltamivir a été préconisé en premiére intention,
en réservant le zanamivir aux cas de résistance a I'oseltamivir. Par
ailleurs, la prise en charge des formes sévéres peut également
reposer sur lutilisation des INA administrables par voie
intraveineuse : zanamivir (600 mg deux fois par jour pendant
cing a dix jours, disponible par le biais d'une autorisation
temporaire d’utilisation, laboratoire GSK) ou péramivir (labo-
ratoire BioCryst). Le zanamivir intraveineux n’étant disponible
actuellement qu'en quantités trés limitées, il est réservé aux
patients présentant des formes graves ne répondant pas a un
traitement par I'oseltamivir ou ne pouvant pas recevoir la forme
orale de I'oseltamivir [97].

5.3. Traitement chez les patients immunodéprimés

Chez les patients immunodéprimés, en particulier chez les
greffés de moelle osseuse, une excrétion virale prolongée,
observée avec les virus saisonniers [98], peut justifier une durée
de traitement supérieure aux cing jours habituellement pré-
conisés [99]. Cette donnée motive également un suivi ciblé de
I’émergence de résistance aux INA ; le traitement antiviral étant
prolongé, le risque de sélection d'une souche résistante est
également accru dans cette population. La suspicion clinique
d’une résistance a I'oseltamivir, confirmée éventuellement par
une détection de la mutation H274Y et/ou un test phénotypique,
peut conduire au changement de la thérapeutique au profit du
zanamivir.

Du fait de ce risque accru de résistance, un traitement
prophylactique ne doit étre mis en place que dans des cas
particuliers ; il apparait ainsi préférable de s’orienter sur un
traitement trés précoce, dés I'apparition des signes cliniques [99].

5.4. Traitement chez les femmes enceintes

Une étude récente sur I'impact d’un traitement par un INA chez
des femmes enceintes fait apparaitre que l'oseltamivir est le
traitement de choix, en particulier pour un traitement curatif, car il
y a de nombreuses données disponibles sur cette molécule qui
montrent toutes un effet tératogéne trés limité [100]. Peu de
données existent sur l'utilisation du zanamivir, mais il reste
indiqué, comme l'oseltamivir, dans le cadre d'un traitement
prophylactique [101]. Les deux molécules peuvent étre utilisées
en cas d’allaitement, le traitement de la mére exposant I'enfant a
des doses inférieures aux doses pédiatriques recommandées [100].
Il n'y a actuellement pas de données disponibles sur I'utilisation
par voie intraveineuse du zanamivir ou du péramivir chez la
femme enceinte.
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5.5. Reésistance aux INA

Depuis le début de la pandémie, des cas sporadiques de virus
A(H1N1)2009 étaient recensés. Fin novembre 2009, 52 cas étaient
recensés [102]. Ces virus étaient tous résistants a 'oseltamivir et
sensibles au zanamivir. IIs présentaient tous la mutation H274Y
danslaneuraminidase N1.Unbilan réalisé sur 32 isolats résistants
al’oseltamivir montre que le plus souvent, ces virus ont été isolés
chez des patients ayant recu de I'oseltamivir en traitement curatif
ou prophylactique [103]. Sept (22 %) virus résistants ont été isolés
chez des patients immunodéprimés ayant recu un traitement
prolongé. Treize cas de résistance (41 %) étaient associés a un
traitement préventif et les mutations H274Y et 1222 V (numé-
rotation dans N2) ont été détectées dans la NA de ces isolats.

Dans la plupart des cas, il n'y a pas eu de transmission
interhumaine de ces virus résistants et ces virus ne présentaient
pas une plus grande virulence. Cependant, des virus résistants a
'oseltamivir ont été détectés chez des patients non traités a Hong-
Kong [104,105], au Danemark et au Japon [106], ce qui suggére que
les virus A(H1N1)2009 résistants pourraient se transmettre. Aucun
cas de virus résistant n’a été suivi de transmission communautaire
identifiée, mais des cas groupés d’infection par un virus
A(H1N1)2009 résistant a I'oseltamivir ont été décrits dans des
services d’hématologie aux Etats-Unis (quatre cas groupés) et au
Pays de Galles (six cas groupés) [102,107].

