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Actuellement, I'Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg est I'un des plus grands instituts
d'épidémiologie et de microbiologie en Russie, notamment dans la région Nord-Ouest
de la Russie.

LInstitut dispose d'un équipement moderne et d’'un personnel scientifique de qualité pour
les recherches qui sont unies dans les quatre départements:

- Département de microbiologie;

- Département de virologie;

- Département d'épidémiologie;

- Département d'immunologie.

A l'Institut fonctionnent:
— Centre référence fédéral de la surveillance de la fievre typhoide;
- Centre référence fédéral de la surveillance des Yersinioses.
- Centre scientifique et méthodologique de surveillance des agents pathogénes
des maladies infectieuses et parasitaires de II-IV groupes de pathogénicité
dans le district fédéral Nord-Ouest de la Russie;
- Centre de district Nord-Ouest pour la prévention et la lutte contre le SIDA;
— Centre régional pour la surveillance épidémiologique de la poliomyélite;
- Centre régional pour la surveillance épidémiologique de la rougeole et de la rubéole.
Collaboration avec 'OMS:
- Laboratoire subnational de 'OMS pour la poliomyélite (Global Polio Laboratory Network);
- Laboratoire subnational de 'OMS pour la rougeole et de la rubéole (European Measles
Laboratory Network).
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Département de Microbiologie

LABORATOIRE DES INFECTIONS INTESTINALES

Chef du laboratoire: Lidia Kaftyreva

Chercheurs: Z. Matveeva, M. Makarova, E. Voitenkova, L. Souzhaeva, N. Gladysheva, M. Zhamborova

Etude de la composante aérobique du microbiote intes-
tinal des adultes et des enfants sans pathologie infectieuse
des organes digestifs. La mission consistait en caractéri-
sation des micro-organismes pathogénes (opportunistes)
et définition des facteurs de virulence et de l'antibioré-
sistance des souches isolées.

Méthodes utilisées: Bactériologique: identification des
espaces (analyseur automatique Vitek 2 Compact, systéme
de test EnteroTest Lachema). Définition de la sensibilité aux
antibiotiques a I'aide des méthodes suivantes: diffusion sur
disque, gadient de concentration, dilution en série; méth-
ode moléculaire: test PCR avec détection des génes de vir-
ulence et de résistance aux ptoduits antimicrobiens par
I'électrophorese et I'hybridation-fluorescence; méthode
statistique.

La conformité aux indicateurs normatifs d‘absence
de changements dysbiotiques dans le microbiote intes-
tinal humain a été constatée chez 16 (6,9%) habitants
de Saint-Pétersbourg. Des troubles dysbiotiques de grav-
ité variable ont été observés chez 216 sur 233 personnes
(93,1%) (Tabl. 1 et 2).

La proportion d’échantillons caractérisés par l'absence
de changements et la présence de troubles dysbiotiques
de premier et de second degré n’était pas statistiquement
différente dans le groupe des enfants agés de moins d'un

an et plus. Les anomalies plus graves (3-éme degré) étaient
statistiquement plus fréquentes chez les enfants de moins
d'un an (Tabl. 1).

Des écarts insignifiants de la norme (anomalies microbi-
ologiques de premier degré) ont été observées chez 18,0%
(95% 1C: 13,6-23,5) des patients examinés. Les change-
ments étaient caractérisés par une diminution de Bifido-
bacterium spp. (jusqu'a 10® UFC/g), de Lactobacillus spp.
et d’E. coli «typique» (jusqu’a 10° UFC/g).

Des troubles de la microbiocénose correspondant au
deuxiéme degré ont été observés chez 67,8% (95% IC:
61,6-73,5) de patients examinés. Les écarts par rapport aux
valeurs normales étaient caractérisés par une diminution
de la teneur en Bifidobacterium spp. (jusqu’a 10’ UFC/g) et en
Lactobacillus spp. (jusqu’a 10° UFC/g), d'un déséquilibre dans
la composition quantitative et qualitative d'Escherichia coli
(présence de souches ayant une activité hémolytique et in-
capables de fermenter le lactose), I'apparition de micro-or-
ganismes opportunistes en nombre supérieur a 10° UFC/g.

Des troubles liés a la microbiocinose du troisieme degré
ont été observés chez 7,3% (95% IC: 4,6-11,4) d’habitants
de Saint-Pétersbourg examinés. Ces troubles se caractéri-
saient par une diminution marquée des taux de Bifidobacteri-
um spp.— moins de 10 UFC/g, de Lactobacillus spp.— moins
de 10° UFC/g, une augmentation de la teneur en micro-or-

Tableau 1. Troubles dysbiotiques chez les personnes des différentes catégories d'age

Age
. Total
Degré <1lan 21an N=233
de dysbiose N=48 N=185
abs. % 95% IC abs. % 95% IC abs. % 95% IC
0 1 21 0,4-109 15 8,1 5,0-12,9 16 6,9 4,3-10,9
1 4 83 3,3-19,6 38 20,5 15,3-26,9 42 18,0 13,6-23,5
2 34 70,8 56,8-81,8 124 67,0 60,0-73,4 158 67,8 61,6-73,5
3 9 18,8 10,2-31,9 8 43 2,2-83 17 73 4,6-11,4

Tableau 2. Caractéristiques des troubles dysbiotiques

) Nombre de prélévements 233 L.
Degré Caractéristiques des changements
abs. /% 95% IC
0 16/6,9 4,3-109 pas de changement
1 42180 13,6-235 ba|s§e du ta?ux de’: Blﬁsdobacterlum spp. (jusqu'a 108 UFC/g), CFU/g, Lactobacillus spp. et E. coli
«typique» (jusqu'a 10° UFC/g)
- baisse du taux de: Bifidobacterium spp. (jusqu'a 10’ UFC/g), Lactobacillus spp.
(jusqu'a 10° UFC/g);
2 158/67,8 61,6-73,5 - déséquilibre dans la composition quantitative et qualitative des E. coli (présence de souches
a activité hémolytique, incapables de fermenter le lactose);
- apparition de micro-organismes opportunistes en quantité supérieure a 10° UFC/g
- baisse du taux prononcée: Bifidobacterium spp. (moins de 10” UFC/g), Lactobacillus spp. (moins
de 10° UFC/g);
3 17/7,3 4,6-11,4 - augmentation de la teneur en micro-organismes opportunistes (opportunistic
microorganisms ) jusqu’a 10° UFC/g ou plus;
- apparition de leurs associations
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Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg

Laboratoire des infections intestinales

ganismes opportunistes jusqu’a 106 UFC/g et plus, I'appari-
tion d'associations de micro-organismes opportunistes.

Les micro-organismes pathogenes de l'infection a Salmo-
nella (variantes sérologiques de Salmonella enterica sérovars
Enteritidis et Typhimurium a hauteur de 8,0 x 10* UFC/g)
ont été isolés a partir d’échantillons de selles de deux pa-
tients (0,86%) sans manifestations cliniques de maladie di-
arrhéique, sans antécédents d'infection intestinale aigué
et sans contact avec des patients infectieux. La souche
de S. Typhimurium était sensible aux céphalosporines et aux
carbapénemes et résistante aux aminosides et aux fluoro-
quinolones. Une souche de S. Enteritidis isolée d'un patient
adulte (43 ans) était résistante aux fluoroquinolones.

Des micro-organismes pathogénes et leurs associations
ont été détectés chez 61,2% d’individus, dont 87,8% chez
les enfants de moins d’un an.

22,8% d'échantillons comprenaient des associations
de Staphylococcus aureus avec divers membres de la famille
Enterobacter (Escherichia coli hémolytique et lactose néga-
tif, Klebsiella spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp., Pro-
teus spp., Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter spp., Candida spp.).

Staphylococcus aureus a été détecté chez 40,8% des su-
jets. Chez les enfants de moins d'un an, il a été détecté dans
70,8% des cas et dans 33,0% des cas chez les enfants de plus
d’un an (Tabl. 3). Le nombre de Staphylococcus aureus dans
les échantillons de selles variait de 10? a 10° UFC/g.

Escherichia coli négatif pour le lactose ont été détectés
dans 17,6% d’échantillons testés. Le nombre d’E. coli dans
les échantillons variait de 10%a 10 UFC/g et dans la plupart
des cas (82,9%) correspondait a 107 a 10° UFC/g.

Les Escherichia coli a activité hémolytique ont été dé-
tectés chez 16,7% de sujets. Leur nombre dans les échan-
tillons variait de 10? a 10" UFC/g, et dans la majorité des
cas (82,1%) correspondait a 107 a 10° UFC/g. Les proportions
d'échantillons contenant les E. coli des phénotypes in-
diqués ne différaient pas significativement chez les enfants
de moins d'un an et les enfants plus agés.

Des bactéries du genre Klebsiella de deux espéces (Kleb-
siella pneumoniae et Klebsiella oxytoca) ont été détectées
chez 40,3% de sujets, tandis que dans les échantillons fé-
caux des enfants de moins d’un an, elles ont été détectées
dans 83,3% de cas, et chez les personnes plus dgées, dans
29,2% de cas. Klebsiella pneumoniae et Klebsiella oxytoca
ont été détectées plus fréquemment dans les échantil-
lons prélevés aux enfants de moins d’un an que dans ceux
de plus d'un an (17,0% et 8,0%, respectivement). Le nombre
de Klebsiellapneumoniae dans les échantillons variait de 10°
a 10" UFC/g et correspondait a 10° a 108 UFC/g dans la plu-
part des cas (82,1%). Le nombre de Klebsiella oxytoca dans
les échantillons était compris entre 10? et 102 UFC/g corre-
spondant a 10° a 108 UFC/g dans la plupart des cas (93,3%).

Au total, les entérobactéries opportunistes ont été dé-
tectées dans 44,7% d’échantillons, 75,5% de cas concernant
les enfants de moins d'un an.

Parmi les 95 souches de S. aureus examinées, 18 (18,9%)
ont été identifiées comme appartenant au SARM (S. aureus
résistant a la méthicilline). 29,5% de souches étaient ré-
sistantes a I'érythromycine (Tabl. 4).

Les bactéries du genre Citrobacter ont été détectées dans
8,2% d'échantillons examinés. Chez les enfants de moins
d’un an, elles ont été détectées dans 14,6% d’échantillons,

Tableau 3. Micro-organismes pathogénes isolés dans le microbiote intestinal des habitants de Saint-Pétersbourg

Age
Agents pathogénes opportunistes <1an(N=48) >1an(N=185) Total (N = 233)
abs. % abs. % abs. %
Escherichia coli: hém. (+)* 8 16,7 31 16,8 39 16,7
Escherichia coli: lac. (-)** 12 25,0 29 15,7 4 17,6
Klebsiella spp. 40 83,3 54 29,2 94 40,3
Citrobacter spp. 7 14,6 12 6,5 19 8,2
Enterobacter spp. 6 12,5 14 76 20 8,6
Proteus spp. 2 4,2 6 32 8 34
Morganella morganii 0 0 3 1,6 3 13
Pseudomonas aeruginosa 0 0 4 2,1 4 17
Acinetobacter spp. 0 0 1,6 3 1,3
Staphylococcus aureus 34 70,8 61 33,0 95 40,8
Candida spp. 6 12,5 26 14,1 32 13,7

*provoquent une hémolyse des érythrocytes, hém. (+); **ne fermentent pas le lactose, lac. (-).

Tableau 4. Souches de micro-organismes opportunistes résistantes aux antimicrobiens

Céphalosporines
. . de la troisieme Fluoroquinolones Céfoxitine Erythromycine
Microorganismes Total génération
abs. % abs. % abs. % abs. %
Citrobacter spp. 19 1 53 0 - -
Enterobacter spp. 20 9 45,0 0 0 - -
Proteus spp. 8 1 12,5 0 0 - -
Morganella morganii 3 1 333 1 333 - -
S. aureus 95 - - - - 18 18,9 28 29,5

«-» la sensibilité a ces antibiotiques ma pas été déterminée.
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Tableau 5. Sensibilité antimicrobienne de Klebsiella spp.

_ Sensibles Résistants
s/o Agents antimicrobiens
abs. % IC abs. % 95% IC

1 Amoxicilline/clavulanate 78 82,98 74,13-89,24 16 17,02 10,76-25,87
2 | Ceftazidime 86 91,49 84,10-95,62 8 8,51 4,38-15,90
3 Cefotaxime 86 91,49 84,10-95,62 8 8,51 4,38-15,90
4 | Céfépime 85 90,43 82,80-94,88 9 9,57 5,12-17,20
5 | Méropénéme 93 98,94 94,22-99,81 1 1,06 0,19-5,78
6 | Acide nalidixique 89 94,68 88,15-97,71 5 5,32 2,29-11,85
7 Ciprofloxacine 88 93,62 86,77-97,04 6 6,38 2,96-13,23
8 | Tétracycline 89 94,68 88,15-97,71 5 5,32 2,29-11,85
9 | Chloramphénicol 93 98,94 94,22-99,81 1 1,06 0,19-5,78
10 | Nitrofurantoine 86 91,49 84,10-95,62 8 8,51 4,38-15,90
11 | Triméthoprime/Sulfaméthoxazole 89 94,68 88,15-97,71 5 5,32 2,29-11,85
12 | Gentamicine 89 94,68 88,15-97,71 5 5,32 2,29-11,85
13 | Tobramycine 88 93,62 86,77-97,04 6 6,38 2,96-13,23
14 | Amikacine 93 98,94 94,22-99,81 1 1,06 0,19-5,78

et chez les enfants de plus d'un an, dans 6,5% d'échan-
tillons. Leur nombre dans les échantillons variait de 10?
a 10° UFC/g et dans la plupart des cas (89,5%) correspondait
a 10° a 108 UFC/g. La résistance aux céphalosporines de la
troisieme génération a été observée chez 5,3% de Citrobac-
ter spp. Aucune souche résistante aux fluoroquinolones n‘a
été détectée.

Les bactéries du genre Enterobacter ont été détectées
dans 8,6% d'échantillons, et dans 12,5% de cas chez des
enfants de moins d’'un an. La résistance aux céphalo-
sporines de la troisieme génération était présente chez
45% des souches, et toutes elles étaient sensibles aux
fluoroquinolones.

Dans les échantillons ont été trés rarement trouvés Pro-
teus spp. (3,4%), Morganella morganii (1,3%), Pseudomonas
aeruginosa (1,7%), Acinetobacter spp. (1,3%).

Les champignons Candida ont été détectés dans 13,7%
d’échantillons, dont 3,8% dépassaient la norme (10* UFC/g).

Les associations de micro-organismes opportunistes
dans diverses combinaisons ont été détectées dans le mi-
crobiote intestinal de 28,3% d’habitants examinés de la
ville. Chez les enfants de moins d’'un an, des associations
de micro-organismes opportunistes ont été détectées dans
61,2% d'échantillons, et chez les enfants de plus d'un an,
dans 19,7% des échantillons. Les associations de micro-or-
ganismes opportunistes étaient plus souvent représentées
par deux micro-organismes (20,7%), les associations

de trois (7,2%) et quatre (0,4%) espéces de micro-organ-
ismes opportunistes étant moins fréquentes.

Selon les données cumulées des souches de Klebsiel-
la spp. (Klebsiella pneumoniae et Klebsiella oxytoca), 17,2%
étaient résistantes a l'amoxicilline/clavulanate, 8,5% aux
céphalosporines de la troisitme génération et 6,4% aux
fluoroquinolones. La proportion de souches de Klebsiel-
la pneumoniae résistantes a I'amoxicilline/clavulanate était
de 10,7%, aux céphalosporines de la troisieme génération
de 21,4% et aux fluoroquinolones de 8,9% (Tabl. 4).

Une étude détaillée de la sensibilité aux agents antimi-
crobiens, des génes codant pour la résistance aux cépha-
losporines de 3-4-eme générations et de la virulence (11
genes) de 94 souches de Klebsiella spp. (76 souches de Kleb-
siella pneumoniae et 18 souches de Klebsiella oxytoca) a été
également réalisée.

Dans la population de souches de Klebsiella spp. isolées
du microbiote intestinal d’individus pratiquement en
bonne santé (enfants et adultes), il y avait significativement
plus de souches sensibles a tous les agents antimicrobi-
ens testés. Leur proportion a chacun de 14 agents anti-
microbiens était supérieure a 80% (Tabl. 5). La proportion
de souches résistantes a chaque agent antimicrobien var-
iait de 1,06% (méropénem, chloramphénicol et amikacine)
a 17,02% (amoxycilline/clavulanate). Cette tendance a été
observée dans les populations de souches de Klebsiel-
la pneumoniae et de Klebsiella oxytoca.

Tableau 6. Phénotypes de résistance des -lactamases a spectre étendu produisant K. pneumoniae et K. oxytoca

Phénotypes de résistance abs. %
Amoxicilline/clavulanate + ceftazidime + céfotaxime + céfépime + acide nalidixique + ciprofloxacine + tétracycline + ) 13
triméthoprime/sulfaméthoxazole + gentamicine + tobramycine !
Amoxicilline/clavulanate + ceftazidime + céfotaxime + céfépime + acide nalidixique + ciprofloxacine + tétracycline + 1 106
triméthoprime/sulfaméthoxazole + tobramycine !
Amoxicilline/clavulanate + ceftazidime + céfotaxime + céfépime + gentamicine + tobramycine 1 1,06
Ceftazidime + céfotaxime + céfépime + acide nalidixique + ciprofloxacine + triméthoprime/sulfaméthoxazole + 1 106
gentamicine + tobramycine !
Amoxicilline/clavulanate + ceftazidime + céfotaxime + céfépime + chloramphénicol 1 1,06
Amoxicilline/clavulanate + ceftazidime + céfotaxime + céfépime + ciprofloxacine + cotrimoxazole 1 1,06
Amoxicilline/clavulanate + ceftazidime + céfotaxime + céfépime + méropéneme + acide nalidixique + ciprofloxacine + 1 106
nitrofurantonne + gentamicine + tobramycine + amikacine '
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Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg
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Huit souches (8,51%) de Klebsiella spp. étaient car-
actérisées par un phénotype de multirésistance aux pro-
duits antimicrobiens. La résistance aux céphalosporines
de 3e-4e génération (ceftazidime, céfotaxime et céfépime)
était due a la production de 3-lactamases a spectre étendu,
qui appartenaient a des céphalosporinases d'importance
épidémiologique de trois familles génétiques blacryy,
blaey, blagya.

Deux souches contenaient les génes de deux B-lactama-
ses a spectre étendu S (bldcry.y + bldsey).

Une souche, contenant les génes de trois B-lactama-
ses a spectre étendu (blacryy + blarey + blacy,), était car-
actérisée par une résistance au méropénem due a la pro-
duction de métallo-B-lactamase (Tabl. 6).

La détection des genes codant pour la synthése de 11
facteurs de virulence: six antigénes de capsule (magA, K2,
K5, K20, K54, K57), production de toxines (hly, cnf), adhésine
(fimH), sidérophore (iutA) et régulateur du phénotype
mucoide (rmpA) a montré que la population des souch-
es de Klebsiella était hétérogéne en ce qui concerne
la présence des génes de virulence spécifiques. Le géne
responsable de la régulation du phénotype mucoide
(rmpA) a été détecté dans 4 souches (4,30%). Les génes
responsables de la synthese de la capsule ont été trouvés
dans 11 souches (11,83%), dont le géne magA, ou K1, a été
détecté dans 5 (5,38%), le géne K2 dans 4 (4,30%), et le
géne K54 dans 1 (1,08%). Le géene fimH codant pour les fim-
briae sensibles au mannose de type | a été trouvé dans 3
souches (3,23%). Le gene iutA responsable de la synthése
de la sidérophore aérobactine a été trouvé dans 9 souch-
es (9,68%). Le géne hly codant pour la synthése de la tox-
ine o-hémolysine a été détecté dans 4 souches (4,30%).
Les génes cnf responsables de la synthése du facteur cy-
tonécrotique et codant pour les capsules K20 et K57 n‘ont
pas été détectés dans les souches étudiées.

Selon les données globales, les génes de virulence
dans la population de Klebsiella spp. contenaient 20 sur 94
souches étudiées (21,51%), et 78,49% de souches ne conte-
naient pas les genes recherchés (Tabl. 7).

Conclusion

En 2021-2022 notre étude de la microbiocénose intesti-
nale des personnes en bonne santé a révélé:

1. Un niveau élevé de résistance aux agents antimicro-
biens des micro-organismes appartenant a la normo-
biote intestinale.

2. Lanécessité dappliquer des méthodes modernes de gé-
nétique moléculaire pour détecter les genes codant
pour les facteurs de virulence et de résistance aux agents
antimicrobiens dans les souches de Klebsiella spp. —

Publications
Articles

Tableau 7. Génes codant les principaux facteurs de virulence
de K. pneumoniae et K. oxytoca

Génes codan't divers abs. % 95% IC
facteurs de virulence
Virulences présentes 20 21,51 14,38-30,90
Virulences absentes 74 78,49 69,10-85,62
Régulateur
du phénotype | rmpA 4 4,30 1,68-10,54
mucoide
magA 5 5,38 2,32-11,98
K2 4 4,30 1,68-10,54
Responsable | 1 1,08 0,19-5,85
de la synthese
de la capsule K20 0 0,00 0,00-3,97
K54 1 1,08 0,19-5,85
K57 0 0,00 0,00-3,97
Adhésine fimH 3 3,23 1,11-9,07
Sidérophore iutA 9 9,68 518-17,38
) hly 4 4,30 1,68-10,54
Toxines
cnf 0 0,00 0,00-3,97

I'un des principaux agents responsables des infections
associées aux soins de santé procurés aux enfants et aux
adultes.

3. Lesrégularités révélées correspondent a des tendances
globales dans le monde, qui menacent la sécurité de la
population mondiale et appellent a la résolution au ni-
veau toujours global.

4. De nouvelles données ont été obtenues sur le po-
tentiel pathogene des micro-organismes opportu-
nistes présents dans le microbiote intestinal d’enfants
et d'adultes pratiquement en bonne santé et résistants
aux agents antimicrobiens, y compris ceux présentant
le phénotype de résistance multiple typique pour les
agents infectieux associés aux soins de santé.

5. Des micro-organismes pathogénes et leurs associations
ont été détectés chez un patient examiné sur deux;
chez les enfants de moins d’un an, ils ont été trouvés
dans 87,8% de cas. Dans le normobiote intestinal des
jeunes enfants (des moins de deux ans), les micro-or-
ganismes opportunistes (Klebsiella spp., Staphylococcus
aureus, etc.) occupent une place importante et peuvent
provoquer des troubles dysbiotiques et des diarrhées
chez les personnes dont la résistance a l'infection est
affaiblie. lls peuvent étre une cause fréquente d’infec-
tions nosocomiales et d'infections associées aux soins,
conduisant souvent au décés dans les services d'infec-
tiologie pédiatrique et d'obstétrique.
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Diep TN.N., Tu L.K.B.,, Thu L.K.N. Serogroups and antimicrobial susceptibility of Salmonella isolated from people and food items in southern
provinces of Vietnam // Russian Journal of Infection and Immunity. 2022; 12 (6): 1081-1090. doi: 10.15789/2220-7619-SPA-1954

3. Kaftyreva L.A., Egorova S.A., Kameneva O.A., Kosyakova K.G., Shapar A.O., Kitsbabashvili R.V., Kamenev N.S. Using the molecular
method for identification of the S. Paratyphi B // Bacteriology. 2022; 7 (2): 22-27. (In Russ.) doi: 10.20953/2500-1027-2022-2-22-27

4. Kechin A., Boldyreva D., Borobova V., Boyarskikh U., Scherbak S., Apalko S., Makarova M., Mosyakin N., Kaftyreva L., Filipenko M.
An inexpensive, simple and effective method of genome DNA fragmentation for NGS libraries // J. Biochem. 2021; 170 (5): 675-681.

doi: 10.1093/jb/mvab089
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10.

11.

Khabalova N.R., Lyalina L.V., Kaftyreva L.A. Results of Epidemiological and Microbiological Monitoring of Healthcare-Associated In-
fections in the Republic of North Ossetia—Alania // Public Health and Life Environmen. 2022; (7): 57-65. (In Russ.) doi: 10.35627/2219-
5238/2022-30-7-57-65

Kruglov E.E., Makarova M.A., Myakisheva Y.V., Zhestkov A.V. Phylogenetic grouping and genetic predictors of beta-lactamase ac-
tivity of Escherichia coli strains isolated from ulcerative colitis patients // Astrakhan Medical Journal. 2020; 15 (4): 57-66. (In Russ.)
doi: 10.17021/2020.15.4.57.66

Nguyen Q.T,, Le H.A.T., Svetlana A.E., Lidiia A.K., Hoang Q.C. Mobile colistin resistance: Prevalence, mechanisms, and current detec-
tion methods // Ho Chi Minh City Open University Journal of Science — Engineering and Technology. 2022; 12 (2): 3-14. doi: 10.46223/
HCMCOULJS.tech.en.12.2.2193.2022

Suzhaeva L.V., Egorova S.A. Strains of Escherichia coli resistant to antimicrobial drugs in the intestinal microbiota of young children //
Unresolved issues of etiotropic therapy: Proceedings of the All-Russian Annual Research to Practice Conference (St. Petersburg, De-
cember 5-6, 2022). St. Petersburg, 2022: 178-187.

Zabrovskaia A.V., Egorova S.A., Antipova N.A., Smirnova E.V., Semchenkoval L.1., Bystraya T.E., Sokolnik S.E., Utkina N.P., Sikhando L.Y.,
Satosova N.V. Antimicrobial susceptibility of dominant Salmonella serovars, isolated in North-West federal district in 2004-2018
from different sourses // Journal Infectology. 2022; 14 (1): 131-139. (In Russ.) doi: 10.22625/2072-6732-2022-14-1-131-139
Zabrovskaya A.V., Egorova S.A. Antibiotic resistance of Salmonella strains isolated from various sources // Theory and Practice of Ve-
terinary Pharmacy, Ecology and Toxicology in Agriculture: Materials of the international research to practice conference dedicated
to the 100th anniversary of the Department of Pharmacology and Toxicology of St. Petersburg State Medical University. 2021: 95-97.
Zabrovskaya A.V., Smirnova L.I., Egorova S.A., Antipova N.A. Resistance to antimicrobial drugs of Salmonella strains isolated from
farm animals and from animal products // Veterinary Medicine. 2021; 10: 14-19. (In Russ.) doi: 10.30896/0042-4846.2021.24.10.14-19

Brevets

1.

Patent No. 2744203 C1, Int. Cl. C12Q 1/04 (2020.08); C12R 1/42 (2020.08). Strain of bacteria Salmonella enterica sbsp_ enterica se-
rovar Kentucky B-9045 of the international multiresistant clone of Salmonella Kentucky ST198 used as a control strain for phenotypic
and molecular studies in diagnosing salmonellosis. No. 2020122129; application: 29.06.2020: date of publication 03.03.2021 / Ego-
rova S.A., Kaftyreva L.A. Proprietors: Federalnoe byudzhetnoe uchrezhdenie nauki «Sankt-Peterburgskij nauchno-issledovatelskij
institut epidemiologii i mikrobiologii im. Pastera Federalnoj sluzhby po nadzoru v sfere zashchity prav potrebitelej i blagopoluchiya
cheloveka» (FBUN NIl epidemiologii i mikrobiologii imeni Pastera) (RU)

Patent No. 2744205 C1, Int. Cl. C12N 1/20(2006.01); C12Q 1/04(2006.01); C12R 1/42(2006.01). Strain of bacteria Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Newport B-9044 of the international multiresistant clone of Salmonella newport MDR-AMPC/CMY-2, used
as a control strain for phenotypic and molecular studies in diagnosing salmonellosis. No. 2020122130; application: 29.06.2020: date
of publication 03.03.2021 / Egorova S.A., Kaftyreva L.A. Proprietors: Federalnoe byudzhetnoe uchrezhdenie nauki «Sankt-Peter-
burgskij nauchno-issledovatelskij institut epidemiologii i mikrobiologii im. Pastera Federalnoj sluzhby po nadzoru v sfere zashchity
prav potrebitelej i blagopoluchiya cheloveka» (FBUN NIl epidemiologii i mikrobiologii imeni Pastera) (RU)

Patent No. RU2756980 C1, Int. Cl. C12N 1/20(2006.01); C12Q 1/02(2006.01); C12R 1/19(2006.01). Strain of Escherichia coli serovar
026:H11 bacteria, producer of a shiga-like toxin, deposited in the state collection of pathogenic microorganisms and cell cultures
«SCPM-Obolensk» under number B-8034. No. 2020134009; application: 2020.10.15: date of publication 2021.10.07 / Makarova M.A.,
Kaftyreva L.A. Proprietors: Federalnoe byudzhetnoe uchrezhdenie nauki «Sankt-Peterburgskij nauchno-issledovatelskij institut epi-
demiologii i mikrobiologii im. Pastera Federalnoj sluzhby po nadzoru v sfere zashchity prav potrebitelej i blagopoluchiya cheloveka»
(FBUN NIl epidemiologii i mikrobiologii imeni Pastera) (RU)

Programme informatique

1.

Likhachev 1.V. Modeling of coloring of a mixture of aqueous solutions of pH indicators / I.V. Likhachev, A.A. Samoylova, V.N. Ver-
bov, M.A. Makarova // Certificate of software registration No. RU 2021661736, 14.07.2021; application: 31.05.2021: date of publication
14.07.2021 / Proprietors: Federalnoe byudzhetnoe uchrezhdenie nauki «<Sankt-Peterburgskij nauchno-issledovatelskij institut epide-
miologii i mikrobiologii im. Pastera Federalnoj sluzhby po nadzoru v sfere zashchity prav potrebitelej i blagopoluchiya cheloveka»
(FBUN NIl epidemiologii i mikrobiologii imeni Pastera) (RU)
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LABORATOIRE DE BACTERIOLOGIE MEDICALE

Chef du laboratoire: Lyudmila Kraeva

Chercheurs: E. Voskresenskaya, N. Kurova, G. Kokorina, E. Bogumilchik, G. Khamdulaeva, E. Kunilova, E. Rogacheva, T. Saines

Nouvelles orientations dans le diagnostic
de laboratoire des infections des voies
respiratoires controlées par les vaccins

Actualité de la recherche

Malgré la vaccination effectuée contre I'infection coque-
lucheuse cette derniere reste un probléme d'actualité de la
santé publique dans plusieurs pays du monde, y compris
en Fédération de Russie. On enregistre également les cas
d‘affection par la coqueluche apres avoir subi la maladie, ce
qui veut dire qu’on ne peut pas compter sur une immunité
a vie acquise apres l'infection. Pour cette raison la motiva-
tion pour la mise en oeuvre des revaccinations complé-
mentaires contre la coqueluche en Fédération de Russie
se présente comme parfaitement fondée pour déterminer
la stratégie de la vaccinoprophylaxie.

Grace a la vaccination effectuée la morbidité diphthé-
rique a diminué au cours des derniéres années. Pourtant
pendant la période de la pandémie de la nouvelle infec-
tion a coronavirus l'activité de la campagne de vaccination
contre l'infection coquelucheuse a sensiblement diminué.
Pour autant les cas d'affection par cette infection conti-
nuent a étre enregistrés. Et sien 2020l a été détecté un seul
cas de la diphthérie d’'un enfant vacciné, en 2021 onenaeu
déja 4 (toujours chez les enfants). Il a été révélé également
2 cas de portage des souches toxigénes de C. diphtheriae.
Pour cette raison il est nécessaire d'effectuer une surveil-
lance constante et assidue du degré de protection de la
population contre la diphthérie de méme qu’étudier d'une
maniére approfondie les souches des agents pathogenes
pour la meilleure connaissance de I'épidémiologie de I'in-
fection diphthérique. Il est surtout important d'étudier
I'évolution de la diffusion des différents clones des bacté-
ries en tenant compte de leurs facteurs de pathogénicité
et de résistance des germes aux antibiotiques administrés
comme thérapie étiologique au cas de la diphthérie et de
la coqueluche.

L'accroissement de la vitesse de propagation des
souches résistantes du groupe ESKAPE, y compris celles
liges aux infections nosocomiales, exige l'utilisation des
méthodes alternatives de lutte contre ces bactéries, en fai-
sant recours, notamment, aux bactériophages ou a de nou-
veaux composés synthétisés de ciblage antibactérienne.

Objectif de la recherche. Etude de la séroprévalence
face a l'agent de la coqueluche dans la population de Saint-
Pétersbourg; étude des marqueurs génétiques et phéno-
typiques de virulence et d'antibiorésistance des souches
C. diphtheriae, Bordetella spp. et des souches du groupe
ESKAPE isolées dans les District Nord-Ouest au cours de 25
derniéres années;

Matériels et méthodes

Pour évaluer la séroprévalence face a I'agent de la co-
queluche on a utilisé les kits IFA de détection des anticorps
contre la toxine coquelucheuse (IgG, IgA). Les valeurs
IgG = 40 Ul/ml, IgA = 12 Ul/ml ont été adoptées comme
celles du taux positif des anticorps. Le détection du taux
positif 1IgG a été qualifiée comme marqueur de contact

avec l'agent pathogeéne (de la maladie) ou de la formation
de I'immunité collective due a une large circulation de l'in-
fection au cours de 1-2 dernieres années, le taux élevé IgG
(=100 Ul/ml) ou la combinaison des taux positifs 1gG et IgA
considérés comme signe de la coqueluche subie pendant
la période de 6 a 12 mois avant I'examen. Pour le screening
des souches de Bordetella, résistantes aux macrolides, a été
pratiquée la méthode de diffusion par disque et la défini-
tion de la concentration minimale inhibitrice de I'antibio-
tique par E-test. Comme milieu de culture a été utilisé I'hy-
drolysat acide de caséine.

Dans I'étude des propriétés toxigenes des souches
de C. diphtheriae on a pratiqué les méthodes génétiques
et phénotypiques. Pour la détection du géne de la toxigé-
nicité a été testé le nouveau kit de Lamp-PCR (fabriqué par
«Innova-plus», Saint-Pétersbourg) sous contréle du kit cer-
tifié de détection du géne de la toxigénicité par la méthode
Real-time. La production phénotypique des toxines a été
révélée par Elek-test et le pouvoir biofilmogene étudié avec
utilisation du microscope a fluorescence.

Pour définir la sensibilité aux antibiotiques on a procé-
dé par la méthode de diffusion par disque conformément
aux Lignes directrices 4.12.1890-04 (Moscou, 2004) et aux
recommandations méthodologiques «Définition de la sen-
sibilité des micro-organismes aux germicides» (EUCAST,
2018). La sensibilité aux bactériophages a été déterminée
selon les Recommandations fédérales cliniques «Utilisation
rationnelle des bactériophages dans la pratique théra-
peutique et antiépidémique» (2014). Ce faisant on a uti-
lisé les produits des bactériophages fabriqués par la SA
«Groupement de recherche et de production Microgéne».

Essentiels résultats

1.Etude de la séroprévalence de la population de Saint-
Pétersbourg face a Bordetella pertussis. Pour étudier la sé-
roprévalence face a I'agent coquelucheux en 2022 ont été
examinés 297 personnes adultes et 90 enfants. Le taux des
personnes séropositives dans le groupe des adultes a fait
9,4% dont 1,3% ont manifesté des signes sérologiques
de linfection recemment subie. Le plus grand nombre
de personnes séropositives a été révélé dans la catégorie
d'age de 18-29 ans (12,9%). Dans les catégories d'age plus
avancé le taux de ceux, qui ont contacté l'agent coquelu-
cheux, diminuait, et dans celle de 60 ans et plus il na été
révélé aucune personne séropositive.

Sur 90 enfants et adolescents examinés, agés de 3-
17 ans, les anticorps contre la toxine coquelucheuse ont été
détectés chez 14,4% dont 2,2% manifestant les signes séro-
logiques de l'infection subie récemment.

2.1l a été effectué le séquencage des génomes de 20
souches B. pertussis et B. parapertussis dont les résultats
sont actuellement au stade de dépouillement.

3. Evaluation de I'immunité antidiphtérique de la po-
pulation de Saint-Pétersbourg. Lexamen des matiéres
biologiques prélevées a 160 enfants et adolescents au su-
jet de I'état de leur immunité antitoxique antidiphtérique
a clairement indiqué le groupe le plus vulnérable, celui des
enfants de 11-12 ans, ou seulement 70% étaient protégés,
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ce taux étant [égérement plus élevé (86%) dans la catégorie
d’'age de 14 ans, tandis que dans celle de 16 ans — 90% pos-
sédaient le niveau des anticorps garantissant la protection,
augmentant encore jusqu’'a 99% dans la catégorie d’age
de 17 ans. Ces chiffres reflétent avant tout le résultat de la
vaccination.

4. Sensibilité des Corynébactérium aux produits anti-
bactériens. Les médicaments de choix dans le traitement
de la diphthérie et la neutralisation des porteurs de C. di-
phtheriae sont la benzylpénicilline, I'erythromycine, la tétra-
cycline, la rifampicine, la clarithromycine et I'azithromycine.
Il a été définie la sensibilité a ces produits des souches isolées
de I'agent pathogéne. La plus importante baisse de sensibi-
lité des souches a été constatée lors de l'usage de la benzyl-
pénicilline et la tétracycline, administrées le plus souvent aux
patients lors de l'isolement des souches de C. diphtheriae.

5. Sensibilité des bactéries du groupe ESKAPE aux an-
tibiotiques. Il a été étudié au total 40 souches de bactéries
du groupe ESKAPE isolées dans les différents établissements
médicaux de Saint-Pétersbourg. On a évalué leur sensibilité
aux antibiotiques aux niveaux phénotypique et génétique.
Le plus souvent les isolats étudiés ont manifesté leur résis-
tance aux céphalosporines et aux fluorquinolones de méme
qu'aux pénicillines avec inhibiteurs de béta-lactamases
recommandées a titre de thérapie antibactérienne dans
le traitement des formes compliquées de l'infection confor-
mément aux Indications méthodologiques temporaires
«Prévention, diagnostic et traitement de la nouvelle infec-
tion a coronavirus (COVID-19), version 16 (18.08.2022).

6. Examen de l'effet antibactérien des composés
chimiques sur les bactéries du groupe ESKAPE. Sur
I'exemple des souches bactériennes du groupe ESKAPE il
a été étudié l'effet antibactérien des préantibiotiques syn-
thétisés appartenant aux différents groupes chimiques.
Ainsi les 5-amino-1,2,4-thiadiazoles effectuent une activité
antibactérienne exprimée a I'égard des souches Enterobacter
cloacae et Pseudomonas aeruginosa. La concentration mini-
male inhibitrice de ce composé s’est trouvée inférieure a celle
de I'antibiotique officinal qui est la péfloxacine utilisée pour
I'élimination de ces bactéries. Les bactéries gram-positives
Staphylococcus aureus et Enterococcus faecium se sont avérées
sensibles aux dipeptides et depsipeptides aziriniques. Ceci
étant la concentration minimale inhibitrice des composés
a été comparable a celles du groupe des fluorquinolones.

7.Examen de la sensibilité des bactéries d’actualité aux
bactériophages. On a étudié la sensibilité de 120 bactéries,
agents des infections nosocomiales et des complications
bactériennes de COVID-19, aux bactériophages correspon-
dants. Il a été démontré que plus de 40% de souches des
bactéries, résistantes aux antibiotiques, sont sensibles aux
bactériophages correspondants. Pour obtenir la réponse ra-
pide a la question de la sensibilité des bactéries aux phages,
il a été élaborée une Express-méthode de définition de la
sensibilité des bactéries gram-négatives aux bactériophages
(avec obtention du brevet No. 2022106346/10(013228)).

Conclusion

Les données obtenues témoignent en faveur d'une
vaste circulation de I'agent coquelucheux parmi les enfants
et les adolescents. Ainsi, dans le groupe des enfants et ado-
lescents de I'age de 3 a 17 ans les anticorps contre la toxine
coquelucheuse ont été détectés chez 14,4%. Il s'avere donc
nécessaire de revacciner contre la coqueluche les per-
sonnes adultes dgées de plus de 60 ans vu une baisse d'ac-

tivité de I'immunité collective et 'augmentation du risque
d'évolution grave et compliquée des infections dans cette
catégorie d'age.

Il est également nécessaire d'organiser un contréle
dynamique permanent de protection de la population
contre la diphthérie et le portage des Corynébactérium
pathogeénes. La diffusion des souches de C. diphtheriae, ré-
sistantes aux antibiotiques utilisés pour le traitement des
malades et la neutralisation des porteurs, confirme la né-
cessité de définir opportunément leur sensibilité aux anti-
biotiques et les contréler constamment.

L'accroissement systématique de l'antibiorésistance des
souches isolées dans le cadre des mesures adoptées contre
les infections nosocomiales exige la recherche des moyens
alternatifs de lutte contre ces souches résistantes.

Diversité des locus CRISPR des souches
de Yersinia pseudotuberculosis

et leur association avec les facteurs

de pathogénicité de I'lagent

Chercheurs: E. Voskresenskaya, N. Peretolchina, G. Kokorina,
E. Bogumilchik, T. Saines

Introduction

Les bactéries gram-négatives de l'espéce Yersinia pseu-
dotuberculosis sont classées parmi les micro-organismes
psychrotrophes capables de provoquer une maladie
saprozoonose aigué — la pseudotuberculose. Les cas de la
pseudotuberculose sont enregistrés dans plusieurs sujets
de la Fédération de Russie, mais les régions de la plus forte
incidence sont les districts fédéraux de I'Extréme Orient,
du Nord-Ouest et de la Sibérie. Les souches de Y. pseudotu-
berculosis se distinguent par une grande variété des facteurs
qui déterminent leur virulence et la sévérité de la maladie
qu'elles provoquent. Les principaux facteurs de pathogéni-
cité de Y. pseudotuberculosis incluent les génes du superan-
tigene ypmA, ypmC, de «l'ilot de pathogénicité» HPI («ilot
de forte pathogénicité») et YAPI («ilot adhésif de pathogé-
nicité»). Sur les plasmides pYV et pVM82 sont localisés les
geénes associés au parasitisme intracellulaire facultatif de la
bactérie: appareil de sécrétion du lll-eme type, adhésines
et appareil de sécrétion du type IVB.

Un échange permanent d'information héréditaire avec
la participation des éléments extrachromosomiques et trans-
posés sert d'un des facteurs d'existence de la population
hétérogéne des micro-organismes dans les conditions dé-
terminées de I'environnement. Certains clusters des genes,
codant les déterminants de pathogénicité, sont associés
avec les intégrases des prophages ou éléments d'insertion
controlant les réarrangements génomiques. Il s'en suit donc
que les systémes visant a la régulation du transfert horizon-
tal de génes influent sur I'évolution des bactéries. Fait partie
de telles structures le systéme CRISPR (Clustered Regularly
Interspaces Short Palindromic Repeats, courtes répétitions
palindromiques divisées par les espaceurs), capable de re-
connaitre et annihiler le matériel génétique allochtone.

Dans les bases de données des séquences nucléoti-
diques les souches, isolées sur le territoire de la Fédération
de Russie, sont représentées en relativement petites quan-
tités, de méme qu’est absente l'information sur le lieu
d’isolement de la souche et autres données identitaires.
Ainsi l'objectif de cette recherche consistait en étude des
caractéres moléculaires génétiques des locus CRISPR des
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souches de Y. pseudotuberculosis circulant sur le territoire
de la Fédération de Russie et de leur lien avec les facteurs
de pathogénicité.

Matériels et méthodes

Il a été étudié au total 56 souches de Y. pseudotuberculo-
sis isolées pendant la période de 1935 a 2014 sur les diffé-
rents territoires de la Sibérie Orientale et Occidentale, d'Ex-
tréme Orient, du District fédéral Nord-Ouest et d'autres
régions de la Russie, de méme qu’en Mongolie, Ukraine,
Bélarus, Turkménistan et Abkhasie, obtenues des diffé-
rentes sources.

Le sérotype des souches étudiées a été identifié au
moyen des sérums diagnostiques produits par I'Institut
Pasteur de Saint-Pétersbourg et de la méthode PCR multi-
plex (Bogdanovich T. et al., 2003).

Par la méthode PCR dans les souches de collection ont
été révélés les génes chromosomiques du superantigene
ypm A/C, génes des HPI (fyuA, irp2) localisés sur les «ilots
de pathogénicité», YAPI (pilPQ, api74, tcp), génes du plas-
mide pVM82 (dotO, mucAB).

Pour l'amplification et le séquencage des locus
CRISPR ont été utilisées les amorces présentés au Tabl. 8.
Les amorces internes utilisées pour le séquencage des frag-
ments > 1000 p.n. ont été choisies expérimentalement.

Le séquencage des locus CRISPR a été effectué selon
la méthode Sanger sur le séquenceur capillaire Applied
Biosystems 3500 (Thermo Scientific, USA). Pour 10 souches
a été effectué les séquencage génomique complet sur le sé-
quenceur MiSeq (Illumina, USA). La préparation d'échantil-
lons et le séquencage ont été mis en oeuvre en conformité
aux instructions du fabricant.

L'assemblage et I'analyse des fragments ont été opérés
a l'aide du programme Vector NTI Advance 10.3 1 BioEdit 7.2.
Lassemblage jusqu’au niveau des contigs a été effectué avec
utilisation de I'assembleur de génomes SPAdes 3.15.4 et I'ins-
trument de finition CONTIGuator 2.7.4. sur la base du génome
de référence, La recherche et le décodage des systémes
CRISPR dans les séquences des ADN des souches utilisaient
comme appui les programmes CRISPRone (https:/omics.in-
formatics.indiana.edu/CRISPRone), CRISPRCasFinder (https://
crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr) et CRISPRDetect (http:/brab-
tools./CRISPRDetect). La recherche des séquences homolo-
gues de proto-espacement dans les génomes des bactério-
phages et plasmides a été effectuée utilisant l'algorithme
de recherche BLASTn dans les bases de données GenBank,
EMBL, DDBJ, PDB, RefSeq, de méme que l'application en ligne
CRISPRTarget dans les bases de données GenBank-Phage,
RefSeqg-Plasmid et Islandviewer. La recherche des prophages
dans les génomes menée en usant du programme de service
en ligne PHASTER.

Lanalyse de données a été effectuée dans le milieu
de programmation RStudio 2022.07.1+554 avec utilisation
du langage de traitement statistique des données et du tra-
vail avec le matériel graphique R 4.2.2. L'analyse de variance
permutée (PERMANOVA) a été mise en oeuvre pour la re-
cherche des différences statistiquement significatives dans
la structure des locus et de leur lien avec avec les différents
caracteres des souches dans la composition du paquet
vegan 2.6-4. La clustérisation des souches et la concep-
tion des dendrogrammes de la présence des espaceurs
ont été réalisées avec utilisation des paquets pvclust 2.2-0
et ComplexHeatmap 2.14.0 selon la méthode de la moyenne
couplée non pondérée (UPGMA) avec bootstrap 1000.

Résultats

Selon les résultats d'analyse de la qualité et de l'assem-
blage des séquences ont été retenus 78 fragments. Il a été
démontré que les souches étudiées de Y. pseudotuberculo-
sis contiennent un systéme CRISPR qui inclue de un a trois
locus: YP1, YP2, YP3. D'aprés la structure des répétitions (5'-
GTT CAC TGC CGC ACA GGC AGC TTA GAA A — 3') tous les
locus font partie du type IF. Le nombre total d’espaceurs
a fait 1311. Dans le locus YP1 le nombre d’espaceurs varie
de 3 a 38 (810 espaceurs au total), dans le locus YP3 — de 1
a 44 espaceurs (466 au total), le locus YP2 étant court et ne
contenant qu’un ou deux espaceurs.

Composition espaceurs des locus CRISPR

Pour l'analyse de la composition espaceurs des lo-
cus CRISPR antérieurement a été créee une base de don-
nées des espaceurs des souches de Y. pseudotuberculosis
(Database «Spacer sequences of CRISPR-Cas systems of
Yersinia pseudotuberculosis strains»/State Register of da-
tabases, 25.12.2020, No. 2020622813).

D’'une maniere statistiquement authentique la composi-
tion espaceurs des locus CRISPR s'avere différente pour les
souches, se distingant par le sérotype et les facteurs de pa-
thogénicité, isolées sur les territoires différents (Tabl. 9).
L'étude des différents locus a prouvé d'une maniére statis-
tiquement authentique la différence des compositions des
locus YP1 et YP3, tandis la composition du locus YP2, au
contraire, est assez homogéne. La composition espaceurs
du locus YP1 est différente pour les souches des différents
sérotypes contenant les différents déterminants de patho-
génicité, en particulier pour les souches a la composition
plasmidique différente (pVM82+ nnu pvVM82-). La compo-
sition du locus YP3 est authentiquement différente pour
les souches ayant dans la composition du génome un
«ilot adhésif de pathogénicité» YAPI et le plasmide pVM82.
Les différences authentiques dans les groupes de souches,
se distinguant selon d'autres facteurs de pathogénicité (su-
perantigéne YPM, «ilot de pathogénicité» HPI), n‘'ont pas
été révélées.

L'analyse en cluster des souches basée sur la présence
d’espaceurs dans les loci permet de diviser conditionnelle-
ment les souches en 2 grands groupes (Fig. 1).

Le cluster 1 est composé de 28 souches de Y. pseudotu-
berculosis isolées principalement sur les territoires du District
fédéral Nord-Ouest (86%): trois souches du sérotype O:la
et 23 souches du sérotype O:1b (pour deux souches le séro-
type n'est pas défini). Les souches se caractérisent par la pré-
sence du superantigéne YPM (89%). Ce faisant a l'intérieur
du cluster les souches se subdivisent en deux sous-clusters
selon le critére d'existence de «l'flot adhésif de pathogénici-
té» YAPI et du plasmide pVM82: sous-cluster 1a (YPM+YAPI-
pVM82-) incluant 16 souches (57%) et sous-cluster 1b
(YPM+YAPI+pVM82+) — 12 souches (43%).

Tableau 8. Séquences des amorces aux locus CRISPR
de Y. pseudotuberculosis

CRISPR-locus Séquences des amorces
YP1 direct ACATTGTGGTTATCGGTGGTCT
YP1 inverse CAGTAATAAAAGATGCCATTCTCCC
YP2 direct TTGCGCTGCTAAAAGCGTTG
YP2 inverse CCCGATTCTTGTGACCCTCT
YP3 direct GGATTCTTAGCCTATTCACA
YP3 inverse CGATCTCTGTTTTGTGGTGA
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Tableau 9. Différences de la composition espaceurs des locus CRISPR des souches de Y. pseudotuberculosis (p < 0,05)

Locus YP1

Caractéristique de la souche Df MS Pseudo-F P-value
Territoire d'isolement 22 0,4668 3,9483 0,001
Sérotype 1 0,6831 57779 0,001
gg:}:(k;;n:r:?g:édes déterminants de la 3 0,554 46857 0,001
pvVM 1 0,4659 3,9408 0,002
YAPI 1 0,2125 1,7976 0,089
Autres facteurs 10 0,1182

Locus YP2

Territoire d'isolement 13 0,1869 3,3647 0,215
Sérotype 3 0,0664 1,1944 0,420
Autres facteurs 3 0,0556

Locus YP3

Territoire d'isolement 20 0,4439 36,117 0,001
Sérotype 3 0,4352 35,402 0,001
gzrl';t;)';‘;']?gnégfcsit‘zeterm'”ants 3 0,5478 44,567 0,001
pvM 1 0,1984 16,145 0,001
YAPI 1 0,3016 24,537 0,001
Autres facteurs 7 0,0123

Tous les locus

Territoire d'isolement 27 0,555 2,6799 0,001
Sérotype 4 0,3906 1,8858 0,001
Szrl';k;)'gtar'}fg”é:ii t‘éeterm'”a”ts 3 0,5049 2,4379 0,001
pvVM 1 0,5279 2,5487 0,007
YAPI 1 0,2454 1,185 0,276
Autres facteurs 19 0,2071

Abréviations: Df — degrés de liberté; MS — carré moyen; Pseudo-F — évaluation selon le critére Fisher; P-value — évaluation du niveau de significativité.

Le cluster 2 est composé de 23 souches de Y. pseudotu-
berculosis des différents sérotypes, pratiquement a parts
égales isolés dans les différentes régions de Russie (52%)
et dans d’autres états (48%). La plupart des souches se ca-
ractérise par la présence de «l'llot de pathogénicité» HPI
(83%), cing souches (22%) possédent le superantigéne
YPM, une souche (4%) — «l'flot adhésif de pathogénicité»
YAPI et encore une souche (4%) — le plasmide pVM82.

Cing sur 56 souches étudiées (9%, No. 14, 1375, 37n, 1380,
87) se trouvent en dehors des principaux clusters. Les espa-
ceurs, représentés dans ces souches, ne se retrouvent prati-
quement pas dans d'autres systemes CRISPR.

L'analyse comparée des fragments obtenus, conte-
nant des séquences de génomes déposées dans les bases
de données NCBI (GenBank et RefSeq), a démontré la di-
vision des souches en clusters «asiatique» (1) et «euro-
péen» (2) (Fig. 2).

Le cluster 1 est composé de 49 souches isolées princi-
palement sur les territoires de la Russie et du Japon (73%).
On s'est retrouvé également des souches (27%) isolées
dans des pays différents: en Allemagne, en Afrique du Sud,
au Turkménistan, en Suéde, en Ukraine et en Nouvelle-
Zélande. La plupart de souches de ce groupe (86%) se ca-
ractérise par la présence du géne du superantigéne ypm.
Environ la moitié des souches (55%) posséde «l'ilot adhésif
de pathogénicité» YAPI (y compris le géne tcp), tandis que
le plasmide pVM82 a également été détecté dans certaines
souches (22%).

Le cluster 2 est composé de 54 souches isolées dans les
pays d'Europe (46%) et dans d’autres pays du monde: en
Chine, en Russie, aux Etats-Unis, au Canada, en Nouvelle
Zélande et en Australie (22%). La plupart de souches de ce
groupe (59%) se caractérise par la présence de «l'ilot de pa-
thogénicité» HPI. Un autre facteur dominant de pathogéni-
cité est I'existence de «I'ilot de pathogénicité» YAPI (20%).

Ainsi des souches de Y. pseudotuberculosis, circulant sur
le territoire de la Fédération de Russie et de plusieurs autres
pays, ne peuvent pas étre nettement divisés en clades
«asiatique» et «européen» en fonction du type de locus
CRISPR, ce qui est di a la forte variabilité des souches. Pour
autant la comparaison de la composition espaceurs des lo-
cus CRISPR avec les données sur I'existence des principaux
facteurs de pathogénicité a permis de révéler les variantes
génétiques des souches de Y. pseudotuberculosis dominant
sur les territoires concrets. On peut en déduire que la plu-
part des souches, circulant sur le territoire de la Fédération
de Russie, se distingue par ces marqueurs moléculaires des
souches provenant d'autres pays.

Analyse des séquences proto-espaceurs dans
les génomes des phages et des plasmides

En partant de la fonction immunitaire du systéme
CRISPR a été effectuée la recherche des séquences homo-
logues dans les génomes des principaux éléments géné-
tiques mobiles (EGM) — bactériophages et plasmides.

20 séquences espaceurs sont homologues aux frag-
ments de génomes des bactériophages Yersinia YeP3,
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Figure 1. Clustérisation des souches de Y. pseudotuberculosis (n = 56) en fonction de la présence des espaceurs dans les locus
YP1-YP3

Symbolisation par les couleurs: présence de I'espaceur — rouge; présence du facteur de pathogénicité — bleu; sérotype 1 — rouge foncé; sérotype 1a — bleu
clair; sérotype 1b — vert; sérotype 3 — jaune; sérotype 4 — violet; sérotype non défini — gris.

Figure 2. Clustérisation des souches de Y. pseudotuberculosis selon le critére de présence des espaceurs. Données
de séquengage des locus CRISPR des souches étudiées (n = 30) et des séquences déposées dans NCBI (n = 73)

Symbolisation par les couleurs: présence de I'espaceur — rouge; présence du facteur de pathogénicité — bleu; absence du facteur de pathogénicité —
bleu clair.

5 Lo GUCAACGCUUCACUCCCUGCGCGGGGUAUAAC-——————= 3 <- CRISPR spacer RNA

o I IARRRRRRRARANARR (NNANRAL (NANN )

3 CGTGAGEBTAGTTGCGAAGTGAGGGTTGCGCCCCGTATT! i 5 <- Protospacer Sequence
[ITEITT | 1

5' GCACTCCCATCAACGCTTCACTCCCAACGCGGGGCATAACCTCATTAA 3 <- [Entrez Nucleotide]

Figure 3. Séquence proto-espaceur du plasmide de Y. pseudotuberculosis IP31758 pVM82 (153 kb) pour I'espaceur 114 du locus YP3
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Yersinia YeP2, Yersinia YeP1, Yersinia vB_YenM, Yersinia vB_
YenS_P400 et Klebsiella 6991.

70 séquences espaceurs sont homologues aux enchai-
nements de chromosomes des différentes espéces Yersinia:
Y. pseudotuberculosis, Y. pestis, Y. similis, Y. massiliensis, Y. in-
termedia, Y. kristensenii, Y. enterocolitica, Y. aldovae. Selon
les résultats d'analyse des génomes avec le programme
de service en ligne PHASTER les fragments de génomes,
contenant les séquences proto-espaceurs, correspondent
aux prophages complets. Le méme espaceur peut étre ho-
mologue aux fragments du génome des prophages révé-
Iés dans les différentes souches. Par ailleurs les espaceurs,
représentés dans le méme locus, sont capables de re-
connaitre les différents fragments du génome du méme
prophage.

Quatre espaceurs sont homologues a la séquence
du plasmide cryptique pYptb32953 (27,7 kb) qui se retrouve
assez rarement dans les souches des yersinia pathogeénes.
La principale fonction de ce plasmide est sa participation
a la conjugaison: dans le génome du plasmide est localisé
le cluster de génes codant les protéines indispensables a la
conjugaison du plasmide.

Quatre séquences espaceurs sont homologues au
fragment de génome du plasmide pVM82 des souches
de Y. pseudotuberculosis IP31758 et de Y. pseudotuberculosis
598 (numéros d’accés a NCBI RefSeq: NC_009705 et NZ_
CP071946) excepté 4 nucléotides (Fig. 3). Dans le génome
des plasmides se localisent les genes de l'intégrase simi-
li-phage, ce qui peut témoigner en faveur de l'acquisition
du cluster des geénes du systeme de sécrétion icm/dot
du type IVP par les mécanismes de transfert horizontal.

Discussion

L'essentielle fonction des systémes CRISPR est la recon-
naissance spécifique et l'annihilation des éléments gé-
nétiques étrangers pénétrés dans la cellule bacterienne
et représentant un danger potentiel pour I'existence de la
population de la bactérie. Les séquences des espaceurs
sont homologues aux fragments des génomes des EGM
spécifiques pour les micro-organismes circulant sur les
territoires concrets. La capacité d'acquérir les espaceurs
en ordre chronologique et une importante part des poly-
morphismes permet d'utiliser les systémes CRISPR comme
instrument de typage moléculaire haute résolution des
souches, qui a été démontré sur 'exemple de Streptococcus
thermophilus, Campylobacter jejuni, Corynebacterium di-
phtheriae et Y. pestis. || est connu que les locus CRISPR sont
une structure dynamique dans laquelle les nouvelles sé-
quences espaceurs s'associent du coté de la séquence lea-
der. Une partie d’espaceurs, situés au milieu de la cassette,
peut étre perdue suite a la délétion pendant I'acquisition
des nouvelles séquences des EGM. Les espaceurs, situés
prés de la derniere répétition polymorphe, se conservent
en régle générale.

Ainsi le typage des souches selon le critére de la pré-
sence des espaceurs, situés aux extrémités des locus
YP1 et YP3, permet de diviser conventionnellement les
souches, qui se distinguent par le choix des déterminants
de la virulence, en deux clusters: «européen» et «asiatique»
(Fig. 2). 35 sur 56 souches étudiées ont été isolées sur les
territoires de I'Extréme Orient et de la Sibérie Orientale
et Occidentale. Cela étant s'effectue la division des souches
en deux sous-groupes selon le critére de présence du plas-
mide pVM82 (pVM82+ et pVM82-) déterminant I'appareil

de sécrétion du type IVB et, de méme que certains autres
facteurs de pathogénicité, occultant le développement
des formes généralisées de la pseudotuberculose (Fig. 1).
Les souches isolées au Japon, capables également de pro-
voquer l'ensemble des manifestations de l'infection sys-
témique, appelée fiévre scarlatiniforme d’Extréme Orient,
ont le motif similaire de distribution des cassettes CRISPR
(Fig. 2, cluster 1).

Selon les résultats de I'analyse PERMANOVA la composi-
tion des locus YP1 et YP3 est en corrélation avec la présence
dans les souches de tels facteurs de pathogénicité comme
le plasmide pVM82 et «I'ilot adhésif de pathogénicité» YAPI.
La haute variabilité des souches au sein d'une espece est
conditionnée par leur capacité d’acquérir de nouveaux
éléments génétiques (ilots génomiques) par le trans-
fert horizontal de génes a l'aide des plasmides, bactério-
phages, intégrons et transposons. CRISPR, comme systéme
de «l'immunité» des bactéries aux EGM, peut participer a la
constitution du génotype des souches de Y. pseudotuber-
culosis qui conditionne les manifestations cliniques de la
pseudotuberculose.

Lanalyse des proto-espaceurs dans les génomes des
bactéries, bactériophages et plasmides a révélé les espa-
ceurs correspondant au fragment du génome du plasmide
pVM82 des souches de Y. pseudotuberculosis IP31758 et de
Y. pseudotuberculosis 598. Il est possible que l'acquisition
de ces espaceurs est la cause d'absence du plasmide pVM82
dans les souches faisant partie du cluster «européen»
(Fig. 2). Mais I'espaceur capable d'identifier le fragment
du plasmide se retrouve dans le locus YP3 de la souche
de Y. pseudotuberculosis 2750 du sérotype O:1b contenant
le plasmide pVM82 et le cluster des génes icm/dot (Fig. 2,
cluster 1). 1l est probable qu’un grand nombre de mutations
dans la séquence proto-espaceur empéche l'interférence
CRISPR, ou bien que cette séquence peut étre présente
dans le génome du bactériophage absent dans les bases
de données. D'autre part, l'acquisition des espaceurs pour
ses propres séquences peut servir de bascule a l'apparition
de nouvelles mutations et de I'expression du nouveau phé-
notype se manifestant dans le changement des propriétés
de virulence du micro-organisme. Conformément a une
autre hypotheése les espaceurs, identifiant leurs propres sé-
quences, servent de mécanisme de sélection des souches
qui ne contiennent pas ce facteur. Ainsi le systeme CRISPR
peut servir d'un des facteurs conditionnant I'apparition
et la circulation des souches, ayant les différents poten-
tiels pathogéniques, sur un méme territoire. Combinée
avec les méthodes classiques d’identification et de typage
de l'agent de la pseudotuberculose, I'analyse des locus
CRISPR peut étre utilisée pour les besoins des recherches
phylogénétiques, du suivi de circulation des souches
de Y. pseudotuberculosis sur les différents territoires et des
enquétes des poussées épidémiques.

Conclusion

A la suite de l'analyse des locus CRISPR des souches
de Y. pseudotuberculosis il a été établi que la composition
espaceurs des locus est différente pour les souches qui se
distinguent par leurs sérotypes, choix des facteurs de pa-
thogénicité et la région de leur isolement. Les locus YP1
et YP3 ont la plus forte variabilité tandis que le locus YP2
est homogeéne. La composition du locus YP1 est différente
dans les groupes des souches qui se distinguent par la pré-
sence du plasmide pVM82. La composition du locus YP3 est
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en corrélation avec la présence du plasmide pVM82 et de
«I'flot adhésif de pathogénicité» YAPI.

Ainsi sur le territoire de la Fédération de Russie circulent
les souches de Y. pseudotuberculosis ayant les différents
choix de déterminants de la virulence et les différentes
compositions espaceurs des locus CRISPR. La plupart des
souches russes se distingue par ces marqueurs molécu-
laires des souches en provenance d‘autres pays. La forte
variabilité intraspécifique des souches est déterminée par
leur capacité d'acquérir de nouveaux éléments génétiques
par le transfert horizontal de génes. Le systéme CRISPR,
comme systéme de défense «immunitaire» des bactéries
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Chef du laboratoire: Nikolay Tokarevitch

Chercheurs: N. Stoyanova, Yu. Panfyorova, R. Baimova, O. Blinova, S. Antonov

Etude des caractéristiques biologiques,
y compris génétiques, des leptospires

Ont été poursuivies les recherches visant a la surveil-
lance de la diffusion de l'infection leptospirosique dans
les conditions de la mégapole de Saint-Pétersbourg (SPb).
Dans cette optique 94 chiens domestiques ont été étudiés
par le test de microagglutination. Chez 24,5% des animaux
ont été détectés les anticorps anti-leptospires. Les taux des
cas positifs se sont répartis par sérogroupes de maniére sui-
vante: Icterohaemorrhagiae (47,8%), Canicola (34,8%), Grip-
potyphosa (13,1%) et encore 4,3% produisant les anticorps
en méme temps contre Icterohaemorrhagiae et Canicola.
L'étude de 87 rats gris (effectuée ensemble avec la station
antipesteuse Nord-Ouest), captés sur le territoire de SPb,
a permis d'isoler des reins de 6,7% d’animaux les cultures
des leptospires identifiées comme L. Icterohaemorrhagiae.

Les résultats d'examen des propriétés biologiques
de la souche Leptospira interrogans du sérogroupe Grippo-
typhosa, sérovar Grippotyphosa No. 353 «Campagnol rous-
satre-339», isolée du rein d'un campagnol roussatre capté
sur le territoire de l'oblast de Léningrad, et de la souche
Leptospira interrogans du sérogroupe Icterohaemorrhagiae,
sérovar copenhageni No. 352 «Taganrog 2018, isolée des
organes d’'une personne décédée de l'infection leptospi-
rosique, ont permis d'établir leurs particularités. Comparée
a son prototype, la souche «Campagnol roussatre-339»
assure la détection la plus efficace des anticorps contre
L. grippotyphosa et peut étre utilisée pour le diagnostic sé-
rologique de la leptospirose. La souche «Taganrog 2018»
posséde une virulence bien exprimée. Ces souches ont été
sujettes des brevets d’invention obtenus.

Ont été également étudiées les propriétés biologiques
des souches des leptospires, isolées antérieurement dans
I'oblast de Kaliningrad de la Fédération de Russie, et révé-
lées leurs certaines particularités, ce qui a permis de dé-
poser (dans les intéréts de la procédure de brevetage)
3 souches a la Collection d’Etat des microorganismes —
agents des maladies infectieuses des II-IV groupes de pa-
thogénicité dans I'Etablissement fédéral «Centre national
des recherches en épidémiologie et microbiologie de l'aca-
démicien a titre honorifique N.F. Gamalei» sous les No. 528,
529, 530.

A été poursuivi la recherche des marqueurs génétiques
pour I'étude des leptospires et effectué I'évaluation de I'ef-
ficacité de séquencage du géne 16S pARN. L'analyse com-
parée des séquences nucléotidiques obtenues au cours
de cette étude et présentées dans la base de données
a démontré la similitude a 99% du géne 16S pARN. La forte
similitude des fragments 16S pARN des différents types
de Leptospira spp. ne permet pas d'utiliser cette méthode
pour le génotypage, mais elle est efficace pour le screening
initial. Selon les résultats de ces recherches 4 séquences
ont été déposées dans NCBI GenBank sous les numéros
d'immatriculation OP861645-OP861648. Pour résoudre
les problemes de génotypage des leptospires ont été étu-
diés les «genes de ménage» (housekeeping genes), utilisés
dans les schémas MLST et qui sont stables et spécifiques

pour l'espéce. A titre d'objet principal de I'étude a été choi-
si le géene adk codant I'enzyme adénylate-kinase. Les sé-
quences obtenues de ce géne ont été confrontées avec les
données de la base internationale NCBI GenBank et dépo-
sées dans cette base sous les numéros d'immatriculation
OP605965-0OP605967.

Pour la différenciation des microorganismes du genre
Leptospira en souches pathogenes, intermédiaires et sapro-
phytiques a été effectuée l'optimation des conditions
de la PCR d'un fragment du géne flab codant la flagelline
(sous-unité polypeptidique de la classe B des flagelles
periplasmatiques des leptospires) qui sert de facteur
de virulence.

Aux fins de controle et stabilité des compositions anti-
géniques des souches de référence, utilisées pour le dia-
gnostic sérologique de la leptospirose, a été poursuivie
I'analyse génétique des souches de la collection de I'Insti-
tut Pasteur. Ont été étudiées les séquences du géne 16S
PARN de 31 souche des leptospires pathogénes. Les résul-
tats obtenus ont été confrontés avec les données de la base
internationale NCBI GenBank ce qui a permis de déposer
les séquences du géne 16S pARN des souches russes dans
cette base de données sous les numéros d'immatriculation
OL703050-0OL703069 et OL825727-0OL825737. Lanalyse
comparée avec les séquences nucléotidiques conservées
dans la base de données internationale GenBank a démon-
tré la concordance des résultats obtenus malgré I'existence
des différences dans certains nucléotides.

Etude des caractéristiques génétiques
de C. burnetii

Ont été poursuivies les recherches visant a I'étude des
caractéristiques génétiques de C. burnetii aux fins de per-
fectionnement de la détection de ces microorganismes.
Pour atteindre l'objectif assigné ont été étudiés 96 tiques
ixodes des genres Ixodes persulcatus, Dermacentor margi-
natus, D.Reticulates. Au moyen de la PCR avec utilisation
des amorces spécifiques de ce genre Cox1 F-Cox1 R (blast.
ncbi.nlm.nih.gov, algorithme blastn) ont été révélés cinqg
échantillons positifs, testés par la PCR effectuée pour ob-
tention de la séquence nucléotidique étendue du géne
16S pARN. Les amplicones obtenus ont été séquencés
en deux sens avec la réalisation de l'analyse d’homolo-
gie de la séquence nucléotidique comparée avec les sé-
quences des souches et isolats C. burnetii et des microor-
ganismes simili-Coxiella publiées antérieurement. Lors
de l'analyse des séquences nucléotidiques il a été établi
qu’un des échantillons étudiés contenait I'ADN C. burnetii
et l'autre — I'"ADN d’un microorganisme simili-Coxiella.
Dans trois échantillons a été détecté 'ADN des microor-
ganismes génétiquement éloignés: Pseudomonas sp.
dans deux échantillons et Stenotrophomonas sp. dans un
échantillon. Coxiella burnetii et Coxiella sp. ont été détectés
chez les tiques ixodes de I'espéce Dermacentor marginatus.
Comparée avec d’autres souches, 'homologie de I'échan-
tillon positif a C. burnetii selon le gene16S pARN a fait
99,16-99,83% avec la similitude maximale remarquée avec
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les souches d’Europe occidentale (Henzerling et Heizberg
provenant respectivement d’ltalie et de Grece). Le taux
de similitude de la séquence étendue du gene 16S pARN
avec celle du microorganisme simili-Coxiella contenant
C. burnetii a fait moins de 96%. Lors de l'analyse des sé-
quences des génes d'autres bactéries simili-Coxiella, as-
sociées aux tiques ixodes, cet échantillon a été classé en-
semble avec des bactéries détectées en Europe occiden-
tale dans les tiques ixodes D. marginatus, I'hnomologie des
séquences étant 99,33%. Les résultats obtenus de la carac-
téristique génétique témoignent de ce que les bactéries
Coxiella sp., associées aux ixodes Dermacentor sp., sont des
especes-candidates génétiquement distantes de C. burne-
tii. Ainsi sur le fondement du screening moléculaire et de
I'analyse des séquences nucléotidiques du géne 16S pARN
ont été étudiés les isolats non cultivés apparentés a C. bur-
netii et Coxiella sp. Les microorganismes simili-Coxiella ont
été détectés pour la premiere fois sur le territoire de la
partie européenne de Russie. Les résultats obtenus justi-
fient 'opportunité de tenir compte du taux d’homologie
du gene et de la proportion des polymorphismes dans un
groupe de bactéries consanguines sur la base de compa-
raison des séquences nucléotidiques du gene 16S pARN
dans I'étude taxonomique de la bactérie Coxiella sp. Les ré-
sultats de ces recherches ont été utilisés dans la rédaction
des indications méthodologiques «Surveillance épidé-
miologique, diagnostic de laboratoire et prévention de la
fievre Q» (MP 3.1.0281-22).

Ainsi, résultant des recherches génétiques effectuées,
ont été obtenues des nouvelles données sur les caracté-
ristiques génétiques des Coxiella burnetii et des leptos-
pires pathogéniques. A été justifiée l'opportunité de tenir
compte du taux d’homologie du géne et de la proportion
des polymorphismes dans un groupe de bactéries consan-
guines sur la base de comparaison des séquences nucléoti-
diques du géne 16S pARN dans I'étude taxonomique de la
bactérie Coxiella sp.

Dans l'optique des nouvelles données sur les caracté-
ristiques biologiques, y compris génétiques, des agents
pathogénes de la fievre Q et des leptospires, peuvent étre
élaborés les produits perfectionnés du diagnostic de ces
infections.

Etude des caractéristiques
épidémiologiques de la leptospirose

au Vietnam (selon les données des sources
littéraires)

Dans le cadre de coopération en élaboration de la mé-
thodologie et accomplissement des travaux communs
de recherches scientifiques en diagnostic et étude des
caractéristiques épidémiologiques de la leptospirose en
République socialiste du Vietnam ont été analysés plus
de 100 ouvrages scientifiques consacrés a ce theme, ce
qui a rendu possible de publier en langue anglaise un
apercu de littérature «Leptospirose au Vietnam» dans
la revue Russian Journal of Infection and Immunity. Il a été
démontré que les animaux rongeurs synanthropes (rats),
animaux d'élevage (buffles, bovins, porcs) et animaux
domestiques (chiens et chats) restent essentielle source
de lI'infection leptospirosique au Vietnam. L'utilisation des
chats, chiens et rats en tant que denrées alimentaires dans
ce pays se présente comme particularité substantielle
de contamination de la population vietnamienne. Le pays

se caractérise par une grande variété des sérovars des lep-
tospires pathogéniques. Leur «paysage» différe considé-
rablement d’'une région a l'autre, ce qui est da probable-
ment a l'originalité du climat, a la configuration des reliefs,
mais aussi aux activités économiques de la population.
Les disparités géografiques et sociales entre les parties
nord, centre et sud du Vietnam déterminent en grande
mesure les caractéristiques épidémiologiques de la lep-
tospirose servant dargument a I'utilité d'élaborer des
mesures concretes de prévention de cette infection pour
chaque territoire tenant compte de sa spécificité. Le pays
se caractérise par un important hypodiagnostic de la
leptospirose. En moyenne prés de 10% de ses habitants
sont infectés par les leptospires, le travail agricole étant,
selon toute probabilité, le facteur dominant du risque
d’infection. Le taux le plus élevé de séroprévalence aux
leptospires y est révélé chez les fermiers. En moyenne les
femmes sont plus souvent atteintes de l'infection que les
hommes. Pres de deux tiers des malades de la leptospi-
rose sont des personnes d'age actif: 24-60 ans. Chez les
enfants les anticorps contre les leptospires sont détec-
tés dans 12,8% de cas. A été établie une diversification
bien exprimée des sérovars des leptospires circulant au
Vietnam.

Etudes visant la détection des pathogénes
véhiculés par les tiques circulant sur

le territoire du District fédéral Nord-Ouest
de la Fédération de Russie

Aux fins de la détection des rickettsies du groupe des
fievres a tiques tachetées (FTT) a Saint-Pétersbourg ont été
analysés les transporteurs au sujet de la présence de 'ADN
des rickettsies au moyen de test PCR en régime du temps
réel (PCRTR). On a soumis a lI'analyse 55 pools de larves des
tiques hématophages, cueillis sur les animaux rongeurs.
L'ADN des rickettsies y a été détecté dans 12% de pools.
Ont été examinés 100 exemplaires de tiques adultes a jeun
cueillies depuis la végétation sur la toile. LADN des rickset-
ties a été révélé chez 10% de transporteurs. La vérification
des résultats de la PCR TR avec amorces pour la PCR stan-
dard, flanquant les fragments du géne gltA des rickettsies
du groupe FTT, a donné le résultat négatif qui selon toute
probabilité trahit l'existence les polymorphismes géné-
tiques dans les points d’hybridation des amorces. Les ré-
sultats obtenus témoignent éventuellement de I'éloigne-
ment génétique de la population des rickettsies, circulant
sur le territoire de la Fédération de Russie, de celle circulant
au-dela de ses frontieres.

La détection de I'ADN Coxiella burnetii, Borrelia burg-
dorferi sensu lato, Rickettsia species et de I'ARN du virus
de I'encéphalite a tiques a été effectuée par la méthode
de la réaction de polymérisation en chaine en temps réel
avec utilisation des kits de réactants RealBest fabriqués
et commercialisés par le Centre de recherches d’Etat en vi-
rologie et biotechnologie «Vector». Lexamen de 347 tiques
a jeun, cueillis a Saint-Pétersbourg, a révélé les marqueurs
génétiques de Coxiella burnetii dans 16 échantillons (4,6%).
Les tiques infectés par Coxiella burnetii ont été détectés
dans deux arrondissements administratifs de la ville —
Primorsky et Kourortny. Les tiques, cueillis dans l'oblast
d’Arkhangelsk et en République de Carélie, ont été éga-
lement examinés au sujet de leur infection par C. burnetii:
les marqueurs génétiques de cet agent ont été révélés sur
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2,9% du territoire de l'oblast d’Arkhangelsk et sur 4,5%
du territoire de Carélie.

Afin de révéler les ADN des borrélies de I'ensemble Bor-
relia burgdorferi sensu lato ont été analysés 792 exemplaires
de tiques adultes a jeun, cueillies depuis la végétation sur
la toile dans l'oblast de Léningrad (au total 540 exemplaires,
dont 493 Ixodes persulcatus et 47 Ixodes ricinus), de méme
que 203 tiques cueillies dans l'oblast d’Arkhangelsk (137
exemplaires) et en République de Carélie (66 exemplaires).
L'ADN des borrélies a été révélé dans 165 exemplaires
(20,8%), dont 42 Ixodes ricinus cueillis sur les deux terri-
toires (8 dans l'oblast de Léningrad et 34 a Saint-Péters-
bourg) et 123 Ixodes persulcatus dans l'oblast de Léningrad.
Le taux d'infection des tiques par Borrelia burgdorferi s.l.
a fait 19,71% dans l'oblast d’Arkhangelsk et 15,15% en Ré-
publique de Carélie.

On a effectué I'étude des tiques a jeun au sujet de la pré-
sence de I'ADN Rickettsia species. Il a été étudié au total 548
exemplaires cueillis depuis la végétation sur la toile dans
I'oblast de Léningrad (348 exemplaires dont 322 Ixodes
persulacatus et 26 Ixodes ricinus) et dans l'arrondissement
Kourortny de Saint-Pétersbourg (200 exemplaires dont 3
Ixodes persulacatus et 197 Ixodes ricinus). Les marqueurs
génétiques de Rickettsia species ont été détectés dans 38
échantillons (10,9%), dont 5 Ixodes persulcatus cueillis dans
I'oblast de Léningrad et 33 Ixodes ricinus cueillis sur les deux
territoires.

On a poursuivi I'étude de la propagation de I'encépha-
lite virale a tiques (EVT) dans les foyers naturels de cette
infection sur le territoire de Saint-Pétersbourg et de ses en-
virons, de méme que dans l'oblast d’Archangelsk et en Ré-
publique de Carélie. L'examen de 138 Ixodes ricinus et 329
Ixodes persulcatus, cueillis a Saint-Pétersbourg et dans ses
environs, n‘a pas détecté I'’ARN du virus de l'encéphalite
a tiques. Le taux de contamination de 67 Ixodes persulca-
tus, cueillis sur la toile en Carélie, a fait 3,0%. Dans l'oblast
d’Arkhangelsk 123 Ixodes persulcatus ont été cueillis depuis
la végétation sur la toile et 19 — cueillis sur les grands
mammiféeres. Le taux de leur contamination par le virus
de I'encéphalite a tiques a fait respectivement 3,25%
et 5,26%.

Etude de séroprévalence de la population
du District fédéral Nord-Ouest

de la Fédération de Russie par rapport
aux infections «a tiques»

Au cours de cette étude ont été examinés les échantil-
lons des sérums sanguins des habitants apparemment en
bonne santé de 6 territoires administratifs situés dans le Dis-
trict fédéral Nord-Ouest de Russie: République de Carélie
et République Komi, oblasts d’Arkhangelsk, de Léningrad,
de Pskov et ville de Saint-Pétersbourg. Les sérums san-
guins des donneurs ont été étudiés par la méthode ELISA
au moyen des test-systemes commercialisés (Tabl. 10).

La détection des anticorps contre les pathogénes ixo-
dés chez presque 22% de la population du District fédéral
Nord-Ouest de Russie témoigne d'une vaste diffusion des
infections dues a ces pathogenes sur le territoire donné.

A été effectuée I'analyse de l'incidence des infections
véhiculées par les tiques dans la zone subarctique de la
partie européenne de la Russie. Il a été établi que, sur fond
debaisse globale d'incidence de I'encéphalite virale a tiques
(EVT) en Russie, depuis la fin des années 90 jusqu’a présent
au nord de sa partie européenne ont été enregistrés les
périodes de croissance et de décroissement d’incidence
de I'EVT. En République de Carélie le grand maximum d'in-
cidence a été observé en 2003 ayant atteint le taux de 15,3
par 100 000 habitants, tandis que dans l'oblast d’Arkhan-
gelsk les taux maximum d’incidence ont été enregistrés en
2009-2013. En République Komi la période sexennale des
taux maximum d‘incidence en moyenne annuelle a été ob-
servée en 2009-2014 (1,98 par 100 000 habitants). Au cours
des derniéres années la république connait une baisse
considérable de cet indice. Ainsi en 2020 il a constitué 0,85
par 100 000 habitants, qui est le taux comparable a celui
global pour la Russie (0,66 par 100 000 habitants).

L'analyse de données, effectuée au cours de cette étude
consistant en examen d’évolution de l'incidence de I'EVT
et du nombre de victimes de morsures de tiques au nord
de la partie européenne de la Russie a permis de formuler
les conclusions suivantes: le taux d'incidence et le nombre
de personnes infectées de I'EVT restent élevés excédant

Tableau 10. Résultats de détection des anticorps contre les pathogénes des infections a tiques chez les habitants du District

fédéral Nord-Ouest

Echantillons positifs pour les anticorps IgG (nombre de positifs/séroprévalence, %)
= S § 2
o . o = ‘= @A
Territoire Nombre Anticorps positif Virus SR 3 £ '§. g2 Anticorps contre
deresidence | d’échantillons | itouslesagents | del'encéphalite | £ § 3 5 = S & § | 2agentspathogénes
pathogénes TBD atiques ] 56 N S 8 | £ w | adéterminerou plus
32 ¢ |93
S|
Q
République 659 149/22,6 83/126 2732 | 235 | 1523 | 711 15/2,3
des Komis
République 292 59/20,2 38/13,0 931 | 9531 | 103 | 2/07 5/1,7
de Carélie
AO 103 15/14,6 7/6,8 2/1,9*% 11,0 0 5/4,9*% 11,0
PO 98 19/19,4 1/1,2 5/51 0 0 3/31 2/2,0
LO 92 28/30,4 13/14,1 6/6,5% 3/3,3 4/4,3 2/2,2 3/3,3
Total 1244 270/21,7 152/12,2 43/3,5 36/29 | 20/1,6 | 19/1,5 26/2,1

Note. Lors de la comparaison des taux de séroprévalence des anticorps IgG contre les agents pathogénes TBD, des différences significatives ont été trouvées:
*par rapport a Borrelia burgdorferi sensu lato en AO et LO: la valeur correspondante du critere de Fisher est de 1,651 (alors que pour p = 0,01 la valeur critique
est de 1,450); **par rapport a E. chaffeensis/E. muris chez Komi et AO: le critére de Fisher correspondant est de 2,244 (tandis que la valeur critique pour p = 0,01

est de 1,450).
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ceux moyens de la Russie, marqués pourtant par une
tendance baissiere dans la derniere décennie. Pourtant
le nombre de victimes et le taux de la population mor-
due par les tiques restent au niveau stable et élevé sans
tendance a la baisse. Selon toute probabilité dans l'oblast
d’Arkhangelsk et en Carélie ce taux a atteint son maximum

sans perspective de croissance ultérieure. Le taux de la po-
pulation mordue par les tiques et I'incidence progressent
vers le nord occupant de nouveaux territoires dans la zone
subarctique, les processus naturels d’évolution du climat
restant le principal facteur de la situation épidémiologique
observée au nord de la partie européenne de la Russie.
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Surveillance de la poliomyélite et des
infections a entérovirus

Le laboratoire subnational de Saint-Pétersbourg pour
le diagnostic de la poliomyélite, basé a I'Institut Pasteur,
fait partie du réseau de laboratoires de I'Organisation mon-
diale de la santé (OMS) pour la poliomyélite. Dans le cadre
du programme mondial d’éradication de la poliomyélite, il
assure la surveillance de la poliomyélite et de la paralysie
flasque aigué dans les 14 entités constitutives de la Fédéra-
tion de Russie, étant le centre régional de surveillance de la
poliomyélite pour ces territoires.

Le laboratoire recoit les échantillons primaires de ma-
tieres biologiques obtenues des enfants de moins de 15
ans atteints du syndrome de paralysie flasque aigué (PFA),
des personnes les contactant, des patients diagnostiqués
avec une infection a entérovirus (EV) et des enfants appar-
tenant a des groupes de risque, y compris les enfants des
familles de migrants arrivant des zones touchées par la po-
liomyélite. Le laboratoire assure la surveillance de la circula-
tion des poliovirus et des entérovirus non poliomyélitiques
(ENP) dans les différents groupes de population et effectue
également des tests sur des échantillons environnemen-
taux pour y détecter les poliovirus et les ENP.

Tous les tests virologiques, qui constituent I'étalon-or
du Programme d’éradication de la poliomyélite, et les tests
moléculaires sont effectués selon les protocoles de 'OMS
et dans le respect des exigences en matiere de confine-
ment. Tous les ans le laboratoire effectue des tests profes-
sionnels envoyés par 'OMS et se soumet a la procédure
d‘accréditation de I'OMS. Chaque année, le personnel
du laboratoire prépare des rapports résumés relatifs au
maintien du statut de territoire libre de la poliomyélite pour
14 territoires administratifs de la Russie. Ces rapports sont
envoyés au Service fédéral de Rospotrebnadzor pour pré-
parer le rapport de la Fédération de Russie a 'OMS en vue
de la certification de la Russie en tant que pays libre de la
poliomyélite.

Entre 2021 et 2022 ont été testés 186 échantillons prove-
nant de patients atteints du syndrome de paralysie flasque
aigué.En 2021 ont été isolés 4 poliovirus (mélange de polio-
virus des types 1 et 3 provenant d’un seul patient) et, selon
les résultats de la différenciation intra-type, ils ont été clas-
sés comme vaccinaux. En 2022 deux ENP du Coxsackievirus
A16 ont été isolés a partir d'un cas de PFA. Dans les zones
relevant de la responsabilité du Centre n‘a été signalé au-
cun cas de la poliomyélite paralytique associée au vaccin.

Le laboratoire a également continué a tester le matériel
provenant d’enfants de familles des migrants a la recherche
des poliovirus et des ENP. En 2020 et 2021, en raison de la si-
tuation épidémique défavorable pour la poliomyélite dans
les Etats voisins (flambée de la poliomyélite associée au po-
liovirus circulant dérivé d'une souche vaccinale du type 2
(PVDVc2) a Tadjikistan; cas de PFA causée par le PVDVc2
et isolement du PVDVc2 chez les personnes de contact en

Ukraine), le laboratoire a examiné beaucoup plus d’échan-
tillons de cette catégorie que d’habitude. En 2021, sur
le nombre total d’enfants en bonne santé issus de familles
des migrants examinés (1176), les enfants de Tadjikistan
prédominaient — 1018 (86,6%). Trois poliovirus du type 1,
cinqg poliovirus du type 2, cinq poliovirus du type 3 et trois
mélanges de poliovirus des types 1 et 3 ont été isolés chez
les nouveaux arrivants. Tous les poliovirus du type 2, iso-
|és a partir des enfants de Tadjikistan, appartenaient a des
souches vaccinales du nouveau vaccin oral contre le polio-
virus nVOP2 utilisé a Tadjikistan pour lutter contre la flam-
bée de la poliomyélite causée par le PVYDVc2. En outre, 104
ENP de différents types ont été isolés chez des enfants
migrants.

En 2022 ont été analysés au total 890 échantillons pro-
venant d'enfants de familles des migrants. Ont été détec-
tés onze poliovirus du type 1, onze poliovirus du type 3,
cing mélanges de poliovirus des types 1 et 3 et trente-cing
ENP. Sur 14 territoires controlés par le Centre les poliovirus
du type 2 n'ont pas été isolés. La plupart des enfants testés
venaient de Tadjikistan (597), des Républiques de Tchét-
chénie et de Daghestan (149) et d'Ukraine (97). En 2021 en
Ukraine seuls 53% d’enfants ont bénéficié de la couver-
ture vaccinale contre la poliomyélite, c’est pourquoi une
grande attention a été accordée a I'examen des enfants
d’Ukraine et des Républiques populaires de Lougansk
et de Donetsk. La différence entre le nombre d’ENP, isolés
en 2021 et en 2022, s’explique par la période d'échantillon-
nage: en 2021, la plupart d’échantillons ont été prélevés en
septembre-décembre (1074 échantillons, 91%), alors qu’en
2022, au contraire, la majeure partie d'échantillons a été ob-
tenue en janvier-juin (650 échantillons, 73%), lorsque la cir-
culation des entérovirus dans les zones au climat tempéré
est au niveau bas.

L'évaluation de l'intensité de I'immunité de la popula-
tion contre les poliovirus est un élément important de la
surveillance visant a confirmer que la Fédération de Russie
est le territoire libre de la poliomyélite (conformément aux
directives méthodologiques MU 3.1.2943-11). Un schéma
séquentiel de la vaccination antipoliomyélitique est actuel-
lement utilisé en Fédération de Russie conformément au
calendrier national de vaccination, les enfants recevant les
deux premiéres vaccinations avec le vaccin antipoliomyéli-
tique inactivé, le vaccin antipoliomyélitique oral étant utili-
sé pour les quatre vaccinations suivantes.

On poursuit les études visant I'intensité de I'immunité
contre les poliovirus dans la population des enfants sur un
des 14 territoires contrélés. Pendant la période de quatre
ans (2017-2021) on a examiné les sérums sanguins obtenus
des enfants de deux groupes indicateurs de 3-4 ans et 16—
17 ans (Tabl. 11). Les données sur I'absence d’anticorps
contre le poliovirus du type 2 chez certains enfants vacci-
nés avec le vaccin bivalent contre le poliovirus témoignent
d'une baisse de I'immunité collective contre le poliovirus
du type 2 qui se poursuit apres son élimination du vaccin
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Tableau 11. Résultats des analyses du sérum sanguin pour la recherche d’anticorps contre les poliovirus chez les enfants sur

le territoire concerné en 2017-2021

Pourcentage de sérums séronégatifs au poliovirus (PV)
Type . Année I\,Iombre Enfantsde3a4ans Enfants de 16 a17 ans
de vaccin d’enfants
PV1 PV2 PV3 PV 1 PV 2 PV3
2017 204 0 0 2,0 0 0 13,0
2018 202 0 1 2 1 2 8
VPOb
2019 200 0 2 1 0 6 19
2021 175 0 8 2,7 0 3 20

oral contre le poliovirus. L'absence d'anticorps contre le po-
liovirus du type 2 chez les enfants vaccinés est un signal
alarmant et a l'avenir le laboratoire poursuivra la surveil-
lance de l'intensité de I'immunité contre ce type de virus
dans les groupes indicateurs.

Entre 2021 et 2022, plus de 5000 échantillons prove-
nant des patients atteints d'infections a entérovirus ont
été testés sur 14 territoires du Centre. Lincidence des dif-
férentes formes d'infection a entérovirus en 2021 est res-
tée faible par rapport a 2019, avec les ratios de 0,5 et 9,06
par 100 000 habitants, respectivement. En 2021, la plupart
des cas concernaient des enfants (97,6%). Sur la plupart
des territoires prédominaient les formes exanthématiques
de la maladie. Sur deux territoires seulement, les oblasts
de Vologda et de Saratov, le taux de la forme la plus grave
d’infection a entérovirus qui est la méningite a entérovirus,
excédait 40%. Des entérovirus non poliomyélitiques ont
été isolés dans 1,5% du nombre total d’échantillons testés.
Les poliovirus dérivés d'une souche vaccinale ont été rare-
ment isolés (0,1%) chez des enfants récemment vaccinés
avec le vaccin oral contre le poliovirus. Dans la plupart des
cas (54,1% du nombre total de virus isolés), les entérovirus
Coxsackievirus A de différents types ont été isolés chez les
patients atteints d'infections a entérovirus. Les entérovirus
Coxsackievirus B1-6 ont été isolés dans 24,6% des cas.
Les autres entérovirus isolés appartenaient aux différents
types d’ ECHO (6, 11, 25), et deux souches appartenaient
a EV71 et 99.

En 2022, I'incidence de I'infection a entérovirus a repris
la croissance atteignant le ratio de 9,9 par 100 000 habi-
tants. Les taux d’incidence les plus élevés ont été enre-
gistrés dans l'oblast de Mourmansk et dans la République
Komi. Les formes exanthématiques d'infection a entéro-
virus prédominaient toujours sur les territoires du Centre.
Le taux d'isolement des ENP a augmenté pour atteindre
2,5% du nombre total d’échantillons testés en 2022, tan-
dis celui d'isolement des poliovirus était de 0,5%. Parmi les
entérovirus isolés, le Coxsackievirus A des différents types
constituait la majorité (62,9%), le Coxsackievirus B, 'ECHO 6
et 'ECHO 15 ont également été isolés. Deux isolats de Cox-
sackievirus A10 provenant de patients atteints d'une infec-
tion a entérovirus du méme territoire présentaient déja, lors
de l'infection primaire, un effet cytopathogéne caractéris-
tique des poliovirus sur les cellules de la lignée spécialisée
L20B (avec un récepteur intégré pour les poliovirus), qui est
utilisée pour différencier les ENP des poliovirus. D'autres
isolats du Coxsackievirus A10 précédemment isolés en
laboratoire n‘ont pratiquement pas eu d'effet cytopatho-
géne sur les cellules L20B. Les isolats provenant de patients
des différentes familles étaient complétement identiques
au niveau du fragment VP1 déchiffré du génome. Lorsque

le diagnostic PCR a été réalisé avec des amorces typospé-
cifiques aux poliovirus, ceux-ci se sont comportés comme
des ENP, de sorte que les diagnostics PCR permettent aux
laboratoires d’identifier correctement ces virus comme
étant non poliomyélitiques. Néanmoins, ces phénomeénes
doivent faire I'objet d'un examen plus approfondi.

Un élément clé de la surveillance de la circulation des po-
liovirus et des ENP dans la population au cours de la phase
finale du Programme d’éradication de la poliomyélite est
la surveillance des sites environnementaux par l'analyse
d'échantillons d’eaux usées. Le laboratoire sous-national
de I'OMS pour la poliomyélite procede depuis de nom-
breuses années a la détection des poliovirus et des enté-
rovirus non poliomyélitiques dans les échantillons prélevés
dans I'environnement.

Entre 2021 et 2022, 3590 échantillons d’eaux usées ont
fait I'objet de tests virologiques sur 14 territoires de la ré-
gion. La structure des entérovirus isolés a partir d'échantil-
lons d’eaux usées était dominée par les poliovirus, princi-
palement de type 3 (42% et 55,3% en 2021 et 2022 respecti-
vement). La forte proportion de poliovirus dans les échan-
tillons d’eaux usées est liée a la vaccination systématique
continue des enfants avec le vaccin oral contre le poliovirus
(Fig. 4).

Selon les résultats de la différenciation intra-typique
tous les poliovirus ont été classés comme poliovirus dé-
rivés d'une souche vaccinale. Aucun poliovirus du type 2
n'a été isolé. Le Coxsackievirus B dominait parmi les enté-
rovirus non poliomyélitiques: sa proportion était de 20%
et de 14,9%. Ces virus peuvent étre un facteur étiologique
de la méningite entérovirale et sont également caractéri-
sés par un portage asymptomatique. Contrairement aux
échantillons provenant de patients atteints d'infection
a entérovirus, les entérovirus Coxsackievirus A ont été dé-
tectés en faible quantité (6% en 2021 et 2,1% en 2022) dans
les échantillons d’eaux usées. Des entérovirus ECHO de dif-
férents types ont été détectés dans 22% des échantillons
en 2021 et 14,9% en 2022. Les entérovirus de type ECHO 30
n‘ont pas été détectés dans les échantillons d’eaux usées
en 2022.

Dans la phase de post-certification de I|'éradication
mondiale de la poliomyélite, 'amélioration de la surveil-
lance de la poliomyélite et de la paralysie flasque aigué
est cruciale. Lintensification de la surveillance virologique
des patients atteints de la PFA, associée a une surveillance
complémentaire essentielle, telle que la surveillance des
enfants a risque, des infections a entérovirus et de l'envi-
ronnement, contribuera a maintenir le statut de certains
territoires de Russie comme libres de la poliomyélite, tout
comme aussi I'ensemble du pays, et a garantir de cette
facon la mise en ceuvre du Programme mondial d'éradi-
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Figure 4. Détection d’entérovirus dans des échantillons d’eaux usées dans les 14 territoires du centre (2019, 2021)

cation de la poliomyélite. La connaissance des schémas
de circulation des ENP au sein de la population sur diffé-
rents territoires a différentes périodes, et de I'évolution des
entérovirus permettra de comprendre les régularités et les
caractéristiques spécifiques du développement du proces-
sus épidémique de cette infection et contribuera a amélio-
rer la prévention de I'infection a entérovirus afin de réduire
I'incidence de la maladie.

Dans le cadre de la coopération avec le réseau interna-
tional des instituts Pasteur, le laboratoire coopére active-
ment avec |'Institut Pasteur de Ho Chi Minh Ville (Vietnam).
Dans le cadre du projet «Détection des entérovirus non
poliomyélitiques dans les matériels biologiques provenant
de patients atteints d'une infection a entérovirus», en colla-
boration avec des collégues vietnamiens, des entérovirus
isolés chez les patients atteints de l'infection a entérovirus
ont été étudiés et une analyse des caractéristiques de la cir-
culation des différents types d’entérovirus en Russie et au
Vietnam a été réalisée.

Pendant de nombreuses années, la forme la plus cou-
rante d’infection a entérovirus au Sud-Est Asiatique est
la fievre aphteuse, dont les principaux symptomes sont une
éruption cutanée sur les mains et les pieds et une ulcéra-
tion de la muqueuse buccale. Dans les pays chauds l'infec-
tion se complique souvent de pathologies neurologiques
ou cardiovasculaires, de sorte que le diagnostic et la pré-
vention de l'infection a entérovirus constituent une tache
urgente pour le Vietnam.

Pour étudier 87 souches d’entérovirus isolées a par-
tir des patients atteints d'une infection a entérovirus au
Sud Vietnam ont été utilisées des méthodes virologiques
et moléculaires. Les séquences nucléotidiques du genome
VP1 de 23 souches de Coxsackievirus A10 et de 2 souches
de Coxsackievirus A2 ont été déchiffrées. Les séquences ont
été déposées dans la base de données internationale Gen-
Bank. Une analyse comparative des virus Coxsackievirus
A10 circulant dans les deux pays a été réalisée. Les entéro-
virus de ce type représentent 23% de tous les entérovirus
isolés chez des patients atteints de la fiévre aphteuse au
Sud Vietnam. La plupart des souches virales vietnamiennes
isolées appartenaient au génotype F, principalement au
sous-génotype F3; une souche isolée chez un patient at-
teint d'une maladie grave appartenait au sous-génotype F1
(Fig. 5).

La comparaison des souches russes et vietnamiennes
de Coxsackievirus A10 utilisant I'analyse phylogénétique
a révélé que les souches isolées dans I'oblast de Mour-
mansk appartenaient au génotype F et les souches isolées

dans l'oblast d’Arkhangelsk au génotype C. Les souches
russes isolées dans les différentes périodes ont montré une
affinité avec divers isolats étrangers. Des souches apparen-
tées aux souches russes ont été identifiées dans les pays
du Sud-Est Asiatique et du bassin du Pacifique. Cette hété-
rogénéité génétique des souches russes de CV-A10 pourrait
indiquer que le virus a été introduit en Fédération de Russie
a plusieurs reprises au cours de la derniére décennie.

Vingt-six souches d’entérovirus isolées au Sud Viet-
nam chez des patients atteints du syndrome de paralysie
flasque aigué ont également été étudiées. Ont été iso-
lées les souches suivantes d’ENP: 1 CVA4, 1 CVB1, 3 CVB3,
15 EVA-71. Les types de ces virus ont été identifiés par sé-
quencage. Le séquencage des souches de Coxsackievirus
A2 isolées chez des enfants malades atteints du syndrome
de paralysie flasque aigué a également été réalisé. Lassocia-
tion des souches de Coxsackievirus A2 avec la clinique de la
paralysie flasque aigué n'avait pas été signalée auparavant
en Russie. La comparaison des souches russes et vietna-
miennes d'entérovirus non poliomyélitiques se poursuit.
Au cours de deux ans les séquences nucléotidiques de 39
souches de Coxsackievirus A, Coxsackievirus B, ECHO,
EVA-71 (OL381925-0L381924 et OP948136-OP948149) ont
été déposées dans GenBank et peuvent étre utilisées par
d’autres chercheurs travaillant sur le theme de l'infection
a entérovirus.

Du 29 novembre au 3 décembre 2021 a été organisé
le séminaire de formation sur les «Méthodes virologiques
et moléculaires pour la détection des entérovirus non po-
liomyélitiques dans les échantillons provenant de patients
atteints d'une infection a entérovirus et dans les échantil-
lons environnementaux». 40 participants s'y sont connec-
tés en ligne de Hanoi et de Ho Chi Minh et encore 6 parti-
cipants de I'Institut Pasteur de Ho Chi Minh se sont rendus
a Saint-Pétersbourg pour participer en personne au sémi-
naire et discuter du sujet qui les intéressait.

En 2021-2022, le Dr T.T. Nguyen de l'Institut Pasteur
de Ho Chi Minh a mené sa recherche de thése sur le théme
«Incidence et étiologie de l'infection a entérovirus dans
le Sud Vietnam». Lors de ses visites a Saint-Pétersbourg
ont été organisées les consultations avec son directeur
de these. La structure de la these a été discutée et prépa-
rés les tableaux et autres documents illustratifs. Le cha-
pitre A été écrit le chapitre «Matériel et méthodes» de la
these et réalisée une analyse de la situation épidémique
de la PFA depuis 2010 jusqu’a 2021. Vingt-deux souches
de poliovirus et 249 souches d’ENP ont été isolées, et les
patients été analysés en fonction de leurs caractéristiques
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Figure 5. Arbre phylogénétique réalisé a partir de I'analyse du fragment VP1 du génome du Coxsackievirus A10
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démographiques et de leur statut vaccinal. Ont été analy-
sés les différents cas d'infection a entérovirus sous deux
formes cliniques circulant de 2012 a 2021. On a analysé sé-
parément les cas de l'infection a entérovirus qui se sont
présentés cliniquement sous forme de méningite a enté-
rovirus et/ou méningo-encéphalite; a partir de ces patients
ont été isolées 244 souches d’ENP, appartenant a trois es-
péces d'EV (A, B et D) et a 23 types. 3700 d'ENP, apparte-
nant a trois espéces (A, B et C) et a 13 types, ont été isolés
chez les patients atteints d'une infection a entérovirus
et présentant un exanthéme viral. Lentérovirus EVA-71
a été le plus fréquemment isolé dans les deux formes cli-
niques d’infection a entérovirus. Le virus EVA-71 des deux
génotypes circule le plus largement dans la population
sud-vietnamienne, provoquant des maladies avec diffé-
rents symptdémes cliniques (Fig. 6).

Il a été établi qu’en dehors de I'EVA-71 dans la clinique
de la méningite ont dominé les entérovirus de type B
(CVB3, B4, B5, ECHO 11, 9, 6 et 30), tandis que les virus
de type A (CVA10, A16, A4) ont dominé dans la forme exan-
thématique de I'infection a entérovirus. Une analyse multi-
variée a été réalisée sur I'influence des facteurs climatiques,
démographiques, socio-hygiéniques et géographiques sur
I'incidence de l'infection a entérovirus, en particulier la ré-
sidence d’environ d’un quart de la population du Vietnam
dans le delta du Mékong. Le Mékong traverse cing pays
du Sud-Est Asiatique et charrie les eaux usées de tous ces
pays vers le Sud Vietnam, ce qui se traduit par les taux les
plus élevés de l'infection a entérovirus dans les provinces
sud du pays.

En 2022 a été publié en langues russe et viethamienne
un support de formation portant le titre «<Amélioration
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99

de la surveillance épidémiologique et du diagnostic de la-
boratoire des infections a entérovirus dans la République
socialiste du Vietnam». Cet ouvrage présente des don-
nées sur I'analyse de la morbidité de l'infection a enté-
rovirus au Sud Vietnam et dresse une caractéristique des
agents étiologiques des infections a entérovirus. Y sont
formulées les recommandations pour améliorer la surveil-
lance épidémiologique et le diagnostic de laboratoire en
République socialiste du Vietnam. Cet ouvrage est d'une
grande utilité pour un vaste éventail des professionnels
de la santé.

Mise en oeuvre de la surveillance
épidémiologique de la rougeole
et de larubéole dans la période
post-pandémique

Le Centre régional de surveillance de la rougeole et de
la rubéole de I'Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg super-
vise 11 territoires du District fédéral Nord-Ouest. Le labo-
ratoire sous-national de virologie du Centre fonctionnant
dans le cadre du Laboratoire d'étiologie et de controle des
infections virales, accrédité par 'OMS, effectue des tests
de routine sur les sérums sanguins des patients présentant
les symptémes de suspicion de la rougeole et de la rubiiole,
ainsi que la surveillance des maladies exanthématiques.

En 2021, le laboratoire a testé 24 échantillons de sérum
sanguin des patients atteints de la rougeole, 21 échan-
tillons de sérum des patients atteints de rubéole et 239
échantillons de sérum des patients atteints des maladies
exanthématiques. Dans le contexte d'une situation épidé-
mique défavorable, provoquée par la nouvelle infection
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Figure 6. Arbre phylogénétique réalisé a partir de I'analyse du fragment VP1 du génome des souches EVA-71 appartenant

au génotype B5
Par I'icone A sont désignées les souches, isolées au Vietnam.

Rapport D’Activites 2021-2022 25



Département de virologie

Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg

12 T
0,95
2 ] -
C
I 0,8
s 087 ]
2 06
2 06 1 -
1S 0,46
S 041
© 0,23
80,2 A
ol 0 2% - 0o 002 o 004
2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
(10 mois)

Figure 7. Incidence de la rougeole sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest en 2009-2022

a coronavirus, et les mesures restrictives, sur les territoires
du District fédéral Nord-Ouest en 2021 n'a été révélé aucun
cas de la rougeole (Fig. 7).

En 2022 ont été soumis au test de laboratoire 23 échan-
tillons de sérum sanguin de patients atteints de la rou-
geole, 15 échantillons de patients atteints de la rubéole
et 244 échantillons de patients atteints des formes exan-
thématiques de la maladie. Suite a la levée des restrictions
anti-épidémiques liées a la diffusion de COVID-19, en 2022
ont été révélés 7 cas de rougeole trahissant le taux d'inci-
dence de 0,04 par 100 000 habitants. Les cas de la rougeole
ont été enregistrés sur deux territoires du District fédéral
Nord-Ouest: un a Saint-Pétersbourg et six dans l'oblast
de Leningrad.

Dans tous les cas, la source d’infection se présentait
sous l'aspect des ressortissants de Tadjikistan arrivés dans
le District fédéral Nord-Ouest entre mai et novembre
2022. Suite a son importation, un foyer de l'infection s'est
constitué qui, par la suite, s’est propagée de maniere sui-
vante: se sont trouvés contaminés 3 enfants de Tadjikis-
tan et 2 enfants non vaccinés pour des raisons médicales,
qui étaient en contact avec eux, tous résidents de l'oblast
de Leningrad.

Entre 2019 et 2022, les adultes et les enfants de moins
de 18 ans étaient malades de maniére presque identique:
la proportion d'adultes parmi les malades était de 54%. Se-
lon le statut vaccinal, les personnes non vaccinées et celles,
dont les antécédents vaccinaux étaient inconnus, repré-
sentaient 92,65%; les personnes vaccinées et revaccinées
étaient malades dans 7,35% des cas.

Tous les cas détectés de la rougeole ont été confirmés
par I'examen de laboratoire; les isolats du virus de la rou-
geole et les résultats de génotypage ont été obtenus dans
tous les cas. En 2020, un foyer a Saint-Pétersbourg a été
causé par le génotype du virus de la rougeole D8 Gir Som-
nath; tous les autres cas de la rougeole a Saint-Pétersbourg
et dans I'oblast de Leningrad ont été attribués a un seul gé-
notype: B3 Kaboul. Le dernier cas de la rougeole dans la ré-
gion a été enregistré en mai 2020. Depuis mai 2022, tous les
cas révélés a Saint-Pétersbourg et dans la région de Lenin-
grad étaient dus au virus de la rougeole du génotype D8
(code de séquence MeaNS 8248), qui continue a circuler
dans la République de Tadjikistan.

Surveillance de I'incidence de la rubéole
sur les territoires du District fédéral
Nord-Ouest

En 2021-2022 sur les territoires du District fédéral Nord-
Ouest na été signalé aucun cas de la rubéole (Fig. 8).

Les travaux sont actuellement en cours pour détecter
la rubéole chez les femmes enceintes et les cas de syn-
drome delarubéole congénitale. En 2021-2022 ont été exa-
minées 3 femmes enceintes avec suspicion de cette infec-
tion ou ayant eu le contact avec un cas de rubéole confirmé
par I'examen de laboratoire. Le diagnostic «rubéole» a été
exclu chez toutes ces femmes (absence de dynamique des
IgM, présence des IgG de forte avidité).

Globalement, sur les territoires du District fédéral Nord-
Ouest on n‘observe pas de circulation endémique du virus
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Figure 8. Incidence de la rubéole dans le District fédéral Nord-Ouest en 2009-2022
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delarougeole. La faible incidence de la rubéole dans le Dis-
trict fédéral Nord-Ouest en 2017-2022 et les données pro-
venant de tests moléculaires adéquats, effectués sur le ma-
tériel biologique, obtenu de patients, indiquent que sur
les territoires de ce district on assiste a I'élimination de la
rubéole.

Commentaire éthique a la prophylaxie
vaccinale de COVID-19 (la composante
éthique de la surveillance du processus
épidémique)

On aréalisé une analyse systémique du contenu éthique
de la prophylaxie vaccinale de COVID-19. L'urgence du pro-
bléme réside dans le fait que le concept de I'éthique vacci-
nale a été introduit dans la législation et la palette termino-
logique des documents réglementaires. Il est présent dans
les publications scientifiques et les médias étant devenu un
sujet de discussion entre les communautés civile et scien-
tifique, les autorités laiques et les confessions religieuses
et fait I'objet d’'une attention soutenue de la part des princi-
paux organismes internationaux: UNESCO, ONUSIDA, OMS,
CDC et autres.

Une évaluation de la composante éthique des différentes
étapesdelavaccinationamisen évidence un certainnombre
de points critiques, parmi lesquels le déficit de connais-
sances scientifiques sur COVID-19 et les données insuffi-
santes sur les conditions technologiques de production des
vaccins, sur leurs efficacité et sécurité, ainsi que sur les bases
pratiques de leur application. Le compromis éthique s'est
manifesté en la promotion des vaccins, accompagnée des
critiques incontrolées des vaccins par les concurrents, créa-
tion d'un stéréotype de méfiance et de scepticisme et d'une
pseudo interprétation du concept des droits et libertés, qui
a exclu du champ de signification la nature objective de la
condition de «double loyauté» et de la responsabilité so-
ciale de I'Etat, inscrite dans la Constitution, de restreindre les
droits et libertés d'un individu pour la protection des droits
et des intéréts |égitimes de la société.

Publications
Articles

La recherche s'applique a adapter d’'une maniere inno-
vante le concept éthique de la vaccination contre COVID-19,
afin de stabiliser I'équilibre entre la confiance et la justice
sociale. Il convient d'introduire dans la pratique de la prise
de décision en matiere de vaccination certains principes
éthiques: nécessité, proportionnalité, distinction, [égalité,
restriction, humanité, surveillance, prévention, correction
et responsabilité pour infraction.

Les principes de nécessité et de proportionnalité visent
a définir I'échelle, la durée et l'intensité de l'utilisation des
vaccins spécifiques, en tenant diment compte de la menace
existante et de la dynamique des conséquences épidémio-
logiques et sociales. Le principe de distinction vise a établir
les critéres objectifs pour 'administration personnalisée des
vaccins ayant des mécanismes d‘action différents appliqués
a des populations différentes en fonction des risques cli-
nigques, épidémiologiques, sociaux et professionnels.

Les principes de légalité et de restriction exigent le res-
pect de la législation en vigueur relative a l'organisation
de la vaccination, réduisant au minimum les restrictions
des droits et libertés qui ne sont pas justifiées par la loi
et le bon sens. Le principe d’humanité consiste a respec-
ter et a protéger les personnes considérées comme vul-
nérables en raison de leurs caractéristiques sociales, psy-
chologiques, administratives, politiques et de leur age.
Les principes de surveillance, de prévention, de correction
et de responsabilité impliquent le suivi dynamique des
effets de la vaccination en vue d’'obtention rapide des in-
formations nécessaires et d'une rectification logistique,
y compris la possibilité de substitution/suspension pour
prévenir et minimiser les risques imprévus et responsabi-
liser les acteurs sociaux.