6. Conclusion

L'utilisation des INA a beaucoup augmenté dans notre pays dans
le contexte de la grippe pandémique A(H1N1)2009, alors que
certains pays comme le Japon et les Etats-Unis utilisent largement
ces molécules depuis plusieurs années pour le traitement des
grippes saisonniéres. La principale crainte associée a cette large
utilisation est le risque d’émergence de résistance, ce qui souléve la
question de I'intérét de leur utilisation systématique en prophy-
laxie. Ces résistances sont plus fréquentes avec I'oseltamivir, le
plus utilisé, qu'avec le zanamivir. Les résistances acquises restent a
un niveau bas et sont essentiellement décrites chez des patients
immunodéprimés. Mais I'expérience de ces derniéres années avec
le virus A(H1N1) saisonnier montre également qu'il peut émerger
des résistances naturelles.

Il est ainsi primordial de poursuivre le développement de
molécules actives sur les virus influenza. Ainsi, de nouveaux INA
sont en cours d’évaluation, tels que le péramivir, I'un des plus
étudiés, administré par voie intramusculaire, ainsi que des dérivés
cyclopentanes et des dérivés pyrrolidines [108]. Une meilleure
connaissance de la réplication du virus influenza a aussi permis
d’envisager de nouvelles cibles thérapeutiques. Des inhibiteurs de
la polymérase virale ou de l'attachement viral sont en cours
d’évaluation. Le T-705 (favipiravir) est un exemple d'un inhibiteur
de la polymérase virale, efficace sur les virus influenza A, B et C
mais aussi sur d’autres virus & ARN tels que les virus des fiévres
hémorragiques [109,110]. Enfin, une molécule capable de cliver les
récepteurs (a2-3 et «2-6) présents a la surface des cellules
épithéliales et donc de prévenir I'attachement des virus influenza
(DAS181) a été évaluée chez la souris et a montré une bonne
efficacité en prophylaxie comme en curatif [111].

Des perspectives thérapeutiques existent donc, mais il reste la
question du délai nécessaire pour que ces molécules soient
disponibles pour la prise en charge des patients.
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ENSEIGNEMENTS

Cours Magistraux

VIROLOGIE GENERALE (6,5h en 2007 et 4h en 2008)
Université Claude Bernard, Lyon 1
DCEM 1, UFR de Médecine Lyon Grange Blanche

« Evaluation des examens complémentaires » (2h en 2008 et 2h en 2009)
Intervention dans le cadre du module 1 : Apprentissage de I’exercice médical
Université Claude Bernard, Lyon 1

DCEM 2, UFR de Médecine Lyon Grange Blanche

VIROLOGIE GENERALE (6h en 2007 et 6h en 2008)
Université Claude Bernard, Lyon 1
DCEM 1, UFR de Médecine Lyon RTH Laénnec

"Bactéries et virus. Flores microbiennes chez I'homme. Généralités sur l'infection, lutte antimicrobienne. Film".
Intervention dans le cadre du diplome technique de Thanatopraxie

Université Claude Bernard, Lyon 1

Institut de Médecine Légale, Professeur Malicier.

Travaux pratiques

BACTERIOLOGIE VIROLOGIE (40h en 2007 et 40h en 2008)
Université Claude Bernard, Lyon 1
DCEM 1, UFR de Médecine Lyon Grange Blanche

Formations dispensées

« Les virus grippaux : du fondamental au diagnostic »

Intervention dans le cadre des formations IFRRES*

*Institut de Formation et de Recherche des Risques Emergents de Santé
Enseignement destiné aux professionnels de santé (médecins, infirmiers)
(21/09/2009)

« Agents infectieux et éducation : grippe aviaire » (2h)

Intervention dans le cadre des Journées de I'INRP* : veille sanitaire et agents infecticux.
Enseignement destiné aux professionnels de 1’éducation (instituteurs, inspecteurs d’ Académie)
(15/09/2006)

Institut National de Recherche Pédagogique

Membre de Jury de Thése de diplome de Doctorat en Pharmacie
« De la grippe d’Hippocrate a la grippe aviaire : histoire d’une maladie »
(23/06/2008)

« Grippe aviaire »

Formations du Personnel HCL (4h)

Enseignement destiné aux Personnels de laboratoires (biologistes, techniciens)
(2006)
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