En conclusion générale, il convient de souligner que
la mise en ceuvre harmonieuse du systeme des repéres
éthiques proposé devrait contribuer a la mise en place
d’une une plateforme scientifiquement fondée et mora-
lement acceptable permettant de renforcer la confiance
du public et son adhésion volontaire a I'idée de l'utilité
de la vaccination.
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LABORATOIRE DE VIROLOGIE EXPERIMENTALE

Chef du laboratoire: |.N. Lavrentieva

Chercheurs: V. Zarubaev, A. Slita, A. Antipova, A. Volobueva, E. Sinegubova, S. Belyaevskaya, A. Garshinina, Ya. Esaulkova,

R. Kadyrova, Ya. Orshanskaya

En 2021-2022 les études au laboratoire de virologie ex-
périmentale ont été menées sur deux themes de recherche:

I. Theme: «Elaboration de nouveaux produits de préven-
tion et de traitement des maladies virales a impact social».

IIl. Théme: «Optimation du systéme de surveillance de la
rougeole et de la rubéole a I'étape de leur élimination».

Elaboration des nouveaux produits
de prévention et de traitement
des maladies virales a impact social

Exécutants: V. Zarubaev, A. Slita, Ya. Esaulkova, A. Volobueva,
E. Sinegubova, S. Belyaevskaya, A. Garshinina, Ya. Orshanskaya

La période considérée a été marquée par la poursuite
des travaux de recherche et conception de nouveaux inhi-
buteurs bas-moléculaires des virus de la grippe. A été dé-
montré le haut potentiel des dérivés des tétrazoles annelés
et non annelés. Sur 21 échantillons des substances testées
7 (33%) possédaient I'index de sélectivité SI 10 et plus, qui
témoigne du haut potentiel de ce groupe et de la possibi-
lité d’optimisation des structures chimiques dans l'optique
d’obtention des composés ayant des caractéristiques phar-
macologiques optimales (Fig. 9).

A été poursuivie la recherche des inhibiteurs efficaces
de reproduction du virus de la grippe dans les biblio-
théques chimiques des composés d’autres classes structu-
rées. Ainsi, au cours de la recherche a été démontré un haut
potentiel anti-grippal des dérivés polyfluorés des compo-
sés hétérocycliques de méme que des dérivés des compo-
sés terpéniques. Sur 93 composés étudiés de ce groupe 32
(34,4%) ont fait preuve du niveau requis d'activité anti-grip-
pale (S 10 et plus). Cependant 4 composés avaient S| plus
haut que 100 (Fig. 10).

Pour plusieurs composés de cette bibliothéque a été
étudiée leur propriété de blocage de I'hémagglutinine vi-
rale. Suite aux essais il a été démontré que les propriétés
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Figure 9. Dérivés des tétrazoles annelés 5673 (S| = 33)
et 5683 (Sl = 27), actifs contre le virus de la grippe A/Puerto-
Rico/8/34 (HIN1) dans les essais in vitro
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Figure 10. Dérivés des composés cycliques fluorés 6679
et 6300, actifs contre le virus de la grippe A/Puerto-
Rico/8/34 (HIN1) dans les essais in vitro

antivirales des dérivés squelettiques de I'oxadiazole sont
dues a leur capacité d’'interférer avec l'activité fusogénique
de I'hémagglutinine virale (Fig. 11) se liant avec le fragment
proximal de la partie tige (Fig. 12).

A été poursuivie I'étude du mécanisme de l'activité anti-
virale du ginsamide — dérivé de ginsenol, alcool polycycli-
que naturel. Au moyen de la sélection et en présence de ce
composé a été obtenue une souche du virus de la grippe ré-
sistante a lui, et dans la molécule d’'hémagglutinine ont été
localisées les mutations associées a la résistance (Fig. 13).

Au moyen de la modélisation moléculaire a été locali-
sé le site de liaison de la molécule de ginsamide avec I'hé-
magglutinine virale (Fig. 14). Lanalyse des données obte-
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Figure 11. Activité anti-fusogénique du composé 6060
contre I'hémagglutinine du virus de la grippe A/Puerto-
Rico/8/34 (HIN1)
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Figure 12. Modéle de la liaison du composé 6060 avec
I’hémagglutinine du virus de la grippe A/Puerto-Rico/8/34
(HINT)

Figure 14. Localisation du site de la liaison de la molécule
de ginsamide avec I’hémagglutinine virale (contourné
en rouge) selon les données de modélisation moléculaire

100 =4
£ | .
x
35
©
£
C
©
3 50-
©
[0}
)
C
©
>
2
5’1 ol
O T T T T T T T T T T T T T

01234567 8910111213141516
Délai aprés contamination, jours

—e— PR8+3011 incubation préalable
—— Placébo

=%— 3011 Th avant par voie intranasale
—¥— Tamiflu

Figure 13. Mutations de résistance du ginsamide dans Figure 15. Dynamique des décés d’animaux atteints
la molécule d’hémagglutinine du virus de la grippe de la pneumonie grippale dans les conditions d’utilisation
A/Puerto-Rico/8/34 (HIN1) des composés polyméres
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Figure 16. Dynamique des indices pondéraux des animaux atteints de la pneumonie grippale dans les conditions d'utilisation
des composés polymeres
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nues a démontré que précisément dans ce site est localisée
la mutation de la résistance V458L (Fig. 13D). Ainsi, les don-
nées obtenues par deux moyens indépendants expliquent
les mécanismes de l'activité antivirale des dérivés du ginse-
nol dans I'ensemble et de ginsamide, composé de premiere
ligne, en particulier.

A été étudiée Ilactivité protective du copolymere
de l'acide vinylphosphonique avec 4-acryloylmorpholine
dans les essais sur modeles animaux de l'infection grip-
pale. Il a été démontré qu'au cas d'utilisation intranasale

le polymére sert a prévenir la mort des animaux et a norma-
liser leurs indices pondéraux (Fig. 15, 16). Les animaux ayant
obtenu le polymére une heure avant la contamination ont
tous survécu. Cependant dans l'autre groupe d‘animaux,
qui ont obtenu le produit comparateur Tamiflu, une souris
était morte, ce qui témoigne en faveur du polymére étu-
dié comme moyen efficace de prévention contre I'infection
grippale, n‘agissant pas d‘ailleurs directement sur le virus
mais réduisant éventuellement la réceptivité de l'orga-
nisme a l'infection virale au niveau de la porte d’entrée.
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Actualité

Malgré le développement réussi du Programme d‘éli-
mination de la rougeole, de la rubéole et du syndrome
de la rubéole congénitale ces infections restent d'actua-
lité a cause de la situation épidémique compliquée de la
rougeole en Europe, Asie, Amérique Centrale et Amérique
du Sud. En Fédération de Russie la propagation du virus
de la rougeole n'est pas rompue non plus. La pandémie
de la nouvelle infection a coronavirus et les mesures adop-
tées dans plusieurs pays, y compris en Russie, contre sa pro-
pagation pouvaient exercer une influence sur la circulation
du virus de la rougeole. L'analyse de cette question est im-
portante pour la surveillance et le controle de l'infection.

La situation épidémiologique de la rubéole en Russie est
assez calme et ne suscite pas de grosse inquiétude. Notam-
ment, dans le District fédéral Nord-Ouest pendant plusieurs
années de suite on enregistre les cas unitaires de la rubéole
soit leur absence. Pourtant dans les conditions de I'incidence
sporadique augmente l'importance des études screening
de I'immunité collective au virus de la rubéole.

Jusqu’a présent en Fédération de Russie n'est pas orga-
nisé I'enregistrement de I'incidence de l'infection a parvo-
virus (IPV) particulierement dangereuse pour les personnes
faisant partie des groupes de risque. Cela étant, selon les
données obtenues antérieurement, cette infection est lar-
gement répandue sur les différents territoires de la Fédéra-
tion de Russie.

Ainsi, les recherches visant a perfectionner la surveil-
lance épidémiologique et virologique de la rougeole, la ru-
béole et I'lPV conservent toute leur actualité.

En 2020-2021 les études sur ce théme de recherche ont
été effectuées suivant les essentielles orientations suivantes:
1. Influence de la pandémie de COVID-19 sur la propaga-

tion de la rougeole dans plusieurs régions géogra-

phiques en 2020;

2. Immunité collective contre le virus de la rubéole dans
certaines régions géographiques;

3. Etude de propagation des marqueurs de l'infection
a parvovirus dans la population du District fédéral
Nord-Ouest, y compris dans les groupes de risque;

4, Caractéristique des isolats de parvovirus B19 (PVB19)
circulant sur le territoire de la République de Guinée.

Matériels et méthodes

Il a été étudié au total 3136 échantillons du sérum san-
guin obtenus en 2020-2022 sur plusieurs territoires de la
Fédération de Russie, du Sud Vietnam et de la République
de Guinée des personnes agées de 7 mois a 89 ans, appa-
remment en bonne santé, de méme que des personnes
révélant des symptomes exanthématiques du processus
infectieux. Les échantillons ont été fournis par les labora-
toires virologiques des centres régionaux de surveillance
de la rougeole et la rubéole dans le District fédéral Nord-
Ouest de la Fédération de Russie, en République de Serbie,
au Sud Vietnam et en République de Guinée. L'étude a en-
globé aussi les patients de I'unité d’hémodialyse d'un des
établissements hospitaliers de Saint-Pétersbourg.

Analyse immuno-enzymatique. La détection des IgM-an-
ticorps contre le virus de la rougeole et le parvovirus B19
(PVB19) a été effectuée avec utilisation des kits diagnos-
tiques «Anti-Measles Virus ELISA (IgM)» (EUROIMMUN, Al-
lemagne) et «Anti-Parvovirus B19 ELISA IgM (EUROIMMUN,
Allemagne) selon les instructions du fabricant. La présence
des IgM-anticorps dans les sérums sanguins a été interpré-
tée comme infection en phase aigué. La détection quanti-
tative et qualitative des IgM-anticorps contre le virus de la
rubéole et le PVB19 a été effectuée avec utilisation des kits
diagnostiques «Anti-Rubella Virus ELISA (IgM)» et «Anti-
Parvovirus B19 ELISA IgG, fabriqués par EUROIMMUN (Alle-
magne), selon les instructions du fabricant.

Méthodes moléculaires génétiques. Lextraction des
acides nucléiques (ADN) du plasma sanguin a été effectuée
utilisant le kit commercialisé «<Ampli Prime Ribo-prep» (Eta-
blissement fédéral de recherche d’Etat — Institut central
de recherches en épidémiologie de Rospotrebnadzor, Mos-
cou) selon les instructions du fabricant. La détection et/ou
identification quantitative de 'ADN PVB19 a été effectuée
par la méthode PCR avec détection hybridée fluorescente
en régime du temps réel utilisant le kit commercialisé «<Am-
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Tableau 12. Séquences nucléotidiques des amorces, utilisées
complémentairement pour le séquencage de la région NS1/
VP1BVB19

Amorce Séquence nucléotidique 53’
PVB19 1F CAATTGTCACAGACACCAGTA
PVB19 1R ACTTAGCCAGTTGGCTATACCT
PVB19 2F CCCGCGCTCTAGTACGCCCA
PVB19 2R TTGCGGGGGCCCAGCTTGTA

pliSens® Parvovirus B19-FL» (Etablissement fédéral de re-
cherche d’Etat — Institut central de recherches en épidé-
miologie de Rospotrebnadzor, Moscou) selon les instruc-
tions du fabricant en format qualitatif ou quantitatif.

Pour I'amplification et le séquencage du produit ont
été utilisées les amorces spécifiques (fabriquées par Sintol,
Russie). Les séquences des amorces et sondes fluorescentes
ont été empruntées aux sources littéraires ou choisies
a l'aide du programme NCBI/Primer-BLAST selon les recom-
mandations universellement admises (Tabl. 12). Lépuration
des produits d’amplification et de réaction de séquencage
a été effectuée utilisant le kit commercialisé de réactants
Qiaquick PCR Purification kit (Qiagen, Allemagne) selon les
instructions du fabricant, ou par la méthode de précipita-
tion alcoolique en présence de I'acétate de sodium.

Séquencage de I'ADN PVB19. Pour le séquencage ont été
utilisés les échantillons du plasma ayant la charge virale
de non moins de 102 Ul/ml. Le fragment purifié de 'ADN
avec concentration 50-100ng a servi pour la mise en
oeuvre des réactions de séquencage a partir des amorces
directe et inverse en trois répétitions pour chaque couple
d’amorces de chaque échantillon. Pour la réaction ont été
utilisés les amorces PVB19 permettant d’analyser la région
NS1/VP1 (locus NS1-VP1u), recommandée pour le génoty-
page et le sous-génotypage de PVB19, de I'étendue de prés
de 994 paires de base (pb), conformément a l'isolat J35
(AY386330) présenté dans la base de données internatio-
nale GenBank, ensemble avec les amorces complémen-
taires. Pour le contréle complémentaire des échantillons
on a choisi deux systémes analytiques avec les réactants
correspondants, utilisés selon les instructions du fabricant
dans l'analyseur génétique GenomelLab GeXP (Beckman
Coulter Inc., USA) et I'analiseur génétique ABI PRISM 3500
(Applied Biosystems, USA).

Analyse phylogénique. Pour identifier I'appartenance des
isolats PVB19 aux génotypes a été choisie une partie du gé-
nome incluant un fragment conservé dans les régions NS1
et VP1 des genes (locus NS1-VP1u), 994 pb. Lanalyse primaire
des fragements obtenus au cours du séquencage a été ef-
fectuée a l'aide du programme NCBI Blast comparée aux
séquences nucléotidiques des échantillons de référence pré-
sentées dans la base de données internationale GenBank.

L'alignement des séquences nucléotidiques a été ef-
fectué dans le programme MEGA 7.0 utilisant I'algorithme
ClustalW. Pour la construction des arbres phylogénétiques
et une analyse phylogénétique ultérieure ont été examinés
les distances entre séquences par la méthode de jonction
des voisins (Neighbor-joining) permettant d'effectuer I'op-
timation de l'arbre selon le critére «d'évolution équilibrée
minimale» avec utilisation du «Maximum Composite Li-
kelihood» modéle. Pour évaluer l'authenticité des arbres
construits il a été organisée une approximation «bootstrap»
pour 1000 répétitions.

Le traitement statistique des résultats a été effectué uti-
lisant un lot de programmes MS Excel, Prism 5.0 (GraphPad
Software Inc.). La comparaison des données nominales
a été faite a l'aide du t-critere Seuil d'authenticité des dis-
tinctions — avec la probabilité p < 0,05.

Résultats

2.1. Influence de la pandémie de COVID-19 sur
la propagation de la rougeole dans plusieurs
régions géographiques

Conformément au plan stratégique de I'OMS vers 2020
cing régions géographiques sur six (excepté celle du Sud-
Est Asiatique — SEAR) devaient atteindre le stade d’éli-
mination de la rougeole, a savoir les régions Américaine
(AMR), Européenne (EUR), de I'Ouest-Pacifique (WRP), de la
Méditerranée Orientale (EMR) et Africaine (AFR). Pour-
tant jusqu’a récemment la rougeole se propageait acti-
vement dans le monde. En 2019 on a enregistré 524 718
cas de cette maladie dans toutes les régions de référence
controlées par I'OMS: AFR — 288 363 cas, EUR — 104 420
cas, WRP — 62 165 cas, SEAR — 29 599 cas, EMR — 20 629
cas, AMR — 19 541 cas. Dans la région Européenne les lea-
ders d’incidence de la rougeole étaient I'Ukraine (57 282
cas), le Kazakhstan (13 326 cas) et la Géorgie (3920 cas).
Dans la région du Sud-Est Asiatique — I'Inde (76 588 cas).
Dans la région de I'Ouest-Pacifique le plus grand nombre
de cas a été enregistré en 2019 aux Philippines (46 689), sur
le continent Africain — a Madagascar (151 032 cas), au Ni-
géria (27 195 cas) et dans d’autres pays.

En 2019 en Fédération de Russie il a été détecté 4491 cas
de la rougeole (dont 132 — dans le District fédéral Nord-
Ouest), au Vietnam — 14 156 cas et en République de Gui-
née — 1301 cas, qui sont les taux d'incidence excédant
le niveau nécessaire pour atteindre le stade d'élimination
(moins de 1 cas par 1 min. d’habitants). Dans la structure
d'age des malades au Vietnam et en République de Guinée
dominaient les enfants de moins de trois ans et en Fédé-
ration de Russie — les personnes de plus de 18 ans. Lin-
fection se propageait essentiellement parmi les personnes
non vaccinées contre la rougeole.

En 2020, en pleine période de propagation de la nouvelle
infection a coronavirus, dans ces régions continuait la circu-
lation du virus de la rougeole. Ainsi, dans le District fédéral
Nord-Ouest le taux d'incidence a fait 0,45 par 100 000 habi-
tants et le nombre total de cas était égal a 63. Dans la struc-
ture d’age des malades dominaient les personnes adultes.
Au Sud Vietnam en 2020 on a enregistré 463 cas de la rou-
geole et en République de Guinée — 512 cas. Dans ces deux
derniers pays la rougeole se propageait essentiellement
dans la population des enfants de moins de trois ans.

Cependant en mars-avril 2020 aussi bien dans le District
fédéral Nord-Ouest de la Fédération de Russie qu’au Sud
Vietnam a été introduit le régime de confinement. A partir
de ce moment sur les deux territoires a été constaté une
baisse du taux d’incidence de la rougeole jusqu'aux cas
sporadiques.

Cette tendance ne s'est pas manifestée en République
de Guinée ol les manifestations relatives a la pandémie
de la nouvelle infection a coronavirus n'étaient pas orga-
nisées. La rougeole a été détectée dans ce pays pendant
toute lI'année 2020 et une baisse double du nombre de cas
enregistrés par rapport a 2019 a été due probablement
a une baisse naturelle de l'incidence apres sa montée en
2018-2019.
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Ainsi une brusque baisse d'intensivité de circulation
du virus de la rougeole aussi bien dans le District fédéral
Nord-Ouest de la Fédération de Russie qu’au Sud Vietnam
en 2020 doit étre mise, a notre sens, en corrélation avec les
mesures antiépidémiques adoptées a I'’époque en Fédéra-
tion de Russie et au Sud Vietnam pour limiter la propaga-
tion de COVID-19. On peut donc s'attendre a une hausse
d’incidence de la rougeole dans les différentes régions
géographiques du monde apres la levée des restrictions
a cause de la réduction de I'étendue des vaccinations
contre cette maladie s'expliquant par un nombre croissant
d’exemptions médicales de lI'immunisation planifiée pen-
dant la pandémie et le détournement des ressources pour
la vaccination contre COVID-19.

Ainsi en 2022 au Nord-Ouest de la Russie a été constaté
le renouvellement de la circulation du virus de la rougeole
avec 6 cas enregistrés de cette maladie: 1 cas a Saint-Pé-
tersbourg et 5 cas dans I'oblast de Léningrad. Le taux d’in-
cidence a fait 0,04 par 100 000 habitants. Dans le groupe
des malades dominaient les personnes non vaccinées
contre la rougeole et celles a I'anamnese vaccinale incon-
nue (83,0%). Un foyer d’infection, cause de propagation,
a été enregistré. Un cas de la rougeole a été détecté chez
une personne vaccinée antérieurement. Chez toutes les
personnes atteintes a été identifié le génotype D8 ayant
le code génétique de séquence nucléotidique MeaNS 8248
endémique pour le territoire de Tadjikistan d’ou étaient ar-
rivés les malades.

2.2. Immunité collective au virus de la rubéole dans
certaines régions géographiques

Dans les conditions de la globalisation le suivi constant
du taux d'immunité collective aux agents des différentes
infections, y compris au virus de la rubéole, revét une im-
portance capitale pour la détection des groupes épidémi-
quement significatifs de la population. Un tel suivi est sur-
tout important dans les pays ou la vaccination contre la ru-
béole ne figure pas au Calendrier des vaccinations ou bien
si le controle par les méthodes de prévention spécifiques y
est insuffisant.

En 2020-2022 en Fédération de Russie le taux de séro-
prévalence de la population du District fédéral Nord-Ouest
au virus de la rubéole a été de 96,6-97,7% avec une fluc-
tuation insignifiante entre les différentes catégories d’age.
Le taux élevé stable témoigne d'une large étendue de la
vaccination contre la rubéole et de l'efficacité de la préven-
tion spécifique.

En République de Serbie le taux de séroprévalence
(86,8%) s'est trouvé sensiblement plus bas qu’en Fédéra-
tion de Russie. Cela étant le nombre minimum de sérums
IgG-positifs (72,2%) a été enregistré dans la catégorie d'age
2-4 ans. Ensuite le pourcentage des personnes séroposi-
tives augmentant réguliérement atteignait son maximum
(90,8%) dans la catégorie d’age 50 ans et plus. Une telle ré-
partition par ages des personnes protégées contre l'infec-
tion est plus typique pour la constitution de I'immunité col-
lective dans les conditions de la propagation naturelle de la
rubéole. En Serbie, conformément au Calendrier national,
les enfants recoivent la premiére vaccination contre la ru-
béole al'age de 12-15 mois et la seconde — a 7 ans. La part
minime de jeunes enfants (2-4 ans) protégés contre l'infec-
tion témoigne des insuffisances de la vaccination contre
la rubéole. Cet argument est aussi appuyé par le faible
taux des personnes séropositives dans les catégories d'age
de 8-14 (49%) et de 15-25 (57,3%) ans, c'est-a-dire parmi les

personnes qui, selon le Calendrier national, devaient, dans
leur passé récent, étre non seulement vacinées mais aussi
revaccinées contre la rubéole. Nous avons révélé antérieu-
rement le taux insuffisant de la vaccination MMR (qui inclue
la composante contre la rubéole) en étudiant I'immunité
humorale de la population de Serbie au virus de la rougeole.

En République de Guinée, contrairement a d'autres ré-
gions inclues dans cette étude, la prévention spécifique
de la rubéole ne se fait pas. Dans les conditions de propaga-
tion naturelle 75,2% de personnes examinées avaient les
IgG-anticorps contre la rubéole, ce qui correspond a une
caractéristique de l'infection comme maladie largement ré-
pandue afaible contagiosité. Le taux des personnes séropo-
sitives, aussi bien de moins de 20 ans que faisant partie de la
catégorie de 20 a 49 ans, a été de 73% avec une tendance
a la hausse jusqu’a 95% seulement dans la catégorie d'age
de 50 ans et plus. Ce qui veut dire que I'immunité collective
au virus de la rubéole en Guinée est en train de se consti-
tuer, principalement chez les enfants et adolescents et se
conserve au niveau stable dans la population. Exception
faite pour la catégorie des personnes agées ou le taux plus
élevé des séropositifs est dli probablement a leurs contacts
plus étroits avec les enfants dans les familles. Lexamen des
femmes a révélé 30% de personnes non protégées dans
la catégorie de I'age reproductif le plus actif (20-29 ans), ce
qui témoigne en faveur de la possibilité de leur contamina-
tion au cours de la grossesse, de méme que de l'enregistre-
ment des cas de l'infection rubéolique congénitale.

2.3. Etude de la propagation des marqueurs
de l'infection a parvovirus dans la population
du District fédéral Nord-Ouest, y compris dans
les groupes de risque

2.3.1. Caractéristique de la propagation de l'infection
aparvovirus (IPV) sur les territoires du District fédéral
Nord-Ouest en 2021-2022

Pendant la période de mise en oeuvre du programme
de I'OMS visant a I"élimination de la rougole et la rubéole
dans les différentes régions du monde, y compris en Fé-
dération de Russie, il est préconisé d'effectuer le diagnos-
tic de laboratoire différencié de la rougeole, la rubéole
et d'autres maladies exanthématiques, parmi lesquelles
I'IPV revét une importance médicale bien exprimée.

En 2021-2022 de nouveaux résultats ont été obtenus
ayant pour objectif de caractériser la propagation de I'lPV
chez les personnes en bonne santé et dans les groupes
de risque du District fédéral Nord-Ouest de la Fédération
de Russie. Sur 503 échatillons examinés il a été révélé 62
échantillons IgM-positifs représentant 12,3% de leur quan-
tité totale.

Le District fédéral Nord-Ouest comprend 11 territoires
administratifs. En 2021 les cas de I'IPV y ont été révélés sur
sept territoires et en 2022 — sur dix. Pendant plusieurs an-
nées, suivant le rythme de constitution des nouvelles cel-
lules familiales, I'infection se propage a Saint-Pétersbourg
(30-35% de tous les cas), ce qui s'explique par une forte den-
sité de population de la mégapole et par un grand nombre
d'établissements de formation, de cure et autres, ou ont
lieu les contacts étroits prolongés entre les personnes.

Il a été confirmé le caractére saisonnier hiver-printemps
de l'affection: en 2021-2022 64% de cas se situent en pé-
riode de janvier a mai de chaque année.

Lors de I'analyse des diagnostics cliniques des malades
atteints de I'IPV, confirmée par I'examen de laboratoire, il
a été établi qu’elle n‘a jamais été soupconnée par les cli-
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Figure 17. Diagnostics cliniques primaires des patients
atteints de I'infection a parvovirus B19 confirmée par
I'examen de laboratoire

niciens lors de la consultation primaire, le dignostic cli-
nique erroné le plus fréquant étant «infection respiratoire
virale aigué» dans 21,0% de tous les cas de I'lPV confirmés
par I'examen de laboratoire. Dans 8% de cas a été posé
le diagnostic primaire erroné «rougeole» ou «rubéole».
L'IPV B19 a été révélée également dans 10% de cas des in-
fections herpétiques virales soupgonnées (mononucléose
infectieuse et varicelle). Dans le méme pourcentage de cas
I'IPV a été révélée chez les malades au diagnostic clinique
«exanthéme infectieux». Les anticorps IgM-PV B19 ont été
découverts dans 30% d'échantillons accompagnés des
prescriptions «exanthéme d’étiologie obscure» et «érup-
tion allergique/ dermatite allergique». Cest-a-dire dans
un tiers de tous les cas I'IPV a été évaluée par les médecins
clinicistes comme maladie non infectieuse mais somatique
n'exigeant pas la mise en oeuvre des manifestations an-
tiépidémiques (Fig. 17).

Les résultats obtenus témoignent de ce que I'IPV B19
continue a circuler dans le District fédéral Nord-Ouest avec
une éventuelle contamination des personnes faisant partie
des groupes de risque.

2.3.2. Révélation des marqueurs de laboratoire de I'lPV
chez les patients des unités d’hémodialyse

Les patients hémodialysés, atteints des affections ré-
nales, font partie du groupe de risque de l'infection a par-
vovirus B19. La propagation de l'infection parmi ces pa-
tients peut étre facilitée par de tels facteurs comme mode
de traitement invasif, aphylaxies secondaires, courte vie
des érythrocytes, troubles de la synthése des érythropoié-
tines. D’autre part tous les patients des unités d’hémodia-
lyse sont des récipients potentiels des organes et tissus
greffés qui peuvent étre infectés du parvovirus B19.

En 2022 a été effectué un examen de laboratoire
de 78 patients d’'une unité d’hémodialyse (23-89 ans,
age moyen 574 ans) en utilisant les marqueurs de labo-
ratoire de I'IPV B19. La prise de sang et 'examen avec les
marqueurs de I'IPV ont été effectués de trois a quatre
fois. Le groupe de controle a été composé de 64 patients
du service de laboratoire du centre diagnostico-théra-
peutique n‘obtenant pas la thérapie rénale substitutive
(23-89 ans, age moyen 60,5 ans). Dans ce groupe la prise
de sang et I'examen avec les marqueurs de I'IPV ont été
effectués une seule fois. Le consentement éclairé a été ob-
tenu de tous les patients.

Il a été établi que 76,9% (60 sur 78 au total) de pa-
tients de l'unité d’hémodialyse et 75,0% (48 sur 64 au to-
tal) de personnes examinées dans le groupe de controle
avaient les IgG-anticorps. Les anticorps de la classe IgM
(marqueur de I'lPV aigué) ont été détectés chez une per-
sonne de l'unité d’hémodialyse étant absents dans les
échantillons obtenus du groupe de controle (Tabl. 13).
Cependant dans I'échantillon de sang du patient en ques-
tion étaient absentes les immunoglobulines de la classe G
et 'ADN du virus caractérisant une contamination récente
par le parvovirus B19. Ce patient n’avait pas de manifesta-
tions cliniques de I'IPV. Chez quatre autres patients de l'uni-
té d’hémodialyse a été détectée I'ADN du parvovirus B19.
Dans tous ces cas la charge virale a été moins de 720 Ul ADN
Parvovirus B19/ml. Trois échantillons ADN-positifs conte-
naient les IgG-anticorps a titre peu élevé: de 50 a 70 Ul/
ml, ce qui peut témoigner en faveur de I'évolution progré-
diente de l'infection. Dans un cas le titre élevé des IgG-an-
ticorps trahissait la maladie récemment subie. Les résultats
obtenus confirment la propagation de I'lPV parmi les pa-
tients de I'unité d’hémodialyse et I'existence d’une circula-
tion latente du virus.

Le statut interféronique des patients de l'unite d’hé-
modialyse s'est avéré sensiblement plus faible que celui
des patients du groupe de controle. Lanalyse des indices
clinico-hématologiques des patients de cette unité et de
ceux du groupe de contrdle fait apparaitre des différences
authentiques entre ces groupes: baisse de I'hémoglobine,
du nombre des érythrocytes et des thrombocytes des ma-
lades en hémodialyse comparés au groupe de contréle
(Tabl. 14).

Ainsi les marqueurs de laboratoire IgM et ADN, té-
moignant en faveur de I'IPV aigué, ont été détectés chez
4 sur 79 (5%) patients de 'unité d’hémodialyse et chez 1
sur 64 patients du service de laboratoire du centre dia-
gnostico-thérapeutique (1,6%). Il a été démontré que les
patients de l'unité d’hémodialyse pouvaient étre porteurs
du virus méme en présence des anticorps de la classe I1gG
hautement titrés. Deux patients hémodialysés sur quatre,
atteints de I'IPV, confirmée par I'examen de laboratoire,

Tableau 13. Cas de I'IPV chez les patients de I'unité d’hémodialyse

Patient . X R Marqueurs de I'lPV Statut interféronique*
Diagnostic Age, ans
No. IgM ADN (Ul/ml) | IgG (Ul/ml) Se INFo INFy

1 Réflux réno-urétéral 29 - 0 - 16 80 80
2 Maladie hypertensive 48 - 584 76,98 8 80 80
3 IgA-néphropathie 40 - 462 50,49 16 80 160
4 Glomérulonéphrite chronique 25 - 190 > Max Non étudié

5 Glomérulonéphrite chronique 26 - 290 60,89 8 160 160

*Valeurs de référence: Se < 10; INFop — 320-160; INFy — 160-80.
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Tableau 14. Résultats d’examen hématologique complet des patiens sous thérapie rénale substitutive et patients

non hémodialysés

Patients Hémoglobine, g/l Erythrocytes, 10"/ Thrombocytes, 10%/1
Mim Mim Mim
Service de laboratoire du centre diagnostico-thérapeutique 142,4+2,51 4,76+0,071 264,4+19,94
Unité d’hémodialyse 115,31,79 3,7940,068 228,4+9,15

étaient anémiques d'une maniere stable, sans rémission
possible, ce qui peut étre symptome d’aggravation de la
maladie principale des patients souffrant d’insuffisance ré-
nale et infectés du PVB19.

2.4. Caractéristique des isolats du parvovirus B19
circulant sur le territoire de la République de Guinée

En 2021-2022 a été poursuivie la recherche consacrée
a I'étude de propagation de l'infection a parvovirus dans
les différentes régions géographiques, y compris en Répu-
blique de Guinée.

Au cours de cette période ont été détectés et caracté-
risés les isolats du parvovirus B19 circulant sur le territoire
de la République de Guinée. A cet effet 924 échantillons
du plasma sanguin des habitants de la République de Gui-
née ont été étudiés par la méthode PCR. Dans 84 échan-
tillons de sang (sur 924) des personnes apparemment en
bonne santé ou atteintes de I'IPV aigué a été détecté 'ADN
du PVB19, ce qui constitue 9,1+0,95% du nombre total
d’échantillons examinés de sang.

Pour le séquencage ont été utilisés les échantillons
a la plus forte charge virale (Ct < 30), qui, dans la plupart
d'échantillons, n‘excédait pas 10° Ul ADN/ml. Pour la ca-
ractéristique génétique on a sélectionné 26 échantillons
de sang des citoyens guinéens apparemment en bonne
santé ou atteints de I'lPV aigué, indépendamment de leur
sexe et age, résidant dans différentes régions du pays.
Le résultat PCR positif avec différentes amorces a été ob-
tenu pour 9 sur 26 échantillons testés. Seulement dans
5 échantillons il y avait assez de matiére biologique pour
le séquencage (Tabl. 15). Au tableau sont indiqués seuls les
noms géographiques des territoires administratifs, ou ont
été isolés les échantillons, mais non leurs statuts (régions,

préfectures, sous-préféctures, districts). Les noms des sé-
quences nucléotidiques sont donnés conformément aux
recommandations de I'OMS élaborées pour désigner les
isolats nouvellement obtenus du virus de la rougeole. Tous
les isolats ont été obtenus a partir des échantillons de sang
des patients atteints de I'lPV aigué.

Cing séquences génétiques obtenues sont alignés sur
I'isolat de référence J35 (AY386330) et déposés dans la base
de données internationale GenBank sous les numéros
ONO076009; ON730888; OM721657; ON788002; ON911498
(Tabl. 16). Dans un cas a été soumise au séquencage la ré-
gion de 1447 a 1827 nt, qui fait partie de larégion NS1 du gé-
nome du parvovirus B19. Dans d‘autres cas les séquences
obtenues ont été localisées dans l'intervalle de 2075 a 3177
nt qui correspond au locus NS1-VP1u.

L'analyse moléculaire génétique a été effectuée a l'aide
de Neighbor joining method. Lhistoire évolutionniste
composée avec utilisation de la méthode de jonction des
voisins. Dans l'analyse ont été étudiées 59 séquences nu-
cléotidiques. Toutes les positions contenant des lacunes
et des données manquantes ont été éliminées. Lanalyse
évolutionniste a été réalisée en MEGA?7. La recherche effec-
tuée a démontré qu’en République de Guinée circulent les
isolats TA2 du subgénotype du parvovirus B19.

Sur le dendrogramme sont indiqués les numéros
de tous les isolats a GenBank, pays (avec utilisation du code
en trois lettres Alpha3) et année d’isolement si ces données
ont été publiées par leurs auteurs. Pour la construction
de l'arbre phylogénétique a titre d'isolats de référence ont
été choisies les séquences faisant partie des génotypes
et subgénotypes connus du parvovirus B19. Les séquences
de référence sont marquées par les codes de GenBank:

Tableau 15. Caractéristique des isolats obtenus sur le territoire de la République de Guinée

p . Sexe (m/f), age/date
. . . s Date d’obtention
Dénomination de la séquence Territoire d'isolement L . de commencement
de la matiere biologique .
de la maladie

B19V/Labe.GIN/2.2020/7775 Labé, Lélouma, Parawol 29.01.2020 F., 5ans/26.01.2020

B19V/Kankan.GIN/9.2021/8409 EILET L) 03.03.2021 M., 10 ans/03.02.2021
Kouroussakoura
B19V/Labe.GIN/19.2021/8503 Labé, Lélouma, Balaya, 05.10.2021 M., 10 mois/05.01.2021
Dar-es-Salam
B19V/Boke.GIN/44.2021/8850 Boke, Boké, Sangaredi, Lavage 02.11.2021 F., 35 ans/29.10.2021
B19V/Conakry.GIN/45.2021/8854 Conakry, Dixinn, Kipé 11.11.2021 M., 4 ans/06.11.2021

Tableau 16. Bréve caractéristique des séquences nucléotidiques de I’ADN du parvovirus B19 déposées dans GenBank

Numéro a GenBank | Numéro de titrage Locus du génome Localisation LoE\gueur Génotype
de la séquence, nt
ON076009 7775 NS1 1447-1871 425 1A2
ON730888 8409 NS1-VP1u 2299-3047 749 1A2
OM721657 8503 NS1-VP1u 2139-3177 1039 1A2
ON788002 8850 NS1-VP1u 2075-3145 1071 1A2
ON911498 8854 NS1-VP1u 2737-3048 312 1A2
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Figure 18. Analyse phylogénétique des séquences nucléotidiques des fragments des génomes (NS1 et VP1u) Human
parvovirus B19, isolées a partir des échantillons de sang des personnes résidant en République de Guinée (®) comparés
aux séquences de référence et séquences en provenance des pays d’Afrique, présentés dans la base de données
internationale GenBank. Sont données les valeurs bootstrap > 70. KM065415

génotype 1A1T — M13178, KM065414; génotype 1A2 —
KM065415; génotype 1B — DQ357064; génotype 2B —
AY064476,AY044266, AY661663; génotype 3A — AJ249437,
AX003421; génotype 3B — AY083234, DQ408302 (Fig. 18).

Le continent africain est représenté dans la GenBank
principalement par les isolats en provenance de Burkina
Faso (BFA), Gabon (GAB), Nigéria (NGA) et Afrique du Sud
(ZAF). Sur le continent africain ont été détectées les va-
riantes du parvovirus B19 de tous les génotypes connus.
Les génotypes 2 et 3 sont largement représentés en
Afrique, de méme que le génotype 1A qui est le plus répan-
du au monde.

Si on veut recenser les résultats obtenus en 2021-2022,
ont peut conclure de maniere suivante.

En 2022 dans le District fédéral Nord-Ouest de la Fédé-
ration de Russie on a détecté 7 cas de la rougeole. Dans
le groupe des malades dominaient les personnes non vac-
cinées contre la rougeole et personnes a I'anamnése vacci-
nale inconnue (83,0%). A été enregistré le foyer de l'infec-

tion qui s'est ensuite propagée. Aprés la levée des restric-
tions antiépidémiques, visant a limiter la propagation de la
pandémie COVID-19, les cas d'importation de la rougeole
sur le territoire du District fédéral Nord-Ouest ont repris.
Ce qui témoigne en faveur de la nécessité de poursuivre les
efforts cohérents pour arréter la circulation du virus de la
rougeole, y compris au Nord-Ouest de Russie.

A été révélé le degré insuffisant de I'immunité collective
alarubéole dans plusieurs régions géographiques couvertes
par cette étude. Ce qui peut contribuer au maintien du pro-
cessus infectueux rubéoleux et a la propagation de l'infec-
tion, tandis que les opportunités offertes par la globalisa-
tions concourent a l'importation du virus dans les régions
ne connaissant que le degré sporadique de l'incidence.
Les résultats obtenus appuyent la nécessité d'organiser des
manifestations complémentaires de contréle de I'infection
a I'étape d'élimination de la rougeole et la rubéole.

Le parvovirus B19 est 'agent pathogéne circulant active-
ment dans le District fédéral Nord-Ouest. La propagation
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de I'lPV continue y compris dans les groupes de risque. et d’Afrique, contrélées par I'OMS. Sont aussi fortement
Dans les conditions de la propagation naturelle de I'infec-  nécessaires les recherches moléculaires génétiques ulté-
tion les isolats PVB19 sont caractérisés par un haut degré rieures afin d'élargir les connaissances sur les caractéres
d’homologie aussi bien entre eux, qu'avec d'autres isolats biologiques du parvovirus B19, les particularités de sa pro-
obtenus dans les régions du Sud-Est Asiatique, d’Europe pagation et son évolution.
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Helicobacter pylori est I'agent pathogéne humain parmi
les plus répandus. Linfection a H. pylori atteint 60% de la
population mondiale. Actuellement on observe une ten-
dance a la baisse de prévalence de cette infection dans
les pays développés (20-40%) tout en demeurant a un
niveau élevé (80-90%) dans les pays en développement
(Hooi et al., 2017). La bactérie H. pylori sert du facteur clé
de l'étiopathogenése de la gastrite chronique, de la ma-
ladie ulcéreuse gastrique et du duodénum, du lymphome
de l'estomac de faible degré de malignité (maltome),
mais aussi du cancer de I'estomac (Blaser MJ, Atherton JC,
2004, Atherton 2006). Le risque élevé de développement
de cette pathologie est di a I'expression des facteurs
bactériens spécifiques de la virulence, avec des variables
et particularités d’interaction entre l'agent pathogéne
et le macroorganisme (Mitchell H., Katelaris P., 2016). La po-
pulation globale de H. pylori fait preuve d'un haut degré
d’hétérogénéité génétique du fait des mutations et re-
combinaisons. On a défini une série de génes associés a la
virulence microbienne élevée (par ex., vacA, cagA) et on
étudie leur roéle dans le développement des différentes
pathologies du tube gastro-inestinal (Cao DM et al., 2016,
Noto JM., 2017). On accumule les données sur I'irrégularité
de la répartition géographique des différents génotypes
de H. pylori et sur leur valeur épidémiologique (Pinto Ri-
beiro et al., 2016).

Notre travail se donnait comme objectif d'étudier
la structure clonale de la population régionale de H. pylori
se basant sur I'analyse de I'ensemble des propriétés phéno-
et génotypiques des souches isolées a partir des patients
atteints des pathologies du tube gastro-intestinal.

Ont été effectués l'isolement et lidentification des
cultures de H. pylori a partir des échantillons de biop-
sie de la muqueuse gastrique et du duodénum des pa-
tients souffrant des pathologies du tube gastro-intestinal
(gastrite chronique, gastroduodénite, maladie ulcéreuse
gastrique ou ulcére duodénal, néoformations malignes
des différentes localisations), résidant a Saint-Pétersbourg.
On a évalué la fréquence de détection et le polymorphisme
des génes cagA, oipA, vacA (de s-, m-, i-régions) des souches
de H. pylori, isolées aux cas des différentes pathologies
de la zone gastro-duodénale. Pour les souches de H. pylo-
ri a été défini I'éventail de la résistance phénotypique aux
dérivés du nitroimidazole, aux macrolides, aux 3-lactames
et aux fluorquinolones utilisés dans les schémas d'éradica-
tion de I'hélicobactériose. Sur le fondement des résultats
obtenus a été constituée la Base de données «Phénotypes
et génotypes des souches de Helicobacter pylori, isolées
a Saint-Pétersbourg» (date d'enregistrement 16.09.2021,
Certificat No. 2021621974). Cette Base de données conti-
ent l'information sur les propriétés phénotypiques, sur
I'antibiorésistance et sur l'existance des déterminants
de la virulence de 60 souches de H. pylori, isolées a partir
des malades atteints des pathologies gastro-duodénales
sur le territoire de Saint-Pétersbourg, caractérisant la pré-

valence de l'antibiorésistance et les génotypes de I'agent
de I'hélicobactériose dans cette région. Les données sont
présentées a l'aide du code binaire (1/0 — présence/ab-
sence de l'indice, +/— — présence/absence du geéne,
S/R/NA — sensible/résistant/n’était pas défini, respecti-
vement). Le tableau de la Base de données «Phénotypes
et génotypes des souches de Helicobacter pylori, isolées
a Saint-Pétersbourg» est présenté au format Microsoft Ex-
cel (3 planches de 62 lignes, respectivement de 5,6 et 8 co-
lonnes). Cette Base de données est réservée a la conser-
vation et a 'analyse des renseignements sur la prévalence
des génotypes, de méme que sur l'antibiorésistance des
souches d'H. pylori isolées a Saint-Pétersbourg. Elle peut
étre utilisée pour I'étude de la variété globale et des par-
ticularités régionales des souches d'H. pylori, pour les
recherches dans le domaine d'épidémiologie et de gas-
tro-entérologie, dans I'analyse génétique et dans le sys-
téme de surveillance épidémiologique.

Le polymorphisme du géne babA2 a été évalué par
la comparaison des séquences obtenues avec la base
de génomes séquencés des souches d’H. pylori utilisant
la ressource BLAST (angl. Basic Local Alignment Search
Tool), NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Le de-
gré de parenté génétique entre les souches sur la base
du polymorphisme du fragment du géne babA2 a été
évalué avec utilisation de I'algorithme Neighbour joining
et représenté en graphie sous forme d'un dendrogramme
construit a l'aide du programme MEGA v. X. Lanalyse
des produits d'amplification avec utilisation de deux kits
d’amorces pour détection des fragments du géne babA2
de la taille de 832 p.n. et 271 p.n. a révélé les disparités dans
les souches de H. pylori de ce groupe randomisé. La plus
grande part de souches babA2-positives, 90,4% (47/52),
a été révélée avec utilisation du kit d'amorces pour dé-
tection du produit d'amplification de la taille de 271 p.n.
La détection du produit PCR de la taille de 832 p.n. na
été observée que dans 51,9% de cas (27/52). Vingt-et-une
souche d'H. pylori s'est avérée babA2-négative en utili-
sant le kit d'amorces de 832 p.n., mais ces souches ont été
babA2-positives en utilisant le kit d’amorces de 271 p.n.
Le kit de détection de 271 p.n. a donné le résultat négatif
pour une des souches de 832 p.n. — positives d'H. pylori.
Nos recherches ont démontré qu’aucun des kits d'amorces
(271 p.n., 832 p.n.) n‘est assez fiable pour détecter le gene
babA2 dans les isolats cliniques d’'H. pylori. Les données
obtenues posent la question de l'opportunité d'utilisation
des kits d'amorces amplifiant les fragments de 271 p.n.
et 832 p.n. pour la détection du géne babA2 en but d'éva-
luer la virulence des souches russes d'H. pylori. La corréla-
tion entre la détection de babA2+/cagA+/vacAs1+ souches
d'H. pylori et les différentes manifestations cliniques de I'in-
fection a H. pylori n'a pas été statistiquement significative.
Sur le fondement des données obtenues au cours des tra-
vaux de recherche le 22.09.22 dans la GenBank ont été dé-
posées les séquences nucléotidiques du géne babA H. py-
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lori: BankIt2625127 Helicobacter OP499946, Banklt2625962 gionales des souches d'H. pylori, dans les recherches en épi-
Helicobacter OP499947. Les données peuvent étre utilisées  démiologie et gastro-entérologie, dans l'analyse génétique
pour I'étude de la variété globale et des particularités ré- et dans le systéme de controle épidémiologique.
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(DU POLE D’USAGE COLLECTIF)

Chef du laboratoire: Areg Totolian

Chercheurs: E. Zueva, N. Arsentieva, N. Lyubimova, O. Batsunov, Z. Korobova

L'équipe du laboratoire continue de participer a divers
projets de recherche.

Dans le projet «Systéeme de cytokines/chimiokines
dans les infections bactériennes et virales: pathoge-
nése, diagnostic et thérapie», le contenu en cytokines
et chimiokines impliqué dans la réponse immunitaire an-
tivirale dans le sang périphérique des patients atteints
de I'hépatite chronique virale B (HCVB) et de I'hépatite
chronique virale C (HCVC), y compris des groupes de pa-
tients aux différents stades de fibrose hépatique, et de pa-
tients atteints d'une nouvelle infection a coronavirus, est
étudié et analysé de maniére comparative. Sont étudiés les
mécanismes de la chronicisation et les particularités de la
réponse immunitaire contre les virus de I'hépatite B et de
I'hépatite C. Le travail a comme but d'étudier I'expression
des récepteurs de chimiokine sur différentes sous-popula-
tions de lymphocytes. Une étude plus approfondie de I'ex-
pression des récepteurs de chimiokines et des marqueurs
d‘activation a la surface des cellules clés du systeme im-
munitaire impliquées dans le contréle de I'infection virale
permettra de mieux comprendre les mécanismes d'in-
teraction entre le micro-organisme et le systéme immu-
nitaire de I'hote. Sur la base des résultats de I'étude, une
méthode a été mise au point pour différencier le dévelop-

pement de la fibrose initiale (FO-1) chez les patients atteints
de I'HCVB ou de I'HCVC. Cette méthode permet de séparer
les patients atteints de I'HCVB de ceux atteints de 'HCVC
grace a la détection de trois cytokines (CCL2/MCP-1, CCL8/
MCP-2, IFNYy) dans le plasma (Fig. 19).

Des travaux sont également en cours pour déterminer
la teneur en cytokines/chimiokines dans le plasma sanguin
des patients atteints des lésions hépatiques auto-immunes.
Les résultats de la recherche scientifique sur ce sujet ont été
approuvés lors de différentes conférences scientifiques.

En collaboration avec I'Université de médecine pédia-
trique de Saint-Pétersbourg, nous avons étudié la teneur
en chimiokines dans le plasma sanguin des patients at-
teints d’hépatite C. Les patients ont été divisés en deux
groupes: ceux présentant une pathologie concomitante
(maladies gastro-intestinales et pancréatiques, maladies
du systeme cardiovasculaire et pathologie du systéme
endocrinien et du métabolisme) et d'autres ne présen-
tant pas de pathologie concomitante. Les concentrations
de cytokines/chimiokines TNFa, IFNy, CCL20/MIP-3¢,
CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10, CXCL11/ITAC dans le plas-
ma sanguin ont été déterminées par l'analyse multiplex
XMAP («Luminex») a I'aide des systemes de test commer-
ciaux Milliplex MAP (Millipore) (Etats-Unis) basés sur les

Fibrosis FO-F1

J

CCL8/MCP-2
|
I |
< 21.5 pg/ml >21.5 pg/ml
HBV HCV and HBV
CCL2/MCP -1
|
| |
< 245.3 pg/ml > 245.3 pg/ml
HCV and HBV HCV and HBV
CCL8/MCP-2 IFNy
| |
| | | |
< 28.0 pg/ml >28.0 pg/ml < 2.54 pg/ml = 2.54 pg/ml
HBV HCV HCV HBV

Figure 19. Algorithme de séparation des patients atteints de 'HCVB de ceux atteints de 'HCVC aux stades de fibrose
hépatique FO-F1 en fonction des cytokines CCL2/MCP-1, CCL8/MCP-2 et IFNy
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microsphéres magnétiques Milliplex Mag (Etats-Unis).
Le profil des cytokines a montré des concentrations éle-
vées de chimiokines CCL20/MIP-3a. et CXCL9/MIG dans
le groupe de patients présentant une pathologie associée
par rapport aux patients n’en présentant pas, et une pré-
dominance de la concentration de chimiokines CCL20/
MIP-30. chez les patients présentant une pathologie en-
docrinienne, y compris les diabétes de type 1 et 2. Les ré-
ponses cellulaires immunitaires innées et adaptatives
étaient le plus gravement déprimées dans le groupe
de patients atteints du HCVC et ayant des antécédents
de comorbidité.

Dans le cadre de la coopération scientifique et technique
russo-guinéenne, les chercheurs du laboratoire étudient
la prévalence des marqueurs sérologiques et biologiques
moléculaires de I'hépatite virale (A, B, C, D, E) et du VIH chez
les résidents de la République de Guinée en bonne santé
et dans les groupes de risque. L'analyse de la structure gé-
notypique/sous-génotypique et des mutations des virus
identifiés est en cours.

Les études menées dans le cadre de la coopération rus-
so-vietnamienne se concentrent également sur des ma-
ladies socialement significatives, telles comme I'hépatite
virale et le VIH. Les travaux se poursuivent pour évaluer
la prévalence des marqueurs de I'hépatite virale entérique

EGF
FGF-2
FTL-3L
G-CSF

GM-CSF
M-CFS
PDGF-AA
PDGF-AA/BB
VEGF-A
TNFou
TNFB

IL-1RA
IL-12(p40)

IFNou

et parentérale et pour analyser la structure génétique des
virus de I'hépatite et du VIH au Viét Nam.

En outre ont été déterminées les concentrations des
chimiokines/cytokines dans le sang périphérique des pa-
tients atteints du COVID-19 et des personnes guéries, ainsi
que chez les patients atteints de différents variants du co-
ronavirus (Wuhan, Alpha, Delta, Omicron). Pour la premiére
fois, ila été démontré que laphase dereconvalescence aprés
I'infection par le SARS-CoV-2 est caractérisée par un niveau
significativement réduit de cytokines régulant la différen-
ciation cellulaire, I’ hématopoiése, en particulier la compo-
sante lymphocytaire (lymphocytes T, cellules NK) qui est
absente dans la phase aigué de la maladie. Ainsi, la phase
de reconvalescence est caractérisée par les niveaux réduits
de la plupart des cytokines pro-inflammatoires et anti-in-
flammatoires étudiées dans le plasma sanguin, et la phase
aigué par leur augmentation significative. Sur la base
de données obtenues sur les niveaux de cytokines IL-6
et IL-18 dans le plasma sanguin des patients atteints d’'une
nouvelle infection par le coronavirus COVID-19, a été mis au
point I'algorithme permettant de prédire I'issue de la phase
aigué de la maladie. En outre ont été révélées pour la pre-
miére fois les différences dans le profil des cytokines chez
les patients infectés par différents variants du SARS-CoV-2
(Wuhan, Alpha, Deitha, Omicron) (Fig. 20).

IL-1o
IL-1B
IL-1RA
IL-3
IL-5
IL-7
IL-12(p40)
IL-15
1L-22
IFNo
IFNy

IL-15

IFNy

@

Delta
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Figure 20. Eventail des cytokines pour lesquelles ont été constatés des changements statistiquement significatifs (p < 0,01)
par rapport au groupe de donneurs en bonne santé (n = 51). Chaque couleur représente un des quatre variants de SARS-CoV-2
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NN

Figure 21. Kit de réactants pour la quantification immuno-
enzymatique d'anticorps humains de classe IgG contre

la protéine N SARS-CoV-2 (N-CoV-2-1gG PS), certificat
d’enregistrement n° RZN 2022/16633, délivré le 02.03.2022

Il convient donc de noter que I'hypercytokinémie et les
tempétes de cytokines deviennent moins menacantes
a mesure que de nouvelles mutations du génome viral
apparaissent. Ceci dit, certaines cytokines, qui ont été étu-
diées en tant que biomarqueurs potentiels, perdent leur
valeur diagnostique au fur et a mesure que le virus évolue.
L'éventail des marqueurs potentiels se réduit au fur et a me-
sure que le virus évolue. Toutefois, les IL-6, IL-18, IL-10 et IL-27
peuvent encore étre considérés comme des marqueurs
diagnostiques de la nouvelle infection par le coronavirus.

A l'Institut d’épidémiologie et de microbiologie Pasteur
de Saint-Pétersbourg a été concu un kit de réactants
«N-CoV-2-IgG PS» pour la détermination quantitative des
IgG humaines a la protéine N SARS-CoV-2 (certificat d'en-
registrement temporaire du Roszdravnadzor No. RZN
2021/1485) (Fig. 21).

Le kit N-CoV-2-1gG PS présente les caractéristiques fonc-
tionnelles suivantes: la sensibilité analytique tenant compte
de la dilution de 1:100 était de 3 BAU/ml, les concentrations
d‘anticorps IgG dans trois échantillons de sérum sanguin
lors de leur dilution proportionnelle avec des échantil-
lons a vide étaient linéaires dans la plage de 837-17 BAU/
ml, la précision de la mesure étant de 90-110% et la limite
de quantification étant de 16,0 BAU/ml. Lors du test du kit,
il a été démontré qu'il existait une bonne relation de cor-
rélation entre les anticorps liant les protéines N et la com-
parabilité du kit développé avec le test de neutralisation
du virus SRAS-CoV-2. La vérification de la cohérence entre
les tests a révélé I'informativité et I'efficacité du kit dévelop-
pé, ce qui a confirmé son potentiel pour le dépistage des
anticorps IgG chez les patients atteints de COVID-19 et son
utilisation dans des études de population a grande échelle
pour évaluer la séroprévalence a COVID-19 dans différentes
populations. Lefficacité de l'ensemble développé était
de 95% et les valeurs prédictives positives et négatives
étaient de 97 et 87%.

En outre, a I'aide d'une technique spéciale pour I'analyse
immuno-enzymatique en laboratoire, pour la premiére
fois a été comparée la dynamique de la concentration des
sous-classes d'lgG (IgG1, 1I9G2, 1gG3, IgG4) dans le plasma
sanguin des patients atteints d’'une nouvelle infection par
le coronavirus. Des différences statistiquement significa-
tives dans les concentrations des différentes sous-classes
d’'lgG ont été observées entre les formes légeres et les
formes plus sévéres de I'infection. Lanalyse de corrélation

a révélé une association positive entre les concentrations
des sous-classes d'IgG et la gravité de la maladie. L'lgG3
a montré le changement de concentration le plus significa-
tif en réponse a COVID-19 (Fig. 22).

Dans le cadre du projet «Etude des mécanismes
de constitution de la réponse immunitaire a une nou-
velle infection a coronavirus, causée par le SARS-CoV-2
dans la population du District Fédéral du Nord-Ouest»,
la séroprévalence est étudiée sur 26 territoires modeles de la
Fédération de Russie au cours des deux années de propaga-
tion de la nouvelle infection a coronavirus en utilisant une
méthodologie unifiée développée par Rospotrebnadzor
avec la participation de I'Institut d'épidémiologie et de mi-
crobiologie Pasteur de Saint-Pétersbourg. (Fig. 23).

La méthode consiste a former un groupe de volon-
taires sur un territoire modele de la Fédération de Russie,
chez lesquels ont été déterminés les anticorps a la nuclé-
ocapside (Nc) du virus SARS-CoV2 dans le plasma sanguin
veineux par la méthode immuno-enzymatique (ELISA).
Pour la premiére fois, le niveau et la structure de I'immu-
nité de la population contre le SARS-CoV-2 ont été déter-
minés dans la population de la Fédération de Russie, y
compris dans la population de Saint-Pétersbourg et de
I'oblast de Leningrad, au cours de la propagation intense
de COVID-19. Une tendance a l'augmentation de la séro-
positivité Nc au cours des premiéres étapes de la sérosur-
veillance a été observée, avec une diminution au cours des
étapes suivantes chez les enfants et les adultes. La propor-
tion de cas RBD séropositifs a augmenté régulierement au
cours de toutes les étapes de la sérosurveillance. La surveil-
lance a révélé une augmentation statistiquement signifi-
cative des anticorps anti-RBD ainsi qu’une diminution sta-
tistiquement significative de la proportion de personnes
séropositives pour le Nc. Cette dynamique était particulie-
rement caractéristique pour des personnes vaccinées avec
GamCOVIDVac. Avantl'utilisation des vaccins spécifiques on
observait une séroprévalence des anticorps anti-Nc. Apres
I'administration du vaccin GamCOVIDVac, chez les adultes
a été observée une diminution des taux d’anticorps anti-Nc
en raison d'une augmentation de la proportion de per-
sonnes séropositives pour le RBD. Chez les enfants résidant
en Fédération de Russie, on a constaté une prédominance
statistiquement significative des anticorps anti-RBD sur les
anticorps anti-Nc et leur contribution majeure au niveau
de lI'immunité humorale contre le SARS-CoV-2. Les résultats
présentés démontrent le réle important de la vaccination
dans la formation de I'immunité grégaire.

Actuellement sont en cours les études sur I'immuni-
té de population a une nouvelle infection par le corona-
virus dans des conditions de pandémie dans les popula-
tions des républiques de Kazakhstan, de Turkménistan,
de Kirghizistan, d'Ouzbékistan et de Belarus (Fig. 24).

En collaboration avec l'Institut de médecine expéri-
mentale, les sous-populations des cellules de mémoire B
et cellules T ont été examinées par la cytométrie de flux
chez des patients atteints de COVID-19 et chez les recon-
valescents. Les patients en phase aigué de COVID-19 pré-
sentaient un niveau réduit de sous-populations des cel-
lules de mémoire B et une proportion accrue de précur-
seurs des cellules plasmatiques par rapport aux patients
en voie de convalescence. Dans le méme temps, le taux
de plasmoblastes/plasmocytes circulants était plus élevé.
En outre, les patients atteints de COVID-19 présentaient
un pourcentage plus élevé de sous-populations des cel-
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Figure 22. Différences des concentrations de sous-classes spécifiques d’'lgG (IgG1, 19G2, IgG3, IgG4) a la protéine N

SARS-CoV-2 en fonction de la gravité de la maladie

lules B activées — plasmoblastes circulants et cellules B
transitoires — par rapport aux donneurs en bonne santé.
Pendant la phase aigué de COVID-19, le nombre de cellules
du type Tfh1 (CXCR3+CCR6-) était réduit et celui de cellules
du type Tfh17 (CXCR3-CCR6+) augmenté par rapport aux
cellules des patients témoins et des convalescents (Fig. 25).
Les deux groupes de patients présentaient une distribution

aberrante des sous-ensembles circulants de cellules mé-
moires Tfh, qui pourrait étre liée a une distribution anor-
male des cellules B dans le sang périphérique.

En outre, le laboratoire continue a étudier le statut
immunitaire des patients atteints d’‘immunodéficience
primaire et secondaire. A été élaborée une méthode
de haute sensibilité pour évaluation en laboratoire du sta-
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Figure 23. Algorithme pour la mise en ceuvre des étapes de I'évaluation de 'immunité de la population a I'aide du service cloud
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Belarus

4 stages (2021-2022) 12 926 volunteers

12 926 volunteers
9271 volunteers
8 195 volunteers
5 754 volunteers

Istage: May 2021;
listage: August 2021;

1l sman: January 2022;
IVaman: October 2022

Kyrgyzstan
3 stages (2021-2022) 9 471 volunteer;
Istage: July 2021 9 471 volunteer

listage: February 2022; 4022 volunteer
1l stage: November 2022; 3 582 volunteer

SARS-CoV-2 herd immunity
assessmentin Eastern Europe,

Tajikistan
4 stages (2022) 3 674 volunteers

Istage: March 2022; 3 674 volunteers
Il stage: February 2022; 1 800 volunteers

Armenia
2 stages (2022) 6 057 volunteers

Istage: April 2022
6057 volunteers
llsman: December 2022
2 979 volunteers

Central Asia and Transcaucasia

Figure 24. Résumé de I'étude sur I'immunité grégaire en Europe de I'Est, en Asie centrale et en Transcaucasie

tut immunitaire des patients a I'aide de la PCR en temps
réel, basée sur la définition des concentrations des cercles
d’excision TREC et KREC chez les enfants et les adultes.
Ont été déterminés les intervalles de référence pour la te-
neur en TREC et KREC dans le sang périphérique des ha-
bitants de Saint-Pétersbourg. A cette fin, nous avons uti-
lisé les échantillons de sang total prélevés auprés de 717
volontaires conventionnellement en bonne santé, agés
de 0 a 108 ans, dans le cadre du programme d’évaluation
de I'immunité grégaire de Saint-Pétersbourg. La quantifi-

>

cation des fragments d’ADN TREC et KREC cibles a été réa-
lisée a I'aide d’un kit de réactifs pour la quantification des
cercles d'excision TREC et KREC par méthode de réaction
en chaine par polymérase avec détection en temps réel.
Les intervalles de référence ont été déterminés par la mé-
thode directe conformément aux recommandations de la
Fédération internationale de chimie clinique et a la norme
nationale (GOST) R 53022.3-2008. Dans le cadre de I'étude
les volontaires ont été répartis en six catégories d'age:
18-29 ans, 30-39 ans, 40-49 ans, 50-59 ans, 60-69 ans
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Figure 25. Déséquilibre du systeme de cellules Tfh chez les patients atteints de I'infection aigué a coronavirus, chez les
reconvalescents et les donneurs en bonne santé, en fonction de la sous-population cellulaire (Tfh1, Thf2, Thf17, Tfh double

positif)
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et plus de 70 ans. L'analyse de corrélation a révélé une
corrélation négative entre la concentration des molécules
TREC dans les échantillons de sang et I'age des partici-
pants de I'étude. Des disparités authentiques des niveaux
de TREC ont été révélées entre les différents groupes
d'dge. Aucune corrélation n'a été établie entre la teneur
en molécules KREC des échantillons sanguins et les dif-
férences entre les catégories d'age. Des intervalles de ré-
férence des niveaux de TREC ont été déterminés pour
chaque catégorie d'age sélectionnée. Un seul intervalle
de référence pour les niveaux de KREC a été établi pour
tous les groupes. Les résultats obtenus, qui ont permis
d'établir des intervalles de référence pour les niveaux
de TREC et de KREC chez les adultes, contribueront a un
diagnostic de laboratoire personnalisé efficace des condi-
tions d'immunodéficience de genése diverse.

Le laboratoire poursuit I'’étude de la nature génétique des
immunodéficiences primaires. Il existe un besoin évident
d’identifier des genes candidats susceptibles de conduire
au développement d’'une immunodéficience primaire par-
ticuliere. langio-cedéme héréditaire (AOH) est une maladie
rare génétiquement déterminée qui s'accompagne d'un
cedéme récurrent des tissus mous et des sous-muqueuses
qui met la vie des patients en danger. On a réalisé une ana-
lyse bioinformatique des genes candidats pour le déve-
loppement/pathogenése de I'AOH. Un groupe de genes
dont les mutations ont été significativement associées
a 'AOH a été utilisé comme base d’analyse: SERPINGT,
F12, PLG, ANGPT1, KNG1, MYOF, HS3ST6. Nous avons uti-
lisé plusieurs ressources web, telles que HumanNetv3,
GeneMania et FUMA GWAS en mode GENE2FUNC pour
construire des réseaux génétiques et protéiques et identi-
fier le contexte biologique des génes candidats sélection-
nés. Nous avons obtenu des données sur la localisation
d’une protéine particuliere dans les composants cellulaires
a partir de la localisation extracellulaire (HSPG2, SDC3, F2,
SERPING1, KRT1, GPC5, GPC6, THBS1, IGFALS, SERPINF2,

Publications
Articles

GP1BA, APOH, LAMA3, ELANE, GPC1, CLEC3B, HRG, GPC2,
PCOLCE, SERPINE1, SDC2, MATN2, GPC4, GPC3 jusqu’a la
disposition dans des granules spécifiques des cellules
(PLAU, ELANE, PLAUR, CD93). Cependant dans la plupart
des composants cellulaires, les protéines SERPING1, KNG,
PLG, F12 sont largement représentées, avec des mutations
associées aux types les plus courants de d’AOH. Pour la pre-
miere fois ont été identifiés 100 génes candidats potentiels,
dont les mutations peuvent étre associées a 'AOH. A été
déterminé le contexte biologique des genes identifiés.
Les données sur le contexte biologique, les interactions gé-
nétiques et protéine-protéine ont permis d’exclure un cer-
tain nombre de génes de la liste des participants les plus
probables a la pathogenése et de diviser les génes restants
en groupes ayant un potentiel d'implication plus ou moins
important.

Le Centre a usage collectif «Cytométrie et biomar-
queurs», basé au Laboratoire d'immunologie moléculaire,
méne une collaboration scientifique avec les organismes
suivants de Saint-Pétersbourg:

- «Institut de médecine expérimentale» (Département
d'immunologie);

- «Université d’Etat de médecine pédiatrique de Saint-
Pétersbourg» (Département des maladies infectieuses
des adultes et de I'épidémiologie);

- «Université d’Etat médicale I.P. Pavlov de Saint-Péters-
bourg» (Département des maladies infectieuses, pneu-
mologie, oto-rhino-laryngologie, centre de médecine
moléculaire) (Université Pavlov);

- Académie militaire de médecine S.M. Kirov (Département
des maladies infectieuses).

Deux théses de candidat en sciences biologiques plani-
fiées sont en état de rédaction par leurs postulants cher-
cheurs du laboratoire.

Le collectif du laboratoire participe activement a la pré-
sentation des résultats scientifiques dans le cadre des prin-
cipales conférences russes et internationales.

1. Arsentieva N., Liubimova N., Batsunov O., Korobova Z., Kuznetsova R., Rubinstein A., Stanevich O., Lebedeva A., Vorobyov E., Voro-

byova s., Kulikov A., Gavrilova E., Pevtcov D., Polushin Yu., Shlyk 1., Totolian A. Predictive value of specific cytokines for lethal COVID-19
outcome // Russian Journal of Infection and Immunity. 2022; 12 (5): 859-868. doi: 10.15789/2220-7619-PV0O-2043

Arsentieva N.A., Liubimova N.E., Batsunov O.K., Korobova Z.R., Stanevich O.V., Lebedeva A.A., Vorobyov E.A., Vorobyova S.V., Kulikov A.N.,
Lioznov D.A., Sharapova M.A., Pevtcov D.E., Totolian A.A. Plasma cytokines in patients with COVID-19 during acute phase of the disease
and following complete recovery // Medical Inmunology (Russia). 2021; 23 (2): 311-326. (In Russ.) doi: 10.15789/1563-0625-PCl-2312
Bakin E.A., Stanevich O.V., Chmelevsky M.P., Belash V.A., Belash A.A., Savateeva G.A., Bokinova V.A., Arsentieva N.A., Sayenko L.F.,
Korobenkov E.A., Lioznov D.A., Totolian A.A., Polushin Y.S., Kulikov A.N. A novel approach for COVID-19 patient condition tracking:
from instant prediction to reqular monitoring // Front. Med. (Lausanne). 2021; 8: 744652. doi: 10.3389/fmed.2021.744652

Basina V.V., Arsent’eva N.A., Novak K.E., Totolian A.A. Chemokine receptors and their ligands in peripheral blood of patients
with chronic hepatitis C and aggravated comorbid background // Vestnik NovSU. Issue: Medical Sciences. 2022; (126): 15-24.
doi: 10.34680/2076-8052.2022.1(126).15-24

Korobova Z.R., Arsentieva N.A., Liubimova N.E., Batsunov O.K., Dedkov V.G., Gladkikh A.S., Sharova A.A., Adish Z,, Chernykh E.I,
Kaschenko V.A., Ratnikov V.A., Gorelov V.P., Stanevich O.V., Kulikov A.N., Pevtsov D.E., Totolian A.A. Cytokine profiling in different
SARS-CoV-2 genetic variants // International Journal of Molecular Sciences. 2022; 23 (22): 14146. doi: 10.3390/ijms232214146
Korobova Z.R., Arsentieva N.A., Liubimova N.E., Dedkov V.G., Gladkikh A.S., Sharova A.A., Chernykh E.I., Kashchenko V.A., Ratni-
kov V.A., Gorelov V.P., Stanevich O.V., Kulikov A.N., Pevtsov D.E., Totolian A.A. A Comparative Study of the Plasma Chemokine Profile
in COVID-19 Patients Infected with Different SARS-CoV-2 Variants // Int. J. Mol. Sci. 2022; 23 (16): 9058. doi: 10.3390/ijms23169058
Korobova Z.R., Zueva E.V,, Arsentieva N.A., Batsunov O.K., Liubimova N.E., Khamitova V., Kuznetsova R.N., Rubinstein A.A., Savin T.V.,
Stanevich O.V.,, Kulikov A.N., Pevtsov D.E., Totolian A.A. Changes in anti-SARS-CoV-2 IgG subclasses over time and in association with
disease severity // Viruses. 2022; 14 (5): 941. doi: 10.3390/v14050941

Kudryavtsev V., Isakov D.V., Batsunov O.K., Kuznetsova R.N., Rubinstein A.A., Stanevich O.V., Lebedeva A.A., Vorobyov E.A., Vo-
robyova S.V., Kulikov A.N., Sharapova M.A., Pevtcov D.E., Totolian A.A., Arsentieva N.A., Korobova Z.R., Khamitova I.V. Alterations
in B cell and follicular T-helper cell subsets in patients with acute COVID-19 and COVID-19 convalescents // Current Issues in Molecular
Biology. 2022; 44 (1): 194-205. doi: 10.3390/cimb44010014
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Lazareva N.M., Baranova O.P, Kudryavtsev I.V., Arsentieva N.A., Liubimova N.E., Ses’ T.P,, llkovich M.M., Totolian A.A. CXCR3 chemokine
receptor ligands in sarcoidosis // Medical Inmunology (Russia). 2021; 23 (1): 73-86. (In Russ.) doi: 10.15789/1563-0625-CCR-2181
Pechnikova N.A., Ostankova Yu.V., Totolian A.A. Application of bioinformatical analysis to identify candidate genes associated with
hereditary angioedema // Medical Immunology (Russia). 2022; 24 (5): 1027-1046. doi: 10.15789/1563-0625-A0B-2579

Popova A.Yu., Smirnov V.S., Ezhlova E.B., Mel'nikova A.A., Samoilova L.V,, Lyalina L.V., Semenova E.V., Gurskiy M.A., Aksenova E.A.,
Arbuzova T.V., Totolian A.A. Herd immunity to SARS-CoV-2 in the Novosibirsk Region population amid the COVID-19 pandemic //
Problems of Virology. 2021; 66 (4): 299-309. doi: 10.36233/0507-4088-54

Popova A.Yu., Andreeva E.E., Babura E.A., Balakhonov S.V., Bashketova N.S., Bulanov M.V., Valeullina N.N., Goryaev D.V., Det-
kovskaya N.N., Ezhlova E.B., Zaitseva N.N., Istorik O.A., Kovalchuk I.V., Kozlovskikh D.N., Kombarova S.V., Kurganova O.P., Kutyrev V.V.,
Lomovtsev A.E., Lukicheva L.A., Lyalina L.V., Melnikova A.A., Mikailova O.M., Noskov A.K., Noskova L.N., Oglezneva E.E., Osmolo-
vskay T.P,, Patyashina M.A., Penkovskaya N.A., Samoilova L.V., Smirnov V.S., Stepanova T.F,, Trotsenko O.E., Totolian A.A. Features
of developing SARS-CoV-2 nucleocapsid protein population-based seroprevalence during the first wave of the COVID-19 epidemic
in the Russian Federation // Russian Journal of Infection and Immunity. 2021; 11 (2): 297-323. doi: 10.15789/2220-7619-FOD-1684
Popova A.Yu., Andreeva E.E., Babura E.A., Balakhonov S.V., Bashketova N.S., Bugorkova S.A., Bulanov M.V., Valeullina N.N., Go-
ryaev D.V., Detkovskaya N.N., Ezhlova E.B., Zaitseva N.N., Istorik O.A., Kovalchuk I.V., Kozlovskikh D.N., Kombarova S.Yu., Kurgano-
va O.P,, Lomovtsev A.E., Lukicheva L.A., Lyalina L.V., Melnikova A.A., Mikailova O.M., Noskov A.K., Noskova L.N., Oglezneva E.E., Os-
molovskaya T.P., Patyashina M.A., Penkovskaya N.A., Samoi L.V. lova, Smirnov V.S., Stepanova T.F., Trotsenko O.E., Totolian A.A. Pe-
culiarities of SARS-CoV-2 nucleocapsid in children during the COVID-19 epidemic of 2020 // Pediatrics. Journal named after G.N. Spe-
ransky. 2021; 100 (3): 97-106.

Popova A.Yu., Ezhlova E.B., Melnikova A.A., Lukicheva L.A., Nikitina N.1., Lyalina L.V., Smirnov V.S., Koltsov N.S., Ermakova M.V., Ku-
bashev A.K., Kuznetsova V.V.,, Denisova T.V., Gurina N.V., Ziborov I.V., Gryazova I.V., Pankova N.A., Konoshkin P.I., Mikheeva N.I., Sha-
rova A.A., Totolian A.A. Humoral immunity to SARS-CoV-2 among the population of Murmansk region amid COVID-19 epidemic //
HIV Infection and Immunosuppressive Disorders. 2021; 13 (1): 17-27. (In Russ.) doi: 10.22328/2077-9828-2021-13-1-17-27

Popova A.Yu., Ezhlova E.B., Melnikova A.A., Smirnov V.S., Lyalina L.V., Kozlovskikh D.N., Luchinina S.V., Romanov S.V., Valeullina N.N.,
Dikonskaya O.V., Chirkova G.G., Malykh O.L., Ponomareva A.V., Chistyakova I.V., Kilyachina A.S., Yurovskikh A.l., Kotova A.A., Toto-
lian A.A. Peculiarities of Seroprovalence to SARS-CoV-2 in the Population of the Middle and Southern Urals in the Early Period of the
COVID-19 Pandemic. Epidemiology and Vaccinal Prevention. 2021; 20 (3): 8-18. (In Russ.) doi: 10.31631/2073-3046-2021-20-3-8-18
Popova A.Yu., Ezhlova E.B., Melnikova A.A., Smirnov V.S., Lyalina L.V., Goryaev D.V., Khodov D.A., Chepizhko T.G., Rusin M.V., Kuznet-
sova N.N., Bezruchko E.Yu., Kochergina A.S., Karimov V.R., Sharova A.A., Vetrov V.V., Totolian A.A. Structure of herd immunity to SARS-
COV-2 in the Krasnoyarsk region population in the COVID-19 epidemic // Acta Biomedica Scientifica. 2021; 6 (3): 227-238. (In Russ.)
doi: 10.29413/ABS.2021-6.3.23

Popova A.Yu., Ezhlova E.B., Melnikova A.A., Smirnov V.S., Lyalina L.V., Efimov E.I., Kucherenko N.S., Zaitseva N.N., Sadykova N.A.,
Sarskov S.A., Chekhova G.A., Arbuzova T.V., Vetrov V.V, Totolian A.A. The herd immunity to SARS-CoV-2 among the population
of the Nizhny Novgorod region amid the COVID-19 epidemic // HIV Infection and Immunosuppressive Disorders. 2021; 13 (3): 30-39.
(In Russ.) doi: 10.22328/2077-9828-2021-13-3-30-39

Popova A.Yu., Ezhlova E.B., Melnikova A.A., Trotsenko O.E., Zaitseva T.A., Lyalina L.V., Garbuz Y.A., Smirnov V.S., Lomonosova V.1,
Balakhontseva L.A., Kotova V.O., Bazykina E.A., Butakova L.V., Sapega E.Y.,, Aleinikova N.V., Bebenina L.A., Loseva S.M., Kara-
vyanskaya T.N., Totolian A.A. The seroprevalence of SARS-CoV-2 among residents of the Khabarovsk Krai during the COVID-19 epide-
mic // Journal of Microbiology, Epidemiology and Immunobiology. 2021; 98 (1): 7-17. doi: 10.36233/0372-9311-92

Popova A.Yu., Smirnov V.S., Andreeva E.E., Arbuzova TV., Babura E.A., Balakhonov S.V., Bashketova N.S., Bugorkova S.A., Bula-
nov M.V, Valeullina N.N., Goryaev D.V., Gubanova A.V., Detkovskaya N.N., Ezhlova E.B., Zhimbayeva O.B., Zaitseva N.N., Zueva E.V.,
Ivanov V.A., Istorik O.A., Kovalchuk V., Kozlovskikh D.N., Kombarova S.Y., Kurganova O.P., Lomovtsev A.E., Lukicheva L.A., Melni-
kova A.A., Mikailova O.M., Milichkina A.M., Noskov A.K., Noskova L.N., Oglezneva E.E., Osmolovskaya T.P., Patyashina M.A., Pen-
kovskaya N.A., Petrova O.A., Razumovskaya A.P., Samoilova L.V., Stepanova T.F., Trotsenko O.E., Khamitova I.V., Totolian A.A. Sero-
prevalence of antibodies to SARS-CoV-2 in children against the background of the COVID-19 epidemic in the Russian Federation //
Pediatrics. Journal named after G.N. Speransky. 2022; 101 (3): 85-97. doi: 10.24110/0031- 403X-2022-101-3-85-97

Popova A.Yu., Smirnov V.S., Andreeva E.E., Babura E.A., Balakhonov S.V., Bashketova N.S., Bugorkova S.A., Bulanov M.V., Valeulli-
na N.N., Vetrov V.V., Goryaev D.V., Detkovskaya T.N., Ezhlova E.B., Zaitseva N.N., Istorik O.A., Kovalchuk I.V., Kozlovskikh D.N., Kom-
barova S.Y.,, Kurganova O.P., Lomovtsev A.E., Lukicheva L.A., Lyalina L.V., Melnikova A.A., Mikailova O.M., Noskov A.K., Noskova L.N.,
Oglezneva E.E., Osmolovskaya T.P., Patyashina M.A., Penkovskaya N.A., Samoilova L.V., Stepanova T.F., Trotsenko O.E., Totolian A.A.
SARS-CoV-2 Seroprevalence Structure of the Russian Population during the COVID-19 Pandemic // Viruses. 2021; 13 (8): 1648.
doi: 10.3390/v13081648

Popova A.Yu., Smirnov V.S., Ezhlova E.B., Melnikova A.A., Trotsenko O.E., Kurganova O.P., Detkovskaya T.N., Lyalina L.V., Abba-
sova E.I, Yurgina O.M., Romanova O.B., Pyatyrova E.V., Burdinskaya E.N., Solokhin A.S., Bogdan E.V., Bazykina E.A., Totolian A.A.
Herd immunity to SARS-CoV-2 in the population of the Southern regions of the Far East of Russia // Acta Biomedica Scientifica. 2021;
6 (5): 253-273. (In Russ.) doi: 10.29413/ABS.2021-6.5.25

Popova A.Yu., Smolenski V.Y., Kasymov O.T.,, Nurmatov Z.S., Suranbaeva G.S., Kuchuk T.E., Nuridinova Z.N., Derkenbaeva A.A., Sa-
ttarova G.Z., Kaliev M.T., Smirnov V.S., Egorova S.A., Milichkina A.M., Khamitova I.V., Zueva E.V., Ivanov V.A., Drobyshevskaya V.G.,
Gubanova A.V., Zhimbaeva O.B., Razumovskaya A.P., Verbov V.N., Likhachev LV., Krasnov A.V.,, Totolian A.A. SARS-CoV-2 herd immu-
nity of the Kyrgyz population in 2021 // Medical Microbiology and Immunology. 2022; 211: 195-210. doi: 10.1007/500430-022-00744-7
Popova A.Yu., Tarasenko A.A., Smolenskiy V.Yu., Egorova S.A., Smirnov V.S., Dashkevich A.M., Svetogor T.N., Glinskaya I.N., Skura-
novich A.L., Milichkina A.M., Dronina A.M., Samoilovich E.O., Khamitova I.V., Semeiko G.V., Amvrosyeva T.V., Shmeleva N.P., Ruba-
nik L.V., Esmanchik O.P,, Karaban I.A., Drobyshevskaya V.G., Sadovnikova G.V., Shilovich M.V., Podushkina E.A., Kireichuk V.V., Pe-
trova O.A., Bondarenko S.V., Salazhkova I.F., Tkach L.M., Shepelevich L.P., Avtukhova N.L., Ivanov V.M., Babilo A.S., Navyshnaya M.V.,
Belyaev N.N., Zueva E.V., Volosar L.A., Verbov V.N., Likhachev 1.V., Zagorskaya T.0., Morozova N.F., Korobova Z.R., Gubanova A.V.,
Totolian A.A. Herd immunity to SARS-CoV-2 among the population of the Republic of Belarus amid the COVID-19 pandemic // Rus-
sian Journal of Infection and Immunity. 2021; 11 (5): 887-904. doi: 10.15789/2220-7619-HIT-1798A
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Popova A.Yu., Yezhlova E.B., Melnikova A.A., Danilova T.E., Bulanov M.V., Lyalina L.V., Smirnov V.S., Totolian A.A. Analysis of seropre-
valence to SARS-CoV-2 among the population of the Vladimir region during the COVID-19 epidemic // Epidemiology and Infectious
Diseases. Current Items. 2021, 11(2): 29-35 doi: 10.18565/epidem.2021.11.2.29-35

Popova A.Yu., Yezhlova E.B., Melnikova A.A., Oglezneva E.E., Krasnoperov A.S., Lyalina L.V., Smirnov V.S., Demin A.D., Kobrinets Zh.V.,
Chirkova A.Yu., Zhidkov V.A., Velitchenko D.A., Arbuzova T.V., Lomonosova V.1, Totoyan A.A. Seroprevalence to SARS-CoV-2 among
the population of the Belgorod region against the background of the COVID-19 epidemic // Epidemiology and Infectious Diseases.
Current Items. 2021; 11 (1): 18-24 doi: 10.18565/epidem.2021.11.1.18-24

SaitgalinaM.A., Liubimova N.E., Ostankova Yu.V., Kuznetzova R.N., Totolian A.A. Determination of reference values for TREC and KREC
in circulating blood of the persons over 18 years // Medical Immunology (Russia). 2022; 24 (6): 1227-1236. (In Russ.) doi: 10.15789/1563-
0625-DOR-2587

Saitgalina M.A., Ostankova Yu.V., Liubimova N.E., Semenov A.V., Kuznetsova R.N., Totolian A.A. Modified quantitative approach
for assessing peripheral blood TREC and KREC levels inimmunodeficient patients // Russian Journal of Infection and Immunity. 2022;
12 (5): 981-996. doi: 10.15789/2220-7619-MMF-2039

Sivolodskii E.P., Zueva E.V. Method for phenotypic identification of Acinetobacter nosocomialis bacteria // Russian Journal of Infec-
tion and Immunity. 2021; 11 (3): 591-596. doi: 10.15789/2220-7619-MFP-1422

Smirnov V.S., Lyalina L.V., Milichkina A.M., Khamitova I.V., Zueva E.V., Ivanov V.A., Zaguzov V.S., Totolian A.A. Longitudinal Rando-
mized Cohort Study of SARS-CoV-2 Antibody Seroprevalence in the St. Petersburg Population // Viruses. 2022; 14 (5): 913. doi: 10.3390/
v14050913

Zueva E.V., Belyaev N.N., Verbov V.N., Likhachev V., Bachinin I.A., Khamitova I.V., Korobova Z.R., Arsentieva N.A., Totolian A.A. Cha-
racterizing a «N-CoV-2-1gG PS» diagnostic kit to quantify SARS-CoV-2 nucleocapsid protein-specific human IgG antibodies // Russian
Journal of Infection and Immunity. 2022; 12 (4): 771-778. doi: 10.15789/2220-7619-CAN-1904

Brevets

1.

Arsentieva N.A., Lyubimova N.E., Batsunov O.K., Korobova Z.R., Kuznetsova R.N., Rubinstein A.A., Stanevich O.V., Lebedeva A.A., Vo-
robyev E.A., Vorobyeva S.V., Kulikov A.N., Gavrilova E.G., Polushin Y.S., Shlyk LV., Totolian A. A. Method of predicting the outcome
of acute illness caused by a new coronavirus infection COVID-19. Application: 2021122630, 07/28/2021. Patent No. 2766347. Patentee:
Saint-Petersburg Pasteur Institute. The date of the start of the patent validity period: 8.07.2021. Registration date: 03/15/2022. Publi-
shed: 03/15/2022

Batsunov O.K., Semenov A.V., Arsentieva N.A., Lyubimova N.E., Ostankova Yu.V., Esaulenko E.V., Totolian A.A. Method of differentia-
tion of the causes of liver fibrosis of the initial level in chronic viral Hepatitis Band C. Application No. 2019141709/10(081287). Patentee:
Saint-Petersburg Pasteur Institute. The application submission date is 12.12.2019. The decision to grant a patent 15.07.2021
Ostankova Yu.V, Saitgalina M.A., Lyubimova N.E., Totolian A.A. A method of laboratory personalized diagnostics of the state of im-
munity of patients and a set of oligodeoxyribonucleotide primers and fluorescently labeled probes, and reference samples. Patentee:
Saint-Petersburg Pasteur Institute. Application: 2022107106. Issued on 1.11.22.
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LABORATOIRE D’EPIDEMIOLOGIE DES MALADIES INFECTIEUSES

ET NON INFECTIEUSES

Chef du laboratoire: Liudmila Lyalina
Chercheurs: V. Zagouzov, E. Gorziy, V. Vetroy, S. Golubkova

En 2021-2022 le Laboratoire d'épidémiologie des mala-
dies infectieuses et non infectieuses a pris part a la réalisation
des travaux de recherche selon les thématiques suivantes:

e Caractéristique moléculaire génétique et prévalence
du virus du papillome humain a haut risque cancéro-
géne dans les conditions de vaccinoprophylaxie de I'in-
fection par le virus du papillome

e Epidémiologie et vaccinoprophylaxie de COVID-19 sur
les territoires du Nord-Ouest de Russie

e Réalisation du programme d’élimination de la rougeole,
la rubéole et accession au niveau d'incidence spora-
dique de la parotidite épidémique sur les territoires
du Nord-Ouest de la Russie

e Mise en oeuvre des mesures de prévention de la po-
liomyélite et d’organisation de la surveillance épidé-
miologique de l'infection entérovirale (non polio) sur
14 territoires de Russie supervisés par le Centre régional
de Saint-Pétersbourg

e Réalisation du programme d’élimination de I'hépatite
virale B aigué sur les territories du District fédéral Nord-
Ouest (DFNO) de Russie.

Infection par le virus du papillome

Linfection par le virus du papillome fait partie des pro-
blemes socialement significatifs d’actualité dans le monde
et en Fédération de Russie. Sa particularité consiste en un
grand nombre de génotypes du virus du papillome hu-
main (VPH) et en existence d'un potentiel cancérogéne
de plusieurs génotypes, en vaste prévalence, diversité des
sources et voies de transmission de I'agent pathogeéne, pré-
dominance des formes asymptomatiques et en polymor-
phisme des manifestations cliniques, y compris apparition
des néoformations malignes de localisation spécifique.
En 2020 I'Organisation mondiale de la santé (OMS) a pu-
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Figure 26. Prévalence du virus du papillome humain a haut
risque cancérogéne a Saint-Pétersbourg en 2021-2022

blié la Stratégie d’élimination du cancer du col de |"utérus
comme probléme de la santé publique sur la base de la vac-
cination contre le VPH d’au moins de 90% de jeunes filles
de I'dge de moins de 15 ans.

Le 20 septembre 2020 en Fédération de Russie a été va-
lidée la Stratégie de développement d'immunoprophylaxie
des maladies infectieuses jusqu’a 2035 qui prévoit le per-
fectionnement du Calendrier national de vaccination en
y intégrant le vaccin préventif contre I'infection par le virus
du papillome. Par conséquent I'analyse de la prévalence des
différents génotypes du VPH et I'étude approfondie de I'hé-
térogénéité génétique des populations des génotypes
d'actualité dans les conditions de la couverture vaccinale
existante sont d’'une grande importance pour le dévelop-
pement du systéme de screening du VPH, du controdle, de la
surveillance épidémiologique et de la vaccinoprophylaxie
des maladies associées au virus du papillome humain.

Les résultats de surveillance épidémiologique de la préva-
lencedesgénotypesduVPHahautrisque cancérogéne parmi
les patients atteints par les affections gynécologiques, urolo-
giques, cutanéo-vénériennes et oncologiques, effectuée sur
deux territoires du District fédéral Nord-Ouest en 2021-2022,
ont confirmé la forte pertinence du probleme. L'étude a en-
globé les patients des deux sexes qui se sont adressés dans
les organismes médicaux de Saint-Pétersbourg (un Centre
médical d’'un organisme de recherche — 606 personnes,
un Dispensaire antivénérien — 695 personnes, un Centre
de planning familial et de reproduction — 2296 personnes,
la policlinique municipale No. 107 — 14451 personne,
le Dispensaire municipal clinique d’oncologie — 80 per-
sonnes) et de I'Oblast de Kaliningrad (Centre d'aide médi-
cale spécialisée — 238 personnes). La matiére biologique
d'examen a été prélevée avec la brosse cervicale du col cer-
vical, de l'urétre et des masses tumorales. Ont été analysés
les résultats de I'étude cytologique de 158 patients ayant
fourni la réponse positive a I'examen du VPH a haut risque
cancérogene.

L'évaluation des résultats de la recherche, effectuée en
2021-2022, a démontré une forte activité de développe-
ment du processus épidémique latent de l'infection par
le virus du papillome. La fréquence de détection du VPH
a haut risque cancérogéne parmi les patients examinés,
présentant les symptomes des affections gynécologiques,
urologiques et cutanéo-vénériennes a Saint-Pétersbourg
a fait 16,1% et 18,5% au Centre médical de I'institut de re-
cherche, 16,7% et 19,3% au Centre de planning familial et de
reproduction, 18,9% et 19,9% au Dispensaire antivénérien
No. 8 de méme que 21,8% et 23,6% dans la Policlinique mu-
nicipale No. 107 (Fig. 26). Dans la plupart des cas I'écart des
taux de prévalence du VPH a haut risque cancérogene n’est
pas statistiquement significatif (p > 0,05), excepté les résul-
tats d’examen des patients de la policlinique municipale
No. 107 ou la fréquence de détection du VPH a été sensible-
ment plus élevée qu'au Centre médical de I'institut de re-
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cherche et qu’au Centre de planning familial et de repro-
duction. Aucun patient faisant partie du groupe examiné
n‘a été vacciné contre l'infection par le virus du papillome.

L'évaluation comparée de la prévalence du VPH a haut
risque cancérogéne et des intervalles de confiance (IC)
des indices parmi les personnes des deux sexes a Saint-
Pétersbourg n'a pas révélé d'écarts statistiquement signi-
ficatifs (p > 0,05). A titre d’exemple au Tabl. 17 sont présen-
tés les résultats d’examen des patients du Centre de plan-
ning familial et de reproduction. Parmi les femmes et les
hommes, examinés au Centre médical de l'institut de re-
cherche en 2022, le VPH a haut risque cancérogéne a été
détecté dans 13,2% et 20,4% de cas (p > 0,05), parmi celles
et ceux, examinés dans la Policlinique No.107, la fréquence
de détection a été aussi quasiment la méme — 23,6%
et 19,6% avec I'écart statistiquement insignifiant (p > 0,05).
Chez les femmes le taux de décelabilité du VPH le plus éle-
vé a été constaté dans la catégorie d'age de 20-29 ans, soit
30% du nombre total de personnes examinées dans cette
catégorie. Les génotypes du VPH, détectés le plus fréquem-
ment, étaient le 16 (24,8%) et le 31 (12,4%). Chez les patients
examinés au Dispensaire antivénérien No.8 les taux de pré-
valence ont fait respectivement 20,2% et 19,5% (p > 0,05).

Dans I'Oblast de Kaliningrad les taux de prévalence
du VPH a haut risque cancérogene ont été sensiblement
plus élevés atteignant dans le systéme d’examen routinier
globalement 32,8% (22,97% chez les hommes et 32,2%
chez les femmes). Il convient de remarquer que les résul-
tats d'étude d’incidence du cancer du col de l'utérus en
2011-2021 ont démontré que les taux d'incidence dans
I'Oblast de Kaliningrad pendant toute la période d'obser-
vation ont été sensiblement plus élevés par rapport a ceux
de Saint-Pétersbourg, et que parmiles femmes dgées de 30
a 39 ans a été établie la tendance a I'accroissement de I'in-
cidence qui est corrélée au taux plus élevé de prévalence
du VPH dans la catégorie d’age de 18-29 ans — 38,5%. A
Saint-Pétersbourg la fréquence de détection du VPH parmi
les femmes de cette catégorie d'age a fait 20,4% en 2022.

L'analyse des résultats de I'examen cytologique du li-
quide, effectué en 2022 a Saint-Pétersbourg, a révélé les
différents types de pathologie dans 6,6% de cas. Chez
deux patientes (1,3%), dont I'une dgée de moins de 40 ans,
a été diagnostiqué le cancer du col de l'utérus. Dans 43,5%
de cas ont été détectées les cellules atypiques d'épithélium
squameux témoignant des néoplasies intraépithéliales des
différents degrés de gravité. Dans 50% de cas I'dage moyen
des patientes atteintes des graves lésions intraépithéliales
de I'épithélium squameux a été de moins de 40 ans.

%

Tableau 17. Prévalence du VPH a haut risque cancérogéne
des génotypes 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59

parmi les patients du Centre de planning familial

et de reproduction a Saint-Pétersbourg, 2021-2022

Année Sexe d":::‘n:;eés infeI::)t’:‘st par (Ic 09/05% )
le VPH
Femmes 932 178 (16,169—’;1,8)
2021 | Hommes 39 ? { 1,?3'319,3)
Total 971 187 a 6,18%;1 9)
Femmes 1250 209 (14,176—,178,9)
2022 | Hommes 75 12 (8,613(;,6)
Total 1325 221 (14,176—1178,8)

Lexamen de prévalence des génotypes concrets
du VPH a haut risque cancérogeéne, effectué en 2022 dans
le groupe de patients du Centre de planning familial et de
reproduction, a démontré que le premier rang revient au
VPH du génotype 16: 21,1% de cas (95% IC: 15,88-27,12).
Les génotypes apparentés du nombre de ceux définis au
moyen des test-systémes utilisés (31, 33, 35, 52, 58) ont été
détectés globalement dans 39,9% de cas, le génotype 18
ayant été détécté beaucoup plus rarement — dans 6,4%
de cas (95% IC: 3,56-10,54). La différence par rapport a la
fréquence de détection du génotype 16 y est statistique-
ment significative (p < 0,05).

Les résultats d’examen de 80 patients du Dispensaire mu-
nicipal clinique d'oncologie de Saint-Pétersbourg ont prouvé
que la fréquence de détection du VPH a haut risque cancé-
rogéne chez les patients oncologiques variait en fonction
de la localisation de la néoformation. Elle a été de l'ordre
de 100% au cas de cancer de l'anus, 94,6% — des organes
génitaux féminins, 76,2% — de cancer oropharyngé. Dans les
cas de dysplasie grave du col de l'utérus le VPH a haut risque
cancérogéne a été détecté dans 83,3% de cas (Fig. 27).

Chez tous les patients aux néoformations malignes,
associées au VPH a haut risque cancérogéne, a été décelé
le VPH du génotype 16. Dans 14,1% de cas a été diagnos-
tiquée une infection mixte. Ensemble avec le génotype 16
ont été décelés dans les différentes combinaisons les gé-
notypes 18, 31, 35, 39 et 45 du VPH. Aucun patient n'a été
vacciné contre le VPH. L'étude du statut physique de '’ADN

Fréquence
d'occurrence
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20 23,8
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54
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W VPH )
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[] VPH(-) *p < 0,05

Figure 27. Décelabilité du VPH dans les échantillons des tissus des néoformations malignes des différentes localisations

et de dysplasie grave du col de l'utérus, Saint-Pétersbourg, 2022
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du virus n‘a pas révélé de forme épisomale dans les échan-
tillons des tissus des néoformations malignes. La forme
partiellement intégrée («<mixte») de I’'ADN du virus a été éta-
blie dans 86,4% et la forme intégrée — dans 13,4% de cas.

Les résultats d'étude de prévalence du VPH a haut risque
cancérogeéne dans le cadre du systéme nouvellement or-
ganisé de surveillance épidémiologique ont permis d’'obte-
nir de nouvelles données sur la fréquence de décelement
et sur les génotypes circulants du virus dans les conditions
d'une faible couverture vaccinale contre l'infection par
le virus du papillome. Les résultats obtenus trahissent une
forte intensité du processus épidémique latent de cette
infection et caractérisent le polymorphisme de ses mani-
festations cliniques. Les données obtenues sur |'a peu prés
égale prévalence du virus du papillome humain parmi les
hommes et les femmes témoignent en faveur d'une stra-
tégie de genre neutre a adopter dans la vaccination contre
cette infection.

Les résultats d'étude du statut physique de I'"ADN
du VPH des malades au diagnostic confirmant les néofor-
mations malignes de différente localisation associées au
VPH, ont démontré le degré d’intégration du virus dans
le génome des cellules de I'hnomme. Ces données peuvent
étre utilisées pour pronostiquer la gravité de I"évolution cli-
nique de la maladie, définir la stratégie thérapeutique et les
groupes de risque pour la vaccination contre l'infection par
le virus du papillome selon les indications épidémiques.

Infection a coronavirus

A la fin de I'année 2019 a été identifié le nouveau type
de coronavirus auquel le Comité international de taxonomie
des virus a attribué le nom SARS-CoV-2. Il fait partie des virus
contenant I’ARN, famille Coronaviridae, lignée Beta-CoV B. Il a
été inscrit au ll-eme groupe de pathogénicité, tout comme
certains autres représentants de cette famille (virus SARS-
CoV, MERS-CoV). La séquence génétique de SARS-CoV-2 est
similaire a celle de SARS-CoV pour, au moins, 79%.

Lesrecherches visant a I'étude de SARS-CoV-2 ont démon-
tré que ce virus est non seulement capable de provoquer
des formes séveres d'évolution de I'infection dans certaines
populations, aboutissant souvent a l'issue Iéthale, mais se
caractérise aussi par une grande vitesse de sa diffusion qui
a servi d'argument a I'OMS pour annoncer I'état d’'urgence,
due a la pandémie, dans le domaine de santé publique.

20000

Vu la variabilité rapide de l'agent pathogéne de la
nouvelle infection a coronavirus (COVID-19), I'évaluation
du rythme de propagation des souches connues et des
souches neuves du virus se présente comme un élément
d’extréme importance de la surveillance dans le cadre
de laquelle les spécialistes des organismes de recherche
font recours aux moyens bio-informatiques d'analyse
de données pour la mise a jour des génovariants et leurs
sous-lignées épidémiologiquement significatifs.

Le premier cas de la nouvelle infection a coronavirus,
provoquée par le virus SARS-CoV-2, a été enregistré en
Fédération de Russie le 1 mars 2020. Les résultats d'analyse
de l'incidence de COVID-19 sur les territoires du District fé-
déral Nord-Ouest, effectuée en 2021-2022, ont démontré
que les taux les plus élevés ont été atteints dans les condi-
tions de la mégapole de Saint-Pétersbourg (Fig. 28).

Comparésa2021,en2022 sur 10territoiresdu Districta été
notée une hausse d'incidence de COVID-19. Les taux d'in-
cidence par 100 mille habitants s’y sont présentés comme
suit: a Saint-Pétersbourg — 18 120,64 (95% IC: 18 088,1-
18 153,2), dans I'Oblast d’Arkhangelsk — 13 190,97 (95% IC:
13 128,6-13 253,6), en République Carélie — 11 895,82
(95%1C: 11 814,6-11 977,4), en République Komi— 11 712,78
(95% IC: 11 643,0-11 782,9), dans I'Oblast de Kaliningrad —
10 909,32 (95% IC: 10 848,8-10 970,0), dans le District auto-
nome de Nenetsk — 10 908,11 (95% IC: 10 619,5-11 201,8),
dans I'Oblast de Vologda — 10 130,91 (95% IC: 10 075,8-
10 186,2), dans I'Oblast de Pskov — 8812,11 (95% IC: 8741,7—
8882,9), dans I'Oblast de Novgorod — 8671,62 (95% IC)
8600,1-8743,6), dans I'Oblast de Léningrad — 7340,37
(95% IC: 7303,3-7377,6), dans I'Oblast de Mourmansk —
7337,39 (95% IC: 7277,8-7397,3).

Les résultats d’analyse des issues léthales de COVID-19
ont démontré qu’en trois ans de I'épidémie (2020-2022)
dans le District fédéral Nord-Ouest ont été enregistrés
59 223 cas de décés de cette maladie. Comparé a 2021, en
2022 est notée une baisse statistiquement significative
de la Iéthalité sur tous les territoires du District (Fig. 29).
En 2022 le taux de [éthalité de COVID-19 dans le District
fédéral Nord-Ouest a constitué 0,75% (95% IC: 0,74-0,76).
Sur les territoires du District les taux de léthalité se pré-
sentent de maniére suivante: Oblast de Pskov — 1,28%
(95% IC: 1,19-1,38); Oblast de Mourmansk — 1,16% (95% IC:
1,08-1,26); Saint-Pétersbourg — 0,88% (95% IC: 0,86-0,89);
Oblast de Vologda — 0,80% (95% IC: 0,75-0,85); Oblast
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Figure 28. Classement des territoires du District fédéral Nord-Ouest selon le niveau d’incidence de COVID-19 en 2021-2022
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Figure 29. Léthalité de COVID-19 sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest en 2021-2022

de Kaliningrad — 0,71% (95% IC: 0,66-0,76); République
Komi — 0,65% (95% IC: 0,60-0,71); Oblast de Novgorod —
0,62% (95% IC: 0,55-0,69); République Carélie — 0,46%
(95% IC: 0,41-0,51); Oblast de Léningrad — 0,36% (95% IC:
0,33-0,40); District autonome de Nenetsk — 0,33%
(95% 1C: 0,21-0,50); Oblast d’Arkhangelsk — 0,20% (95% IC:
0,17-0,22).

La baisse de léthalité a été peut-étre liée a I'évolution
du génovariant du virus circulant. En mai 2021 sur le ter-
ritoire du Distrct a été détectée la souche «Delta». Dans
I'Oblast de Kaliningrad sur tous les tests positifs, étudiés en
2021, 194 ont marqué les mutations (186 — «Delta», 6 —
«Alpha», T — souche dite de nord-ouest, 1 — «Béta»). Etant
dominante en 2021, en 2022 la part de ce génovariant n'a
fait que 1,0%.

Audébutdel’année 2022 sur le territoire du District a été
détectée la souche «Omicron» qui, par la suite, a occupé
la place dominante dans la structure des génovariants cir-
culants du virus. Parmi les tests positifs présentant des mu-
tations, étudiés en 2022 dans I'Oblast de Kaliningrad, dans
483 a été détectée la souche «Omicron» et seulement dans
5 —la souche «Delta». Pendant la période du janvier a juin
2022 ont été révélées les sous-lignées BAT et BA2, substi-
tuées par la suite par les variants BA4 et BA5. La confron-
tation de I'évolution de l'incidence mensualisée avec
la structure mensualisée des génovariants du virus, circu-
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Figure 30. Incidence de COVID-19 parmi les personnes
vaccinées et non vaccinées dans les Oblasts de Léningrad,
Pskov et Kaliningrad en 2021-2022

lant dans I'Oblast de Kaliningrad, a révélé la concordance
des périodes de montée d’'incidence et de celles d’appari-
tion des nouvelles souches circulantes de SARS-CoV-2.

La vaccinoprophylaxie sert d’instrument important
de controle du processus épidémique de COVID-19, la vac-
cination étant organisée en Russie depuis décembre 2021.
L'évaluation de l'efficacité de la vaccination comme moyen
de prévention spécifique contre l'infection est d'une im-
portance incontestable pour la recherche et pour l'acti-
vité pratique. Dans notre étude est faite une évaluation
de l'efficacité épidémiologique de la vaccination contre
COVID-19 sur trois territoires du District fédéral Nord-
Ouest de Russie.

En 2022 sur la plupart des territoires du District le taux
de couverture vaccinale de la population a atteint 80%
et plus. En 2021-2022 l'incidence parmi les personnes vac-
cinées et non vaccinées sur les différents territoires s'est ré-
sumée en chiffres suivants: Oblast de Léningrad — 1008,3
(95% 1C: 991,6-1025) et 26 510,6 (95% IC: 26 381,9-26 639,3),
Oblast de Pskov — 5486,0 (95% IC: 5421,8-5550,3) et 54 656,0
(95% IC: 54 366,0-54 946,0), Oblast de Kaliningrad — 6266,3
(95% IC: 6207,5-6325) et 84 335,0 (95% IC: 84 161,2—-84 508,7)
respectivement par 100 mille habitants présentant des diffé-
rences statistiquement significatives (Fig. 30).

Les taux de léthalité de COVID-19 en 2021-2022 parmi
les personnes vaccinées et non vaccinées étaient, eux aus-
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Figure 31. Léthalité de COVID-19 parmi les personnes
vaccinées et non vaccinées dans les Oblasts de Léningrad,
Pskov et Kalininigrad en 2021-2022
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si, sensiblement différents et se sont exprimés en chiffres
suivants: Oblast de Léningrad — 1,06% (95% IC: 0,87-1,25)
et 1,91% (95% IC: 1,83-1,98), Oblast de Kaliningrad — 0,16%
(95% IC: 0,12-0,2) et 1,31% (95% IC: 1,25-1,38), Oblast
de Pskov — 0,63 (95% IC: 0,55-0,71) et 2,02 (95% IC: 1,92—
2,12) (Fig. 31).

Comparé a 2021, en 2022 le taux des pneumonies a été
en baisse: dans I'Oblast de Léningrad de 6,5% (95% IC: 6,03—
6,97)a2,0% (95% 1C: 1,91-2,09), dans I'Oblast de Kaliningrad
de 9,2% (95% IC: 8,97-9,43) a 1,0% (95% IC: 0,94-1,06), dans
I'Oblast de Pskov de 18,1% (95% IC: 17,75-18,45) a 3,5%
(95% IC: 3,34-3,66). Parmi tous les cas des pneumonies,
attribuées a COVID-19, dans I'Oblast de Kaliningrad le taux
des personnes vaccinées a fait 5,7% (95%1C: 5,15-6,25), non
vaccinées — 94,3% (95% IC: 93,75-94,85).

Résultant de I'étude effectuée, ont été établies les par-
ticularités régionales de I'épidémie de COVID-19 sur les
territoires du District fédéral Nord-Ouest de Russie et la
haute efficacité de la vaccinoprophylaxie de I'infection.

Réalisation du Programme d’élimination
de la rougeole et la rubéole, atteinte

du niveau d‘incidence sporadique

de la parotidite épidémique dans

le District fédéral Nord-Ouest

En 2021-2022 ont été poursuivies les études selon
le programme d‘élimination de la rougeole et la rubéole
en Fédération de Russie en y ajoutant en 2021 la paroti-
dite épidémique. Le travail de recherche est effectué dans
le cadre des activités du Centre régional de surveillance
de la rougeole, la rubéole et la parotidite épidémique
qui fonctionne sur la base de I'Institut Pasteur de Saint-
Pétersbourg. Le Centre effectue la supervision de 11 terri-
toires du District fédéral Nord-Ouest de Russie comptant
13,5 min d’habitants. Les fonctions des chercheurs perma-
nents de son laboratoire d'épidémiologie des maladies in-
fectieuses et non infectieuses sont composées de:

- controle dynamique de l'incidence de la rougeole, la ru-
béole et la parotidite épidémique, rédaction des rap-
ports mensuels d’enregistrement de ces infections sur
les territoires du District et I'envoi de ces rapports au
Centre national de recherche et de méthode de surveil-
lance de la rougeole, la rubéole et la parotidite épidé-
mique (Moscou);

- visites des territoires supervisés pour octroi de l'aide
de consultation et méthode avec contréle routinier
de réalisation du Programme d’élimination de la rou-
geole, la rubéole et d’atteinte du niveau d'incidence
sporadique de la parotidite épidémique; a cause de I'épi-
démie de COVID-19 en 2021 les visites des territoires su-
pervisés étaient annulées; en juin 2022 a été effectué
le controle des établissements de Rospotrebnadzor
de I'Oblast de Novgorod relatif aux questions de la sur-
veillance épidémiologique et de la prévention de la rou-
geole, la rubéole et de la parotidite épidémique;

- participation a la rédaction des documents normatifs
et de méthode; ensemble avec les spécialistes de I'Ins-
titut de recherches en épidémiologie et microbiologie
G.N. Gabrichevsky de Moscou ont été composées les re-
commandations de méthode «Organisation de controle
interne de la qualité dans les laboratoires effectuant
les études sérologiques de la rougeole» (validés par
le Service fédéral de Rospotrebnadzor en 2022);

- introduction des informations des fiches d’examen épi-
démiologique des foyers de la rougeole et de la rubéole
au Systéme informatique central des maladies infec-
tieuses (CISID);

- analyse d’incidence de la rougeole, la rubéole et la pa-
rotidite épidémique sur les territoires du District fédéral
Nord-Ouest de Russie;

- rédaction desrapports sur les résultats de la surveillance
épidémiologique de la rougeole, la rubéole et la paro-
tidite épidémique sur les territoires supervisés pour les
rencontres annuelles des spécialistes de la Fédération
de Russie et des pays de la CEl;

- rédaction des comptes rendus annuels de mise en
oeuvre du programme d‘élimination de la rougeole
et de la rubéole sur les territoires du District fédéral
Nord-Ouest de Russie;

En 2021 sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest
n'a été enregistré aucun cas de la rougeole ni de la rubéole
(Fig. 32). En 2022 sur deux territoires ont été enregistrés
7 cas de la rougeole. Le taux d'incidence de la rougeole
dans le District a fait 0,04 par 100 mille habitants, la grande
majorité des malades étant enregistrée dans I'Oblast
de Léningrad — 6 cas (0,3 par 100 mille habitants).

Tous les cas de la rougeole ont été importés d'autres
pays du monde ou d’autres régions de Russie. Chez tous les
malades a été révélé le virus de la rougeole du génotype
D8 MeaNS 8248. Cette variété du virus a été importée sur
le territoire de Russie depuis le Tadjikistan.

Dans la structure d’age des malades de la rougeole, en-
registrés dans le District fédéral Nord-Ouest de Russie en
2019-2022, dominait la population adulte de 18 ans et plus
(54%). La part des enfants et adolescents a fait 46% (Fig. 33).

La majeure partie des cas a été enregistrée parmi les
patients non vaccinés contre la rougeole (70,59%) ou par-
mi ceux dont le statut vaccinal était inconnu (22,06%).
La part des personnes revaccinées contre la rougeole a été
de 7,35% (Fig. 34).

Depuis 2014 l'incidence de la rubéole sur les territoires
du District fédéral Nord-Ouest de Russie est de moins
de 1,0 par 1 min.d’habitants, excepté 2019 (Fig. 35).
En 2021-2022 sur les territoires du District n'a été enre-
gistré aucun cas de la rubéole. On effectue la supervision
de la rubéole chez les femmes enceintes et du syndrome
de la rubéole congénitale (SRC). Depuis 2008 aucun cas
du SRC n'a été révélé dans le District. En 2022 le taux
de couverture vaccinale contre la rougeole et la rubéole
dans les groupes ciblés de la population a fait 95,0%
et plus. Ce n'est que sur 2 territoires dans les catégories
d'dge de 1 an et de 6 ans il a été inférieur par rapport au
taux réglementé. Les résultats du contrble sérologique
de I'immunité au virus de la rubéole sont meilleurs qu’au
virus de la rougeole. En 2021-2022 sur tous les territoires
du District fédéral Nord-Ouest dans toutes les catégories
d'age le taux des personnes séronégatives au virus de la
rubéole a été moins de 7%.

Au Fig. 36 est représntée l'incidence de la parotidite
épidémique dans le District fédéral Nord-Ouest de Russie.
En 2021-2022 les cas de cette maladie n‘ont été enregis-
trés qu’a Saint-Pétersbourg: en 2021 ont été révélés 9 cas
de la parotidite épidémique (0,16 par 100 mille habitants)
et 11 cas en 2022 (0,2 par 100 mille habitants). En 2014-2022
aucun cas de la parotidite épidémique n'a été enregistré en
République Komi, au District autonome de Nenetsk, dans
les Oblasts d’Arkhangelsk, Vologda, Kaliningrad et Pskov.
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Figure 32. Incidence de la rougeole sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest de Russie en 2009-2022
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Figure 36. Incidence de la parotidite épidémique sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest de Russie en 2015-2022
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Surveillance épidémiologique de la poliomyélite
et l'infection entérovirale (non polio)

Conformément au plan d‘activités visant au maintien
du statut de la Fédération de Russie comme territoire libre
de la poliomyélite, le Centre régional de Saint-Pétersbourg,
basé depuis 1998 a I'Institut de recherches en épidémio-
logie et microbiologie Pasteur, effectue la supervision
de 14 territoires de la Fédération de Russie (11 territoires
du District fédéral Nord-Ouest, 1 territoire du District
fédéral Central (Oblast de Kostroma) et 2 territoires
du District fédéral de la Volga (Oblasts de Nijni Novgorod
et de Saratov). Les principales missions du Laboratoire
d'épidémiologie des maladies infectieuses et non infec-
tieuses consistent en mise en oeuvre de la surveillance
épidémiologique des maladies au syndrome de la paraly-
sie flasque aigué (PFA) et de l'infection entérovirale (non
polio), voyages de mission consultative, de méthode et de
contréle de qualité de prévention de la poliomyélite sur les
territoires supervisés par le Centre, participation aux réu-
nions consultatives régionales des spécialistes avec inter-
ventions sur les résultats du travail, rédaction des rapports
annuels dressant le bilan de réalisation du plan d'activi-
tés visant au maintien du statut des territoires supervisés
libres de la poliomyélite.

En 2021 les taux d'incidence de la PFA 1,0 et plus par 100
mille enfants de moins de 15 ans ont été enregistrés sur 6

territoires supervisés par le Centre, ce qui témoigne de la
qualité satisfaisante de la surveillance épidémiologique
de la poliomyélite a I'étape d'éradication de l'infection.
Les taux proches a 1,0 (0,95-0,96 par 100 mille personnes)
ont été constatés sur 2 territoires. Sur 3 territoires le nombre
de cas de maladie avec syndrome de la PFA a été considéré
comme «insuffisant» et encore 3 territoires ont été caracté-
risés comme «silencieuses» vu I'absence d’enregistrement
des cas de la PFA sur eux (Fig. 37). En 2022 11 territoires se
caractérisaient comme ceux a la situation satisfaisante a en
juger d'aprés le nombre d’enregistrements de la PFA et,
comme il a été noté plus haut, sur 3 territoires le nombre
de cas détectés a été jugé «insuffisant». Le taux élevé d'in-
cidence de la PFA dans le District autonome de Nenetsk
(9,88 par 100 mille) est di a une faible population enfantine
(moins de 10 000 personnes). En 2021 sur les territoires su-
pervisés ont été détectés 6 cas «brllants» (avec suspicion
de la poliomyélite) et encore 8 cas en 2022. Dans aucun
de ces cas la poliomyélite n'a pas été confirmée.

En 2022 I'incidence de l'infection entérovirale (non po-
lio) sur le territoire du District fédéral Nord-Ouest de Russie
a fait globalement 9,99 par 100 mille habitants. Avec les
taux les plus élevés dans I'Oblast de Mourmansk — 46,6
par 100 mille habitants (95% IC: 41,62-51,71), en République
Komi — 43,7 par 100 mille habitants (95% IC: 35,05-43,86)
et dans I'Oblast d’Arkhangelsk — 13,2 (95% IC: 10,89-15,19).
Sur le Fig. 38 est représenté le classement des territoires
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Figure 37. Enregistrement des cas de maladies avec syndrome de

la PFA parmi les enfants de moins de 15 ans sur les territoires

supervisés par le Centre régional de Saint-Pétersbourg en 2021-2022
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Figure 39. Enregistrement des cas de la méningite séreuse dans la structure des infections entérovirales sur les territoires

du Dustrict fédéral Nord-Ouest de Russie en 2021
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Figure 40. Enregistrement des cas de la méningite séreuse dans la structure des infections entérovirales sur les territoires

du Dustrict fédéral Nord-Ouest de Russie en 2022

du District fédéral Nord-Ouest selon les taux d’incidence
de | “infection entérovirale (non polio) en 2022.

En 2021 les formes graves de l'infection entérovirale
(méningites entérovirales) ont été enregistrées sur 3 terri-
toires. La part des méningites entérovirales parmi toutes
les formes des infections entérovirales a été dans les limites
de 2-5% (Fig. 39).

En 2022, l'incidence de la méningite a entérovirus
dans les territoires du District fédéral du Nord-Ouest était
de 0,34 pour 100 000 habitants. Les taux les plus élevés ont
été enregistrés dans la région de Novgorod — 1,71 pour
100 000 habitants (95% IC: 0,64-2,78), dans la République
de Carélie — 1,15 pour 100 000 (95% IC: 0,28-2,02) et dans
larégion de Kaliningrad — 0,49 pour 100 000 (95% IC: 0,05—
0,93). La méningite a entérovirus a été enregistrée dans 6
territoires du district, la proportion de cette forme parmi
toutes les formes des infections entérovirales variait de 1%
a 47% (Fig. 40).

Les différents taux d’enregistrement des infections enté-
rovirales sur les différents territoires peuvent étre liés avec
la structure étiologique des entérovirus. Par exemple, en
2021-2022 aucun cas de l'infection entérovirale n'a été ré-
vélé sur le territoire du District autonome de Nenetsk. Dans
la structure d'age des malades, atteints de cette infection,

sur les territoires supervisés par le Centre régional en 2021
la majorité était composée des enfants de moins de 17 ans
(97%). Les résultats de I'étude ont démontré la nécessité
de continuer les efforts visant au contréle épidémiologique
et prévention de la poliomyélite et de I'infection entérovi-
rale (non polio).

Mise en oeuvre du programme
d’élimination de I’hépatite virale aigué B
sur le territoire du District fédéral
Nord-Ouest de la Fédération de Russie

Le programme d‘élimination de I'hépatite virale aigué
B a été élaboré sur l'intiative de I'Institut Pasteur de Saint-
Pétersbourg sous l'autorité de son directeur, professeur
A. Jebrun en 2010-2012 et validé le 14 aout 2013 par le chef
médecin hygiéniste d’Etat, responsable du Service fédéral
de supervision dans la sphere de protection des droits des
consommateurs et du bien-étre de 'homme. Le travail a été
divisé en étapes dont chacune comprenait I'atteinte des ob-
jectifs concrets permettant de définirles problémes essentiels
de la période suivante. En 2021-2022 a été poursuivie la réali-
sation de ce programme au Nord-Ouest de Russie (la popula-
tion de ce district est de prés de 14 min. de personnes).
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Tableau 18. Incidence de I'hépatite aigué B sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest en 2018-2022

2018 2019 2020 2021 2022
par par par par par
Territoire nombre 100 nombre 100 nombre 100 nombre 100 nombre 100
absolu mille absolu mille absolu mille absolu mille absolu mille
hab. hab. hab. hab. hab.
District fédéral Nord-Ouest 52 0,37 64 0,46 40 0,29 39 0,28 40 0,18
République Carélie 1 0,16 1 0,16 2 0,32 2 0,33 1 0,20
République Komi 3 0,35 4 0,48 0 0 1 0,12 2 0,27
Oblast d’Arkhangelsk 4 0,36 0 0 1 0,09 0 0 0 0
District autonome de Nenetsk 1 2,27 0 0 0 0 0 0 0 0
Oblast de Vologda 1 0,08 10 0,85 2 0,17 1 0,09 2 0,18
Oblast de Kaliningrad 2 0,2 5 0,5 4 04 0 0 5 0,48
Oblast de Léningrad 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0,25
Oblast de Mourmansk 2 0,26 3 0,41 0 0 1 0,14 0 0
Oblast de Novgorod 2 0,33 3 0,5 1 0,17 1 0,17 0 0
Oblast de Pskov 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Saint-Pétersbourg 36 0,68 38 0,71 30 0,56 33 0,61 28 0,50

Parmi les objectifs de la Ill-eme étape de mise en
oeuvre du programme on peut mentionner l'activité or-
ganisationnelle et consultative de méme que I'obtention
du taux d’incidence de I'hépatite virale aigué B sur les
territoires du District moins de 1,0 par 100 mille habitants
ou absence totale des cas de cette maladie enregistrés,
baisse d'incidence de I'hépatite chronique B, couverture
vaccinale de la population adulte (moins de 55 ans) contre
cette infection au niveau de 90%. Chaque année ont été
organisés les conférences des spécialistes, participant a la
mise en oeuvre du programme, afin de dresser le bilan
du travail accompli et définir les objectifs pour la période
suivante.

Tous les objectifs fixés ont été atteints. Grace a la vac-
cination de la population contre I'hépatite B un progrés
important a été réalisé en baisse d'incidence de I'hépatite
virale aigué B sur le territoire de la Fédération de Russie gé-
néralement et sur celui du District fédéral Nord-Ouest en
particulier. En 2021 et 2022 globalement dans le District les
taux d’incidence ont fait respectivement 0,28 et 0,18 par
100 000 habitants (0,29 par 100 000 habitants en 2020). En
2022 sur 5 territoires du District fédéral Nord-Ouest aucun
cas de I'hépatite aigué B n'a été enregistré (Tabl. 18).

En méme temps l'incidence de I'hépatite chronique
virale B dans la population diminue beaucoup plus len-

tement et sur certains territoires ne manifeste aucune
tendance substantielle a la baisse. Lanalyse des cas, ou
la source de l'infection a été établie, a démontré que tous
les patients atteints de I'hépatite aigué B étaient les ma-
lades chroniques.

Le Fig. 41 présente I'évolution de I'incidence de I'hépa-
tite chronique B en Fédération de Russie, dans le District
fédéral Nord-Ouest et a Saint-Pétersbourg en 2010-2021.
La tendance a la baisse d’incidence est constatée sur tous
les territoires objet de I'étude. En 2020 dans le contexte
de I'épidémie de COVID-19 a été enregistré le plus faible
taux d'incidence. Au fur et a mesure de la levée des restric-
tions on observe I'augmentation des taux sans que pour
autant l'incidence excéde le niveau de la période avant
I'épidémie. En 2019 et 2022 en Russie globalement les taux
d’incidence ont fait respectivement 8,7 et 6,3 par 100 mille
habitants, sur le territoire du District fédéral Nord-Ouest —
21,0 et 18,8 par 100 mille habitants, a Saint-Pétersbourg —
43,5 et 38,4 par 100 mille habitants.

Les résultats de I'étude témoignent de la nécessité
de continuer a mettre en oeuvre le programme d’élimina-
tion de I'hépatite virale B sur le territoire du District fédé-
ral Nord-Ouest de Russie tout en actualisant les objectifs
de lutte contre les formes chroniques de l'infection et de
leur prévention.
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dological recommendations / V.G. Akimkin, V.V. Maleev, A.V. Gorelov, A.A. Ploskireva, Zh.B. Ponezheva, S.B. Yatsyshina, N.Yu. Pshe-
nichnaya, A.V. Tutelyan, L.V. Lyalina, E.V. Esaulenko et al. Moscow, 2022: 11.

Lyalina L.V., Golubkova S.M., Vasil’eva Yu.A., Kholopov D.V., Vyazovaya A.A., Zolotarev A.Yu., Kaziakhmedova V.V., Shchederkina E.E.,
Kasatkin E.V., Zadorkina T.G., Sokurova A.M., Chugunova G.V. Prevalence of high cancer risk human papillomavirus genotypes in the
territories of North-West Russia: information and expertise letter. St. Petersburg: St. Petersburg Pasteur Institute, 2022: 16.

Zadorkina T.G., Lyalina L.V. Clinical and epidemiological substantiation of the development and implementation of a human papil-
lomavirus testing program for the female population within the framework of combined cervical cancer screening in the Kaliningrad
region: information and expertise letter. St. Petersburg: St. Petersburg Pasteur Institute, 2021: 16.
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LABORATOIRE DES HEPATITES VIRALES

Chef du laboratoire: Elena Esaoulenko
Chercheurs: A. Ibrokhimova, V. Skvoroda

Hépatites virales aigués

Lincidence des formes aigués des hépatites virales
(HVA) en Fédération de Russie manifeste une tendance
soutenue a la baisse. En 2022 dans la structure étiologique
de I'HVA la part la plus importante revenait a I'hépatite A
(HA) — 58%, dont I'importance relative a diminué de 3,6
fois (65% en 2013). Au cours des dix derniéres années (2013-
2022) I'importance relative de I'hépatite aigué B (HAB) a di-
minué de 4,6 fois pour représenter en 2022 11% du nombre
de tous les cas enregistrés de cette maladie (15% en 2013).
Par contre I'importance relative de I'hépatite aigué C (HAC)
a augmenté de 1,9 fois pour représenter en 2022 27% (16%
en 2013), et celle de I'hépatite aigué E (HAE) a représenté en
2022 2% (1% en 2013). Les 2% restants revenant a d'autres
HVA (5% en 2013).

Actuellement est accumulé un volume important
de connaissances sur les hépatites entérales A et E.
Le pronostic de la maladie étant d’habitude favorable,
ses conséquences socio-économiques sont négatives
et représentent une charge importante pour le systeme
de la santé. La mondialisation et I'amélioration générale
du contexte sanitaire ont provoqué des changements
importants dans I'épidémiologie de I'HA. Les moyens les
plus efficaces de lutte contre les hépatites entérales sont
I'amélioration des conditions sanitaires, en particulier
de la qualité d'approvisionnement en eau, et la sécurité
nutritionnelle des denrées alimentaires, tandis que pour
I'HA c’est l'augmentation de I'étendue de la couverture
vaccinale.

L'HA se transmet avec l'eau, la nourriture et les objets
conservant les microparticules des masses fécales du ma-
lade. Les recherches du type « cas-contréle » ont confirmé
I'idée que la contamination par le virus de I'HA est due jus-
tement a un tel élément d’hygiene comme le non lavage
des mains aprés la visite des toilettes ou avant les manipu-
lations avec les produits alimentaires et 'usage collectif des
aiguilles des seringues. Lanalyse rétrospective des voies
de transmission de I'HA effectuée auprés des patients hos-
pitalisés (n =420) en 2018-2022 a démontré que dans 32,7%
de cas ces voies restent inconnues. Parmi celles connues
les plus fréquentes étaient la transmission avec I'eau et la
nourriture constituant respectivement 27,4% et 24,2%
de cas. 15% de patients indiquaient la voie de transmission
par contacts sociaux.

L'évolution de l'incidence de I'HA, observée pendant
plusieurs années, est caractérisée par la tendance a la
baisse. En 2022 en Fédération de Russie ont été enre-
gistrés 2310 cas de I'HA avec le taux d’incidence 1,6 par
100 mille habitants. Dans la structure d’age des malades
dominait la population adulte, la part des enfants de moins
de 17 ans étant égale a 43% (3,3 par 100 mille habitants).
Le plus haut taux d’incidence a été enregistré dans l'oblast
de Ryazan (18,1 par 100 mille habitants en 2022 et 18,4 par
100 mille habitants en 2021). Une incidence élevée a été
également constatée dans l'oblast de Kalouga et dans
le district autonome de Khanty-Mansiysk. En 2022 aucun
cas de I'HA n'a été enregistré dans 12 sujets de la Fédé-

ration de Russie (en 2021 — dans 9): républiques de Kal-
moukie, Adyguée, Ingouchie, Altai, Tyva, Kabardino-Balk-
arie, Karatchaiévo-Tcherkessie, Ossétie du Nord, dans les
districts autonomes de Nénetsk et de Tchoukotka, dans
la ville de Sébastopol et I'oblast d’Astrakhan. Dans les ré-
publiques de Kalmoukie, Tyva, Kabardino-Balkarie, oblast
autonome juif et district autonome de Nénetsk cette ten-
dance se maintient pendant plusieurs années. En 2022 ont
été enregistrés 5 foyers de morbidité collective (dans les
oblasts de Ryazan et de Tchéliabinsk, a Saint-Pétersbourg,
dans le district autonome de Khanty-Mansi et la Répu-
blique d’Altai) ou au total ont été malades 63 personnes.
Comparé a 2021 (76,9%), on constate une diminution consi-
dérable (jusqu’a 20,6%) du taux des enfants dans la struc-
ture d'age des malades. En 2022 en Fédération de Russie
ont été vaccinées 431 283 personnes, dont 165 932 enfants
de moins de 17 ans. Le plus grand nombre de personnes
vaccinées est constaté a Moscou (155 295), dans les oblasts
de Sverdlovsk (39 937), Novosibirsk (18 537), Omsk (17 591)
et en République de Crimée (15 799).

En 2022 sur 27 territoires de la Fédération de Russie ont
été enregistrés 76 cas de I'hépatite E (HE) (en 2021 — 57 cas
sur 19 territoires) qui ont donné le taux d'incidence 0,05 par
100 mille habitants. Lenregistrement des cas de I'HE n’est
toujours pas organisé dans le District fédéral du Caucase
du Nord. Il est a noter que la qualité et I'accessibilité du dia-
gnostic de laboratoire en grande partie sont responsables
de la fréquence des enregistrements de I'HE. Auxquelles
il faut ajouter la circonspection des médecins a I'égard
de cette infection. En 2021-2022 le diagnostic HE, préci-
sé comme HVE Ab IgM, a donné respectivement 74,5%
et 86,2%.

Suite a la mise en oeuvre du programme d’'immunisa-
tion massive de la population de la Fédération de Russie
contre I'hépatite B un progrés significatif a été réalisé dans
la lutte contre I'hépatite aigué B (HAB). Au cours de la der-
niere décennie (2013-2022) l'incidence de I'HAB a diminué
de 4,6 fois (de 1,3 a 0,3 par 100 mille habitants). En 2022
sur 13 territoires de la Fédération de Russie ont été enre-
gistrés 15 cas de I'HAB chez les enfants de moins de 17 ans
(0,1 par 100 mille enfants): dans les oblasts de Moscou,
Toula, Samara, Novosibirsk; dans les républiques de Ca-
rélie, Daghestan, Ingouchie, Tchétchénie, Oudmourtie,
Tchouvachie; a Saint-Pétersbourg, dans le krai de Krasno-
dar et le district autonome de Hanty-Mansi. Comparée
a 2021, l'incidence de la population infantile (avec le taux
de 0,04 par 100 mille enfants) a [égérement augmenté. En
2022 sur 59 territoires de la Fédération de Russie il n'a été
enregistré aucun cas de I'HAB (sur 53 territoires en 2021).
Sur 7 territoires le taux d'incidence de I'HAB excéde de 2
fois celui moyen de la Russie. La vaccination de la popu-
lation reste la principale mesure de prévention contre
I'népatite B. En 2022 en Fédération de Russie 2,1 min
de personnes ont été vaccinées contre I'hépatite B, dont
1,4 min. d’enfants (en 2021 ont été vaccinées au total
2,3 mIn de personnes). En 2022 le taux de la couverture
vaccinale des enfants de 12 mois contre I'hépatite B a fait
96,92% (96,9% en 2021). Chaque année augmente le taux

60 Rapport D'Activites 2021-2022



Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg

Laboratoire des hépatites virales

d’'immunisation de la population adulte. En 2022 la cou-
verture vaccinale de la catégorie d’age de 18-35 ans a fait
97,5%, de celle de 36-59 ans — 91,1%, et des personnes
de plus de 60 ans — 39,7%.

Depuis I'an 2000 jusqu’a 2022 l'incidence de I'hépa-
tite aigué C (HAC) en Fédération de Russie a diminué
de 35 fois. En 2021 et 2022 les taux d’incidence ont fait
respectivement 0,6 et 0,8 par 100 mille habitants, la mise
en oeuvre d'un ensemble des manifestations antiépidé-
miques et préventives et le déployement des efforts des
différentes structures d’Etat et des professionnels de la
santé ayant sans doute concouru a une baisse d'inten-
sivité d'implication de nouveaux patients au processus
épidémique. Selon toute probabilité la décroissance ra-
pide des indices épidémiologiques de base en 2021-2022
est due a une baisse de demande de soins ambulatoires
et de screening pendant la période des manifestations
antiépidémiques de COVID-19 dans les conditions de la
pandémie. Le taux d'incidence de I’'HAC parmi les enfants
de moins de 17 ans a fait 0,17 par 100 mille personnes
de la population infantile. En 2021 il a été au niveau
de 0,10 par 100 mille enfants. Dans la structure de morbi-
dité de I'HAC la part des enfants a constitué 4,9% (3,5% en
2021). Celle des enfants de moins d'un an dans I'ensemble
de tous les enfants malades de I'HAC en 2022 a fait 45,3%,
ce qui est moins que dans I'année précédente (53,3% en
2021). Sur cing territoires de la Fédération de Russie I'in-
cidence de I'HAC excédait le taux moyen du pays de 2,0
a 2,7 fois: a Saint-Pétersbourg (2,03 par 100 mille habi-
tants), dans le district autonome de Yamalo-Nénetsk
(1,64), a Moscou (1,62), dans les oblasts d’'lvanovo (1,53)
et de Tchéliabinsk (1,52).

Selon les données des résultats de l'analyse des échan-
tillons du virus de I'HC en 2021-2022 il n'y a pas eu de chan-
gements significatifs. Sur 44 196 échantillons étudiés au
total le génotype 1 était dominant dans 51,8% (22 877
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écahantillons) avec prévalence du sous-type 1b (10 037
échantillons — 43,9%), le génotype 3 étant révélé dans
16 558 échantillons (37,5%) et le génotype 2 dans 4436
échantillons (10,2%).

Hépatites virales chroniques

Malgré la baisse d'incidence des formes aigués des
hépatites B et C sur le territoire de la Fédération de Rus-
sie est toujours constaté un niveau élevé du nombre
de nouveaux cas des formes chroniques des hépatites
virales (HVC). En 2022 le taux d’incidence des HVC primo
diagnostiquées a été 29,72 par 100 mille habitants, qui
est 1,6 fois inférieur de celui moyen de plusieurs années
(48,47 par 100 mille habitants), tandis que le taux d'inci-
dence chez les enfants de moins de 17 ans était de 1,3 par
100 mille enfants. Dans la structure étiologique des cas
des HVC primo diagnostiquées domine I'hépatite chro-
nique C (HCC) dont la part représente 78,1% de tous les
HVC. En 2022 I'incidence de I'HCC était 3,6 fois supérieure
de celle de HCB.

Au cours de la derniére décennie (2013-2022) I'incidence
de I'HCC a diminué de 1,7 fois (de 39,2 a 23,2 par 100 mille
habitants). Le taux d'incidence de I'HCC étant de 23,2 par
100 mille habitants en 2022, il s'est trouvé 1,6 fois inférieur
de celui moyen de plusieurs années (37,03 en 2010-2019).
En 2022 les taux élevés d'incidence, excédant de 2 fois
ceux moyens de la Russie, ont été enregistrés a Moscou
et a Saint-Pétersbourg.

En 2022 le taux d'incidence de I'hépatite chronique B
(HCB) a été de 6,4 par 100 mille habitants, soit de 1,7 fois
inférieur a celui moyen de plusieurs années (11,01 par 100
mille habitants). Au cours de la derniére décennie le taux
d’incidence de I'HCB a diminué de 1,8 fois (11,7 par 100 mille
habitants en 2013) tout en augmentant de 42,5% comparé
a 2021 (4,5 par 100 mille habitants en 2021).
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LABORATOIRE D’EPIDEMIOLOGIE MOLECULAIRE

ET DE GENETIQUE EVOLUTIVE

Chef du laboratoire: lgor Mokrousov

Chercheurs: O. Narvskaya, O. Kalinina, A. Vyazovaya, D. Starkova, A. Gerasimova, E. Lichnaya, V. Molchanov, R. Mudarisova,

D. Terentierva

Tuberculose et mycobacteries
Projets et collaborations

Funded Projects

e Projet avec I'Institut national de la santé publique et de
I'environnement (RIVM, Bilthoven, Pays-Bas) sur la tuber-
culose résistante aux médicaments, 2018-2020 (co-PI:
I. Mokrousov et R. Anthony). 2018-2021.

e Russian Science Foundation, projet 19-14-00013 («Trajecto-
ire évolutive et épidémique inégale du sous-type ancien
paradoxal de la lignée est-asiatique de Mycobacterium tu-
berculosis: fluctuations stochastiques ou corrélations cau-
sales?» Pl — Igor Mokrousov), 2019-2021. Le financement
s'est poursuivi pour 2022-2023.

e Russian Science Foundation, projet 19-15-00028 («Déve-
loppement de nouveaux substances efficaces contre
Mycobacterium tuberculosis résistant aux médicaments en
tenant compte de la structure de la population de I'agent
pathogéne» Pl — Anna Vyazovaya), 2019-2021.

e Projet soutenu par le programme PTR de IInstitut
Pasteur Paris «<Réponse transcriptionnelle pour la détec-
tion de la résistance antimicrobienne dans la tubercu-
lose» (Coordinateur — An van den Bossche, Belgique; Pl
russe — Igor Mokrousov). 2019-2022.

e Russian Foundation for Basic Research, projet 20-
04-00686 «Deep machine learning methods in
Mycobacterium tuberculosis genomics for the building of
an open platform for the analysis of the pathogen’s evo-
lutionary signatures» (Pl — E. Shitikov, Center of Physico-
Chemical médecine, Moscou), 2020-2022.

e Russian Foundation for Basic Research, projet 19-515-
550009 (projet conjoint cofinancé par la Fondation natio-
nale des sciences naturelles de Chine) «Apercu intégral
du développement de la tuberculose résistante aux
médicaments chez les adultes par rapport aux enfants:
impact de la souche bactérienne et du microbiome en-
vironnant» (Pl — Dr Zhdanova, Centre scientifique pour
les problémes de santé familiale et de reproduction hu-
maine, Irkoutsk, Russie), 2020-2022.

e Russian Foundation for Basic Research, projet 20-515-
80006 dans le cadre du programme-cadre BRICS STI
Réponse a la pandémie mondiale de COVID-19 (Pl —
Prof. Y. Schwartz, Institut de recherche sur la tubercu-
lose, Novosibirsk) 2021-2022.

e Russian Science Foundation, projet 22-15-00432 «Le dé-
veloppement de méthodes de diagnostic de souces
de mycobactéries» (Pl — Danila Zimenkov, Institut de bio-
logie moléculaire Engelhardt RAS, Moscou). 2022-2024.

Collaborations internationales

Institut national de la santé publique et de I'environne-
ment, RIVM (2018-2021), Hopital pour les enfants de Pékin,
Chine (2017-2021), Institut de microbiologie Stephan Ange-
loff et Institut de chimie organique avec centre de phyto-
chimie, Académie bulgare des sciences (Sofia, Bulgarie),

Laboratoire national de référence pour la tuberculose, Ho-
pital universitaire Shefget Ndroqi (Tirana, Albanie), Dépar-
tement de microbiologie appliquée, Faculté de biologie,
Université de Varsovie (Pologne), Instituto de Investigacao
do Medicamento, Faculdade de Farmacia, Universidade
de Lisboa (Lisbonne, Portugal).

Collaborations nationales

Université médicale d’Etat d’Omsk, Centre scientifique
de la santé familiale et des problémes de reproduction (Ir-
koutsk), Université d’Etat de Bouriatie (Ulan-Ude), Institut
de recherche de I'Oural en phthisiopulmonologie (Eka-
terinbourg), Université médicale du Nord (Archangelsk),
Dispensaires antituberculeux a Kaliningrad, Petrozavodsk
(Carélie), Syktyvkar (Komi), Mourmansk, Pskov, Omsk,
Novgorod.

Principaux résultats de recherche

Surveillance moléculaire de Mycobacterium
tuberculosis dans la région de Mourmansk, Russie

Dans l'oblast de Mourmansk, les premiéres études
de génétique moléculaire des souches circulantes de My-
cobacterium tuberculosis ont été réalisées au cours des
années d'augmentation de l'incidence de la tuberculose
(TB) (2003-2006). L'objectif de notre nouvelle étude était
de réaliser une caractérisation génotypique de M. tuber-
culosis dans l'oblast de Mourmansk et une analyse des
changements de sa structure sur 15 derniers ans. Soixante-
sept souches de M. tuberculosis provenant de nouveaux
cas de la tuberculose diagnostiqués en 2017 ont été étu-
diées. Les souches ont été attribuées au génotype Beijing
et a ses principaux groupes sur la base de I'analyse de mar-
queurs spécifiques. Les souches de genotype Beijing ont
été typées par 24 locus MIRU-VNTR. Toutes les souches
non-Beijing ont été soumises a un spoligotypage. Des gé-
notypes suivants de M. tuberculosis ont été identifiés: Bei-
jing (52,2%), Ural (19,4%), T (9,0%), LAM (7,5%), Haarlem
(3,0%) et X (1,5%). Parmi les souches de Beijing, le groupe
Central Aian/Russian avec des profils MIRU-VNTR hétéro-
geénes était prédominant: 34,3% (23/67). La multirésistance
(multidrug resistance, MDR) — causée par les mutations
rpoB Ser-531Leu (TCG — TTG) et katG Ser315Thr (AGC —
ACC) — a été détectée dans 26,9% des souches; la plus
grande proportion de souches MDR a été trouvée dans
le cluster Beijing BO/W148 (85,7%), représenté principale-
ment par le profil MIRU-VNTR 100-32. En conclusion, une
dominance constante du génotype Beijing en 2003-2017,
avec une tendance a une augmentation de 44,0 a 52,2%
a été observée. La proportion de souches MDR dans
le groupe B0O/W148 Beijing a été augmentée par 3,5, ce
qui indique la sélection et I'accumulation de cette va-
riante épidémiologiquement et cliniquement défavo-
rable de I'agent pathogéne de la tuberculose dans l'oblast
de Mourmansk (Tabl. 19).
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Tableau 19. Génotypes et pharmacorésistance des souches Analyse moléculaire de la résistance de Mycobacterium
de M. tuberculosis dans la region de Mourmansk en Russie tuberculos,s aux am|des de n|trofurany|e obtenu grace
Sensible Mon.o/ MDR | Total aung analyse metag.enomlqu? de.mutants §p9ntanes
Genotype (n=47) | PObresistant) -t (n=67) (projet de collaboration avec I'Institut de chimie
(n=8) organique avec le Centre de phytochimie et I'Institut
Beijing 17 3 » 35 de Mcirobiologie Stephan Angeloff, Académie bulgare
Beijing BO/W148 0 1 6 7 des sciences)
Central-Asian/Russian | 13 2 8 23 Les informations sur le mode d‘action du nitrofurane sur
Beijing, other 4 0 1 5 les mycobactéries et le mécanisme moléculaire de la résis-
Non-Beijing 24 5 3 32 tance des mycobactéries aux nitrofuranes sont limitées. Dif-
Ural 9 4 0 13 férentes mutations spontanées émergent dans la population
de M. tuberculosis et peuvent étre sélectionnées et fixées si
T 6 0 0 6 . .
elles sont suffisamment bénéfiques pour la survie, 'adap-
LAM 5 0 0 5 tation et la forme physique des bactéries. Dans cette étude,
Haarlem 1 1 0 2 nous décrivons la synthése des nouveaux amides de nitrofu-
X 1 0 0 1 ranyle et étudions leur activité antituberculeuse et leur pos-
sible mécanisme d’action/résistance par séquencage du gé-
Inconnu 2 3 5 . . .
nome entier de mutants spontanés de M. tuberculosis. Nous
414,180 414,190 414,200 412,890 412,900 412,910
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
4111886 411‘896 411I906 L 4111888 4111898 411K908
G G G A G BEIA G BIA G GG G cmAAmA G| H3 7RV @G G GRA G BISEIA G BIA G GG GIT G BARBAG
GAAGCCCAG GCGGTGCAACAG CGGGAAGCCC ACAGA
GAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCC CAGA
GAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCHMIGGCGGTGCAACAGA
CHGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
GEECTECAACAC CGGGAAGCCCAGCHEHIGGCG
c CGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CcG CCGGCTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CCGG CAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGG AG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGG AG CGGGAAGCCCAGCHIGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCA AG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCA e CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAG G CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGC CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCHGGCG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGT AAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGT AAGCCCAGCHIGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCHWIGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCHMIGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCHIGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG AGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CG CHGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCHIGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGEGAAGCCCAGCHIGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCHIGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCHMIGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCHMIAGCHMIGGCGGTGCAACAG CCGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG AGCCCAGCHIGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG AGCCCAGCHIGGCGGTGCAACAGA
CGGGAAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG GCCCAGCAGGCGGTGCAACAGA
A AAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG B CAGGCGGTGCAACAGA
AAGCCCAGCAGGCGGTGCAACAG CAGGCGGTGCAACAGA

Figure 42. Exemple de la position mutante (position du génome 411895 A>T, géne iniA) avec des alléles mixtes de type
sauvage et mutants, avec un pourcentage croissant d’alléles mutants dans les sous-cultures de M. tuberculosis H37Rv
cultivées sous des concentrations plus élevées (2x et 8x MIC) du composé 11 — 1,0 pM (A) et 4,0 puM (B). Les reads ont été
alignées sur le génome de référence H37Rv (NC_000962.3). La fleche rouge indique la position
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nous sommes concentrés sur les amides de nitrofuranyle car
ils possédent une forte activité antituberculeuse et antibacté-
rienne. Cependant surtout en cas d'activité antituberculeuse,
leur mécanisme d'action est encore largement méconnu.

Méthodes. Une série de six nouveaux nitrofuranyl
amides a été synthétisée par réaction du chlorure de 5-ni-
trofuran-2-carbonyle avec différentes amines. Lactivité
in vitro a été évaluée sur la souche de référence Myco-
bacterium tuberculosis H37Rv. Le composé 11 ((4-(3-Hy-
droxyphenyl)piperazin-1-yl)(5-nitrofuran-2-yl)methanone)
etait le plus actif et a été utilisé pour la sélection in vitro
des mutants résistants spontanés. La souche H37Rv a été
cultivée a des concentrations élevées de 11 et I’ADN des
colonies a été soumis a une analyse WGS (whole genome
sequencing) suivie d’'une analyse bioinformatique.

Résultats. Les mémes mutations dans six génes ont été
détectées dans des cultures bactériennes cultivées sous des
concentrations elevées de 11 (2x, 4x, 8x MIC). Les positions mu-
tantes ont été présentées sous forme d'alleles mixtes de type
sauvage et mutant, tandis que I'augmentation de la concen-
tration du composé a entrainé une augmentation semi-pro-
portionnelle et significative (dans 4 cas) des alléles mutants
(voir la Fig. 42 a titre d'exemple). Les genes identifiés appar-
tiennent a différentes catégories et voies biochimiques. Cer-
tains d'entre eux ont été précédemment signalés comme mé-
diateurs de la résistance ou de la tolérance aux médicaments
et contrecarrant le stress oxydatif et nitrosatif, en particulier:
Rv0224c (réponse au stress oxydatif), fbiC (voie de biosynthése
du F420 qui comprend la nitroréductase Ddn qui active le ni-
trofurane), iniA et Rv1592c (pompe a efflux, maintien de I'in-
tégrité de la membrane plasmique). Cing des six mutations
n'étaient pas synonymes et certaines ont probablement en-
trainé des changements importants dans la structure des pro-
téines. L'analyse de l'interaction de I'ensemble de génes a ré-
Vélé une certaine interaction faible pour les paires de genes
Rv1592-Rv1639c et Rv1592—-Rv0224c.

Conclusions. En conclusion, cette étude a démontré expé-
rimentalement une réponse génétique complexe de M. tuber-
culosis a l'action du nitrofuranyl amide qui concernait plusieurs
génes et différentes voies. Six génes contenaient des mutations
qui ont émergé dans des cultures bactériennes cultivées sous
des concentrations accrues de nitrofurane. De plus, les concen-
trations croissantes ont conduit a une proportion plus élevée
d‘alleles mutants. Les genes identifiés appartiennent a diffé-
rentes catégories et voies de génes. Les mémes mutations ont
été détectées dans différentes expériences indépendantes qui
confirment une corrélation entre l'action du composé et un
éventuel mécanisme de résistance. De plus, I'augmentation
de la concentration en composé du composé a conduit a une
augmentation semi-proportionnelle et significative (dans 4 cas)
des alleles mutants. Cing des six mutations n'étaient pas sy-
nonymes et certaines pourraient probablement entrainer des
changements significatifs dans la structure des protéines, en
particulier des mutations dans iniA et fbiC avec des scores PAM1
et SIFT significatifs de maniére concordante.

Un cluster de Mycobacterium tuberculosis
extrémement lethal et hypervirulent en Extréme-
Orient, en Russie (projet collaboratif avec I'Institut
de phthisiopulmonologie de Saint-Pétersbourg)
Auparavant, les souris résistantes C57BL/6 infectées par
la souche hautement virulente de M. tuberculosis ont été
présentées comme un modéle de tuberculose reprodui-
sant une réponse inflammatoire exacerbée chez un hoéte

résistant aux mycobactéries hypervirulentes, entrainant
des lésions pulmonaires nécrotiques irréversibles. Les pro-
priétés des souches de Beijing ont déja été étudiées dans ce
modeéle, y compris les sous-lignées anciennes et modernes
de différents pays. Cependant, seules les souches modernes
de la sous-lignée Beijing de Russie ont été analysées dans
ces études. Dans notre étude, nous avons cherché a étudier
les propriétés de virulence des souches de M. tuberculosis
des anciens/ancestrales clusters de Beijing récemment dé-
crits et associés a la MDR en Russie (Fig. 43) dans le modéle
de souris C57BL/6.

Dans le modéle murin, les souches 396 (groupe 14717-
15, de Bouriatie, Extréme-Orient) et 6691 (groupe 1071-32,
d’Omsk, Sibérie) ont démontré des propriétés contrastées.
Le groupe de souris infectées par souche 396 présentait
une mortalité significativement plus élevée, une perte
de poids plus importante, une charge bactérienne plus éle-
vée et une pathologie pulmonaire plus grave (Fig. 44 and
45). De plus, par rapport aux données précédemment pu-
bliées sur d'autres souches épidémiques russes de Beijing
(BO/W148, CAO, Cenral Asian/Russian), la souche 396 a dé-
montré la mortalité la plus élevée.

La souche 6691 appartient au cluster Beijing 1071-32 ré-
pandu dans différents pays de ex-I'URSS mais a faible préva-
lence et n'est relativement visible qu'a Omsk, en Sibérie oc-
cidentale (7%). Cette situation suit une hypothése tradition-
nelle selon laquelle de multiples mutations de résistance aux
médicaments réduisent la forme physique et la virulence.
En revanche, la souche 396 hautement létale et hyperviru-
lente représente un cluster Beijing 14717-15 prédominant
uniquement en Bouriatie, en Extréme-Orient (16%), trouvé
sporadiquement au-dela, mais ne formant pas de clusters
de transmission. Ce cas spécifique ne correspond pas a une
théorie de la souche a la fois hautement virulente et hau-
tement transmissible. Nous appelons ce groupe 14717-15
conditionnellement transmissible car il n‘est répandu de ma-
niere endémique qu’a un seul region. Les raisons peuvent ré-
sider dans l'interaction particuliére du systéme immunitaire
humain et du patrimoine génétique de cette souche, et une
étude plus approfondie est justifiée.

Impact de la diversité pathobiologique

de Mycobacterium tuberculosis sur les caractéristiques
cliniques de la tuberculose (projet de collaboration
avec I'Université médicale d’Etat d'Omsk

et le Dispensaire clinique de la tuberculose, Omsk)

La reconnaissance de I'importance clinique de la diversité
des populations de Mycobacterium tuberculosis est la ques-
tion clé de I'épidémiologie moléculaire et de la médecine
personnalisée de la tuberculose (TB). Les souches de diffé-
rentes lignées génétiques de M. tuberculosis présentent une
variabilité de certaines propriétés biologiques telles que
le taux de croissance in vitro, la virulence dans les modeéles
animaux, la capacité a acquérir une résistance aux médica-
ments. Lissue de la maladie, favorable ou défavorable, dé-
pend d'un certain nombre de facteurs qui agissent de ma-
niére indépendante ou synergique et comprennent non
seulement la virulence de la souche, mais aussi la génétique
humaine, la co-infection par le VIH, I'immunosuppression,
la durée de la maladie tuberculeuse, la rapidité du diagnos-
tic, I'efficacité de traitement et les facteurs sociaux et envi-
ronnementaux. La population de Mycobacterium tuberculo-
sis en Russie est dominée par le génotype Beijing dont les
variantes majeures sont caractérisées par des propriétés
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Figure 43. Evolution simplifiée du génotype Beijing avec des informations sur les sous-types russes
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Figure 44. (A) Charge bactérienne dans les poumons de souris infectées par des souches de M. tuberculosis déterminées
a différents moments. (B). Scores de pathologie pulmonaire de souris infectées par des souches de M. tuberculosis déterminés
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Figure 45. Comparaison de la survie des souris aprés infection par des souches de M. tuberculosis dans les 125 jours p.i.
La méme souche H37Rv a été utilisée comme référence. (A) Ancienne sous-lignée de Beijing (cette étude). La souche 6691
appartient au cluster 1071-32 (RD181 supprimé), la souche 396 appartient au cluster 14717-15 (RD181 intact). (B) Sous-lignée

de Beijing moderne (adapté de Bespyatykh et al., 2019)
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contrastées de résistance et de virulence. La voie évolutive
simplifiée du génotype Beijing avec des informations sur les
sous-types ci-dessus est illustrée a la Fig. 43.

Nous avons étudié comment ces caractéristiques
de souche pourraient avoir un impact sur la progression
de la tuberculose pulmonaire (TB) concernant la manifes-
tation clinique et I'issue létale.

Résultats. La collection de I'étude comprenait 548 iso-
lats de M. tuberculosis provenant de 548 patients atteints
de tuberculose pulmonaire nouvellement diagnostiquée
a Omsk, en Sibérie occidentale, en Russie. Les souches ont
été soumises a des tests de sensibilité aux médicaments et a
un génotypage pour détecter les lignées, les sous-lignées
et les sous-types (dans le génotype de Beijing). Le géno-
type Beijing a été détecté dans 370 (67,5%) des souches
étudiées. L'association la plus forte avec la multirésistance
(MDR) a été trouvée pour le cluster épidémique Beijing B0/
W148 (sous-lignée moderne) et deux clusters MDR récem-
ment découverts 1071-32 et 14717-15 de I'ancienne sous-li-
gnée Beijing. Le groupe de patients infectés par le Beijing
14717-15 hypervirulent et hautement Iétal (dans un modele
murin) a montré le taux le plus élevé d'issue létale (58,3%)
par rapport au groupe Beijing BO/W148 (31,4%; P = 0,06),
Beijing Central Asian/ Russe (29,7%, P = 0,037) et souches
non-Beijing (15,2%, P = 0,001). Le groupe 14717-15 compre-
nait principalement des isolats de patients atteints de tu-
berculose infiltrante mais pas de tuberculose fibreuse-ca-
verneuse et disséminée. En revanche, un groupe infecté
par le cluster 1071-32 a faible virulence présentait le taux
le plus élevé de tuberculose fibreuse-caverneuse, reflétant
peut-étre la capacité de ces souches a survivre et a prolon-
ger la chronicité du processus de tuberculose.

Conclusions. Cette étude montre indirectement que
I'approche traditionnelle d'évaluation de la virulence et de
la [étalité dans les modéles murins reste utile. Le groupe in-
fecté par le cluster hypervirulent et hautement létal dans
le modéle murin 14717-15 avait le taux le plus élevé d'issue
létale (58,3%) par rapport aux groupes Beijing BO/W148
(31,4%) et non-Beijing (15,2%).

En Russie, pays avec un taux trés élevé de MDR primaire,
le traitement est empirique et prend en compte une forte
probabilité de MDR primaire pour certains génotypes.
Il est maintenant temps d'essayer de considérer également
d‘autres caractéristiques des souchesinfectantes. Non seule-
ment la résistance aux médicaments mais aussi la virulence
des souches doivent étre prises en compte dans la méde-
cine personnalisée et le traitement de la tuberculose.

Approche pratique de la détection
et de la surveillance de Mycobacterium tuberculosis
Beijing 1071-32-cluster multirésistant

Le variant génétique récemment découvert Mycobacte-
rium tuberculosis Beijing 1071-32 se caractérise par une mul-
tirésistance. Des isolats de Beijing 1071-32 ont été identifiés
en Sibérie (la région la plus probable de son origine), mais
aussi en Russie européenne, en Asie centrale, en Transcau-
casie et dans les pays des Balkans. Nous avons développé
une méthode moléculaire de détection rapide des souches
de ce génotype et appliquée a la grande collection d’ADN.

Sur la base de I'analyse phylogénétique des données gé-
nomiques, nous avons identifié trois SNP synonymes spéci-
fiques au cluster dans les genes Rv0144, Rv0373c et Rv0334
et ont développé et validé le test PCR en temps réel pour

leur détection. L'analyse de la collection génétiquement
et géographiquement diversifiée d’environ 2400 isolats
de M. tuberculosis de 1996 a 2020 (parties européenne
et asiatique de la Russie, pays de I'ex-Union soviétique, Al-
banie, Grece, Chine, Vietnam, Japon et Brésil), a confirmé
une spécificité de 100% et la sensibilité de ce test.

Tous les isolats de Beijing 1071-32 portaient une signature
caractéristique de six mutations qui conférent une résistance
aux quatre antibiotiques de premiére ligne. Cette combinai-
son comprend les mutations les plus fréquentes et les plus ef-
ficaces (rpoB450, katG315, rpsL43), la mutation rare (embB497)
et les mutations compensatoires (rpoC485, katG335). Linte-
raction épistatique de toutes ces mutations pourrait avoir
influencé la propagation de ce cluster génétique.

En plus de la présence attendue du Beijing 1071-32 en Si-
bérie et dans la partie européenne de la Russie, ces souches
ont été trouvées en Asie centrale, en Transcaucasie, et aus-
si, de maniére tout a fait inattendue, dans les pays des Balk-
ans — Albanie, Gréce, Serbie. On ne sait pas si ce dernier
reflete déja la circulation locale dans les Balkans de cette
souche ou des événements indépendants de son introduc-
tion depuis les pays de I'ex-URSS (Fig. 46).

De maniere énigmatique, tous les isolats géographique-
ment éloignés de ce cluster Beijing 1071-32 ont le méme
ensemble de six mutations de résistance. Aucune souche
intermédiaire avec certaines, mais pas toutes ces mutations
n‘a été trouvée a ce jour. De maniére spéculative, l'acquisi-
tion de nouvelles mutations a rendu la souche plus adap-
table par rapport aux variantes intermédiaires qui ont en-
suite disparu de la population.

Dynamique spatio-temporelle de Mycobacterium
tuberculosis en Estonie (projet de collaboration
avec la North Estonian Medical Center Foundation
et Estonian Tuberculosis Registry, Tallinn, Estonie)

Des tendances différentes et contrastées liées a la mi-
gration humaine et a la mise en ceuvre de programmes
de controle sanitaire influencent la propagation de la tu-
berculose (TB) résistante aux médicaments. Nous avons
analysé la structure de la population de Mycobacterium tu-
berculosis en Estonie, afin de détecter les changements dy-
namiques. La collection de I'étude comprenait 278 isolats
de M. tuberculosis récupérés en 1999 et 2014-2015. Les iso-
lats ont été soumis a des tests de sensibilité aux médica-
ments, au génotypage et a l'analyse des marqueurs spé-
cifiques aux sous-lignées/clusters et aux mutations de ré-
sistance aux médicaments. Le génotype Pékin était le plus
répandu et son taux est passé de 28,6% en 1999 a 38,5%
en 2015 (P = 0,09). Les souches non-Beijing représentaient
la lignée euro-américaine (génotypes LAM, Ural, Haarlem,
T, X) et indo-océanique (un isolat EAI-IND) (Fig. 47). La pro-
portion d’isolats résistants a deux médicaments ou plus est
passée de 22,4% a 29,1% (P = 0,1). Les isolats pré-XDR/XDR
ont été identifiés uniquement dans le génotype Beijing.
En revanche, le taux de résistance aux médicaments a di-
minué dans le génotype LAM de 42,1% a 11,8% (P = 0,05).
Le cluster Beijing BO/W148 («souche russe epidemique») ne
comprenait que des isolats MDR, pré-XDR ou XDR. Tous les
isolats du cluster BO/W148 étaient résistants a deux médi-
caments ou plus, contre 28% du cluster Beijing 94-32 (P =
0, 0002) (Fig. 48). Le génotype Beijing n'a pas été identifié
dans les isolats de patients nés en Estonie avant 1940 par
rapport a son taux de 35,2% chez les autres patients. En ré-
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Figure 46. Répartition géographique des isolats du cluster Beijing 1071-32 identifiés dans cette étude. La taille du cercle
correspond approximativement a la proportion d’isolats identifiés de ce groupe (les plus petits points représentent des
isolats uniques). L'absence de ces isolats dans les populations locales est indiquée par un cercle blanc
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Figure 47. Prévalence des principaux génotypes et sous-types de M. tuberculosis en Estonie en 1999 et 2015
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Figure 48. Résistance aux médicaments des principaux génotypes de M. tuberculosis en Estonie en 1999 et 2015
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sumé, la circulation des isolats hautement résistants aux
médicaments du sous-type Beijing BO/W148, la prévalence
accrue du génotype Beijing chez les patients co-infectés
par le VIH et le nombre accru de patients souffrant d'abus
d’alcool (47,5%) présentent des défis majeurs de le contréle
actuel de la tuberculose en Estonie. Le génotype Beijing
a probablement été introduit en Estonie apres 1945 en rai-
son de I'afflux massif d’humains en provenance de I'Union
soviétique. En revanche, les principaux génotypes de la li-
gnée euro-américaine étaient probablement endémiques
en Estonie pendant tout le 20e siecle.

Résistance aux médicaments des mycobactéries non-
tuberculeuses dans le nord-ouest de la Russie

Parmi un grand groupe de mycobactéries non-tuber-
culeuses (NTM) (plus de 150 espéces), les bactéries a crois-
sance lente du complexe MAC (complexe Mycobacterium
avium) — M. avium et M. intracellulare ont été reconnues
comme les agents pathogenes les plus importants sur
le plan clinique. En tant qu'agent causal de la mycobac-
tériose pulmonaire, le MAC peut provoquer une destruc-
tion pulmonaire chez les personnes immunocompétentes
et une forme disséminée d'infection chez les personnes
infectées par le VIH. Le but de I'étude était d'étudier la ré-
sistance aux médicaments des isolats de M. avium et M. in-
tracellulare isolés chez des patients atteints de mycobacté-
riose dans le nord-ouest de la Russie est I'étiologie la plus
fréquente de la maladie.

Matériels et méthodes. Pour la période de 2014 a 2020,
192 isolats de MAC a croissance lente (164 — M. avium,
28 — M. intracellulare) provenant de patients séronégatifs
atteints d'une maladie pulmonaire ont été étudiés. Sur les
164 isolats de M. avium, 116 ont été isolés chez des patients
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Figure 49. Distribution des proportions de souches

de M. avium sensibles au CLA (clarithromycine), AMI
(amikacine), MXF (moxifloxacine) et LZD (linézolide) isolées
chez des patients nouvellement diagnostiqués (n = 116)

et des patients précédemment traités (n = 48)

nouvellement diagnostiqués, 48 chez des patients précé-
demment traités (avec un schéma thérapeutique inconnu).
Tous les isolats de M. intracellulare ont été obtenus a partir
de patients nouvellement diagnostiqués. Les tests de sen-
sibilité aux médicaments ont été réalisés a I'aide de panels
Sensititre SLOMYCO (Thermo Fisher Scientific). Pour la cla-
rithromycine, 'amikacine, la moxifloxacine et le linézolide,
les seuils du Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) ont été utilisés pour interpréter les valeurs de CMI
(CLA: S < 8 mcg/ml, | = 16 mcg/ml, R = 32 mcg/ml; MXF:
S <1 mcg/ml, I =2 mcg/ml, R >4, mcg/ml; LZD: S < 8 mcg/
ml, | = 16 mcg/ml, R = 32 mcg/ml; AMI: S < 16 mcg/ml, | =
32 mcg/ml, R = 64 mcg/ml).
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Figure 50. Distribution des MIC pour CLA (clarithromycine), AMI (amikacine), MXF (moxifloxacine) et LZD (linézolide) dans
les isolats cliniques de M. avium (n = 164) et M. intracellulare (n = 28). Les lignes pointillées verticales représentent les seuils
de MIC pour les souches MAC sensibles (S), intermédiaires (I) et résistantes (R)
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Résultats. Les principaux résultats sont présentés
dans les Figures 49 et 50. Des quatre antibiotiques (clari-
thromycine, moxifloxacine, linézolide, amikacine), la cla-
rithromycine était la plus efficace contre M. avium (67,1%;
110/164) et M. intracellulare (60,7%; 17/28) sans différence
significative dans le taux de sensibilité entre les espéces
(p > 0,05). Dans I'ensemble, 57,3% des isolats de M. avium
et 53,5% de M. intracellulare étaient sensibles au linézo-
lide. Pour la moxifloxacine, 26,8% des isolats de M. avium
et 14,3% de M. intracellulare étaient sensibles; pour I'ami-
kacine — 57,3% des isolats de M. avium et 53,5% de M. in-

tracellulare étaient sensibles, respectivement. Les taux
de résistance a tous les antibiotiques étaient plus élevés
chez M. intracellulare que chez M. avium, mais de maniére
non significative (p > 0,05). Le taux d'isolats de M. avium
sensibles a CLA était supérieur de 20% chez les patients
nouvellement diagnostiqués par rapport aux patients
précédemment traités (x> = 6,296; p = 0,013). Les taux
du groupe des premiers isolats de M. avium sensibles
a la moxifloxacine, au linézolide et a I'amikacine étaient
également plus élevés que dans le groupe des isolats
de suivi.
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Surveillance génétique du SARS-CoV-2
dans le District Fédéral du Nord-Ouest
de la Russie

Pertinence de I'étude. Le coronavirus 2 du syndrome
respiratoire aigu sévere (SARS-CoV-2) est I'agent respon-
sable de la maladie a coronavirus (COVID-19). La pandé-
mie de COVID-19 est une pandémie mondiale en cours
qui entraine des complications sociales et sanitaires de-
puis décembre 2019. Celles-ci ont constitué des défis
majeurs pour les établissements et les infrastructures
de soins de santé, qui se poursuivent a I'heure actuelle. En
Russie, a la fin de I'année 2022, 21 717 748 cas de COVID-19
et 393712 décés ont été recensés. La surveillance systéma-
tique des principaux indicateurs épidémiologiques et des
variants génétiques du SARS-CoV-2 fait partie intégrante
des mesures anti-épidémiologiques, tant au niveau ré-
gional que national. Le SARS-CoV-2 semble étre un virus
en évolution active. En raison d'une circulation intense
et généralisée, des variants génétiques du SARS-CoV-2
présentant un risque accru pour la santé mondiale ont
commencé a apparaitre au cours de la seconde moitié
2020. Certaines variants, en raison de leur grande trans-
missibilité et de leur potentiel épidémique, ont été clas-
sés par I'Organisation mondiale de la santé (OMS) dans
la catégorie des variants préoccupantes (VOC, variants of
concern) et requierent une vigilance accrue de la part des
autorités sanitaires. A certains stades de la pandémie, des
souches de différentes lignées ont recu le statut de VOC:
Alpha (B.1.1.7); Beta (B.1.351); Gamma (P.1); Delta (B.1.617.2);
et Omicron (B.1.1.529).

En 2021-2022, sur l'ordre du Rospotrebnadzor, I'équipe
du laboratoire a surveillé les souches de SARS-CoV-2 sur
le territoire du District Fédéral du Nord-Ouest de la Russie
(DFNO), la région avec pres de 14 millions d’habitants, qui
comprend Saint-Pétersbourg, la deuxiéme ville la plus peu-
plée de Russie.

Objectif de I’étude. L'objectif principal de I'étude était
d'évaluer les principaux indicateurs épidémiologiques
de I'épidémie de COVID-19 dans le DFNO ainsi que la dyna-
mique des variants génétiques dans la région.

Matériel et méthodes. Dans notre étude, nous avons
utilisé les données statistiques de Rospotrebnadzor, obte-
nues a partir d'une base de données interne basée sur des
rapports régionaux quotidiens.

Dans le cadre de la surveillance génétique du SARS-
CoV-2 en Russie, 10% de tous les échantillons positifs pro-
venant des cliniques et des hopitaux de le DFNO ont été
envoyés a l'Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg pour la re-
cherche. Les écouvillons nasopharyngés des patients chez
qui le COVID-19 a été diagnostiqué ont été recueillis dans
500 ul de milieu de transport spécial et conservés a -20°C
jusqua l'analyse ultérieure. Les méthodes de génétique
moléculaire comprennent I'isolement des acides aminés,
I'amplification des fragments du génome du SARS-CoV-2.
Pour l'identification des variants génétiques, le séquen-
cage Sanger du géne S a été effectué sur le bioanalyseur
ABI-3500 XL. Lappartenance aux variants génétiques a été
déterminée sur la base de la présence de mutations carac-
téristiques dans le géne S, publiées sur le site web de 'OMS.

Principaux résultats. En 2021, l'incidence du COVID-19
dans le Nord-Ouest de la Russie a varié par vagues, allant
de 258,8 pour 100 mille en avril a 906,1 en décembre. Dans
le méme temps, des augmentations de I'incidence avec I'at-
teinte des sommets locaux ont été enregistrées en janvier
(1113,5 cas pour 100 mille), juin (822,3 cas pour 100 mille)
et novembre (1185,8 cas pour 100 mille) (Fig. 51).

En 2022, la dynamique des cas de COVID-19 a été diffé-
rente, le taux d'incidence a varié de facon spectaculaire au
cours de I'année, le niveau le plus élevé de cas de COVID-19
étant atteint en février (5544,3 cas pour 100 mille), 105,4 cas
pour 100 mille en juin et 286,2 cas pour 100 mille en dé-
cembre, avec un nombre de cas significativement inférieur
a celui de 'automne 2021 (Fig. 52).
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Figure 51. Incidence de COVID-19 dans le Nord-Ouest de la Russie en 2021. Des augmentations et des diminutions périodiques
de l'incidence peuvent étre observées. Figure basée sur les données de Rospotrebnadzor
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Figure 52. Incidence de COVID-19 dans le Nord-Ouest de la Russie en 2022. La dynamique des cas de COVID-19 en 2022 a varié
de fagon spectaculaire au cours de I'année, le nombre de cas de COVID-19 étant le plus élevé en février. Figure basée sur les

données de Rospotrebnadzor

La diversité génétique du SARS-CoV-2 dans le DFNO au
cours de la période d'étude a également varié et s'est ca-
ractérisée par la présence de variants préoccupants (VOC).
Au cours du premier trimestre 2021, le variant 20B du SARS-
CoV-2 a dominé dans le Nord-Ouest de la Russie. Toutefois,
en janvier 2021, le variant AT.1 du SARS-CoV-2 a été détecté
et identifié comme variant sous surveillance (VUM variant
under monitoring). Sa prévalence en janvier était de 1,1%,
mais elle a atteint 3,6% en mars. Un changement géné-
tique significatif a commencé en mai 2021. Le déplacement
du virus de type sauvage s'est poursuivi et sa prévalence
est tombée a 42,4%. Dans le méme temps, la prévalence
de la variant AT.1 a atteint 28,2%, tandis que la prévalence
du variant Delta était de 17,8%. Le variant Alpha représen-
tait 10,4% de tous les variants génétiques en mai. Cette
dynamique du variant Delta a entrainé, a la fin du mois
de juin, un déplacement presque complet de tous les

%
100

autres variants du SARS-CoV-2. Du début du mois de juillet
a la mi-décembre, on a observé une domination compléte
du variant Delta. Les autres VOC, ainsi que le SARS-CoV-2
de type sauvage, ont été éliminés (Fig. 53).

En 2022, Omicron était le variant dominant du SARS-
CoV-2 en circulation dans le monde. Le premier cas de va-
riant Omicron BA.1 a Saint-Pétersbourg a été enregistré
chez une femme arrivant a l'aéroport de Pulkovo en pro-
venance des Emirats arabes unis le 10 décembre 2021.
En 2022, la proportion de cas importés associés a des
souches Omicron a encore augmenté. En janvier 2022,
la part du variant Delta était de 43%. Le 15 janvier 2022,
le premier cas de BA.2 a été identifié a Saint-Pétersbourg.

Le pourcentage maximal de souches BA.1 (69,8%) a été
enregistré en février, mais en avril, le variant BA.2 a presque
entierement remplacé les autres variants. Le changement
suivant de variants génétiques a eu lieu en juillet avec I'ap-
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Figure 53. Diversité génétique du SARS-CoV-2 dans le Nord-Ouest de la Russie. De janvier a mai 2021, plusieurs variants
génétiques du SARS-CoV-2, y compris des VOC, ont circulé dans le Nord-Ouest de la Russie. Toutefois, a partir du début
du mois de juin, ils ont été complétement supplantés par la variant Delta
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Figure 54. Diversité génétique du SARS-COV-2 dans le Nord-Ouest de la Russie. L'analyse statistique de janvier a décembre
2022 a montré une augmentation rapide de la part de la lignée Omicron BA.1, une diminution de la part de Delta au début
de I'année et une prédominance du variant Omicron BA.5 a la fin de I'année

parition et I'expansion de la nouvelle lignée BA.5. A la fin
de I'année, jusqu’a 20% des souches étaient constituées
de recombinants et de sous-variants de la lignée Omicron
BA.5 (Fig. 54).

Arrivée et diffusion du SARS-CoV-2
de la lignée Omicron a Saint-Pétersbourg,
Russie

Pertinence de I'étude. Isolée pour la premiére fois le 11
novembre 2021, la souche Omicron a provoqué une aug-
mentation explosive de I'incidence et s'est rapidement pro-
pagée a I'échelle mondiale, supplantant le variant Delta qui
dominait auparavant, malgré le fait que 70% de la popula-
tion des pays en développement et des pays développés
étaient entiérement vaccinés. Actuellement, Omicron est
le variant dominant en circulation dans le monde, repré-
sentant plus de 98% des séquences virales partagées sur
GISAID apres février 2022.

Saint-Pétersbourg, deuxieme métropole de Russie avec
une forte densité de population, abrite I'aéroport interna-
tional Pulkovo. Sans les mesures de quarantaine les plus
strictes, Pulkovo est trés probablement une porte d'entrée
pour l'importation de nouvelles variants génétiques dans
la ville et leur diffusion ultérieure.

Objectif de I'étude. Nous analysons ici la dynamique
de diffusion des souches Omicron a Saint-Pétersbourg,
la deuxieme ville de Russie. Notre étude est consacrée a la
description de la dynamique de propagation et de la variabi-
lité du variant Omicron BA.1 a Saint-Pétersbourg, ainsiqu‘a la
recherche de l'origine de la premiéere souche importée, tout
en évaluant l'efficacité des mesures de quarantaine appli-
quées pour prévenir la propagation de ce type d’infection.

Matériel et méthodes. Des écouvillons nasopharyngés
de patients ayant recu un diagnostic de COVID-19 entre
le 29 novembre 2021 et le Ter mai 2022 ont été prélevés

dans des hopitaux, des cliniques et a I'aéroport Pulkovo
(Saint-Pétersbourg) a l'arrivée, et livrés a I'Institut Pasteur
de Saint-Pétersbourg pour séquencage et études géné-
tiques plus approfondies. Dans les hopitaux et les cliniques,
10% de tous les échantillons positifs ont été envoyés a I'lns-
titut pour la recherche. Tous les échantillons positifs au
COVID-19 provenant d'arrivées a l'aéroport de Pulkovo avec
ou sans manifestations cliniques (de ceux qui ont volontai-
rement accepté d'étre examinées), ont été envoyés a l'Insti-
tut. Les écouvillons ont été recueillis dans 500 pl de milieu
de transport spécial ou de solution saline tamponnée au
phosphate (pH 7,0) et conservés a —20°C jusqu’a l'analyse.
Au total, 25 470 échantillons ont été examinés: 684 échan-
tillons ont été prélevés sur des personnes arrivant a baéro-
port de Pulkovo; 16 425 échantillons ont été prélevés sur
des patients ambulatoires; et 8361 échantillons ont été pré-
levés sur des patients hospitalisés a Saint-Pétersbourg.

Les échantillons d’acide nucléique total ont été obte-
nus par extraction et purification a I'aide du QlAamp Viral
RNA Extraction Kit (QIAGEN, Germany) et de la station au-
tomatique QlAcube Connect automatic station (QIAGEN,
Germany). Pour le dépistage des variants d'Omicron dans
la population de Saint-Pétersbourg, un test RT-PCR a été
mis au point avec des amorces et des sondes pour détec-
ter les lignées BA.1 et BA.2. Initialement, des amorces et des
sondes ont été développées pour détecter la lignée BA.1T en
utilisant une région spécifique (délétion 211 et insertion 214
dans le géne de la protéine S). Plus tard, des amorces et des
sondes ont également été développées pour détecter la li-
gnée BA.2 (en utilisant la délétion 24-26 dans le géne S).

Afin d'obtenir des séquences génomiques SARS-CoV-2
quasi complétes (a I'exclusion des extrémités 5’ et 3’), 138
paires d'amorces au total ont été concues a l'aide de l'ou-
til de conception en ligne Primal Scheme. Les paires pro-
duisent des produits de 300 a 320 nucléotides (nt) avec des
chevauchements de 50 nt. Tous les variants de la séquence
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SARS-CoV-2 présents dans GISAID ont été pris en compte
au moment de la conception des amorces. Des hexaméres
aléatoires et le kit Reverta-L (AmpliSense®, Moscou, Russie)
ont été utilisés pour la transcription inverse.

Les réactions d'amplification PCR multiplex a démarrage
a chaud ont été réalisées dans un volume total de 25 uL
contenant 2 uL d’ADNc, 0,1 uM de chaque amorce et 12,5 uL
de 2x BioMaster HS-Taq PCR mix (Biolabmix, Novosibirsk,
Russie). Les parametres de cyclage thermique suivants ont
été utilisés: 95°C pendant 3 min; 35 cycles (93°C pendant
10 s, 57°C pendant 30 s, 72°C pendant 30 s); et une exten-
sion finale (72°C pendant 5 min). Les réactions ont été ef-
fectuées dans un thermocycleur C1000 Touch (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Les produits ont été analysés par élec-
trophorese sur gel d'agarose a 2,0% en présence de bro-
mure d'éthidium. Les fragments amplifiés ont été purifiés
par le AMPure XP Purification Kit (Beckman Coulter, UK), les
concentrations des mélanges de fragments ont été mesu-
rées avec un fluorimétre Qubit 4.0 (Invitrogen, Waltham,
MA, USA) a l'aide du kit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen,
Waltham, MA, USA) et ont ensuite été utilisées pour la pré-
paration des librairies.

La préparation des librairies a été réalisée conformément
au protocole du kit lllumina TruSeq Nano DNA Kit avec
le kit TruSeq DNA CD Indexes Kit (Illumina Inc., San Diego,
CA, Etats-Unis). Les amplicons ont été soumis a une série
de réactions enzymatiques: réparation des extrémités; adé-
nylylation; et ligature de séquences adaptatrices aux extré-
mités 5" et 3. Les produits ont ensuite été amplifiés par 8
cycles de PCR selon le protocole. Les librairies résultantes
ont été purifiées a l'aide de I'lllumina Sample Purification
Beads et éluées dans 50 pL de tampon de resuspension.
L'évaluation de la qualité des librairies finales a été effec-
tuée sur le systéme capillaire QlAxcel Advanced (QIAGEN,
Hilden, Allemagne); la taille des fragments (insert dampli-
con plus adaptateurs de séquencage) était d’environ 420-
450 pb. Toutes les bibliotheques ont été quantifiées a l'aide
du fluorimétre Qubit 4.0 et du Qubit dsDNA HS Assay Kit
(Invitrogen) avant le séquencage. Le séquencage a été ef-
fectué sur l'outil MiSeq en utilisant la chimie MiSeq V3.

La qualité des reads lllumina a été évaluée a laide
du programme FastQC. Les reads brutes ont été filtrées
avec Trimmomatic pour éliminer les adaptateurs, les nu-
cléotides de faible qualité et les séquences biaisées aux ex-
trémités des reads (parametres ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.
fa:2:30:10:2SLIDINGWINDOW:4:20 HEADCROP:30 MINLEN:50).
L'assemblage du génome a été réalisé en établissant une
correspondance avec le génome de référence du SARS-
CoV-2 (souche Wuhan-Hu-1, numéro d’acces NCBI
NC_045512.2) a l'aide de Bowtie 2. Les logiciels samtools
et bcftools ont été utilisés pour I'appel de variants et la
création de consensus. Loutil Nextclade a été utilisé pour
évaluer la qualité des séquences assemblées et pour assi-
gner les génomes a des lignées. Les séquences ont été télé-
chargées sur GISAID.

Les génomes ont été alignés avec MAFFT v7.453. Les ex-
trémités (5', 3') ont été coupées et l'arbre phylogénétique
a été construitavec IQ-TREE. Le processus de travail a consis-
té a reconstruire l'arbre avec bootstrap ultra-rapide (1000
répliques ); le modeéle de substitution JC (Jukes—Cantor)
a été utilisé. Le dendrogramme a été visualisé avec iTOL
v.6. Un arbre phylogénétique global des variants du SARS-
CoV-2 a été construit a I'aide des outils mis en ceuvre dans
Nextclade.

Les analyses du réseau phylogénétique ont été réalisées
avec Network v.10.2.0.0 en utilisant l'algorithme de jonc-
tion médiane.

Principaux résultats. Le premier cas de lignée Omicron
BA.1 enregistré a Saint-Pétersbourg a été suivi d'une expan-
sion rapide duvariantet d'une augmentation de l'incidence.
Une analyse hebdomadaire de la morbidité de COVID-19
a Saint-Pétersbourg a montré une augmentation rapide,
qui est passée de 145,9 cas pour 100 mille habitants début
janvier a 2409,5 cas en février. Le pic d'incidence a été at-
teint en février 2022, suivi d’'un déclin observé coincidant
avec le début de la propagation du variant BA.2. La dyna-
mique de changement de la lignée SARS-CoV-2 a été mon-
trée dans trois catégories: arrivées a l'aéroport, patients
cliniques ambulatoires et patients cliniques hospitalisés
et a montré des schémas similaires: une augmentation ra-
pide de la part de la lignée Omicron BA.1 en janvier 2022
et une diminution de la part de Delta; plus tard en janvier,
des détections sporadiques de la lignée BA.2 ont évolué
vers une augmentation des variants BA.2 jusqu’a 10% a la
mi-février, ensuite une expansion rapide du variant BA.2
(plus de 90% en mai 2022).

La variabilité au sein des génomes des lignées BA.1
et BA.2 a Saint-Pétersbourg a également été révélée. En plus
des 30 SNP (Polymorphisme de nucléotides simples) connus
du géne S, des mutations solitaires ont été identifiées aux
positions E132Q, S1621, M1771, P230Q, 1231L, T284S, N354H,
A672V, S686R, 11081V, D1163Y et D1260G. Sur la base de I'ana-
lyse phylogénétique, on a tenté de retracer l'origine de la
premiére souche importée, la premiére souche Omicron
détectée a Saint-Pétersbourg (en provenance des Emirats
arabes unis) s'est regroupée avec deux souches d’Autriche
et est incluse dans un groupe avec une souche d’Israél.

L'augmentation spectaculaire de I'incidence de COVID-19
observée a Saint-Pétersbourg au début de 2022 est due
a I'expansion rapide de la lignée Omicron BA.1. En outre, sa
dissémination dans la ville présente un signe d'importation
multiple. Une analyse de la diversité de la lignée BA.1 a mon-
tré la présence de plusieurs complexes clonaux (Fig. 55).
Lanalyse a permis d'identifier 20 groupes, les autres for-
mant des noeuds distincts. Les nceuds différent les uns des
autres par une ou deux substitutions de nucléotides. Cing
groupes principaux (100, 165, 175, 145, SARS-CoV-2) compre-
naient a la fois des souches importées et des souches prove-
nant de personnes n‘ayant jamais voyagé a I'étranger. Cela
suggere que la propagation de la lignée Omicron a Saint-
Pétersbourg est due a des importations multiples.

Une baisse de l'incidence de COVID-19 a coincidé avec
I'émergence et la propagation de la lignée BA.2. Les restric-
tions régionales dans la lutte contre les souches hautement
contagieuses du SARS-CoV-2 se sont révélées peu efficaces
et n‘ont pas pu empécher la propagation rapide d’'Omicron
a Saint-Pétersbourg. La surveillance continue de la succes-
sion des variants du SARS-CoV-2, y compris I'analyse géno-
mique pour identifier ou suivre les mutations, reste d’'une
importance cruciale. Ces données sont nécessaires pour
suivre I'évolution virale et élaborer des mesures appro-
priées pour prévenir les problémes et les complications liés
ala pandémie.

Plusieurs facteurs indiquent probablement qu’il est
impossible d'arréter la propagation de ce type d'infection
virale respiratoire dans les conditions d'une métropole mo-
derne en I'absence de mesures de quarantaine strictes. Ces
facteurs sont la forte transmissivité, la grande variabilité
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Figure 55. Réseau phylogénétique des séquences du géne S du SARS-CoV-2 Omicron BA.1

Les zones circulaires sont proportionnelles au nombre de taxons, tandis que chaque coche sur les liens représente une position nucléotidique mutée.
Lalgorithme du réseau de jonction médiane (paramétre epsilon fixé a 10) a été utilisé. Les groupes sont nommés par l'une des séquences qui les composent.
La couleur du diagramme circulaire du nceud illustre la proportion de chaque groupe dans le nceud. Légende: souches introduites a Saint-Pétersbourg par les
arrivées a l'aéroport Pulkovo — vert; souches provenant de patients ambulatoires — orange; souches provenant de patients hospitalisés — bleu; et souche

de référence sud-africaine (EPI_ISL_6913991) — noir.

virale et la présence de contacts multiples. Aprés la confir-
mation de la découverte d'un nouveau variant viral, appe-
Iée Omicron, la Russie et un certain nombre de pays ont
suspendu le trafic aérien ou introduit des mesures de qua-
rantaine pour les citoyens en provenance de pays africains.
La surveillance des arrivées a l'aéroport de Pulkovo par
pays a révélé qu’en I'absence de vols directs en provenance
des pays africains, les arrivées avec des souches Omicron
ont été importées d’Europe et d’Asie.

Analyse comparative des méthodes

de préparation des librairies pour

le séquencage du génome du SARS-CoV-2
sur la plateforme lllumina MiSeq

Pertinence de I'étude. La recherche génomique sur
le virus dans le contexte de la pandémie actuelle est un
outil important pour répondre aux besoins de la santé pu-
blique. Le séquencage de masse permet d’analyser la pro-
pagation et la variabilité du virus; 'émergence de nouveaux
variants potentiellement dangereux; la capacité d'échap-
per aux vaccins et a I'immunité; les nouvelles méthodes
de traitement et de prévention de la maladie; les change-
ments de nucléotides dans le génome qui peuvent affecter
la détection du virus a I'aide d’outils de diagnostic clinique,
tels que la PCR en temps réel; les stratégies ou conceptions
antivirales spécifiques, y compris les vaccins candidats.

L'OMS souligne également I'importance du séquencage
du génome entier pour les besoins de la santé publique, no-

tamment la surveillance des modifications de la structure
génétique du SARS-CoV-2 et des métadonnées associées,
telles que la propagation et l'activité virales, et l'analyse
de la diversité des souches en circulation, avec le suivi de la
distribution géographique du SARS-CoV-2 au fil du temps.

Les données sur la séquence génomique du SARS-CoV-2
font partie intégrante des efforts déployés pour lutter
contre la pandémie de COVID-19. L'analyse des données
phylogénétiques permet d’évaluer efficacement les pro-
cessus en cours, d'observer les changements dans le virus,
d'y répondre en temps utile et de faire des prévisions ob-
jectives sur l'évolution du processus épidémiologique.
Plusieurs technologies de séquencage a haut débit ont été
utilisées pour le séquencage du SARS-CoV-2. La participa-
tion a la comparaison des kits commerciaux de différents
fabricants en termes de qualité des données, de couver-
ture génomique, de détermination des SNP, de nombre
de reads et de profondeur de séquencage est un objectif
important pour la surveillance du SARS-CoV-2.

Objectif de I’étude. Dans cette étude, nous avons éva-
lué et comparé plusieurs approches de préparation de li-
brairies pour le séquencage du génome entier du SARS-
CoV-2 a l'aide de la plateforme lllumina MiSeq.

Matériel et méthodes. Le séquencage du génome
entier du SARS-CoV-2 a été réalisé a partir d'échantillons
d'écouvillons nasaux de patients du District fédéral du Nord-
Ouest de la Russie (charge virale d’ARN jusqu’a 23 cycles).
Pour la détection du SARS-CoV-2 et I'évaluation de la charge
virale, les écouvillons ont été minutieusement analysés
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Figure 56. Comparaison des différents kits de préparation de librairies

L'axe des x indique la méthode. Les diagrammes en boite indiquent: (A) le nombre de reads brutes obtenus aprés le séquencage lllumina MiSeq (Laxe des y est
al'échelle Ig); (B) le pourcentage de reads restant aprés I'élagage QG; (C) le pourcentage de couverture génomique du SARS-CoV-2; (D) le nombre de SNP identifiés.
Légende: rouge-TruSeq DNA Nano Library Kit avec panel d'amorces personnalisé; bleu-KAPA HyperCap SARS-CoV-2; vert — QIAseq DIRECT SARS-CoV-2.

a l'aide du kit COVID-19 Amp RT-PCR Kit (Institut Pasteur
de Saint-Pétersbourg, Saint-Pétersbourg, Russie). La tota-
lité des échantillons d'acide nucléique ont été obtenus par
extraction et purification a l'aide du kit d’extraction d’ARN
viral QlAamp® Viral RNA Extraction Kit® (QIAGEN, Hilden,
Allemagne) avec la station automatique QIAcube Connect
automatic station (QIAGEN, Hilden, Allemagne), conformé-
ment aux recommandations du fabricant.

Nous avons choisi trois approches de librairies diffé-
rentes: le kit QlAseq DIRECT SARS-CoV-2 basé sur I'ampli-
con (Qiagen, Hilden, Allemagne), le kit KAPA HyperCap
SARS-CoV-2 basé sur la capture de cible (Roche, Mannheim,
Allemagne) et un panel d'amorces personnalisé pour le sé-
quencage du génome entier (développé par les auteurs)
adapté au kit de préparation de librairies TruSeq Nano DNA
Library Preparation Kit (Illumina, San Diego, CA, Etats-Unis).

La bibliothéque QIAseq DIRECT SARS-CoV-2 et la bi-
bliotheque KAPA HyperCap SARS-CoV-2 ont été prépa-
rées conformément au protocole fourni par le fabricant.
Le panel damorces personnalisé du kit de préparation
de la bibliotheque d’ADN TruSeq Nano est composé de 138
paires d'amorces qui ont a été concus dans le cadre de tra-
vaux antérieurs. Lenrichissement cible de I'ADNc résul-
tant a ensuite été réalisé avec 6 pools d'amorces. Le sé-
quencage a été effectué sur la plateforme Illumina MiSeq.
L'assemblage et I'analyse des SNP ont été effectués comme
décrit précédemment. Lanalyse statistique a été réalisée
avec le langage statistique R (R Core Team, 2022).

Principaux résultats. Aprées I'exclusion des échantillons
ayant moins de 10 000 reads dans au moins une méthode
(un TruSeq, un QlAseq et quatre KAPA), quarante échantil-
lons ont été retenus pour I'analyse. Le nombre de reads ob-
tenus variait avec les méthodes KAPA et QlAseq; il était as-
sez uniforme avec TruSeq (Fig. 56A). Le paramétre «percent
reads remaining after trimming» (pourcentage de reads
restants aprés I'élagage) est présenté dans la Fig. 56B.

La qualité des données obtenues avec le «custom primer
panel + TruSeq DNA Nano Library Kit» est élevée, alors que
les librairies préparées avec les kits QlAseq DIRECT SARS-
CoV-2 ou KAPA HyperCap SARS-CoV-2 produisent de nom-
breux reads courts.

Les trois méthodes utilisées dans |'étude ont produit
des SNP dans les mémes positions a condition de la cou-
verture génomique dans la région. Deux méthodes (KAPA
HyperCap SARS-CoV-2 et TruSeq DNA Nano avec panel per-
sonnalisé) ont permis d'identifier le méme nombre de SNP,
tandis que moins de SNP ont été identifiés avec le kit
QlAseq DIRECT SARS-CoV-2.

La couverture médiane par position est présentée dans
la Fig. 57. La profondeur de séquencage des bibliotheques
préparées avec KAPA HyperCap SARS-CoV-2 était la plus
uniforme sur lI'ensemble du génome. Les approches «pa-
nel d'amorces personnalisé + TruSeq DNA Nano» et QlAseq
DIRECT SARS-CoV-2 Library Kit ont offert une couver-
ture génomique inégale dans les différentes régions gé-
nomiques. L'approche «panel damorces personnalisé +
TruSeq DNA Nano» a produit une couverture tout a fait sa-
tisfaisante, a I'exception de quelques régions.

L'évaluation des résultats obtenus permet de conclure
que les trois approches de création de librairies pour le sé-
quencage du SARS-CoV-2 peuvent étre utilisées a des fins
de recherche. Chaque approche présente ses propres
avantages. Notamment, avec QlAseq DIRECT SARS-CoV-2,
il s'agit de la rapidité de préparation des librairies et d'un
flux de travail simple. Le panel KAPA HyperCap SARS-CoV-2
basé sur la capture présente la couverture la plus précise
et la plus compléte du génome; cependant, dans nos expé-
riences, nous n‘avons pas obtenu une distribution uniforme
des reads sur I'ensemble des échantillons. Le panel person-
nalisé mis au point a fait ses preuves de maniére fiable dans
la surveillance génétique de divers variants. Il n'y a pas eu
de différences significatives dans la couverture génomique
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Figure 57. Profondeur médiane du séquencage sur 'ensemble du génome, en fonction de la méthode de préparation

des échantillons

ou la profondeur du séquencage entre les variants Delta
et Omicron. Ainsi, a I'heure actuelle, le panel personnalisé
est assez polyvalent pour les différents variants du SARS-
CoV-2, il présente des résultats comparables a ceux d’autres
plateformes, mais avec un flux de travail plutot simple. Sa
distribution prévisible de reads par échantillon est bien
adaptée a la surveillance des variants génétiques dans
le cadre de la surveillance COVID-19. En outre, le panel

d’utilisateurs reste compatible avec les nouveaux variants.
Malgré l'introduction d’'un nouvel ensemble de mutations
Omicron, le panel produit des résultats de qualité prévi-
sible. Nos résultats montrent que lI'approche par ampli-
con est adaptée a la surveillance de routine, tandis que
I'approche par capture par hybridation est plus utile pour
la recherche scientifique et la découverte de nouvelles mu-
tations et de nouveaux variants.
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I. Elaboration des moyens du diagnostic
moléculaire

1. Systémes de diagnostic en format PCR en temps réel

lla été élaboré plusieurs systéemes destinés au diagnos-
tic des infections a focalité naturelle et autres: SARS-CoV-2,
Monkeypox virus (MPXV), Crimean-Congo hemorrhagic
fever virus (CCHFV), Rabies virus (RABV), Measles virus
(MV), Poliovirus type 2 (nOPV2), Nipah virus (NiV), Hendra
virus (HeV), Bandia virus (BDAV), Kemerovo virus (KEMV)
de méme qu’un systéme de diagnostic différencié des virus
Bunyamwera (BUNV)/Batai (BATV)/Ngari (NRIV). Tous les
systémes possedent la sensibilité 10'-10" copies par ml
d‘échantillon étudié.

2. Diagnostic de Salmonella Typhi au format LAMP

Au jour d'aujourd’hui on connait plusieurs kits d’amorces
utilisés pour le diagnostic de S. Typhi au format LAMP. Ces
kits ont été testés sur les souches typiques pour la Malaysie
et la Chine. On s’est donné la peine d'évaluer trois variantes
LAMP pour la détection des souches S. Typhi typiques pour
la Fédération de Russie et les comparer entre elles. Des en-
sembles d'amorces basés sur les régions SalTyp1, SalTyp2
et SalTy31 du géne STY1607 ont été utilisés. Les plasmides
sous contréle positif ont été composées sur la base des
séquences ciblées. Lamplicon a été cloné au plasmide
pGEM®-T Easy (Promega, Madison, USA).

Sensibilité

La sensibilité a été mesurée dans une série de dilutions
des plasmides spécifiques en commengant par 1 x 10’
jusqu’a 5 copies par une réaction. Pour la variante SalTyp2
les dilutions de plus de 1 x 10° n'étaient pas détectables.
Pour SalTyp1 et SalTyp3 la sensibilité a fait 20 copies par
réaction.

Analyse bio-informationnelle

Pour SalTyp1 la séquence ciblée possede des analogies
dans plusieurs souches d’Escherichia coli: strain 90-9133,
strain F16EC0617, strain RIVM_C036569, strain M-17, isolate
L4_E1441_ETEC, strain 18SCO5VL02-EC, strain RHB30-C19,
078 strain 3. Pour SalTyp2 la séquence coincide avec celle
d’Escherichia coli strain Z0117EC0133 et Escherichia coli
strain JLO5. Pour SalTyp3 le programme BLAST n‘a pas ré-
vélé de coincidences avec les souches connues ne faisant
pas partie de Salmonella Typhi. Les recherches des homolo-
gies pour SalTyp1 parmi les souches russes on fait détecter
Escherichia coli EI0386 qui a une séquence quasiment iden-
tique avec seulement un nucléotide différent aux extrémi-
tés. Il est évident qu’en ce cas on peut s'attendre a une réac-
tion faussement positive. La souche Escherichia coli EI0274
contient 175 nucléotides identiques sur 221 au total dans
la séquence ciblée du systéme SalTyp3, pourtant n'étant
pas recouverte par I'amorce B3. 1l n'y aura donc pas de signal
positif. Lanalyse explicite bien I'idée que seule la séquence
pour SalTyp3, que visent les amorces, est bien choisie et ne
donnera pas de résultats faussement positifs (Fig. 58).

C'est donc la troisieme variante qu’on peut recomman-
der a utiliser pour la détection de S. Typhi. La vérification
de 20 souches des isolats S. Typhi et de 90 souches d'autres
bactéries de 27 especes différentes a démontré la spécifici-
té 100% de cette méthode.

3. Systémes de détection CRISPR/Cas

Actuellement les systemes CRISPR/Cas trouvent leur
usage extensif non seulement dans I'édition des génomes,
mais aussi dans les diférentes procédures diagnostiques,
par exemple DETECTR utilisant la protéine Cas12a, et SHER-
LOCK utilisant la protéine Casl13. Le principe de travail
de ces méthodes consiste en réponse transactive des pro-
ténes Cas12a et Cas13.

Pour l'identification de I'’ADN ciblé et I'exercice de l'ac-
tivité nucléasique la protéine Cas12a nécessite de: 1) Sé-
quence ARN pour la liaison directe avec'enzyme Cas12a qui
a la structure d’une pseudo-épingle; 2) Partie complémen-
taire de I'ADN ciblé. Le plus souvent ces deux séquences
sont réunies en un seul ARN guide (ci-aprés dénommé
rARN ou gARN). Outre cela il existe une restriction — né-
cessité d'avoir PAM (protobacter adjacent motif) 5-TTTN-3'
sur la chaine opposée a la séquence ciblée dont rARN sert
de complément. On peut supposer que la séquence PAM
sert d'amorce a la divergence des deux chaines de I’ADN ci-
blé et a I'hybridation d'une d’elle avec rARN et constitution
de R-noeud.

La constitution du R-noeud provoque des transfor-
mations conformationnelles dans Cas12a ayant comme
conséquence l'intensification de I'activité nucléasique dans
le domaine RuvC dans lequel s'opére un éclatement des
deux chaines du cible ADN avec la constitution des exten-
sions. Aprés quoi ce domaine s'avére apte a faire éclater
d’une maniére non spécifique tous autres ADN a un fil. Par
conséquent, si, a titre de ’ADN a un brin, on ajoute dans
la solution les sondes fluorescentes (courtes oligonucléo-
tides avec fluorophore a une extrémité et amortisseur
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Figure 58. Amplification en temps réel sur I'appareil
CFX96 Touch destiné a définir la sensibilité des réactions
de détection de la variante SalTyp3

Les dilutions dans les copies du plasmide pour définir la réaction donnent les
couleurs suivantes: vert foncé — 1x 107, rouge — 100, orange — 80, jaune —
60, vert salade — 40, bleu clair — 30, bleu — 20, noir — 10, gris — 0.
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Figure 59. A gauche — signal moyen de fluorescence sur le canal FAM en CFX96 avec Cas12a de détection du virus Nipah avec
différents ARN guides. A droite — optimation de la concentration rARN par rapport a Cas12a

a une autre), au moment de leur éclatement apparait un
signal optique qui trahit la présence de I’ADN-cible a deux
brins dans la solution.

Selon l'estimation des restrictions fondamentales de la
cinétique des étapes de la transactivité des protéines Cas
données la sensibilité de telles plateformes sans ampli-
fication constitue environ un pikamol/I ou 6 x 10° copies
du cible ADN par mcl. En combinant ces méthodes avec
I'amplification on arrive a atteindre la limite de la détec-
tion 10 copies/mcl. La combinaison de ces méthodes avec
I'amplification permet d'atteindre la limite de la détection
10 copies/mcl. La possibilité de cumuler en une éprouvette
la Cas-détection avec l'amplification isothermique (RPA,
LAMP) se présente comme particulierement prometteuse.

Dans I'étude donnée est exposée la conception des sys-
témes de détection des virus Nipah et Hendra sur la base
de la plateforme diagnostique Cas12a DETECTR.

Optimisation des ARN guides

Les ARN-guides se composent de deux parties: d'un
espaceur complémentaire ciblé de I'ADN (23-24 nucléo-
tides) et d'un noeud qui est en interaction avec Cas12a (21
nucléotide) et qui est identique pour toutes les variantes
envisagées de rARN. Pour Casl12a le choix de l'espaceur
est limité par la nécessité d’existence de la séquence PAM
(protospacer adjacent motif) (5-TTTX-3) sur la chaine
de la séquence complémentaire ciblée. La séquence PAM
elle-méme ne fait pas partie de la chaine ARN guide. Pour
chaque séquence ciblée Nipah et Hendra il a été choisi plu-
sieurs variantes d’ARN guides qui se différent entre eux par
I'espaceur.

—e— HenSpl
+ HenSp2 "t
| —e— HenSp3 .
HenSp4
1000 - —*— HenSp5
=] S 4
+— crl2Henl A/MA’*

1500 -

F-F

500

0 10 20 30 40 50 60
time, min

Figure 60. Signal moyen de fluorescence sur le canal FAM
en CFX96 avec Cas12a de détection du virus Hendra avec
différents ARN guides

Pour le virus Nipah ont été choisis rARN NipSp1, NipSp2,
NipSp3, NipSp4, NipSp5. Initialement pour la détection
ont été choisies les concentrations c(Cas12a) = 100 nM,
c(rARN) = 200 nM, c(sonde) = 1000 nM en additionnant 1
mcl du produit PCR purifié de I’ADN ciblé. Sur le Fig. 59 sont
présentés les résultats de détection Nipah en utilisant les
différents rARN. La plus haute valeur du signal de fluores-
cence a été enregistrée en utilisant rARN NipSp2 (vert)
et NipSp4 (brun).

Dans les ensembles Cas12a/NipSp2 est optimisée
la concentration de rARN par rapport a la concentration
de la protéine Cas12a (Fig. 59, bas). Le rapport optimum des
concentrations a été [Cas12al:[rARN] = 1:1, c’est-a-dire c(Ca-
s12a) = c(rARN) = 100nM.

D’'une maniére analogue ont été choisis les ARN guides
optimum pour la détection du virus Hendra: HenSp1,
HenSp2,HenSp3, HenSp4, HenSp5, Cr12Hen. Les plus hautes
valeurs de fluorescence par rapport au signal de fond ont
été observées en utilisant HenSp1 (Fig. 60, bleu) et HenSp2
(Fig. 60, couleur bleu clair).

Choix des conditions de détection Cas12a

Ont été envisagées 2 variantes des protéines Lba Ca-
s12a et leurs tampons correspondants: New England Bio-
labs et GenScript. La température de réaction +40..4+42°C
(Fig. 61, haut) s'est avérée optimum pour I'enzyme de NEB.
La baisse de température diminue I'efficacité de la réaction
et la hausse aboutit a la croissance de dispersion du signal.
La température +37°C s'est avérée préférable pour la proté-
ine de GenScript (Fig. 61, bas).

A été étudiée l'influence de la préincubation des en-
sembles Cas12a avec rARN sur l'efficacité de la réaction.
Il est apparu que la détection se fait avec la méme efficaci-
té dans les cas de préincubation préalable pendant 10 mi-
nutes a la t° +25°C et pendant 30 minutes a la t® +37°C aprés
soustraction de la fluorescence de fond dans les échantil-
lons K-. Ce qui s’explique éventuellement par ce que la liai-
son de Cas12a avec I'ARN guide et la détection de I'ADN
ciblé se fait en trés peu de temps dans un vaste écart ther-
mique. L'étude de la cinétique réctionnelle confirme l'idée
selon laquelle la vitesse de constitution des ensembles ex-
céde considérablement celle de transactivité protéinique
(Huyke D.A. et al., 2022).

Optimisation du fluorophore

A titre de sondes dans cette étude ont été utilisées les
oligonucléotides modifiées a I'extrémité 5" par fluorophore
(FAM ou HEX) et a I'extrémité 3’ — par I'amortisseur (BHQ1).
Lors de constitution de la liaison complémentaire Cas12a/
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Figure 61. En haut — variation thermique de la valeur du signal moyen de fluorescence pour la détection de Cas12a,
en utilisant I'enzyme et son tampon, en fonction de NEB. En bas — comparaison des valeurs du signal de fluorescence
aux différentes t°de détection pour le kit de I'enzyme et son tampon de GenScript
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Figure 62. Comparaison des sondes dans la détection Cas12a

rARN avec le fragment ciblé une transactivité nucléasique
est initiée dans I'enzyme, c’est-a-dire la faculté de fragmen-
ter non seulement I’ADN ciblé a double brin, mais aussi tous
les ADN monobrins dans la solution. Ainsi lors de la frag-
mentation des sondes le fluorophore s'affranchit de I'amor-
tisseur ce qui amene a la formation du signal. Ont été en-
visagées 3 variantes de sondes avec la longueur différente
de l'oligonucléotide (5 et 8 nucléotides) et deux types
defluorophores. Surle Fig. 62 il est démontré qu’avec toutes
les sondes envisagées on observe l'accroissement du signal
de détection qui, a la longue, arrive a sa saturation. En uti-
lisant une chaine plus longue (FB-long) de la sonde le si-
gnal apparait plus vite mais, passé la 20-éme minute, com-
mence a décroitre. La sonde avec le fluorophore HEX fait
apparaitre le signal plus faible qu'avec FAM. Le choix de la
concentration des sondes dépend non seulement de la
concentration des ensembles Cas12a/rARN mais aussi de la
sensibilité du fluorimetre. Pour Real-time CFX96 Touch Bio-
Rad les meilleures concentrations de la sonde pour le rap-
port signal/bruit étaient celles de 1000 et 2000 mcM. Au cas
d'utilisation du fluorimeétre T16-1SO axxin la concentration
optimum des sondes était celle de 500 mcM.

Sensibilité de la méthode

Le fragment ciblé de I'’ADN a été préamplifié et étendu
dans les dilutions décuples jusqu’aux concentrations 10—
10" copies/mcl. La sensibilité analytique de cette méthode
a fait 107 copies/mcl (Fig. 63).
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Figure 63. Vérification de sensibilité de la détection
de Cas12a au virus Nipah avec utilisation de rARN NipSp2

4, Systémes de détection sur la base des
déoxyribosimes

Lesvirus Hendra et Nipah (famille Paramyxoviridae, genre
Henipavirus) sont des ribovirus hautement pathogéniques
dont I'héte naturel est la chauve-souris frugivore (du genre
Pteropus). Ces virus provoquent des flambées de maladies
sérieuses des humains et du bétail en Australie, Malaysie,
Singapour et Bangladesh. La similitude génétique de ces
deux virus est de prés de 80% et I'évolution de la maladie
qu'ils provoquent est aussi proche: depuis une légére affec-
tion asymptomatique ou simili-grippale jusqu’a la maladie
respiratoire ou neurologique mortelle.

Le diagnostic moderne est effectué en utilisant la mé-
thode PCR en temps réel pour détecter les agents pa-
thogénes ou la méthode IFA pour révéler les anticorps.
Les deux technologies sont hautement laborieuses et exi-
gent 'emploi du matériel fixe colteux. Ainsi, il existe la né-
cessité d'élaborer des test-systémes alternatifs, simples,
rapides et précis pour détecter les virus. Lobjectif de cette
recherche est justement I'élaboration d’'un systéme haute-
ment spécifique et facilement standardisé de détection des
virus Hendra et Nipah. Nous avons congu le systéeme d'un
biocapteur sur la base du noyau catalytique de déoxyribo-
syme 10-23.

Les déoxyribosymes se présentent sous forme des
ADN-oligonucléotides synthétiques courtes possédant une
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Figure 64. Schéma de la détection de I’ARN ciblé a I'aide d’une sonde binaire
(A) Détection de I’ARN ciblé en présence d’une sonde binaire et d'un substrat fluorescent (Fsub). (B) Structure du Fsub avant et aprés son clivage par le Dz_NiV.

activité catalytique. Plusieurs d’entre elles initient la réac-
tion chimique de rupture catalytique de la liaison phospho-
diester entre nucléotides en présence des ions métalliques
bivalents. Comme noyau catalytique nous avons choisi
pour notre recherche la déoxyribosyme 10-23 puisqu’elle
est assez bien étudiée, capable de rompre la liaison entre
tous couples purine-pyramidine, utilise comme cofacteur
les cations du magnésium et fonctionne sous pH 7,4. Pour
la détection de I’ARN ciblé on fait synthétiser 2 séquences
binaires (Dz1 et Dz2) dont chacune est composée d'un frag-
ment de la partie complémentaire de I’ARN ciblé, de la moi-
tié du noyau catalytique et d'un fragment complémentaire
du substrat fluorescent. Ainsi, au cas de présence de I'’ARN
ciblé, les interactions Watson-Crick dans la solution contri-
buent a sa fixation suite a quoi se constitue un noyau cata-
lytique qui fait fragmenter le substrat marqué par le fluoro-
phore et I'amortisseur (Fig. 64).

Ont été choisies les séquences ciblées uniques pour les
deux virus (Fig. 65A et B): deux pour le virus Nipah et une
pour le virus Hendra. La structure du biocapteur étant

«Icluigiciciuicicl
Dz1

-PEOOCAGEGE GAGGAAACCTT

‘.ACGGGTCCCUQCTCCT TTGGAA
Fsub

‘. T2 T3 T2

COACGGIOCCCIC-GGGACCGGGC :

$:GCCGGGGG cceTeeCcce

A
-DGOCOAGGE GAGGAAACCTT
QAcGGGchCugCTCCT TTGGAA

@@O@@@@@@@"GGGACCGGGC
$IGCCGGGGG cccreaeeccececa

commune, il n'y a que les séquences des bras liant I’'ARN
ciblé qui changent (Fig. 65C, D et E). Ainsi dans la structure
du biocapteur la chaine T1 fonctionne comme plate-forme
ou «noyau, les chaines T2 et T3 étant complémentaires au
noyau T1, mais en méme temps la chaine T2 est liée a la
chaine Dz1 par le lieur en hexane-éthyléneglycol. La chaine
Dz_2 se présente comme une oligonucléotide libre qui
n'interagit pas avec T3 pour exclure la possibilité dassem-
blage du noyau DNAzyme 10-23 en absence de I’ARN ciblé.
T1,T2_Dz1 et T3 demandent un assemblage préalable dans
le tampon d’asssemblage a la température +95°C pendant
5 minutes. Il est aussi apparu qu‘apres le refroidissement
les structures assemblées peuvent étre conservées a la
température -20°C ne perdant pas leur propriétés cataly-
tiques. Nous avons appelé ces structures Dz_NiV et Dz-HeV
conformément aux virus qu'elles détectent.

Pour vérifier la spécificité de détection de I'ARN ciblé
chaque biocapteur a été incubé ensemble avec les frag-
ments ARN d’encore cinq différents virus ARN de longueur
analogue: Machupo, Sabia, Junin, Guanarito et Sars-CoV.
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Figure 65. Principe de la conception et de I'activité des biocapteurs a désoxyribozymes

(A) Structure secondaire du géne G du virus Nipah. Les lignes violettes et vertes indiquent les régions d’ARN complémentaires respectivement des bras

du DNAzyme Dz_NiV3 et Dz_NiV4. (B) Structure secondaire du géne N du virus Hendra. La ligne orange indique la région d’ARN complémentaire des bras
de I'enzyme Dz_HeV. (C) Modele Dz_NiV3 composé de T1, T3, nip_Dz1_T2_v3 et nip_Dz2_v3. (D) Modéle Dz_NiV4 composé de T1, T3, nip_Dz1_T2_v4 et nip_
Dz2_vA4. (E) Modéle Dz_HeV composé de T1, T3, hev_Dz1_T2 et hev_Dz2. Les fleches indiquent la direction 5'-3' de la séquence. Les étoiles jaunes indiquent
le fluorophore FAM, les pentagones bleus — le suppresseur de fluorescence BHQ1, les lignes pointillées servant de connexion au lieur glycolique oligos-

hexaéthyléne (HEG).
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Le résultat positif n'a été obtenu qu‘au cas de présence
de I’ARN ciblé dans le mélange réactionnel (Fig. 66A, B et C).

Pour l'optimation de la réaction de clivage nous
avons déterminé l'influence de tels facteurs comme pH
et concentration des cations Mg?". Lacidité du tampon
de réaction exerce une influence importante sur les pro-
priétés physico-chimiques et l'activité biologique des pro-
téines et acides nucléiniques. Pour déterminer I'influence
de pH sur notre systéeme de détection nous avons testé les
tampons de clivage avec pH =5;6,5; 7; 7,5; 8; 8,5 et 9. Le bio-
capteur a manifesté sa plus grande activité a pH 7,5. A pH
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Figure 66. Sélectivité de Dz_NiV3 (A), Dz_NiV4 (B) et Dz_HeV (C)
Les images ont été obtenues directement a partir du lecteur de fluorescence
isotherme AxxinT16-1SO.

plus acide (5-7) le signal fluorescent, venant aussi bien
du contréle que des échantillons, a été 4-6 fois plus faible
qu'a pH 7,5. A pH supérieur a 7,5 a été découverte la dé-
naturation non spécifique du substrat fluorescent amenant
a une baisse considérable du rapport F1/FO0.

La présence des cations de magnésium est indispensable
pour la constitution de la structure correcte du déoxyribo-
zyme (ADNzyme) et le découpage du substrat, c'est-a-dire
la présence de Mg** en définitive exerce l'influence sur la va-
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Figure 67. Sensibilité de Dz_NiV3 (A), Dz_NiV4 (B) et Dz_HeV (C)
Les images montrent une réponse fluorescente des échantillons contenant
les différents ARN synthétiques. Le point rouge sur les graphiques indique
le rapport moyen F1/F0.
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leur du signal de fluorescence. Pour tous les biocapteurs
la présence de 50 mM Mg?*a été optimale car au cas d'aug-
mentation de la concentration du magnésium au-dessus
de 50 mM l'activité catalytique était en baisse et la valeur
du signal fluorescent dans les échantillons contenant '’ARN
ciblé diminuait. Laddition de 10mM Mg*renversait la si-
tuation: le clivage dans les échantillons avec I'ARN ajouté
était actif et la valeur de fluorescence y a été au niveau des
échantillons contenant 50 mM Mg?". Pourtant la valeur de la
fluorescence de controle a aussi augmenté considérable-
ment d'ou la décroissance du rapport F1/FO.

L'étape suivante a été I'évaluation de la limite de dé-
tection des biocapteurs. Pour cette expérimentation les
échantillons, contenant 100 nM de biocapteurs déja recuits
et 100 nM Fsub, ont été incubés avec les différentes quan-
tités de I'ARN ciblé (5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM et 100 nM)
pendant 20 minutes a la température de +37°C. Selon les
données obtenues la sensibilité des biocapteurs atteint
10 nM (Fig. 67A, B et C).

Au cours du travail pour la détection des virus Nipah
et Hendra sur la base de la déoxyribozyme 10-23 ont été
congus les biocapteurs au prix modéré, rapides et haute-
ment précis. En présence de I'ARN ciblé et des ions de ma-
gnésium s'effectue l'assemblage du noyau catalytique
de I'’ADNzyme qui fait fragmenter le substrat-aiguille mar-
qué par le fluorophore et I'amortisseur grace a quoi le fluo-
rophore se dégage dans la solution. La détection n'a besoin
que de 20 minutes pour obtention du résultat et I'incuba-
tion s’effectue a la température +37°C. Le biocapteur exige
I'assemblage préalable et peut étre conservé ensuite a la
température —20°C, ce qui est important dans la concep-
tion du test-systeme avec les étapes d'amplification préa-
lable et détection et sa mise en usage. Par la suite nous pla-
nifions optimiser les biocapteurs pour la détection de 'ARN
viral dans les échantillons cliniques. Les échantillons biolo-
giques peuvent contenir une quantité de copies du virus
insuffisante pour étre détectée par le biocapteur, ce pour-
quoi les test-systeme élaboré comprendra les étapes sui-
vantes: transcription inverse, amplification, transcription
et détection.

Il. Elaboration de la méthode de diagnostic
de l'infection par le virus du papillome
HPV16 au format IFA

Linfection par le virus du papillome HPV16 provoque
le cancer du col d'utérus, de la muqueuse ano-génitale
et buccale. La protéine L1 (56 kDa) est la principale protéine
capsidique des virus du papillome (HPV) faisant partie de la
composition des vaccins préventifs accessibles en Russie:
Cervarix et Gardasil. Au contact naturel de I'hnomme avec
I'infection seulement dans 15% de cas se fait I'élaboration
des anticorps spécifiques IgG car HPV16 possede divers
mécanismes d'évitement du systéme immunitaire. Ce fait
sert d'argument en faveur de la vaccination. Actuellement
en Fédération de Russie I'immunisation contre I'infection
par le virus du papillome ne fait pas partie du calendrier
vaccinal national. Actuellement est élaboré le fondement
d‘actualité de ce probléme du point de vue médical, social
et économique. La mise en oeuvre de la vaccination par
le vaccin quadrivalent et une vaste couverture vaccinale
atteignant les catégories de la population recommandées
rendent possibles la décroissance de l'incidence et des
couts relatifs au traitement des patients.

Le test-systéme élaboré sur la base de I'IFA permet d'ef-
fectuer la surveillance de la campagne vaccinale et I'évalua-
tion de I'efficacité du vaccin.

La séquence complete du géne L1 de la longueur
1515 p.n. a été assemblée de novo par la méthode SOE PCR
(Splicing by overlap extension polymerase chain reaction).
Les mutations, synthétisés pendant I'assemblage du gene,
ont été rectifiées par la méthode PCR de la mutagenese
site-spécifique. Le géne obtenu fait coder la séquence aci-
do-aminée de la protéine L1 qui correspond pleinement
a la séquence du virus naturel.

Ont été créees les structures d’expression sur la base
du plasmide pGD pour I'expression L1 en état intégré avec
des tegs complémentaires. Les particularités conforma-
tionnelles du teg contribuent a 'amélioration de solubilité
de la protéine ciblée, sa coagulabilité correcte et simplifica-
tion de I"épuration. Ont été choisies les différentes condi-
tions d’expression en fonction du teg et assemblées les
structures d'expression: pGD-L1, pGD-GST-L1, pGD-MBP-
L1, pGD-NusA-L1, pGD-SlyD-L1, pGD-SUMO-L1, pGD-
Fh8-L1, pGD-TrX-L1, pGD-TF-L1. A été effectuée l'induc-
tion des cellules transformées de E.coli-BL21(DE3). La plus
efficace synthése protéique a été notée dans les structures
d’expression suivantes: pGD-GST-L1, pGD-MBP-L1, pGD-
SUMO-L1, pGD-TrX-L1.

La protéine MBP-L1, contenant la protéine liant le mal-
tose E. coli (MBP) et la protéine GST-L1 contenant le glu-
tathion-S-transférase (GST), ont été obtenues en fraction
soluble. La protéine SUMO-L1 contenant la protéine mo-
dificatrice semblable a l'ubiquitine (SUMO), et la protéine
TrX-L1 contenant la thiorédoxine E. coli (TrX), ont été ob-
tenues sous forme de globules d’insertion. Les structures
d’expression contiennent accessoirement la séquence 6His
pour I'épuration. L'épuration de MBP-1 et GST-L1 a été ef-
fectuée par la chromatographie d'affinité dans les condi-
tions natives, et celle de SUMO-L1T — dans les conditions
dénaturantes. Avec les cultures cellulaires a été effectué
le refolding des protéines SUMO-L1 et TrX-L1. Les protéines
obtenues ont été vérifiées par la méthode de western blot
et par l'essai immuno-enzymatique (IFA) en réaction avec
les anticorps commercialisés Abcam spécifiques a la proté-
ine L1. Pour la mise en oeuvre dr test IFA avec les sérums
sanguins a été choisie la protéine MBP-1. Comme elle est
obtenue en fraction soluble, il lui a été adjoint le protocole
d'épuration excluant la liaison non spécifique des anticorps
commercialisés au cours de la procédure de western blot.

A titre du systeme de comparaison a été utilisé le test IFA
HPV16 550-116-PHG Alpha-Diagnostic. Selon les résultats
de I'analyse utilisant le test-systéme commercialisé ont été
sélectionnés les échantillons positifs et négatifs des sérums
sanguins. A été également retenu I'échantillon de sérum
sanguin du patient vacciné avec Gardasil-4.

Pour la mise en oeuvre du test IFA la protéine MBP-L1
a été titrée de 5 mcg/ml a 0,156 mcg/ml. La posée de la pro-
téine sur le support solide a été effectuée dans le tampon
PBS a la température +4°C pendant une nuit. Pour éviter
la liaison non spécifique des anticorps avec le support IFA
a été effectué le blocage avec la coséine 3% dans le tam-
pon PBS+Tween a la température +37°C pendant 30 mi-
nutes. Le sérum sanguin a été placé dans les alvéoles par
portions de 100 mcl avec dilution 1:100. Pour le lavage a été
utilisé le tampon sur la base de PBS avec ajout de Tween.
A titre des anticorps secondaires on a utilisé le conju-
gué-anticorps de chévre anti IgG humain avec la péroxy-
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Tableau 20. Vérification de la liaison de la protéine soluble MBP-L1 avec les anticorps des sérums sanguins, valeurs OD,;,

MBP-L1 Vacc. (=) (+) (=) ()
5 mcg/ml 0,940 0,331 1,00 0,588 0,472
2,5 meg/ml 0,782 0,164 0,696 0,352 0,284
1,25 mcg/ml 0,596 0,125 0,634 0,262 0,210
0,625 mcg/ml 0,448 0,097 0,585 0,246 0,155
0,3125 mcg/ml 0,509 0,124 0,699 0,290 0,169
0,156 mcg/ml 0,327 0,110 0,841 0,309 0,205
L1 commercialisé 1,25 mcg/ml 0,480 0,198 0,655 0,461 0,257
0 mcg/ml 0,050 0,054 0,058 0,051 0,049

dase de raifort. La solution des anticorps secondaires a été
faite en proportion 1:10 000. Les valeurs obtenues de OD,s,
sont présentées au Tabl. 20.

Par la suite il est envisagé de choisir les conditions
convenables pour le test IFA et créer le panel des échantil-
lons caractérisés.

lll. Elaboration des méthodes d’expression
et d’épuration de la protéine VP7

des virus Wad Medani et Kemerovo pour
le diagnostic IFA des moutons

Les virus Wad Medani (WMV) et Kemerovo (KEMV) font
partie des arbovirus transmis par les tiques. WMV et KEMV
sont a 57% homologues par la protéine VP7. Les virus pro-
voquent une fiévre bénigne dont le danger consiste en cas
d’encéphalite provoquée par KEMV.

La protéine VP7 (40 kDa) participe a l'interaction du vi-
rion avec la surface des cellules et, tout comme la proté-
ine VP2, sert d'un des facteurs de virulence définissant
la contagiosité de la partie principale du virion.

L'objectif principal a été I'élaboration de la méthode
de conception des kits diagnostiques sur la base d'IFA, ou
la protéine recombinante VP7 pour les virus Wad Medani
et Kemerovo serait utilisée comme antigene. Le test-sys-
téme concu permettra de produire I'évaluation de la pré-
sence des anticorps spécifiques anti WMV et anti KEMV
chez les moutons africains.

Le gene, codant la protéine Vp7, a été assemblé de novo
par la méthode SOE PCR (Splicing by overlap extension
polymerase chain reaction). Pour éviter les substitutions
nucléotidiques, la séquence Vp7 (1100 p.n.) a été clonée en
deux parties de la longueur de 560 et 540 p.n. Pour les réac-
tions ultérieures ont été sélectionnés les clones contenant
une bonne séquence. Aprées quoi pour le regroupement des
fragments de 560 et 540 p.n. a été effectuée la PCR de deux
plasmides avec utilisation des amorces terminales. De sorte
qu’a été assemblée une séquence compléte du géne Vp7
sans mutations.

Pour créer une structure d’expression le géne Vp7 a été
cloné au vecteur plasmidique pGD. Ont été sélectionnées
les conditions d'induction. La protéine Vp7 a été obtenue
sous forme de globules d’inclusion. L'épuration de la pro-
téine a été effectuée par la chromatographie de Ni-affinité
dans les conditions dénaturantes. Les protéines en fraction
soluble, étant optimales pour la mise en oeuvre de I'IFA, il
est nécessaire de cloner le géne Vp7 au vecteur plasmidique
avec la protéine complémentaire de fusion (teg). Le teg
exerce l'influence sur les particularités conformationnelles
de la protéine ciblée, concourt a la solubilité et simplifie

son épuration. Ont été concgues les structures expressives
contenant les tegs suivants: pGD-GST-Vp7; pGD-MBP-
Vp7; pGD-NusA- Vp7; pGD-SlyD- Vp7; pGD-SlyD- Vp7.

A ce stade est obtenue la proténe soluble MBP-Vp7-WM,
qui a été épurée en colonnes mini spin Ni-affinées dans les
conditions natives. Il est projeté d’accumuler ultérieure-
ment assez de protéine Vp7 avec des tegs différents pour
en définir un le plus convenable a la mise en oeuvre de I'lFA
sur les anticorps de souris.

IV. ARN protégé sur la base
du bactériophage MS2

LARN protégé se présente sous forme d’ARN recom-
binant emballé dans une enveloppe protéique du bac-
tériophage MS2. En I'état 'ARN posséde la résistance aux
ribunucléases restant aussi stable pendant la conserva-
tion. De tels ARN protégés peuvent étre utilisés en qualité
de standards ARN quantitatifs pour la définition du nombre
absolu de copies de la séquence spécifique ARN, y compris
pour définir le nombre d’ARN-virus au plasma ou sérum
sanguin. En dehors de cela ils peuvent étre utilisés comme
standards ARN qualitatifs dans les méthodes diagnostiques
de détection des acides nucléiniques, y compris en quali-
té de contréles positifs pour la vérification du fonctionne-
ment correct du systeme diagnostique.

A présentl'obtention de I’ARN protégé se trouve au stade
d'optimisation. On est en train de choisir les conditions
convenables de la synthése des pseudo-particules virales
et de leur épuration. On modifie également le design de la
structure génétique d'origine a l'aide de laquelle on accu-
mule les particules. La structure congue se présente sous
forme d'un vecteur d'expression qui inclut les séquences
des génes de la maturase et de la protéine de I'enveloppe
du phage MS2, les sites nécessaires a I'assemblage de la
particule virale de méme que la séquence ciblée du virus
visé. Un des objectifs de I'optimisation est 'augmentation
du nombre de pseudo-particules virales accumulées.

On sait que le controle de traduction des protéines
du bactériophage MS2 est effectué par la structure se-
condaire de I'ARN (dépendant de l'arrangement spatial
de I’ARN). Ainsi, par exemple, devant le géne de la maturase
il y a un fragment non traduit de la longueur de 130 p.n.,
qui joue un role important dans la régulation de la traduc-
tion de ce géne. Dans ce fragment se forment trois struc-
tures secondaires — aiguilles qui constituent la structure
générale qui rappelle une feuille de tréfle. A I'extrémité
5" de la chaine ARN se situe la séquence Shine-Dalgarno
et a 30 nucléotides de l'extrémité 3’ se trouve la séquence
qui lui est complémentaire. A l'interaction de ces fragments
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a lieu la répression de la synthése protéique de la matu-
rase. La constitution de la structure secondaire de I'ARN
permet aux ribosomes de se connecter momentanément
alaséquence Shine-Dalgarno et commencer la traduction.
L'élimination du fragment complémentaire aboutit a I'ac-
croissement de 5 a 10 fois du niveau d’expression du gene.
Compte tenu des informations dont on dispose, devant
le géne de la maturase au vecteur a été ajoutée une part
de cette séquence non traduite. Dans la variante initiale
il a été ajouté 40 p.n., puis encore 80 p.n. Selon les résul-
tats du test PCR en temps réel, comparés avec la variante
précédante, les contréles de I'ARN a la séquence non tra-
duite allongée (80 p.n.) font apparaitre une augmentation
du nombre de particules phagiques. Ainsi dans notre struc-
ture génétique il n'y a pas de séquence complémentaire
qui pourrait étre en interaction avec la séquence Shine-
Dalgarno, 'ARN pouvant constituer cependant une struc-
ture secondaire qui contréle la synthése des pseudo-par-
ticules virales.

V. Les dépolymérases recombinantes
des bactériophages Klebsiella pneumoniae

L'accroissement du nombre de bactéries possédant une
résistance multiple aux différents produits devient un des
probléemes majeurs du sphére de la santé publique. Selon
les données de I'OMS la situation la plus critique s'observe
au contact de telles bactéries comme Acinetobacter, Pseu-
domonas et des représentants de la famille Enterobacteria-
ceae, y compris Klebsiella pneumoniae.

La vitesse élevée d'évolution des bactéries et le nombre
restreint de produits antimicrobiens nécessitent la re-
cherche des modes alternatifs de traitement des différentes
maladies infectieuses. Pendant un certain temps la théra-
pie phagique en a été considérée comme une des alterna-
tives, n'étant autorisée actuellement que dans un nombre
limité de pays. Aujourd’hui on voit renaitre I'intérét pour les
bactériophages. Les bactériophages modifiés et leurs com-
posants trouvent leur application non seulement en méde-
cine mais aussi dans de tels domaines comme l'agriculture
et l'industrie. Comme les bactériophages accomplissent
avec succes la lyse bactérienne, on préte une attention
soutenue a leurs différentes protéines, par exemple aux en-
dolyases et dépolymérases. On suppose que ces protéines
peuvent étre utilisées dans la thérapie antimicrobienne
comme agents principaux et auxiliaires.

Encore un des avantages des bactériophages consiste
en leur haute spécificité déterminée par la présence des
protéines liant les récepteurs et reconnaissant les récep-
teurs primaires sur la surface de la cellule bactérienne.
Les protéines liant les récepteurs possédent dans leur
structure un domaine responsable de la fixation a la par-
tie arriere du phage, et un domaine enzymatique. Au cas
de nécessité on peut combiner ces domaines des protéines
des différents bactériophages et synthétiser des protéines
chimériques. Les protéines liant les récepteurs des bac-
tériophages, qui infectent les bactéries incapsulées, pos-
sedent une activité dépolymérasée et peuvent détruire les
exopolysaccharides des capsules, les lipopolysaccharides
mais aussi les matrices des biofilms. Au cas de K. pneumo-
niae, pour laquelle sont décrites plusieurs variantes struc-
turelles de sa capsule, la dépolymérase du bactériophage
n'est capable de désintégrer qu’un type bien concret de la
capsule. Ainsi les problémes d'actualité sont la conception

du bactériophage synthétique possédant un ensemble
de différentes protéines liant les récepteurs, mais aussi l'ob-
tention des protéines recombinantes des bactériophages.

Actuellement nous avons réussi a obtenir les dépoly-
mérases recombinantes des bactériophages K. pneumo-
niae capables de détruire les types capsulés K2 et K20.
Lefficacité des dépolymérases recombinantes obtenues
a été vérifiée sur les différentes souches de K. pneumoniae
a l'aide de test spot. Dans les boites de Petri, contenant les
souches de K. pneumoniae du type capsulaire correspon-
dant, apres I'étalement de la protéine recombinante pu-
rifiée on observait des zones de lyse semi-transparentes,
tandis que dans les boites contenant les souches des types
capsulaires différents ces zones étaient absentes. Il s'en
suit que les dépolymérases recombinantes possédent une
haute spécificité similaire a celle des phages natifs. D'autre
part, comparées aux bactériophages natifs, les dépolymé-
rases recombinantes purifiées agissent sur un éventail plus
large de bactéries ayant le méme type capsulaire. Ce qui
peut étre expliqué par le fait que I'interaction de la bacté-
rie avec le bactériophage est un processus complexe éven-
tuellement influencé par différents facteurs, tels comme
I'identification du récepteur secondaire sur la surface des
bactéries, les mécanismes de défense des bactéries contre
les virus, une faible activité virulente du phage etc.

Lemploi des dépolymérases recombinantes peut am-
plifier l'efficacité des produits antimicrobiens puisqu’une
bactérie, privée de sa capsule, devient plus réceptive a l'ac-
tion exercée par les différentes matieéres. Il est prévu d'ob-
tenir ultérieurement les dépolymérases recombinantes ca-
pables de détruire les capsules de tels types des souches
K. pneumoniae qui, la plupart du temps, sont les plus viru-
lentes et possedent une résistance multi-drogue.

VI. Etude de la variété génétique
des orthobunyavirus du groupe
sérologique de Bunyamwera

Au moment de commencement de I'étude l'apparte-
nance spécifique de plusieurs virus de ce groupe était li-
tigieuse ce qui amenait a une certaine confusion dans les
ouvrages scientifiques publiés rendant difficiles leur étude
ultérieure et la classification des nouveaux représentants
découverts. Actuellement dans la base de données Gen-
Bank NCBI sont représentées soixante-quatre séquences
génomiques complétes des membres du sérogroupe Bun-
yamwera. Conformément aux critéres de démarcation cou-
rants I'appartenance spécifique ICTV de plusieurs souches
est a réviser. Notamment, sur seize séquences désignées
comme Bunyamwera orthobunyavirus sp. trois souches
doivent étre rangées dans I'espéce Fort Sherman orthobu-
nyavirus sp.: SFCrEq231 (KP063892-KP063894); SFBzEq232
(KP063895-KP063897) et SFAbCrEq238 (KP063898-
KP063900). Deux isolats sur seize se rapportent aux dif-
férentes espéces de virus: NORV (MH484312-MH484314)
et SHOV (MH484330-MH484332). Encore trois représentent
I'espece Main Drain orthobunyavirus sp.: isolat LOKV
A10391 (MH484303-MH484305), isolat LOKV FMS 4332
(MG820264, MG828823 et MG696865) et isolat SARV M2.-
1493 (MH484324-MH484326).

Sur quinze séquences classées Batai orthobunyavirus sp.
il convient de ranger deux parmi d’autres espéces de virus:
isolats BATV K10441 (KU661980, KU661984 et KU661991)
et souche BATV MS50 (NC_043579-NC_043581). La souche
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BATV MS50 est réputée étre souche étalon de l'espéce,
mais selon les critéres courants ICTV elle n‘en fait pas
partie. Comme historiquement la souche M50 n‘a pas été
la premiére souche BATV détectée, il serait logique de lais-
ser le nom Batai orthobunyavirus sp. au groupe principal
du virus et attribuer le nouveau nom spécifique a la souche
M50. Cette hypothése est reprise par Groseth et al. qui ont
établi qu’en réalité la souche M50 n'est pas liée avec BATV
et que, selon toute probabilité, elle représente un nouveau
génotype du genre Orthobunyavirus (Groseth et al., 2012).
La souche BATV K10441 ne peut pas étre attribuée non plus
a l'espece Batai orthobunyavirus sp. Cette souche a été
isolée en Australie Occidentale non loin du village Willare
et elle peut éventuellement étre désignée comme Willare
orthobunyavirus sp. Ce nom a été adopté ensemble avec
le collectif d'auteurs qui avaient découvert le virus (Briese
et al., 2016). Parmi les séquences, classées comme Maguari
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orthobunyavirus sp., trois doivent étre reclassées: souche
PLAV 75V5938 (KX100124-KX100126), souche MAGV CoAr
3363 (KX100109-KX100111) et souche MAGV AG83-1746
(KX100112-KX100114). Il convient de ranger les deux pre-
mieres dans l'espece Cache Valley orthobunyavirus sp., tan-
dis que la troisieme doit relever de l'espece Fort Sherman
orthobunyavirus sp.

Notre analyse a aussi fait apparaitre le phénoméne
de la recombinaison du M-segment entre la souche FSV
86MSP18 (MH484294-MH484296) et CVV. La recombinai-
son du M-segment a été aussi détectée entre MDV et POTV:
MDV souche 72V2567 (MH484306-MH484308) ou MDV
souche R4680 (MH484309-MH484311) avec la souche POTV
89-3380 (MH484321-MH484323) ou la souche POTV IL94-
1899 (NC_043645-NC_043647). Qui plus est, nous avons
détecté les signes de recombinaison LOKV et SARV ou MDV
avec le virus inconnu (Fig. 68).
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Figure 68. Arbre phylogénétique des membres du groupe sérologique Bunyamwera basé sur la séquence du segment L

(au niveau des acides aminés)

Il a été ancré au génome du virus La Crosse (EF485032). Les alignements des séquences d'acides aminés ont été réalisés a I'aide du logiciel MEGA v.11

en utilisant I'algorithme MUSCLE. Les arbres phylogénétiques ont été reconstruits a I'aide d'une estimation du maximum de vraisemblance basée sur le modele
paramétrique général réversible dans le temps (GTR) permettant une variation de fréquence distribuée en gamma entre les sites et une proportion de sites
invariants dans la séquence. La robustesse de I'arbre a été testée a I'aide de 1000 répliques bootstrap. Le modéle de substitution GTR a évalué 24 modéles

avec diverses combinaisons de paramétres de substitution nucléotidique sur la base d'ajustements du maximum de vraisemblance et a sélectionné le meilleur
modele parmi eux. L'attribution a I'espéce orthobunyavirus selon I'lCTV est indiquée par un point coloré. Lattribution réelle a I'espéce d'orthobunyavirus
estindiquée par un surlignage coloré. La source de I'isolat est présentée comme image d'un animal correspondant.

Rapport D’Activites 2021-2022 87



Département d’epidemiologie Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg

Publications
Articles

1.

10.

11.

12.

Dedkov V.G., Dolgova A.S., Safonova M.V., Samoilov A.E., Belova O.A., Kholodilov I.S., Matsvay A.D., Speranskaya A.S., Khafizov K.,
Karganova G.G. Isolation and characterization of Wad Medani virus obtained in the tuva Republic of Russia // Ticks Tick Borne Dis.
2021; 12 (2): 101612. doi: 10.1016/].ttbdis.2020.101612

Dolgova A.S., Safonova M.V., Faye O., Dedkov V.G. Current View on Genetic Relationships within the Bunyamwera Serological
Group // Viruses. 2022; 14 (6): 1135. doi: 10.3390/v14061135

Gladkikh A., Dedkov V., Sharova A., Klyuchnikova E., Sbarzaglia V., Arbuzova T., Forghani M., Ramsay E., Dolgova A., Shabalina A.,
Tsyganova N., Totolian A. Uninvited Guest: Arrival and Dissemination of Omicron Lineage SARS-CoV-2 in St. Petersburg, Russia //
Microorganisms. 2022; 10 (8): 1676. doi: 10.3390/microorganisms10081676

Gladkikh A., Dolgova A., Dedkov V., Sbarzaglia V., Kanaeva O., Popova A., Totolian A. Characterization of a Novel SARS-CoV-2 Genetic
Variant with Distinct Spike Protein Mutations // Viruses. 2021; 13 (6): 1029. doi: 10.3390/v13061029

Goncharova E.A., Dedkov V.G., Dolgova A.S., Kassirov 1.S., Safonova M.V., Voytsekhovskaya Y., Totolian A.A. One-step quantitative
RT-PCR assay with armored RNA controls for detection of SARS-CoV-2 //J. Med. Virol. 2021; 93 (3): 1694—1701. doi: 10.1002/jmv.26540
Gorodnichev R.B., Kornienko M.A., Malakhova M.V., Bespiatykh D.A., Manuvera V.A., Selezneva O.V., Veselovsky V.A., Bagrov D.V.,
Zaychikova M.V., Osnach V.A., Shabalina A.V., Goloshchapov O.V., Bespyatykh J.A., Dolgova A.S., Shitikov E.A. Isolation and Cha-
racterization of the First Zobellviridae Family Bacteriophage Infecting Klebsiella pneumoniae // Int. J. Mol. Sci. 2023; 24 (4): 4038.
doi: 10.3390/ijms24044038

Hoornstra D., Stukolova O.A., Karan L.S., Sarksyan D.S., Kolyasnikova N.M., Markelov M.L., Cherkashina A.S., Dolgova A.S., Sudi-
na A.E., Sokolova M., Platonov A.E., Hovius J.W. Development and validation of a protein array for detection of antibodies against
the tick-borne pathogen Borrelia miyamotoi // Microbiol. Spectr. 2022; 10 (6): e0203622. doi: 10.1128/spectrum.02036-22

Kirichenko A., Bryushkova E., Dedkov V., Dolgova A. A Novel DNAzyme-based fluorescent biosensor for detection of RNA-containing
Nipah Henipavirus // Biosensors (Basel). 2023; 13 (2): 252. doi: 10.3390/bios13020252

MhamadiM., Dieng I, Dolgova A.S., Touré C.T., Ndiaye M., Diagne M.M., Faye B., Gladkikh A.S., Dedkov V.G., Sall A.A., Faye O., Faye O.
Whole Genome Sequencing Analysis of African Orthobunyavirus Isolates Reveals Naturally Interspecies Segments Recombinations
between Bunyamwera and Ngari Viruses // Viruses. 2023; 15 (2): 550. doi: 10.3390/v15020550

Safonova M.V., Simonova E.G., Lopatin A.A., Dolgova A.S., Dedkov V.G. Development of quantitative criteria for assessing epi-
demic potential of the natural-focal viral infections // Russian Journal of Infection and Immunity. 2022; 12 (4): 745-754. (In Russ.)
doi: 10.15789/2220-7619-DOQ-1926

Volkov A.A., Dolgova A.S., Dedkov V.G. CRISPR/Cas-based diagnostic platforms // Russian Journal of Infection and Immunity. 2022;
12 (1): 9-20. (In Russ.) doi: 10.15789/2220-7619-CCB-1843

Volynkina A., Lisitskaya Y., Kolosov A., Shaposhnikova L., Pisarenko S., Dedkov V., Dolgova A., Platonov A., Kulichenko A. Mole-
cular epidemiology of Crimean-Congo hemorrhagic fever virus in Russia // PLoS One. 2022; 17 (5): €0266177. doi: 10.1371/journal.
pone.0266177

88

Rapport D'Activites 2021-2022



Centre régional du District fédéral Nord-Ouest
pour la prevention et la lutte contre le SIDA

LABORATOIRE D'IMMUNOLOGIE ET VIROLOGIE DE L'INFECTION PAR LE VIH

Chef du centre: N. Belyakov
Chercheurs: E. Boeva, N. Konovalova, U. Svetlichnaia
Chef du laboratoire: Yu. Ostankova

Chercheurs: V. Rassokhin, E. Yastrebova, S. Ogourtsova, A. Shchemeley, D. Valutite, E. Zueva, E. Serikova, V. Davydenko,
N. Pechnikova, E. Anufrieva, Yu. Chornogouz, E. Yakubovskaya, A. lvanova

L'étude et la généralisation des données sur le proces-
sus épidémique de l'infection par le VIH dans le District
fédéral Nord-Ouest de la Fédération de Russie constituent
toujours les principaux objectifs de travail du Centre ré-
gional. Linformation statistique officielle sur les cas de I'in-
fection par le VIH détectés sur les territoires administratifs
du District au cours du screening sérologique et fixés dans
les documents de contréle des observations statistiques fé-
déraux d’Etat constituent le fondement analytique du pro-
cessus épidémique.

Les différents aspects de ce travail peuvent étre formu-
Iés de maniére suivante:

- lanalyse des résultats de screening de la population
pour l'infection par le VIH en 2021-2022 dans les diffé-
rentes régions du District fédéral Nord-Ouest pour éva-
luer l'intensivité du processus épidémique et la mesure
d’'implication des divers groupes de population dans ce
processus;

- caractérisation du processus épidémique daprés les
indices d'incidence, de séroprévalence et des voies
de contamination par le VIH sur le fondement des études
effectuées en approche évolutive;

- révélation du role des divers groupes de la population
dans la propagation de I'épidémie pendant les diffé-
rentes périodes;

- évaluation du caractére de progression de |'épidémie
selon les résultats de développement du stade SIDA
et le nombre d’issues léthales chez les malades comme
indice d'adéquation des mesures organisationnelles,
diagnostiques et thérapeutiques effectuées;

- élaboration du modele a trois niveaux d'évaluation
du développement du processus épidémique de-
puis les territoires des districts, sujets de la Fédération
et jusqu’a District fédéral avec la définition des causes
dominantes de croissance d'incidence et de propaga-
tion de l'infection par le VIH, des hépatites virales et de
la tuberculose, y compris tenant compte des facteurs
géographiques, économiques, sociaux et démogra-
phiques et avec définition des orientations optimales
des mesures organisationnelles conformément au mo-
dele élaboré d'évaluation du processus épidémique;

- étude de l'évolution des infections virales et bacté-
riennes, y compris I'infection par le VIH, la tuberculose
et I'hépatite C dans les conditions de la pandémie a co-
ronavirus;

— évaluation du réle interactif de ces infections dans le cas
d'évolution grave de chacune d‘elles;

— systématisation du réle des mesures organisationnelles
générales et épidémiologiques dans la résistance a la

propagation de l'infection au VIH et des états comor-

bides, de méme que la définition de la signification des

facteurs personnifiés capables d’influer sur I'évolution
et I'issue de la maladie.

Le District fédéral Nord-Ouest est composé de 11 sujets
de la Fédération de Russie peuplés de 13,9 min de per-
sonnes (9,5% de la population de Russie). Comparée a 2021,
en 2022 la population du District a diminué de 0,3% (soit
40 859 personnes).

La couverture globale des citoyens de la Fédération
de Russie par le screening au sujet des anticorps contre
le VIH a augmenté de 27,7% en 2022 en comparaison avec
2021, et de 23,7% en 2020 (Fig. 69). En 2022 dans le District
fédéral Nord-Ouest ont été examinés au sujet de I'infection
par le VIH 4 207 140 citoyens de la Fédération de Russie,
soit 30,2% de la population du District. Comparé a 2021,
en 2022 le taux des citoyens étrangers examinés a aug-
menté de 8,9% (253 442 personnes). En 2022 les citoyens
étrangers ont constitué 6,0% du nombre total d’examinés,
6,6% en 2021 et, a titre de comparaison, 12,4% en 2015.
Laugmentation de la couverture du screening au sujet
de l'infection par le VIH parmi les citoyens de la Fédération
de Russie a été enregistré sur tous les territoires du District
fédéral Nord-Ouest, excepté la République Carélie ou elle
a été en baisse (-2,2%). Les plus hauts taux d‘accroisse-
ment du nombre de personnes, impliquées dans lI'examen
de screening, ont été enregistrés dans les oblasts d’Arkhan-
gelsk (+47,4%) et de Pskov (+42,3%), a Saint-Pétersbourg
(+39,8%) et dans I'oblast de Léningrad (+30,1%). Sur d'autres
territoires I'accroissement de la couverture de screening
n'excédait pas le taux moyen enregistré dans le District.

Lors de I'analyse du formulaire No. 4 «Données des ré-
sultats d’examen au sujet des anticorps contre le VIH» il
a été établi qu’en 2021 globalement dans la structure des
groupes examinés de la population du District fédéral
Nord-Ouest la majeure partie d’examens de l'infection par
le VIH a été effectuée dans les catégories suivantes: «per-
sonnes examinées selon les indications cliniques» (code
113, Tabl. 21) — 31,8%, «autres» (code 118) — 30,5%, «don-
neurs de matiéres et substances biologiques» (code 108) —
8,8%, «femmes enceintes» (code 109) — 7,8%, «personnes
examinées de leur plein gré» (code 101) — 6,8%, «citoyens
étrangers» (code 200) — 6,6%. Dans la structure des exa-
mens les groupes les moins nombreux étaient ceux des
hommes a orientation sexuelle non-traditionnelle (homo-
sexuels) (code 103) — 0,02%, personnes se livrant a la pros-
titution (code 104) — 0,1%, personnes de contact révélées
dans les enquétes épidémiologiques (excepté les enfants
nés des meéres infectées par le VIH) (code 121) — 0,4%, toxi-
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Figure 69. Nombre d’examens de détection des anticorps contre le VIH et taux de décelabilité par 100 mille examinés

dans le District fédéral Nord-Ouest, 1996-2020

comanes (code 102) — 0,5%, personnes se trouvant dans
des lieux de détention (code 112) — 0,8%.

Comparé a 2020, globalement dans le District fédéral
Nord-Ouest en 2021 le volume de I'ensemble des tests dans
les groupes vulnérables et, soi-disant, groupes de risque
(toxicomanes, homosexuels, personnes ayant le diagnostic
confirmé ou suspicié d’'une infection sexuellement trans-
missible et personnes se trouvant dans des lieux de déten-
tion) a diminué de 3,4% (Fig. 70). La comparaison de cet
indice avec son niveau de 2007 révéle une baisse de 51,9%.

Le taux moyen de décelabilité dans le District (code 100)
afait 160,1 par 100 000 personnes examinées en 2021 (171,1
en 2020, 175,3 en 2019, 195,5 en 2018), qui représente une
baisse de 6,4% (Fig. 69).

Lexamen du taux de décelabilité par 100 mille per-
sonnes examinées selon les différents territoires du District
fédéral Nord-Ouest a révélé son accroissement en 2021
dans les oblasts de Novgorod (+3,3%), Kaliningrad (+1,7%)
et a Saint-Pétersbourg (+0,5%). Sur d'autres territoires a été
observé le décroissement de I'indice de décelabilité.

Tableau 21. Répertoire de codes des groupes de population examinés au sujet de I'infection par le VIH

Groupes d’examinés Codes des groupes
Donneurs (du sang, des liquides biologiques, organes et tissus) 108
Personnel médical et autre travaillant avec les personnes atteintes de I'infection par le VIH ou avec les matériels infectés 115
Personnes appelées ou s'enrdlant au service militaire au titre d’'un contrat (assimilé au service militaire), m
entrant dans les écoles militaires
Personnes examinées de leur plein gré (en absence d'autres motifs d'examen) 101
Toxicomanes 102
Homosexuels 103
Personnes ayant le diagnostic confirmé ou suspicié d'une infection sexuellement transmissible 104
Personnes se livrant a la prostitution 105
Femmes enceintes 109
Epoux et partenaires sexuels des femmes fichées pour cause de grossesse 10
Personnes se trouvant dans des lieux de détention 112
Personnes examinées selon les indications cliniques (codes des indications détaillées 114+116+117) 113
Malades avec les manifestations cliniques de I'infection par le VIH ou avec les affections associées au SIDA 14
Personnes examinées au sujet du VIH dans le cadre d'octroi d'aide médicale (conformément au standard d’octroi d'une 16
telle aide) excepté les malades d’hépatite B et C
Personnes ayant le diagnostic confirmé ou suspicié de I'hépatite B ou de I'hépatite C 17
Autres 18
Personnes de contact révélées dans les enquétes épidémiologiques (excepté les enfants nés des meres infectées par le VIH) 121
Enfants nés des méres infectées par le VIH 124
Participants des situations d'accident avec un éventuel contact sous-cutané, cutané et muqueux avec le sang 125
et les liquides biologiques
Citoyens de la Fédération de Russie 100
Citoyens étrangers et personnes apatrides 200
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Lors de l'analyse d'efficacité du screening par groupes
(selon les codes du Formulaire No. 4) en 2021 dans le District
fédéral Nord-Ouest le taux de décelabilité dans le groupe
des toxicomanes (code 102) a constitué 1,1% (1,2% en 2020,
2,0% en 2019, 2,0% en 2018, 2,6% en 2017, 3,0% en 2016)
(Fig. 71). Ce taux excédait sa valeur moyenne du District dans
les oblasts de Kaliningrad (4,2%) et d’Archangelsk (2,6%), en
République Komi (3,6%) et a Saint-Pétersbourg (1,9%).

Dans le groupe de personnes examinées selon le code
121, — personnes de contact révélées dans les enquétes
épidémiologiques (excepté les enfants nés des meéres in-
fectées par le VIH), — le taux de décelabilité a constitué
1990,8 par 100 mille personnes examinées (2306,9 en 2020,
2855,8 en 2019, 2855,8 en 2018, 1921,6 en 2017, 4038,8 en
2016).

Le taux de décelabilité dans le groupe de personnes se
trouvant dans des lieux de détention (code 112) a constitué
1,8% (1,7% en 2020, 1,6% en 2019, 1,6% en 2018, 1,8% en
2017,2,9% en 2016).

En 2021 dans le District fédéral Nord-Ouest le taux
de décelabilité dans le groupe d’homosexuels (code 103)
a été défini au niveau de 4,1% (6,1% en 2020, 3,7% en 2019,
3,7% en 2018, 3,5% en 2017, 3,5% en 2016).

10000

Ce taux excédait 5% et sa valeur moyenne du District
dans les oblasts de Mourmansk (33,5%), d'Arkhan-
gelsk (25,0%), de Vologda (14,3%), de Kaliningrad (7,7%),
de Léningrad (4,8%) et a Saint-Pétersbourg (4,2%).

En 2021 le taux de décelabilité de l'infection par le VIH
parmi les citoyens étrangers a augmenté de 81,1% pour
constituer 180,9 par 100 mille personnes examinées (99,9
en 2020, 84,1 en 2019, 82,6 en 2018, 97,6 en 2017, 1129 en
2016). Ainsi sur 232 750 étrangers, examinés au sujet de I'in-
fection au VIH en 2021, le résultat s'est avéré positif chez
421 personne (356 en 2020, 337 en 2019, 345 en 2018, 386
en 2017, 419 en 2016) (Fig. 72). Cependant 69,1% d’entre
eux ont été examinés et 80,7% décelés a Saint-Pétersbourg
(160 721 et 340 respectivement).

Au total pendant toute la période d’enregistrement au
31.12.2022 sur 11 territoires du District fédéral Nord-Ouest il
a été enregistré 158 270 cas d'infection par le VIH. Ce qui re-
présente 10% du nombre global de malades infectées par
le VIH et enregistrées en Fédération de Russie vers la date
indiquée: 1640000 personnes. Excepté les personnes
décédées (39 150 personnes), vers la fin de 2022 dans
le District fédéral Nord-Ouest résidaient 119 120 personnes
infectées par le VIH.
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Figure 71. Décelabilité de I'infection par le VIH dans les différents groupes de la population du District fédéral Nord-Ouest

selon les données du screening sérologique, 1996-2021
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En 2022 sur 11 territoires du District fédéral Nord-Ouest
ont été enregistrés 5263 nouveaux cas de l'infection par
le VIH ce qui marque une baisse de 0,3% par rapport a 2021
(Fig. 73, Tabl. 22).

La décroissance du nombre de nouveaux cas de l'infec-
tion par le VIH a été notée dans cing sur onze territoires
du District fédéral Nord-Ouest.

La tendance a la baisse d’incidence, qui s'est profilée en
2009, a abouti a la situation quand vers 2013 déja le taux
d’incidence dans le District a été inférieur a celui moyen
de Russie. Cependant en 2021 ces taux ont été fixés a peu
prés au méme niveau avec seulement 10 unités de dif-
férence: 37,9 dans le District fédéral Nord-Ouest, 48,7 en
Fédération de Russie (Fig. 74).

Les leaders traditionnels de propagation de l'infection
par le VIH dans le District sont la ville de Saint-Pétersbourg
et l'oblast de Léningrad qui font jeu égal et, a I'échelle de la
prévalence, excédent aussi bien la moyenne du District fé-
déral Nord-Ouest (8371 par 100 mille habitants) que celle
de la Fédération de Russie (778,1 par 100 mille habitants).

Selon le taux cumulatif des personnes séropositives par
100 mille habitants (séroprévalence), sans tenir compte
des personnes décédées, les territoires du District fédéral
Nord-Ouest sont classés de maniére suivante: ville de Saint-
Pétersbourg—1218,6, oblast de Léningrad — 1058,2, oblast

16 000

de Mourmansk — 826,3, oblast de Kaliningrad — 688,0,
République Komi — 560,4, oblast de Novgorod — 530,1,
République Carélie — 382,4, oblast de Vologda — 335,0,
oblast d’Arkhangelsk (sans tenir compte des cas décelés
dans les lieux de détention) — 245,5, oblast de Pskov —
177,7, région autonome de Nenetsk — 210,8.

Dans le District fédéral Nord-Ouest on remarque une
importante inclusion des personnes des catégories d'age
avancées au processus épidémique de l'infection par le VIH.
Depuis 2011 les taux d'incidence les plus élevés ont été en-
registrés parmi les personnes agées de 35-39 et 40-44 ans.
En 2020 ce taux a fait 101,5 et 96,5 respectivement. Ce qui
peut s'expliquer aussi bien par la détection des malades in-
fectés al’age plus jeune, que par une nouvelle étape épidé-
mique qui se caractérise par la voie de transmission essen-
tiellement sexuelle du VIH dans toutes les catégories d’age.

Dans la répartition des catégories d'age par sexe il
convient de remarquer qu'en 2021 les taux d’incidence les
plus élevés ont été observés dans la catégorie d’age de 40—
44 ans chez les hommes et dans celle de 35-39 ans chez les
femmes: 107,2 et 62,3 par 100 mille habitants respective-
ment (Fig. 75).

En 2021 continue a décroitre la part des jeunes parmi les
personnes détectées comme primo infectées par le VIH. En
2005 le taux de la catégorie d’age 15-19 ans a été 8,4%, en
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Figure 73. Evolution pluriannuelle des nouveaux cas de I'infection par le VIH décelés sur les territoires du District fédéral

Nord-Ouest (1996-2022)
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2021 — 1,0%, en 2005 celui de la catégorie de 20-24 ans
étant de 30,6%, décroissant jusqu’a 4,6% en 2021 (Fig. 76).
En 2021 dans la structure globale des personnes infec-
tées par le VIH dans le District fédéral Nord-Ouest domi-
naient les hommes (60,1%). Pourtant la part des femmes
dans cette structure s'accroit systématiquement: depuis
18,9% en 1995 et 26,2% en 2000 jusqu’a 39,9% en 2021.

En 2021 la transmission du virus dans les contacts hétéro-
sexuels a été enregistrée dans 67,8% de cas (la moyenne pour
la Fédération de Russie dans la méme année étant de 68,4%),
pendant l'injection i/v des drogues — dans 26,4% de cas
(la moyenne pour la Fédération de Russie étant de 27,8%).

En 2021 la transmission du virus pendant l'introduction
i/v des drogues n’a jamais excédé le taux de 50% sur aucun

Tableau 22. Enregistrement des nouveaux cas de I'infection par le VIH sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest

Territoire 2019 2020 Croissance/décroissance (%) 2021 2022 Croissance/décroissance (%)
Oblast d’Arkhangelsk 363 301 -171 263 235 -10,6
Oblast de Vologda 404 365 -9,7 358 343 -4,2
Oblast de Kaliningrad 416 349 -16,1 394 429 8,9
République Carélie 24 180 -253 177 169 -4,5
République Komi 397 383 -3,5 365 368 0,8
Oblast de Léningrad 1023 719 -29,7 763 715 -6,3
Oblast de Mourmansk 426 387 -9,2 367 337 -8,2
Oblast de Novgorod 352 249 -29,3 259 275 6,2
Oblast de Pskov 108 94 -13,0 88 92 4,5
Région autonome de Nenetsk 7 7 0,0 15 17 13,3
Saint-Pétersbourg 2601 1997 -23,2 2224 2283 2,7
District fédéral Nord-Ouest 6338 5031 -20,6 5277 5263 -0,3
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Figure 74.Incidence de I'infection par le VIH en Fédération de Russie et dans le District fédéral Nord-Ouest, 1997-2021
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Figure 75. Répartition de I'incidence de l'infection par le VIH par catégories d’age et sexe dans le District fédéral Nord-Ouest

en 2021
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territoire du District fédéral Nord-Ouest (Fig. 77). En ana-
lysant séparément la situation dans les oblasts d’Arkhan-
gelsk et de Vologda on peut remarquer que la transmis-
sion du virus s'y faisait a peu prés avec la méme fréquence
pendant I'introduction i/v des drogues et lors des contacts
hétérosexuels.

En 2021 la prévalence du VIH parmi les consomma-
teurs de drogues injectables, enregistrés dans les services
de toxicomanie sur les différents territoires du District
fédéral Nord-Ouest, a fait 93,1 par 100 mille habitants
(109,5% en Fédération de Russie). Le taux de consom-
mateurs de drogues infectés par le VIH, excédant celui
moyen du District (36,9%), a été enregistré dans l'oblast
de Kaliningrad (50,4%), a Saint-Pétersbourg (45,4%) et dans
I'oblast de Léningrad (40,0%).

Tout comme pour I'ensemble de la Fédération de Russie,
au cours des cinq derniéres années d’'observation de I'épi-
démie de l'infection par le VIH dans le District fédéral
Nord-Ouest on constate le poids spécifique élevé stable
du groupe des homosexuels qui a fait 4,5% en 2021 (5,0%
en 2020, 4,1% en 2019, 3,8% en 2018 et 1,2% en 2012). Parmi
les différents territoires le taux obtenu pour le groupe des
homosexuels a Saint-Pétersbourg s’est avéré plus élevé que
la moyenne du District fédéral Nord-Ouest (13,1% en 2021,
12,1% en 2020, 7,8% en 2019) (Fig. 78).

L'analyse de répartition des cas de I'infection par le VIH
selon les facteurs de risque séparément pour les hommes
et les femmes a démontré que la transmission de l'agent

40

pathogéne dans les contacts hétérosexuels reste domi-
nante chez les femmes (Fig. 79).

En 2021 chez les femmes infectées par le VIH la voie
sexuelle comme principal facteur du risque de contamina-
tion a été enregistrée en 85,3% (45,4% en 2005). En 2021
chez les hommes la voie sexuelle comme facteur du risque
de contamination a été établie dans 56,5% de cas (13,5% en
2005) et l'introduction intraveineuse des drogues — dans
35,2% de cas.

Dans la répartition selon le statut social les cas d'infec-
tion par le VIH, détectés en 2021, ont pu étre classés de ma-
niere suivante: 25,8% — sans-emploi, 29,8% — ouvriers,
10,4% — employés, 9,7% — personnes se trouvant dans des
lieux de détention, 0,4% — étudiants et éleves des colleges
et écoles de formation professionnelle, 0,2% — militaires.
Dans 23,2% de cas le statut social des personnes infectées
par le VIH était inconnu (Fig. 80). Le tableau de I'évolution
pluriannuelle trahit une tendance stable d'implication au
processus épidémique des patients socialement aisés, in-
fectés par le VIH.

Du fait de détection et de demande d'aide médicale
tardives, de méme que d’augmentation du nombre de ma-
lades atteints des maladies concomitantes, le nombre
de déces des patients infectés par le VIH, y compris de ceux
diagnostiqués «SIDA» dans le District fédéral Nord-Ouest
reste sur un niveau suffisemment élevé (Fig. 81).

En 2021 sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest
ont décédé pour différentes causes sans lien direct avec I'in-
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Figure 76. Evolution de la répartition des personnes infectées par le VIH dans le District fédéral Nord-Ouest par catégories

d’age, 2005-2021
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Figure 77. Répartition des personnes infectées par le VIH dans le District fédéral Nord-Ouest selon les facteurs du risque
de contamination (sans tenir compte des cas ou ces facteurs n'étaient pas connus) par différents territoires du District en 2021

fection par le VIH 1752 personnes infectées (1569 en 2020,
1554 en 2019, 1501 en 2018, 1490 en 2017 et 1252 en 2016).
Dans la méme année ont été enregistrés 748 cas de décés
avec le diagnostic «SIDA» (755 en 2020, 908 en 2019, 919
en 2018, 1039 en 2017 et 1328 en 2016). Les causes directes
de décés des malades au stade du SIDA étaient essentielle-
ment la tuberculose (50%), les pneumonies, les lymphomes
et les méningo-encéphalites. Depuis le début d'enregistre-
ment de I'infection par le VIH (de 1987 a 2021) au total ont
décédé 36 722 personnes infectées au VIH, dont 13 049 —
diagnostiquées «SIDA».

La participation active des femmes au processis épidé-
mique a contribué a l'accroissement du nombre d’enfants
nés des méres infectées par le VIH. Dans I'année en cours
s'est profilée la tendance a l'augmentation du nombre
d’enfants nés des méres infectées par le VIH et enfants
avec le diagnostic confirmé «Infection par le VIH» (Fig. 82).
Depuis le début d’enregistrement de l'infection par le VIH
en 1987 dans le District fédéral Nord-Ouest 21 803 enfants

%
100

avaient le contact périnatal avec cette infection. A la fin
de I'année 2021 le nombre global d’enfants au diagnostic
confirmé «infection par le VIH» suite a la transmission péri-
natale a constitué 1023. Il convient de remarquer que plus
de la moitié d’enfants diagnostiqués «infection par le VIH»
en 2021 étaient résidents des républiques Carélie et Komi.
Dans le District fédéral Nord-Ouest la contamination péri-
natale des enfants a diminué de 25% a 1,1% avec les varia-
tions selon les territoires particuliers entre 0 et a 8,9%.

La prévention de la transmission du VIH de mére a I'en-
fant par la chimioprophylaxie triphasée est restée au méme
niveau suffisamment élevé. En 2021 le cours complet de la
chimioprophylaxie triphasée de transmission du VIH
de meére a l'enfant a été obtenu par 90,1% de couples
«mere—enfant» contre 88,9% en 2018 et 72,5% en 2006.
Dans le District fédéral Nord-Ouest la plus faible valeur
de ce taux a été observée en République Carélie (30,8%),
dans l'oblast de Vologda (81,8%) et en République Komi
(84,5%).
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Figure 78. Répartitions des cas de I'infection par le VIH dans le District fédéral Nord-Ouest selon les facteurs du risque
de contamination de 1996 a 2021 (sans tenir compte des cas ou ces facteurs n’étaient pas connus)
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Chaque année dans le District fédéral Nord-Ouest
augmente le nombre de personnes infectées par le VIH,
surveillées au dispensaires et fichées aux Centres pour
la prévention et la lutte contre le SIDA. A la fin de l'année
globalement dans 11 Centres territoriaux du SIDA ont suivi
leur cours de surveillance de dispensaire 71 732 personnes
infectées par le VIH, ce qui représente 85,6% du nombre to-
tal de personnes passibles de surveillance et 61,6% de ceux
qui vivent avec l'infection par le VIH (68,6% en Fédération
de Russie). Une personne sur 10 ou 11 du nombre de per-
sonnes détectées étant hors de l'observation médicale.
Ce taux a une tendance a la baisse, mais il faut tenir compte
du fait qu'une grande partie de malades ignorent encore
leur diagnostic et que globalement leur nombre est com-
parable a celui des personnes dispensairisées.

Chez 28,6% de personnes surveillées l'infection par
le VIH était au 3-eme stade subclinique (latent). Chez 70,1%
de patients a été diagnostiqué le stade des expressions
cliniques secondaires: 4A, 4B, 4C (66,7% en 2020, 63,6%
en 2019, 61,1% en 2018, 61,1% en 2017 et 66,3% en 2016)
(Fig. 83).

En 2021 55 372 malades atteints par l'infection au VIH
ont obtenu le traitement thérapeutique antirétroviral spé-
cifique (en 2020 ils étaient au nombre de 51 177,en 2019 —
48719, en 2018 — 41 081, en 2017 — 34180 et 2016 —
29 816), ce qui représente 77,2% de tous les patients sou-
mis a la surveillance de dispensaire (82,2% en Fédération
de Russie) et 47,6% du nombre de toutes les personnes
diagnostiquées infection par le VIH (56,4% en Fédération
de Russie).

Dans les établissements soumis a la haute autorité
du Systeme fédéral d’exécution de peine au 31.12.2021 4139
détenus infectés par le VIH obtenaient le traitement théra-
peutique antirétroviral (3821 en 2020, 2944 en 2019, 2210
en 2018, 2900 en 2017 et 2614 en 2016).

En 2021 le Centre régional du District fédéral Nord-Ouest
pour la prevention et la lutte contre le SIDA a mené une
enquéte réitérée aupres de 54 médecins infectiologues
(la premiere enquéte aupres de 74 médecins étant menée
en 2018) pour étudier les conditions de travail dans les
centres territoriaux du SIDA et la signifiance de certains fac-
teurs particuliers de transformation de I'épidémie de I'in-
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fection par le VIH en formes sévéres et comorbides des
affections. La confrontation des données obtenues permet
de remarquer I'absence de changements significatifs dans
la notation des causes ol aux premiers rangs figuraient tou-
jours: détection de I'infection par le VIH et commencement
de la thérapie antirétrovirale tardives, faible adhérance des
malades a la thérapie antirétrovirale combinée avec sa cou-
verture insuffisante, manque de cadres médicaux qualifiés
pour assurer le cycle complet des opérations de diagnostic,
contréle médical et traitement, faible accessibilité des or-
ganismes médicaux spécialisés, choix et qualité insuffisants
des thérapies antirétrovirales. Les trois premieres causes
sont les plus visibles cliniquement pour la raison de l'ac-
croissement du nombre de malades en stades avancés
de l'infection par le VIH.

L'opinion des cadres médicaux relative aux priorités
de financement des différents domaines de leur activité
n'a pas non plus beaucoup changé. Restent d'actualité les
themes de la couverture des malades par la thérapie anti-
rétrovirale et de I'organisation du screening. Ont quelque
peu perdu leur acuité le probléme de la hausse du person-
nel proportionnellement a la charge de travail et celui des
nouveaux produits antirétroviraux. Evaluant les résultats
et la dispersion des données de départ dans certaines
rubriques de la nouvelle enquéte comparées a celles d'il
y a quatre ans, on peut arriver aux conclusions suivantes:
- I’évaluation faite par les acteurs du processus thérapeu-

tique est identique a la révélation des points vulnérables

dans l'organisation du service de la thérapie antirétrovi-
rale des malades atteints de l'infection par le VIH;
— il existe des disparités dans les conditions de travail
et I'approvisionnement suivant les différentes régions;
- les opinions sur I'importance des causes different en
fonction de la perception des événements, points
de vue et priorités.

Laboratoire d'immunologie et virologie
de lI'infection par le VIH

Au laboratoire d'immunologie et virologie de l'infec-
tion par le VIH on poursuit des recherches relatives au VIH
mais aussi aux hépatites virales, y compris dans le cadre des
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Figure 83. Nombre de patients infectés par le VIH, obtenant le TAHA, et la proportion des patients aux stades séveres

de la maladie pendant la période de 2006 a 2021
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projets internationaux. En dehors de cela les chercheurs
du laboratoire étudient le statut immunitaire des résidents
adultes et nouveaux nés du District fédéral Nord-Ouest,
de méme que les particularités génétiques relatives au dé-
veloppement de certaines immunodéficiences primaires.

Ont été étudiés les isolats du VIH obtenus de 643 rési-
dents du District fédéral Nord-Ouest manifestant l'ineffi-
cacité virologique de la thérapie antirétrovirale. Le sché-
ma habituel d’une telle thérapie (pratiquée dans 84,22%
de cas) inclue deux inhibiteurs nucléosidiques de la
transcriptase inverse (INTI) et un inhibiteur non nucléosi-
dique de la transcriptase inverse (INNTI). Moins fréquents
(15,78%) sont les schémas comprenant les inhibiteurs de la
protéase (IP). La définition des génotypes y est effectuée
par deux méthodes de typage — analyse phylogénétique
et analyse des séquences avec utilisation du programme
«REGA HIV-1 Subtyping Tool v.3.0». Dans les conditions
de la domination du sous-type A6 du VIH pathognostique
pour la Russie (71,86%), on y rencontre aussi en circulation
une forme recombinante CRFO3_AB (13,13%). D'autres gé-
notypes du VIH sont représentés moins fréquemment, dé-
tectés essentiellement dans I'oblast de Kaliningrad. Selon
les données de I'analyse chez 72,05% de patients a été
révélée au moins une mutation significative due a la résis-
tance du sous-type correspondant du virus aux produits
antirétroviraux. Nous avons révélé au total 140 différentes
mutations conditionnées par la pharmaco-résistance (75
INTI, 65 INNTI). Dans la grande majorité des isolats étudiés
(60,98%) on a rencontré les mutations de la pharmaco-ré-
sistance aux produits INTI + INNTI. Dans 3,94% de cas a été
révélée la résistance multidrogue a trois classes de pro-
duits en méme temps. Lanalyse des combinaisons de mu-
tations stables dans les isolats étudiés a révélé les motifs
des mutations de résistance aux analogues de la thymi-
dine (TAM): TAM-1 (3,94%) et TAM-2 (2,44%). On a égale-
ment observé une combinaison stable des mutations dif-
férentes de TAM: L74V + Y115F (8,82%). D'autre part ont été
révélées les combinaisons stables des mutations associées
a la résistance aux INNTI: K101E + G190S (17,82%), K103N
(18,20%) 1 K103N + V108l (8,26%).

Ont été analysés 138 échantillons de sang obtenus des
personnes résidentes dans l'oblast de Léningrad, infec-
tées par le VIH et manifestant lI'inefficacité de la thérapie
antirétrovirale. Il a été démontrée la répartition suivante
des sous-types du VIH-1: prédominance du sous-type
A6 typique pour la Russie (98%), cas unitaires du sous-
type B (1%) et du recombinant entre la forme recombi-
nante circulante CRF_03AB et le sous-type Al (1%). Selon
les résultats de l'analyse chez 96% de patients a été ré-
vélée au moins une mutation significative associée a la
pharmaco-résistance du sous-sous-type correspondant
du virus. Comparée aux données de 2012 relatives a Saint-
Pétersbourg, la fréquence d’incidence des mutations
de la pharmaco-résistance du VIH-1 a augmenté de plus
de 3 fois, de 30 a 95%. Au total nous avons détecté 105
différentes mutations de la pharmaco-résistance dans
35 positions du gene pol VIH-1. Dans la plupart des cas
(89%) ces mutations provoquent la pharmaco-résistance
aux INTI (43%) et aux INNTI (47%). La plus petite part des
mutations (11%) a été celle associée a la résistance aux IP.
Dans la plupart des cas révélés (94%) de la pharmaco-résis-
tance les isolats analysés contenaient 2 et plus mutations.
Cela étant le virus chez ces patients le plus souvent est
résistant a 2 classes de produits antirétroviraux (73%) et,

parfois, a 3 classes en méme temps (8%). Le premier rang
pour la prévalence revient a la mutation M184V (77%),
le deuxieme — a la mutation Q151M (51%), associée a la
pharmaco-résistance a plusieurs INTI en méme temps.
Ce faisant cette mutation n’a jamais été détectée en 2012.
En 2012 le troisieme rang revenait aux mutations G190S
(47%) et K103N (13%) associées a la pharmaco-résistance
du virus aux INNTI. Dans notre étude le troisi€me rang
revient aux mutations dans la 101-eme position (47%) as-
sociées également a la pharmaco-résistance aux INNTI.
Parmi les mutations de la pharmaco-résistance aux IP dans
tous les cas on rencontrait la mutation principale M46l/L
et dans 3 cas — la mutation minoritaire L89T.

Lanalyse de 162 échantillons de sang obtenus des per-
sonnes, résidents de I'oblast de Kaliningrad, infectées au
VIH et faisant preuve d’inefficacité virologique de la théra-
pie antirétrovirale, adémontré la domination des formes re-
combinantes entre les sous-types A et B (74%) dont la plus
fréquente a été le recombinant entre CRFO3_AB et sous-
type A (33,95%). Un peu moins fréquente est la forme re-
combinante circulante CRF03_AB-like (25,31%), mais I'ap-
port des sous-types purs dans la formation de la forme
recombinante donnée n'est pas encore clair jusqu’a la fin.
La génovariation A6, typique pour la Russie, a été révélée
dans 16,67% de cas. Les sous-types du VIH A3, B, G, CRF02_
AG, de méme que le recombinant entre les sous-types K
et J, moins ou non emblématiques pour le pays, ont été
détectés en nombre insignifiant. En dehors de I'analyse
génotypique il a été effectuée une étude de décelabilité
des mutations associées a la pharmaco-résistance dans
la région donnée. Ont été étudiées les souches obtenues
aussi bien des patients, manifestant I'inefficacité de la thé-
rapie antirétrovirale (n = 107), que de ceux dont la primo
infection venait d'étre révélée (n = 55). Une pharmaco-ré-
sistance primaire n'a été décelée qu’en deux cas (3,64%), ce
pourquoi I'analyse ultérieure réunit tous les patients ayant
des mutations révélées de résistance aux médicaments.
On a rencontré au total 80 mutations différentes associées
a la pharmaco-résistance, dont la majeure partie sont des
mutations de la pharmaco-résistance aux inhibiteurs de la
transcriptase inverse, y compris aux INTI — 31 substitution
(38,75%) et aux INNTI — 35 mutations (43,75%). On trouve
moins de variété des mutations dans les substitutions asso-
ciées a la pharmaco-résistance aux IP — 14 (17,50%). Chez
96 patients (59,26%) ont été révélées les souches du VIH-1
avec au moins une mutation associée a la pharmaco-ré-
sistance aux produits antirétroviraux. Le plus souvent
on rencontrait des mutations de la pharmaco-résistance
aux inhibiteurs de la transcriptase inverse. Dans 13 cas on
a trouvé des mutations de la pharmaco-résistance aux INTI,
dans 4 cas — aux INNTI et dans 66 cas — aux INTI + INNTI.
D’autre part chez 13 patients ont été révélées les muta-
tions de la pharmaco-résistance aux IP: chez 10 — IP + INTI
et chez 3 — IP + INTI + INNTI. L'étude des profils des muta-
tions de la pharmaco-résistance dans les souches obtenues
a permis de révéler le lien entre les substitutions K101E +
G190A/S, étant précisé que cette combinaison se retrouve
essentiellement sans la mutation K103N qui est la plus cou-
rante. A été révélée également la subordination de la subs-
titution par l'alanine (A) ou la sérine (S) dans la 190-éme
position au sous-type du virus. La substitution 190A ne
s'est rencontrée que dans les recombinants entre les sous
types A et B, et la mutation 190S — essentiellement dans
les souches du sous-type A6 (dans cing cas sur six).
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Sur le fondement de I'analyse de la séquence nucléoti-
dique de I'ance V3 du géne env a été défini le tropisme VIH
chez 76 patients résidents de I'oblast d’Arkhangelsk mani-
festant I'inefficacité virologique de la thérapie antirétrovi-
rale. Dans la plupart des cas (43,4%) a été utilisé 1 schéma
de la thérapie antirétrovirale, dans 22,4% de cas — 3 sché-
mas. Deux groupes de 11,8% de patients chacun utilisaient
2 et 4 schémas. 10,5% utilisaient 5 schémas de la thérapie
antirétrovirale. Cependant le temps depuis la révélation
du VIH jugu’au commencement de la thérapie antirétro-
virale variait de 0 a 12 ans pour constituer la moyenne
de 3,48+3,47 ans, la durée générale de la thérapie, tous
schémas confondus, étant de 1 a 13 ans (en moyenne
3,64+2,36 ans). Dans le groupe examiné dominait le virus
du sous-type A sous-sous-type A6 (89,5%) contre le sous-
type B (9,2%) avec un seul cas (1,3%) révélé de la variante
CRF103_AB. Le résultat d’analyse de répartition des échan-
tillons dans le groupe examiné par affinités est présenté
au Tabl. 23.

Tandis que parmi les souches du sous-type B au moins
57% ont été identifiées comme variants R5X4/X4-tropes,
parmi les VIH du sous-type A6, méme avec le niveau éle-
vé FRP, la fréquence des échantillons R5X4/X4-tropes n‘a
que peu excédé 22%. Ainsi a été démontré la tendance
conformément a laquelle les souches du sous-type A6
ont démontré essentiellement le R5-tropisme méme avec
le FPR plus élevé. Ainsi a été démontrée la tendance selon
laquelle les souches du sous-type A6 ont fait preuve essen-
tiellement du tropisme R5, méme avec le niveau FPR plus
élevé. Afin de définir les virus X4-tropes on a effectué une
analyse complémentaire avec le niveau FPR = 5% puisque,
selon plusieurs recherches, les patients avec FPR < 5%
sont infectés par les virus X4, chez les patients avec FPR
> 20% on peut pronostiquer la présence du virus R5, et les
patients, ayant les valeurs FPR > 5% et < 20%, sont essen-
tiellement infectés par le virus R54X dual-trope. Parmi les
souches étudiées nous n'avons pas détecté les échantil-
lons avec FRP < 5%, c'est-a-dire X4 — tropes, sans égard
du sous-type du virus. Pourtant il convient de remarquer
que deux souches du sous-type B (qui constituent 28,57%
du sous-type VIH B dans le groupe) peuvent tout de méme
étre classées parmi les véritables souches X4-tropes se-
lon la regle 11/25, c’est-a-dire selon la présence de I'acide
aminé positivement chargé dans les positions 11 et/ou
25 de l'anse V3. La prévalence du R5-tropisme du virus
parmi les patients infectés par le VIH du sous-type A6 té-
moigne également en faveur de la spécificité génotypique
du tropisme corécepteur. Notons également que la pré-
dominance du CCR5-tropisme a été démontrée aupara-
vant pour le VIH du sous-type A1, et on pourrait supposer
gu'une faible fréquence de l'incidence des virus non-R5-
tropes sert d'un trait distinctif au sous-type A. Il a été ef-

fectuée une évaluation de la répartition de prévalence des
restes d'acides aminés de la séquence de V3-région dans
le groupe examiné. Ont été démontrées les différences
authentiques entre les souches R5-tropes et R5X4/X4-
tropes du sous-type A6 pour les positions 18 (y*> = 7,616,
p = 0,0058), 21 (x* = 7,281, p = 0,007), 24 (x> = 5,587, p =
0,0181), 34 (> = 5,144, p = 0,0233). Parmi les souches R5X4/
X4-tropes du sous-type A6 ont été représentées des subs-
titutions aminées dans les positions 6, 19, 21, 26, 29, 30
qui n'étaient pas détectées chez les souches R5-tropes
A6. A remarquer que dans les positions 6 et 21 ont ap-
parus les acides aminés positivement chargés K et H res-
pectivement. D’autre part a été observée la tendance a la
prévalence élevée des substitutions par les acides aminés
positivement chargés dans les positions 10, 18, 32 et 34.
Remarquons qu'il a été démontré antérieurement: parmi
les souches R5-tropes, résistantes au maraviroc, les subs-
titutions les plus fréquentes ont eu lieu dans les positions
10, 13, 14, 18 et 25. Dans ces positions les substitutions les
plus répandues ont été 10R, 13H/P, 141/M, 18R et 25D, dont
une partie est présentée aussi dans notre étude. En po-
sition 14 du groupe examiné dans toutes les séquences
étudiées est représenté I'isoleucine et la variante 25D est
présentée aussi bien chez les souches R5X4/X4-tropes que
chez la majorité des souches R5-tropes. D'autre part, n‘'ont
pas été révélés les cas de 13H/P, ni présentés les substi-
tutions 10R. Pourtant chez 13,5% des souches R-tropes
et chez 26,7% des souches R5X4/X4-tropes sont indiquées
les substitutions 10K. La substitution 18R a été aussi repré-
sentée chez 26,67% des souches R5X4/X4-tropes et seu-
lement chez 3,77% des souches R5-tropes. Les résultats
obtenus confirment le changement prééminent du tro-
pisme du VIH (de R5 a R5X4/X4) s'opérant au fil du temps
dans les virus du sous-type B parmi les patients de l'oblast
d’Arkhangelsk, manifestant l'inefficacité virologique de la
thérapie antirétrovirale. Il a été pourtant démontrée une
représentation beaucoup plus faible des variants VIH R5X4/
X4-tropes chez les personnes depuis longtemps infectées
au virus du sous-type A6 en comparaison avec le virus
du sous-type B. On peut supposer que I'évolution de chan-
gement du tropisme VIH dépend du sous-type du virus.
La haute fréquence de prévalence de certaines mutations,
décrites auparavant comme éventuellement dues a la ré-
sistance au maraviroc et aux produits semblables, peut
témoigner en faveur du polymorphisme naturel, typique
pour le sous-type A6 n'étant pas en corrélation avec la ré-
sistance aux antagonistes du corécepteur CCR5.

Parmi les orientations prioritaires des travaux du labora-
toire on compte aussi la détection des marqueurs des virus
de I'hépatite B (HVB), C (HVC) et D (HVD) dans les différents
groupes, de méme que l'analyse moléculaire génétique
des isolats des virus indiqués.

Tableau 23. Répartition des souches VIH dans le groupe examiné par affinités avec utilisation du programme
Ceno2pheno|coreceptor] aux différents niveaux d’écrétage des résultats faussement positifs

FPR 10% FPR 20%
Sous-type
R5 R5X4/X4 R5 R5X4/X4

A6 62 (91,18%) 6 (8,82%) 53 (77,94%) 15 (22,06%)

B 3 (42,85%) 4 (57,15%) 1(14,28%) 6 (85,72%)
CRFO3_AB 1(100%) 0 (0%) 1(100%) 0(0%)
¥ p value 0,0014 0,0013

Total 66 (86,84%) 10 (13,16%) 55 (72,37%) 21 (27,63%)
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A été élaboré le procédé de décélement de I'ADN
de I'HVB dans le matériel biologique au cas d'une faible
charge virale sur la base du test PCR a deux étapes avec
détection sur trois cibles virales en temps réel. LHVB a été
détectée par la méthode de la PCR «imbriquée». La sen-
sibilité analytique a été vérifiée par la méthode de repro-
duction progressive. Selon cette méthode a la premiére
étape a été effectuée l'amplification de I'ADN de I'HVB
avec utilisation des oligonucléotides, complémentaires
aux domaines de la similitude maximum de génomes des
différents isolats de I'HVB flanquant le génome viral entier.
A la deuxiéme étape, en utilisant comme matrice le produit
d’amplification de la premiere étape, a été effectué le test
PCR avec utilisation de trois paires d'oligonucléotides et de
sondes nucléotidiques fluorescentes correspondantes
a trois régions (géne Core, géne S et géne X) du génome
viral, de méme que d'une paire d'amorces et d’'une sonde
correspondante, complémentaires au fragment du gene
humain HPRT. La sensibilité de cette méthode dans l'ex-
traction de I'ADN a partir de 100 mcl de plasma a fait 5 Ul/
ml, et I'obtention du cycle de seuil Ct pour un seul fluoro-
phore peut témoigner de la présence de I'ADN de I'HVB
dans l'échantillon avec la charge de moins de 5 Ul/ml.
Cependant la détection de I'HVB y est possible en réitérant
le test PCR de I'échantillon correspondant accompagné
d‘extraction de I’ADN de I'HVB a partir du volume augmen-
té de plasma (200-1000 mcl). Le procédé élaboré permet
d’identifier la maladie en présence des différents sous-gé-
notypes de I'HVB et peut étre utilisé pour le diagnostic
de laboratoire de I'hépatite chronique virale B (HCV) dans
la population et les groupes de risque, y compris au cas
de la forme HBsAg-négative de la maladie.

Pour la premiére fois sur le territoire de la Fédération
de Russie ont été obtenus les isolats de I'HVB (sous-géno-
type D4) dans les échantillons du plasma sanguin de trois
patients de la République du Daghestan. Tous les trois
isolats faisaient partie du sérotype ayw2. Chez un patient,
infecté au VIH et ayant I'HVB HBsAg-négative latente,
ont été révélées les mutations de la pharmaco-résistance
L8OV et M204l. Pour tous les trois isolats a été démon-
trée la haute fréquence des variants naturels polymor-
phes du gene Pol. Dans la région Precore/Core de tous
les trois isolats ont été révélées les mutations Precore
A1846T, C1858T et les mutations Core E40D, N74T, N87S,
I197F. Dans la région X de tous les trois isolats ont été révé-
lées les mutations V5L et P38S. L'analyse phylogénétique
du génome complet du VHB a démontré que ses isolats
sont regroupés ensemble avec I'isolat du sous-génotype
D4 de I’Afrique du Sud. La méme origine géographique
de tous les trois patients, a partir desquels ont été obte-
nus les isolats indiqués, la proximité des séquences nu-
cléotidiques des génomes complets des virus et une série
de mutations et variants polymorphes similaires dans les
différents génes de tous les trois isolats témoignent en
faveur d’'une importation unitaire indépendante du virus
avec sa propagation ultérieure. Les voies de la propaga-
tion et la fréquence de l'incidence de I'HVB D4 dans
la République du Daghestan restent inconnues et néces-
sitent une étude ultérieure.

A été effectuée I'analyse comparée de la séroprévalence
des hépatites virales chez les patients des centres d’'hé-
modialyse a Saint-Pétersbourg et a Belgrade (République
de Serbie). Les anticorps anti-HC ont été révélés respective-
ment chez 7,5% et 11,1% de patients de Saint-Pétersbourg

et de Belgrade. Dans les groupes analysés les marqueurs
de I'hépatite B ont été détectés dans 92,5% et 87,1% de cas.
Pourtant dans la majorité de ces cas il s'agit des anticorps
vaccinaux contre I’'HVB anti-HBs IgG. Ce faisant HbsAg n'a
été révélé qu’en 1,1% de cas dans le groupe de la Fédération
de Russie et 0,9% de cas dans le groupe de la République
de Serbie respectivement. Dans le groupe des patients
de Saint-Pétersbourg I’ADN de I'HVB a été détecté chezles
personnes HBsAg-positives, soit chez 1,1%, mais aussi chez
3 personnes HBsAg-négatives, soit chez 1,7% de patients.
Ainsi I’ADN de I'HVB a été détecté chez 2,8% de personnes.
Dans le groupe des patients de Belgrade I'’ADN de I'HVB
a été également détecté chez un malade HBsAg-positif,
soit chez 0,9%, de méme que chez trois personnes HBsAg-
négatives, ce qui a fait 2,8%. Ainsi I'’ADN de I'HVB au total
a été détecté chez 3,7% de patients. Dans tous les cas révé-
lés de I'hépatite B HBsAg-négative la charge virale de I'HVB
a constitué moins de 50 Ul/ml. Parmi les échantillons, obte-
nus des patients de Saint-Pétersbourg, quatre faisaient par-
tie du sous-génotype D2 et encore un — au génotype D3.
Quatre échantillons, obtenus des malades de Belgrade,
faisaient partie des différents sous-génotypes: D1, D2, D3,
A2 respectivement. Ont été analysées la zone de la princi-
pale région hydrophile (Major Hydrophilic Region — MHR)
et celle du déterminant «a» représentant le cluster des prin-
cipaux épitopes des B-cellules situés entre les restes d'acide
aminé 124 et 147 (ou 149). Dans tous les cas ont été révélées
les mutations dans le région MHR, mais seulement dans
les isolats HBsAg-négatifs on a révélé les mutations dans
la zone des acides aminés 124-147. Les mutations P120T,
R122K, A128V, Q129R, M133l, G145R sont connues comme
responsables de la reconnaissance de HBsAg par les anti-
corps anti-HBs. En méme temps les substitutions aminées
P120T, Q129R, M133I, G145R s’expliquent par la résistance
du virus au vaccin. Les résultats de cette étude soulignent
le maintien du probléme de la transmission des agents
des hépatites virales par hémocontact dans les services
d’hémodialyse en Fédération de Russie et en République
de Serbie.

L'étude de 1400 échantillons du plasma sanguin ob-
tenus des donneurs de sang réguliers HBsAg-négatifs
du District fédéral d'Oural a révélé I'ADN de I'HVB chez
4,93% de donneurs. Parmi les échantillons anti-HBcore
IgG-positifs 'ADN de I'HVB a été détecté dans 18,08%
de cas, tandis que chez les personnes, ayant I'ADN
de I'HVB révélé, les anti-HBcore IgG ont été signalés dans
46,38% d’échantillons. Ont été définis les 8,69% d’isolats
dans lesquels ont été détectés en méme temps les anti-
corps anti-HBs IgG et I’'ADN du virus en absence des an-
ti-HBcore IgG. Sur le fondement de I'analyse philogéné-
tique de 69 isolats il a été démontré que dans le groupe
examiné dominait I'HVB du génotype D (94,2%), et que
dans quatre cas a été révélé le génotype C (5,8%). Ceci
étant parmi les patients atteints de I'HVB du génotype D
la plus haute fréquence de prévalence a été enregistrée
pour le sous-génotype D3 (56,92%) comparé aux sous-gé-
notypes D2 (23,08%) et D1 (20%). Ainsi parmi les 69 échan-
tillons, obtenus des donneurs de sang HBsAg-négatifs,
les sous-génotypes de I'HVB sont représentés dans les
proportions suivantes: D3 — 53,62%, D2 — 21,74%, D1 —
18,84%, C2 — 5,8%. Dans le répertoire des sous-types sé-
rologiques des isolats obtenus dominait le sérotype ayw2
(73,91%). On y observait en moindre mesure la présence
des sérotypes ayws3 (14,49%), adw3 et adr (5,8% chacun).
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Ceci étant le sérotype ayw?2 a été identifié pour tous les
isolats du sous-génotype D1 et pour la plupart de ceux
des sous-génotypes D2 et D3. Le sérotype ayw3 a été éga-
lement identifié pour D2 et D3, le sérotype adw3 n’a été
identifié que pour I'HVB du sous-génotype D2, et adr —
pour C2. Il a été démontrée la présence des substitutions
aminées dans 22 positions sur 144, ce qui a constitué
le taux de 15,28%. On a révélé les variants polymorphes
suivants:: Y100S/L, Q101R/H, G102R, L109Q/I, I110L, G112E,
T113S, T114S, T118V/A, P120S, K122R, T125M, T127P, A128V,
N131T, S132Y, F134Y, A159G, Y161F, V168A. Dans tous les
isolats de I'HVB du génotype C dans la région indiquée
sont définies des substitutions qui n'étaient pas détectées
parmi les isolats du génotype D: T126l, K160R. Dans la ré-
gion de la transcriptase inverse du géne P ont été égale-
ment révélés plusieurs variants polymorphes: A7V, E11G,
H12L, 116T, A21S, A38G/E, R41G, Q48E, Y54H/N/D, V63l/
C/G, N71K, L72R, N76T/G, S85C/L, F88S, Y89*/L, H90S, L91I,
H94D, A97G, H100D, S105C, Y111N, S117Y, N118T, F122L,
H124Y/N/H, H126R, T128I/N/T/A, M129L, Q130P, D134N,
Y135S,N139D, L145M, K154Q, L164M, R167G, L180M, T184A,
1187L, M204V, S213T, V214A, H216Q, L229F, A223S, N248H,
C256S, Y257H, D263E/A, 1266V/R, Q267H/L, E271D, V278,
1282V, L293H, F300L, M309K, S317A/F/S, K318R, A329T,
N337T. Ceci dit, chez la plupart d’examinés (21,74%) on
a révélé sept mutations pour chacun dans la région RT,
chez 15,94% — six mutations, chez 11,59% — huit mu-
tations, chez 10,14% — trois ou quatre mutations, chez
8,7% — cing mutations, chez 7,25% — neuf mutations et,
enfin, chez 11,59% de donneurs — dix mutations et plus.
Dans trois cas (4,35%) ont été déterminées les muta-
tions de pharmaco-résistance du virus — M204V, L180M,
T184A. Lanalyse de la région preCore a révélé les variants
polymorphes W28L/S, G29D/A. La fréquence de préva-
lence de W28L/S a fait le taux de 13,04%, de G29D/A —
23,19%, de deux mutations simultanément — 5,8%. Dans
la région Core méme sont définies trente-neuf positions
dans lesquelles se sont opérées les substitutions aminées:
T12S, S21T/H/A/Q, F24Y, V271, D29Q, A34T, E40D/Q, A41P,
P45H, L551, E64D, M66L/R, T67N/S, A69V/S, N74G/V, E77D,
P79Q, A80I/T, N87S, N92H, I97F/L, 1105V, T109S, E113Q/D,
L116V/I, P130A, A131T, P135Q, N136D, T142L, L143I, T147A,
V149I, R151P, D153*, R154%, S157T, Q179K, S183P. La haute
fréquence de prévalence de I'HB HBsAg négative parmi
les donneurs de sang témoigne non seulement d'une
vaste propagation de I’'hépatite B latente dans la popula-
tion, mais aussi de l'insuffisance des méthodes d'analyse
universellement admises et/ou de sensibilité des tests
diagnostiques pour la détection de I'hépatite B chronique
nécessitant l'attention et les mesures plus efficaces pour
sécuriser la transfusion sanguine. Uhypervariabilité du gé-
nome de virus détectée sert a nous convaincre en la néces-
sité de poursuivre I'étude des caractéristiques de I'agent
pathogéne et de la réponse immunitaire de I'héte lors
de I'évolution latente de I'hépatite virale B.

Dans le cadre d'étude de la pharmaco-résistance du VHC
ont été examinés trois patients, atteints de I'hépatite chro-
nique virale C, qui n‘ont pas formulé la réponse a la cure
combinée de deux produits: sofosbuvir + daclatasvir.
Au moyen de séquencage direct pour tous les trois échan-
tillons ont été obtenues les séquences nucléotidiques
des génes cibles NS3, NS5A, NS5B de qualité satisfaisante
de la longueur respective de 800, 750 et 600 p.n. Le géno-
type de tous les isolats est 1b. En évaluant les mutations

de la pharmaco-résistance, chez tous les patients ont été
révélées les mutations de pharmaco-résistance, y compris
la mutation Y93H dans la région NS5A conditionnant la ré-
sistance du virus aux produits de daclatasvir faisant partie
des schémas de thérapie, mais aussi a elbasvir, ledipasvir,
ombitasvir, velpatasvir qui n’en font pas partie. La mutation
L31V au fragment NS5A provoque une baisse de sensibilité
a daclatasvir et ombitasvir. Par ailleurs aux fragments NS5B
et NS3 ont été révélées les mutations L159F et Y56F respec-
tivement. La substitution nucléotidique L159F induit une
basse de sensibilité a sofosbuvir, et la substitution Y56F au
fragment NS3 sert de cause de baisse de sensibilité a grazo-
previr. A tous les patients a été administré le traitement
étant la combinaison de glecaprevir (inhibiteur de NS3) +
pibrentasvir (inhibiteur de NS5A), les mutations a I'égard
de ces produits n'étant jamais été signalées. Les patients 2
et 3 ontformulé les RVS12 et RVS24 selon ce schéma de thé-
rapie. Le patient 1 a décidé de ne pas suivre les recomman-
dations et a cessé la cure.

Par la suite pour déterminer la fréquence de préva-
lence des mutations primaires de la pharmaco-thérapie
de I'HVC ont été étudiés les isolats du virus obtenus de 42
malades de I'hépatite chronique C résidant sur le territoire
du District fédéral Nord-Ouest et n‘'obtenant pas la théra-
pie par les produits antiviraux d'action directe. La charge
virale de ces malades variait de 100 a 1,8 x 10® Ul/ml, etant
moindre de 300 Ul/ml chez 33% d’eux, ce qui ne permettait
pas de poursuivre I'analyse. Pour ce qui est du génotype
de I'HVC, 19 patients (68%) étaient infectées par le géno-
type de I'HVC 1 (deux personnes par 1a et 17 personnes
par 1b) et 9 patients (32%) — par le virus 3a du génotype.
La séquence nucléotidique de tous les trois fragments
(NS3, NS5A, NS5B) a été déterminée dans 17 échantillons.
Vu une faible charge virale (moins de 2 x 10° Ul/ml), dans 4
échantillons on a identifié deux fragments et dans 7 échan-
tillons — un fragment du génome. Les mutations, dues
a la résistance de I'HVC aux produits antiviraux directs,
ont été détectées chez 5 patients: T mutation au fragment
NS5A (A30K), 1T mutation au fragment NS5B (L159F) et 3
mutations au fragment NS3 (Q80K, Y56F, N174S). Dans les
fragments analysés des genes NS3, NS5A, NS5B sont fré-
quemment remarqués des variants polymorphes naturels.
Dans les isolats étudiés on a enregistré plusieurs mutations
inhabituelles, y compris dans les positions typiques pour
les mutations de la pharmaco-résistance: NS5A (P58S/T —
14%, A62S/F — 25%); NS5B (C316T/N — 29%, L159P — 7%,
S282R — 7%); NS3 (R117Q/C — 14%, V170l — 21%, S122N —
7%, Y56F — 7%). Malheureusement I'information sur la ma-
jeure partie d’elles est absente dans les sources accessibles,
ce qui souligne la nécessité de poursuivre le contrdle dyna-
mique et I'évaluation de la signification de ces substitutions
nucléotidiques. Dans notre recherche chez 18% de patients
ont été détectées des mutations capables de provoquer
une percée virologique aussi bien au commencement de la
thérapie qu'a d'autres étapes. Il est trés important d’effec-
tuer une analyse épidémiologique du malade de I'HVC
avant le commencement de la thérapie et de la médica-
mentation par les produits antiviraux directs pour exclure
la possibilité de transmission d'une souche résistante
du virus.

Dans le cadre de I'accord de coopération scientifique
avec la République de Guinée ont été effectuées plu-
sieurs recherches communes d’évaluation du VIH et des
hépatites virales dans ce pays. Ainsi ont été examinés
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2616 échantillons du plasma sanguin obtenus des per-
sonnes apparemment en bonne santé résidant sur le ter-
ritoire de la République de Guinée. La prévalence des
marqueurs sérologiques de I'hépatite B (HB) a fait 80,77%
et celle des anticorps anti-hépatite virale C (HVC) — 18%.
Chez 5,12% de personnes examinées ont été détectés si-
multanément les marqueurs sérologiques de I’'HB et I'HC.
Pourtant HBsAg n‘a été révélé que chez 16,01% de per-
sonnes. La détection simultanée de HBsAg et anti-HVC
IgG a été enregistrée chez 2,75% d’examinés. L'évaluation
de la prévalence des marqueurs sérologiques en fonction
du sexe a démontré que ces marqueurs généralement se
retrouvent chez 80,93% d’hommes et 80,42% de femmes.
HBsAg a été révélé chez 18,61% d’hommes et 10,5%
de femmes, les anticorps anti-HVC étant présents chez
19,06% d’hommes et 15,75% de femmes. L'évaluation
de la prévalence des marqueurs sérologiques par caté-
gories d'age a révélé que dans celle des enfants de moins
de 18 ansle taux de fréquence de détection des marqueurs
sérologiques de I'HB était 70,43%, dans la catégorie d'age
de 18-22 ans — 54,7%, dans celle de 23-40 ans — 79,59%
et dans celle de plus de 41 an — 20,35%. L'examen des
échantillons au sujet de la présence de I'ADN de I'HVB
a révélé le virus chez 585 personnes, soit 22,36%, y com-
pris chez 166 personnes HBsAg-négatives. LARN de I'HVC
a été révélé dans 58 échatillons, soit 2,2%. LARN de I’'HVC
et 'ADN de I'HVB ont été révélés simultanément chez
27 personnes, y compris 19 cas HBsAg-négatifs, qui ont
constitué le taux de 1,03% du groupe examiné. Dans ce
groupe dominait le génotype E de I'VHB — 75,5%, com-
paré a D1 — 9,39%, D2 — 4,02%, D3 — 6,37%, A2 — 4,7%.
La variabilité des acides aminés dans les échantillons
de I'HVB a été plus élevée dans la région PreCore/Core
que dans la région PreS1/Pres2/S. Les mutations SHB ont
été constatées respectivement chez 83,89%, les muta-
tions Core — chez 94,29%, et les substitutions des acides
aminés PreCore — chez 16,77% de patients.

Les antigénes/anticorps anti-VIH ont été révélés chez
239 personnes et UARN VIH détecté chez 58 examinés.
Ont été identifiés les sous-types suivant du VIH: CRF02_AG
(41,9%), A1 (29,1%), A3 (12,9%), URF A1_G (12,9%) et G (3,2%).
Chez 25% de patients a été constatée au moins une mu-
tation significative provoquant la pharmaco-résistance
du VIH. Les mutations constatées provoquent la résistance
aux INTI et aux INNTI, sans que soit observée la résistance
a l'inhibiteur de la protéase. Il y a eu un cas révélé de la ré-
sistance multiple.

L'étude de la prévalence du VIH, de 'HVB et de I'HVC, éf-
fectuée sur 305 femmes enceintes a Conakry (République
de Guinée), a révélé les marqueurs sérologiques de I'HB
dans 76,06% de cas. Les anticorps anti-HVC n‘ont été ré-
vélés qu'en seul cas, qui a constitué le taux de 0,32%, les
marqueurs du VIH étant détectés dans 3 cas (0,98%). Dans
le groupe analysé la prévalence de HBsAg a été authen-
tiquement différente entre les femmes enceintes, agées
de 13-19 ans (17,33%), et celles agées de 20-24 ans (12,12%),
p < 0,0001, RR = 5,107 avec intervalle de confiance de 95%:
2,458-10,612. L'analyse de la prévalence générale des mar-
queurs moléculaires biologiques, effectuée aupres des
patientes, n'a pas révélé I'ARN du VIH. Chez une patiente
a été révélé I'ARN de I'HVC (0,32%) tandis que la prévalence
de I'ADN de I'HVB a donné le taux de 20%. Parmi les per-
sonnes HBsAg-positives '’ADN de I'HVB a été révélé chez
86,11%, ce qui a fait 10,16% du groupe entier. Parmi les per-

sonnes HBsAg-négatives '’ADN de I'HVB a été révélé chez
11,15%, ce qui a fait 9,84% du groupe entier. Remarquons
que dans neuf cas I’ADN de I'HVB a été révélé en absence
de tous marqueurs sérologiques, ce qui a fait 14,75%, soit
2,95% du groupe entier. L'évaluation de la prévalence des
infections transmissibles au contact hématologique chez
les femmes enceintes est significative pour une identifi-
cation ultérieure des voies de transmission des agents pa-
thogénes dans le but de contrdle et/ou de prévention de la
contagion infectieuse. Les cas (n = 3) de détection de 'ADN
de I'HVB avec la charge virale de plus de 200 Ul/ml en ab-
sence de HBsAg et en présence des anticorps anti-HBs IgG
représentent un intérét particulier. Pour ces isolats a été ef-
fectué le séquencage des génomes entiers. Tous les trois
échantillons de I'HVB appartenaient au génotype E, et dans
chaque cas ont été trouveés des escape-mutations du virus
qui contribuent a son évasion du diagnostic de HBsAg (mu-
tations révélées L216%, G145A, C147T).

Ont été étudiés 250 échatillons du sang obtenu des
donneurs résidant dans la ville de Conakry (République
de Guinée). La prévalence des marqueurs sérologiques
de I'HB dans le groupe a fait 83,2%. HBsAg a été détecté
chez 16,4% d’examinés. La forte prévalence des marqueurs
sérologiques de I’'HB dans le groupe, témoignant du contact
viral de la plupart de ses membres, confirme les données
témoignant d'une vaste extension de l'agent pathogéne
sur le territoire du continent africain. Cette forte prévalence
de HBsAg dans le groupe étudié selon toute évidence est
due a ce qu'une proportion significative des personnes
examinées ont été donneurs primaires (64,8%) qui don-
naient leur sang intéressés de la rémunération et des tests
gratuits VIH, syphilis et hépatites virales B, qui est une pra-
tique courante en Afrique. A été démontrée la prévalence
sensiblement plus grande de ce marqueur chez les hommes
(19,55%) que chez les femmes (8,45%). Ceci étant le risque
relatif de contamination par le virus avec la constitution
de la forme HBsAg-positive de I'HVB chez les hommes est
authentiquement plus élevé que chez les femmes (RR =
2,314 avec 95% IC: 1,018-5,251; p = 0,0369). La prévalence
de I'ADN de I'HVB parmi les donneurs de sang a fait 30,4%
(95% IC: 24,76-36,51) ou 15,6% (95% IC: 11,33-20,7) re-
viennent aux cas de I'HB HBsAg-négative. Sur le fondement
de l'analyse phylogénétique de 76 isolats de I'HVB il a été
démontré que dans le groupe examiné dominaient les va-
riants du génotype E de I'agent pathogéne (85,53%) com-
parés au génotype A sous-génotype A3 (11,84%) et au gé-
notype D sous-génotype D2 (2,63%). Sont particulierement
intéressants les cas de détection de I’ADN viral chez les don-
neurs HBsAg-négatifs en présence des anticorps anti-HBs
1gG (n =4) et en présence simultanée des anticorps anti-HBs
IgG et anti-HBc IgG (n = 7), qui sont typiques pour les recon-
valescences et témoignent de la formation de l'immunité
protective. Dans tous ces cas la charge virale a été supé-
rieure a 200 Ul/ml. Tous ces échantillons appartenaient au
génotype E; dans tous les cas ont été révélées les mutations,
associées a I'hépatite chronique B HBsAg-négative (Y100C,
M103I), et/ou escape-mutations, localisées dans la région
MHR du gene S, contribuant a I'évasion du virus pendant
le screening de diagnostic au sujet de HBsAg (L1151/E, T127P,
Q129H/R, M133I/A/F, C137Y, K141E, D144E, G145A/R, C147T,
R149A/D).

Dans le cadre de l'accord de coopération scientifique
avec laRépublique Socialiste du Vietnam ont été effectuées
plusieurs recherches d'évaluation du danger de I'infection
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au VIH et des hépatites virales dans le pays. Pour évaluer
la prévalence des marqueurs viraux sérologiques et mo-
léculaires biologiques des hépatites virales B et C ont été
analysés les échantillons du plasma sanguin obtenus des
habitants apparemment en bonne santé du Sud Vietnam.
Lanalyse de la prévalence générale des marqueurs séro-
logiques a démontré que parmi les personnes apparem-
ment en bonne santé HBsAg et les anticorps anti-HVC
ont été détectés respectivement chez 12,3% et 3,27%
de personnes examinées. La prévalence de HBsAg chez les
hommes (19,1%) excédait considérablement celle chez les
femmes (5,9%), x> = 14688 c p = 0,0001, df = 1, avec le rap-
port calculé des chances OR = 3,751 (95% IC: 1,892-7,439).
Tenant compte des tests HBsAg-positifs et HBsAg-négatifs,
effectués parmi les patients apparemment en bonne san-
té, 'ADN de I'HVB a été détecté chez 26,95% d’examinés.
L'analyse phylogénétique de I'HVB a démontré que la pré-
valence du sous-type B4 constitue 64,49%. Ont été révélés
également les sous-types suivants: C1 — 14,95%, B2 —
9,35%, C2 — 6,54%, C3 — 0,93% et C5 — 3,74%. L'ARN
de I'HVC a été détecté dans 7 échantillons, qui ont consti-
tué le taux de 1,76%. Lanalyse pylogénétique a démontré
que tous les isolats de I'HVC correspondent au génotype 6,
sous-type 6a.

Pour mesurer I'ampleur de la prévalence de I'HVB et de
I'HVD parmi les personnes infectées au VIH on a exami-
né 316 habitants de la République Socialiste de Vietnam
bénéficiant de la thérapie antirétrovirale. Les marqueurs
sérologiques de I'HB et I'HD chez eux étaient présents
dans les proportions suivantes: HBsAg — 9,17%, anti-HBs
IgG — 10,44%, anti-HBcore IgG — 42,08%, anti-HVD gé-
néraux — 9,81%. Les anticorps anti-HVD étaient répar-
tis de maniéere suivante: 2,53% ont été révélés dans les
échantillons HBsAg-positifs (ce qui a fait 27,58% du sous-
groupe) et 7,27% — dans les échantillons sans HBsAg
(8,01% du sous-groupe). La prévalence de HBsAg chez les
hommes de ce groupe (12,28%) excédait authentiquement
celle chez les femmes (5,52%) avec le rapport calculé des
chances OR = 2,398, p = 0,04 (95% IC: 1,028-5,592). A été
révélée la tendance a la prévalence plus élevée de HBsAg
parmi les patients agés de 30-49 ans (10,7%) par rapport
a ceux agés de 18-29 ans (5,9%). LADN de I'HVB a été
détecté dans 32,58% de cas y compris dans 23,41% chez
les personnes HBsAg-négatives. LARN de I'HVD a été dé-
tecté chez 7 (24,13%) personnes HBsAg-positives et chez
16 (21,62%) personnes HBsAg-négatives, qui a fait les
taux respectifs de 22,33% des personnes HVB-positives
et 7,27% du groupe entier. Pour tous les 23 échantillons
de VIH+HVB+HVD ont été obtenus des séquences nu-
cléotidiques des génomes entiers de I'HVB et de I'HVD.
L'analyse phylogénétique des séquences nucléotidiques
de I'HVB a démontré la prédominance du génotype B
(69,59%) par rapport au génotype C (30,41%). Parmi les
personnes infectées au VIH dominait le sous-génotype
B4 (60,89%) de I'HVB comparé a C1 (21,73%), B2 (8,7%), C2
(4,34%) et C5 (4,34%). Le sous-type sérologique de I'HVB
a été identifié sur le fondement de la séquence aminée
HBsAg. Le sérotype ayw1 y est représenté en 60,89%,
adr — 26,07%, adw2 — 13,04%. Ceci étant le sérotype
ayw1 n'est représenté que dans I'HVB sous-génotype
B4, adr est représenté dans tous les HVB C1 et HVB C2,
adw2 — dans I'HVB B2, mais aussi dans le seul échantillon
du sous-génotype HVB C5. Lanalyse phylogénétique des
séquences nucléotidiques de I'HVD a démontré la prédo-

minance de I'HVD génotype 1 (78,26%) comparé au géno-
type 2 (21,74%). Dans notre étude est montrée la forte pré-
valence des marqueurs des hépatites virales parentérales
aussi bien parmi les personnes apparemment en bonne
santé, que parmi les habitants du Sud Vietnam infectés
au VIH. Il convient de préter une attention particuliére a la
prévalence de I'HB HBsAg-négative dans la région, qui
témoigne de I'insuffisance des méthodes employées ac-
tuellement aussi bien pour la détection du virus, que pour
la prévention de l'infection. Il est aussi évident qu'il est né-
cessaire d'organiser le screening périodique des malades
de I’'HVB au sujet de la présence de I'hépatite D en utili-
sant pour cela comme marqueur I'’ARN de I'HVD.

Sur le fondement de l'analyse de fréquence de détec-
tion des anticorps anti-virus des hépatites A (HVA) et E
(HVE) a été étudiée la prévalence des hépatites A et E dans
la population locale du Sud Vietnam. Les marqueurs séro-
logiques des hépatites virales entérales ont été identifiés
dans les échantillons du sérum sanguin des personnes
adultes agées de 18 a 65 ans et réparties en trois groupes:
personnes apparemment en bonne santé (n = 397), per-
sonnes infectées par le VIH (n = 316) et patients atteints
de I'hépatite virale chronique (n = 268). Lanalyse de la pré-
valence des anti-HVA IgG effectuée sur les échantillons ob-
tenus des personnes apparemment en bonne santé, per-
sonnes infectées par le VIH et patients atteints des hépa-
tites virales chroniques n‘a pas révélé de distinctions entre
les groupes. La prévalence des anti-HVA IgG dans le groupe
général (n = 981) a fait 80,1% en absence des anti-HVA IgM.
La différente fréquence d’enregistrement des anti-HVA IgG
due a la différence d’age dans les groupes examinés n‘a
pas été révélée. La prévalence des anti-HVE IgG dans les
groupes des personnes apparemment en bonne santé, ma-
lades atteints des hépatites virales chroniques et personnes
infectées au VIH a été aux taux respectifs de 36,2%, 33,2%
et 39,8% de cas. La prévalence des anti-HVE IgM dans ces
groupes a fait respectivement 3,27%, 4,1% et 3,79%. Dans
le groupe général (n = 981) les anti-HVE IgG ont été détec-
tés dans 36,6% de cas et les anti-HVE IgM — dans 3,66%, ce
qui correspond a la prévalence des anticorps anti-HVE dans
les zones endémiques. A été démontrée la forte prévalence
des marqueurs des hépatites virales entérales dans la po-
pulation du Sud Vietnam. Il est évident que sont nécessaires
les études ultérieures utilisant les méthodes de diagnostic
de haute sensiblilité, accessibles maintenant, pour évaluer
I'échelle de la diffusion des hépatites A et E en République
Socialiste de Vietnam.

Une des orientations des examens de laboratoire est
I'étude del'immunité et desimmunodéficiences primaires
de I'homme. Dans le cadre de ce travail a été élaborée
une méthode hautement sensible d’évaluation de |'état
de I'immunité des patients avec utilisation des tests PCR
en temps réel basée sur I'évaluation de la concentration
des cercles d’excision du récepteur des cellules T (TREC)
et cercles d’excision du récepteur des cellules B (KREC)
chez les enfants et adultes. Dans le travail ont été utilisés
les échantillons du sang entier et des gouttes de sang sé-
ché, obtenus des nouveau-nés et des personnes adultes,
y compris des personnes apparemment en bonne santé,
mais aussi des patients atteints d'immunodéficience pri-
maire humaine diagnostiquée et malades infectés par
le VIH. lensemble de la cohorte a réuni 2577 personnes.
A été effectué le test PCR multiplex analysant le nombre
de molécules cibles TREC et KREC de méme que de frag-
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ments de geénes normatifs HPRT et RPP30 avec utilisa-
tion d'une série élaborée de calibreurs plasmidiques.
L'éventail analytique des mensurations de I'ADN TREC/
KREC a fait de 10° a 10° copies/ml, la précision des men-
surations sur I'équipement du type tablette (CFX ) étant
95,84% et sur I'’équipement du type rotatif (Rotor-Gene
3000) — 95,11%, ce qui correspond a la norme. A été dé-
montré I'équivalence des résultats obtenus dans le travail
avec le sang entier et les gouttes de sang séché. A été
défini le cadre de la norme de référence pour les molé-
cules cibles TREC et KREC aussi bien des nouveau-nés que
des personnes adultes tenant compte des diférentes ca-
tégories d'age. Cette méthode permet de diagnostiquer
une baisse de I'immunité des cellules T et/ou des cellules
B chez les enfants et adultes et peut étre utilisée pour
la détection des molécules TREC et KREC aussi bien dans
les échantillons du sang périphérique entier, que dans les
gouttes de sang séché avec utilisation du test Guthrie.
Il'y est possibles d'utiliser les valeurs uniques des normes
de référence indépendamment du matériel clinique ana-
lysé. Les résultats des examens témoignent de la possi-
bilité d'utiliser valablement le diagnostic PCR multiplex
aussi bien pour le test/ screening primaire d’ensemble
des nouveau-nés, que pour évaluer I'état de l'immu-
nité afin de détecter les malades adultes atteints d'im-
munodéficience primaire et dans les cadre de dignostic
des patients aux immunodéficiences secondaires, par
exemple, infectés au VIH. Ainsi l'analyse du nombre
de TREC et de KREC dans les échantillons du sang entier,
obtenus des malades infectés par le VIH, a démontré
une baisse authentique des niveaux des analytes cibles
chez les patients depuis longtemps infectés manistant
une inefficacité virologique de la thérapie antirétrovi-
rale comparés aux personnes en bonne santé. Laire sous
la courbe pour le parametre TREC a fait 0,9997+0,0003
avec 95% IC: 0,9989-1,000, p < 0,0001. Les différences
des niveaux de I’ADN TREC et KREC entre les personnes
en bonne santé. L'aire sous la courbe pour le paramétre
TREC a fait 0,9997+0,0003 avec 95% IC: 0,9989-1,000, p <
0,0001. Pour le paramétre KREC I'aire sous la courbe a fait
0,9948+0,0024 avec 95% IC: 0,9900-0,09996, p < 0,0001.
Les différences des niveaux de ’ADN TREC et KREC entre
les personnes en bonne santé et celles avec l'infection
au VIH primo détectée depuis moins d’'un an ne sont pas
révélées. L'évaluation personnifiée opportune de I'état
de l'immunité contribuera a la survivance des patients
et a I'amélioration de la qualité de leur vie.

Fait partie des immunodéficiences primaires l'an-
gio-oedéme héréditaire (AOH) — maladie rare généti-
quement déterminée, accompagnée des oedémes ré-
cidivants du tissu mou et de la tunique sous-muqueuse,
menacant la vie des patients. Son diagnostic est posé en
tenant compte du tableau clinique, des antécédents fami-
liaux, des valeurs de C1 estérase, du composant 4 du com-
plément, du composant 1q du complément, des anticorps
anti-C1, obtenues au laboratoire, et des tests génétiques
de plusieurs mutations dans les génes SERPINGT1, F12, PLG,
ANGPT1, KNG1, MYOF, HS3ST6. Pourtant dans la pathogé-
nése peuvent participer d'autres génes dont l'effet négatif
des mutations n’est pas encore étudié. Comme dans le dé-
veloppement des maladies non monogenes, dont I’AOH
fait partie, peut participer un vaste ensemble de génes, il
est particulierement important de déterminer les groupes
de génes candidats les plus probables, participant éven-

tuellement au développement de la pathologie. Par les
méthodes de I'analyse bioinformatique, utilisant I'inte-
raction protéine-protéine et l'identification du contexte
biologique des génes-candidats de plusieurs ressources
web (HumanNetv3, GeneMania, FUMA GWAS en régime
GENE2FUNC), ont été déterminés les génes les plus pro-
bables. Ont été identifiés 100 genes-candidats potentiels
dont les mutations peuvent étre liées a I’AOH. A été défini
le contexte biologique des génes détectés. Les données
du contexte biologique, des interactions génétiques et in-
teractions protéine-protéine ont permis d’exclure plu-
sieurs génes de la liste des candidats les plus probables
de la pathogénése et répartir les candidats restants en
groupes de différents niveaux du potentiel d'implication.
Le groupe de génes-candidats a I'AOH les plus probables
peut étre composé de PLAT, HRG, SERPINA1, SERPINF2,
MASP2, GRB14, C1QBP, DOK2, KLKB1, F11, TEK, KLK10,
KRT1, APOH, CPB2, F2. Les résultats obtenus peuvent étre
d’un grand secours dans I'étude du mécanisme molécu-
laire de I’'AOH mais aussi dans le diagnostic et le pronostic
del'évolution de la maladie. Les genes-candidats détectés
potentiellement sont capables de servir de biomarqueurs
diagnostiques aux patients atteints d‘angio-oedéme
d’origine inexplicable.

Conclusion

Comme en témoignent les résultats de la recherche
et les données de plusieurs publications, la thérapie anti-
rétrovirale prolongée n‘a jamais influé sensiblement sur
le processus épidémique de l'infection par le VIH. Son effi-
cacité clinique, évaluée selon les indices de progression des
stades de la maladie et de Iéthalité des malades sur fond
d'immunosuppréssion provoquée par le VIH, na jamais été
prouvée.

Le taux de prévalence de l'infection par le VIH dans
la population du District fédéral Nord-Ouest est en progres-
sion, accompagné de détection tardive de la maladie a ses
stades avancés présentant les signes des deutéropathies
et des affections comorbides, en premier lieu de I'hépatite
virale C et de la tuberculose. Au cours des derniéres années
sur fond de baisse du taux d'incidence de la tuberculose
et de I'hépatite virale C on constate une augmentation
du nombre de patients qui combinent ces maladies avec
le VIH. La confrontation des tendances générales d'évolu-
tion du processus épidémique du VIH avec celles des co-in-
fections témoigne des tendances générales et des parti-
cularités des caractéristiques évolutionnistes de diffusion
et de manifestation des pathogénes dans le District fédéral
Nord-Ouest.

Les résultats obtenus ont déterminé la nécessité d'une
approche intégrée dans le traitement des patients atteints
de l'infection par le VIH en tenant compte de leurs besoins
individuels et cliniques. Le personnel médical procurant les
soins aux personnes, vivant avec le VIH, doit tenir compte
non seulement du tableau clinique de la maladie mais aussi
du statut psychologique et social du patient pour améliorer
ses chances a l'issue favorable de la lutte contre I'infection
parle VIH.

La situation épidémique actuelle exige la prise
de conscience et le perfectionnement des approches a l'or-
ganisation du systeme de la prévention des infections so-
cialement significatives dans les conditions de I'épidémie
de l'infection par le VIH en évolution.

104 Rapport D'Activites 2021-2022



Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg Centre du District fédéral Nord-Ouest pour la prévention et la lutte contre le SIDA

Publications

2021

Monographies

1. Evolution of the COVID-19 pandemic / Belyakov N.A., Bagnenko S.F., Rassokhin V.V., Trofimova T.N., Kolbin A.S., Lukina O.V., Sim-
birtsev A.S., Trofimov V.I., Emelyanov O.V., Kabanov M.Y., Neznanov N.G., Rybakova M.G., Isaeva E.R., Didur M.D., Totolian A.A. //
St. Petersburg: Baltic Medical Education Center, 2021: 410.

2. In the footsteps of world epidemics. From Justinian plague to a new coronavirus infection / Belyakov N.A., Trofimova T.N., Kulagi-
na E.N., Mityurin D.V., Sokolov A.R., Tuchapsky A.K., Firsov V.V.,, Shelaev Y.B., Shelaeva E.P. // St. Petersburg: Liki, 2021: 296.

Apercus analytiques

1. HIVinfection and comorbid conditions in the North-West Federal District of the Russian Federation in 2021: analytical review / Ed. by
N.A. Belyakov. St. Petersburg: St. Petersburg Pasteur Institute, 2023: 48.

Brevets

1. Patent No. RU 2 753 309 C2, CPC C12Q 1/68 (2021.02). Method for detecting hepatitis B virus DNA in biological material at low vi-
ral load based on two-stage PCR with real-time detection. No. 2019137626; application: 21.11.2019: date of publication 13.08.2021 /
Ostankova Yu.V., Serikova E.N., Semenov A.V.,, Totolian A.A. Proprietors: Federalnoe byudzhetnoe uchrezhdenie nauki «Sankt-Peter-
burgskij nauchno-issledovatelskij institut epidemiologii i mikrobiologii im. Pastera Federalnoj sluzhby po nadzoru v sfere zashchity
prav potrebitelej i blagopoluchiya cheloveka» (FBUN NIl epidemiologii i mikrobiologii imeni Pastera) (RU)

2. Patent No. RU 2 753 310 C2, CPC C12Q 1/68 (2021.02). Method for detecting Parvovirus B19 in DNA biological material based on two
step PCR. No. 2019121500; application: 08.07.2019: date of publication 13.08.2021 / Ostankova Yu.V., Khamitova V., Lavrenteva I.N.,
Semenov A.V. Proprietors: Federalnoe byudzhetnoe uchrezhdenie nauki «Sankt-Peterburgskij nauchno-issledovatelskij institut epi-
demiologii i mikrobiologiiim. Pastera Federalnoj sluzhby po nadzoru v sfere zashchity prav potrebitelej i blagopoluchiya cheloveka»
(FBUN NIl epidemiologii i mikrobiologii imeni Pastera) (RU)

3. Patent No.RU 2 759 672 C2, CPC GOTN 33/53 (2021.02). Method for differentiating causes of development of initial stage of hepatic fibrosis
in chronic viral hepatitides B and C. No. 2019141709; application: 12.12.2019: date of publication 16.11.2021 / Batsunov O.K., Semenov A.V,,
Arsenteva N.A., Lyubimova N.E., Ostankova Yu.V.,, Esaulenko E.V,, Totolian A.A. Proprietors: Federalnoe byudzhetnoe uchrezhdenie nauki
«Sankt-Peterburgskij nauchno-issledovatelskij institut epidemiologii i mikrobiologii im. Pastera Federalnoj sluzhby po nadzoru v sfere
zashchity prav potrebitelej i blagopoluchiya cheloveka» (FBUN NIl epidemiologii i mikrobiologii imeni Pastera) (RU)

4. Patent No. RU 2 756 979 C2, CPC C12Q 1/686 (2021.02); C12Q 1/6876 (2021.02). Method for laboratory personalized diagnostics of the
immune condition of newborns andset of oligodeoxyribonucleotide primers and fluorescently labeled probes. No. 2019142752;
application: 17.12.2019: date of publication 07.10.2021 / Semenov A.V., Ostankova Yu.V., Lyubimova N.E., Totolian A.A. Proprietors:
Federalnoe byudzhetnoe uchrezhdenie nauki «Sankt-Peterburgskij nauchno-issledovatelskij institut epidemiologii i mikrobiologii
im. Pastera Federalnoj sluzhby po nadzoru v sfere zashchity prav potrebitelej i blagopoluchiya cheloveka» (FBUN NIl epidemiologii
i mikrobiologii imeni Pastera) (RU)

5. Patent No. RU 2 763 173 C1, CPC GOTN 33/96 (2021.02); C12Q 1/6806 (2021.02). Method for detecting the DNA of the hepatitis B virus
in biological material with a low viral load based on two-stage PCR with detection by three targets in real time. No. 2020125797;
application: 27.07.2020: date of publication 28.12.2021 / Serikova E.N., Semenov A.V., Ostankova Yu.V., Totolian A.A. Proprietors:
Federalnoe byudzhetnoe uchrezhdenie nauki «Sankt-Peterburgskij nauchno-issledovatelskij institut epidemiologii i mikrobiologii
im. Pastera Federalnoj sluzhby po nadzoru v sfere zashchity prav potrebitelej i blagopoluchiya cheloveka» (FBUN NIl epidemiologii
i mikrobiologii imeni Pastera) (RU)

Articles

1. Balde T.A.L., Boumbaly S., Serikova E.N., Valutite D.E., Shchemelev A.N., Ostankova Yu.V., Zueva E.B., Semenov A.V. Comparative
Analysis of the Vertical Risk of Transmission of Some Blood-Borne Infections in the Republic of Guinea. Problemy Osobo Opasnykh
Infektsii // Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2021; 1: 87-94. (In Russ.). doi: 10.21055/0370-1069-2021-1-87-94

2. Belyakov N.A., Khalezova N.B., Boyeva E.V., Rassokhin V.V., Simakina Q.Y.,, Neznanov N.G. Social and psychological problems
of population vaccination against COVID-19 // HIV Infection and Immunosuppressive Disorders. 2021; 13 (3): 7-23. (In Russ.)
doi: 10.22328/2077-9828-2021-13-3-7-23

3. Belyakov N.A., Trofimova T.N., Simakina O.E., Rassokhin V.V., Serebryakova S.L. The dynamics of the COVID-19 pandemic and forma-
tion ofthe postcovid periodin Russia // HIV Infection and Immunosuppressive Disorders. 2021; 13 (2): 7-19. (In Russ.) doi: 10.22328/2077-
9828-2021-13-2-7-19

4. Boumbaly S., Serikova E., Balde T.A., Ostankova Yu.V., Schemelev A.N., Valutite D.E., Zueva E.B., Semenov A.V.,, Totolian A.A. Amino acid
substitutions in core and HBsAg regions of hepatitis B virus in patients with monoinfection and HBV/HIV-coinfection in the Republic
of Guinea // HIV Infection and Immunosuppressive Disorders. 2021; 13 (3): 96-107. (In Russ.) doi: 10.22328/2077-9828-2021-13-3-96-107

5. Boumbaly S., Serikova E.N., Semenov A.V., Ostankova Y.V, Valutite D.E., Schemelev A.N., Zueva E.B., Balde T.A., Baimova R.R., Toto-
lian A.A. Significance of parenteral viral hepatitis laboratory diagnostics in the Republic of Guinea // Journal of Microbiology, Epide-
miology and Immunobiology. 2021; 98 (4): 440-449. (In Russ.) doi: 10.36233/0372-9311-116

6. DiClementeR.J., Brown J.L., Capasso A., Revzina N., Sales J.M., Boeva E., Gutova L.V., Khalezova N.B., Belyakov N., Rassokhin V. Com-
puter-based alcohol reduction intervention for alcohol-using HIV/HCV co-infected Russian women in clinical care: study protocol
for a randomized controlled trial // Trials. 2021; 22 (1): 147. (In Russ.) doi: 10.1186/513063-021-05079-x

7. Esaulenko E.V., Dzemova A.A., Trifonova G.F., Bushmanova A.D., Novak K.E., Ogurtsova S.V., Butskaya M.Yu. Hepatitis C in Russia and
the Northwest federal region of Russia: results of the first stage the global programme of infection elimination // HIV Infection and
Immunosuppressive Disorders. 2021; 13 (3): 40-51. (In Russ.) doi: 10.22328/2077-9828-2021-13-3-40-51

8. Ivashchenko T.E., Ostankova Yu.V., Aseev M.V., Kuropatenko M.V., Zhelenina L.A. Comprehensive analysis of polymorphic variants
of genes of TNFo. and ER1 in patients with atopic asthma // Pediatrics. Journal named after G.N. Speransky. 2021; 100 (1): 215-221.
(In Russ.) doi: 10.24110/0031-403X-2021-100-1-215-221

9. Kaprin A.D., Voronin E.E., Rassokhin V.V., Rozenberg V V, Nekrasova A.V, Falaleeva N.A., Ivanov S.A., Grivtsova L.Y. Malignant
neoplasms associated with HIV infection // Problems and solutions (problem outline) // Journal of Modern Oncology. 2021; 23 (3):
502-507. (In Russ.) doi: 10.26442/18151434. 2021.3.201041

Rapport D’Activites 2021-2022 105



Centre du District fédéral Nord-Ouest pour la prévention et la lutte contre le SIDA Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg

10.

11.

14.

17.

18.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Khorkova E.V.,, Lyalina L.V., Mikailova O.M., Kovelenov A.Yu., Ostankova Yu.V., Valutite D.E., Stasishkis T.A., Tsvetkov V.V., Novak K.E.,
Rishnyak O.Yu., Kritskaya I.V., Buts L.V., Tyagunov D.S. Current Issues of Epidemiological Surveillance of Chronic Viral Hepatitis B,
C, D and Hepatocellular Carcinoma at the Regional Level // Public Health and Life Environment. 2021; 29 (8): 76-84. (In Russ.)
doi: 10.35627/2219-5238/2021-29-8-76-84

Kurganova T.Yu., Melnikova T.N., Kovalev N.Yu., Ogurtsova S.V., Simakina O.E., Zagdyn Z.M., Belyakov N.A. Epidemiology of three
coinfections: HIV, viral hepatitis and tuberculosis in the Vologda region as a model of infection development in the northwestern
federal district // HIV Infection and Immunosuppressive Disorders. 2021, 13 (1): 7-16. (In Russ.) doi: 10.22328/2077-9828-2021-13-1-7-16

. Lyalina L.V., Esaulenko E.V., Khorkova E.V., Novak K.E., Ostankova Yu.V. Serikova E.N., Vasiliev D.V., Gorziy E.S., Butskaya M.J.,

Kritskaya I.V., Buts L.V., Grebenkina E.V., Baydakova E.V., Smirnova N.A., Krasnoperova M.A., Koltsov N.S., Kotovich L.M., Kalinina E.L.,
Galimov R.R., Kirkhar N.V., Cherepanova E.A., Totolian A.A. Results of implementation of viral hepatitis B elimination program in the
North-West Russia // Russian Journal of Infection and Immunity. 2021; 11 (5): 875-886. (In Russ.) doi: 10.15789/2220-7619-ROT-1785

. Ostankova Yu.V., Naidenova E.V., Serikova E.N., Schemelev A.N., Valutite D.E., Zueva E.B., Huinh Hoang Khanh Thu, Semenov A.V.

Regarding Coinfection With Denge Viruses and Agents of Hemocontact Infections in the Socialist Republic of Vietnam // Problems
of Particularly Dangerous Infections. 2021; (3): 6-12. (In Russ.) doi: 10.21055/0370-1069-2021-3-6-12

Ostankova Yu.V., Semenov A.V., Valutite D.E., Zueva E.B., Serikova E.N., Shchemelev A.N., Huynh H., Esaulenko E.V., Totolian A.A.
Enteric viral hepatitis in the Socialist Republic of Vietnam (Southern Vietnam) // Journal Infectology. 2021; 13 (4): 72-78. (In Russ.)
doi: 10.22625/2072-6732-2021-13-4-72-78

. Ostankova Yu.V., Semenov A.V, Zueva E.B., Serikova E.N., Schemelev A.N., Valutite D.E., Huynh H.K.T,, Egorova S.A., Totolian A.A.

prevalence of hepatitis B and C viral markers among apparently healthy residents of the Socialist Republic of Vietnam (Southern
Vietnam) // Russian Journal of Infection and Immunity. 2021; 11 (6): 1131-1140. (In Russ.) doi: 10.15789/2220-7619-TPO-1793

. Ostankova Yu.V., Semenov A.V., Zueva E.B., Totolian A.A. The First cases of hepatitis B virus subgenotype D4 detection in patients

with chronic, acute, and occult hepatitis B in the Russian Federation // Molecular Genetics, Microbiology and Virology. 2020; 35 (4):
221-228. doi: 10.3103/50891416820040072

Ostankova Yu.V,, Serikova E.N., Semenov A.V,, Bancevic M.D,, Filipovic-Vignjevic S.B., Zueva E.B., Vasil'eva G.V, Zarya Ya.V, Saitgalina M.A.,
Ivanova A.R., Zhabasova A.S., Totolian A.A. Profile of hepaititis B virus mutations associated with HBsAg-negative disease in patients of he-
modialysis centers // Problems of Particularly Dangerous Infections. 2021; 4: 96-104. (In Russ.). doi: 10.21055/0370-1069-2021-4-96-104
Pishchik V.N., Filippova P.S., Mirskaya G.V., Khomyakov Y.V., Vertebny V.E., Dubovitskaya V.I., Ostankova Y.V., Semenov A.V., Chakra-
barty D., Zuev E.V., Chebotar V.K. Epiphytic PGPB Bacillus megaterium AFI1 and Paenibacillus nicotianae AFI2 Improve Wheat Growth
and Antioxidant Status under Ni Stress // Plants (Basel). 2021; 10 (11): 2334. doi: 10.3390/plants10112334

. Serikova E.N., Semenov A.V,, Ostankova Y.V., Totolian A.A. Method for detecting hepatitis B virus in blood plasma at low viral load

using real-time PCR // Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2021; 66 (1): 59—64. (In Russ.) doi: 10.18821/0869-2084-2021-66-1-59-64
Shilova 1.V., Ostankova Yu.V., Goryacheva L.G., Semenov A.V. HBV-infection in children with perinatal infection. Clinical report of fa-
milial hepatitis B // Journal Infectology. 2021; 13 (3): 120-124. (In Russ.) doi: 10.22625/2072-6732-2021-13-3-120-124

Simakina O.E., Bovelyak N.A. Worldwide epidemics and marine medicine — percewption of events in the first year of pandemic CO-
VID-19 // Marine Medicine. 2021; 7 (1): 20-32. (In Russ.) doi: 10.22328/2413-5747-2021-7-1-20-32

Trofimova T.N., Andropova P.L., Savintseva Z.1., Belyakov N.A. Radiology of the central nervous system of patients in the acute phase
of COVID-19 // HIV Infection and Immunosuppressive Disorders. 2021; 13 (2): 20-32. (In Russ.) doi: 10.22328/2077-9828-2021-13-2-20-32
Valutite D.E., Semenov A.V., Ostankova Yu.V., Kozlov K.V., Borisov A.G., Nazarov V.D., Totolian A.A. Detection of drug resistance muta-
tions of hepatitis C virus in patients with failure of the treatment with direct acting antivirals // Journal of Microbiology, Epidemiology
and Immunobiology. 2021; 98 (1): 18-27. (In Russ.) doi: 10.36233/0372-9311-47

Yastrebova E.B., Chernova O.E., Kalyshenko A.M., Vertogradova G.A. Chronic hepatitis C in children with HIV infection: disease phe-
notype and efficacy of antiviral therapy // Infectious diseases. 2021; 19(2): 52-58. (In Russ.). doi: 10.20953/1729-9225-2021-2-52-58
Zagdyn Z.M., Verbitskaya E.V., Sokolovich E.G., Belyakov N.A. Factors affecting the TB screening indicators in people living with HIV
in the regions of Northwestern Federal District of the Russian Federation // HIV Infection and Immunosuppressive Disorders. 2021; 13
(2): 94-100. (In Russ.) doi: 10.22328/2077-9828-2021-13-2-94-100

Théses

1.

Yastrebova E.B., Samarina A.V.,, Fertikh E.K., Dyldina N.S., Abramova I.A. Liver lesions of various etiologies in children with HIV infec-
tion. Specifics of the course, successes of antiviral therapy of chronic hepatitis C. Materials of the conference «Current issues of HIV
infection. Maternal and Child Health Protection». May 31 - June 1, 2021: 217-218.

2022
Monographies

1.

Belyakov N.A., Bagnenko S.F., Trofimova T.N., Rassokhin V.V., Neznanov N.G., Totolian A.A., Lobzin Yu.V., Simbirtsev A.S., Didur M.D.,
Lioznov D.A., Rybakova M.G., Kolbin A.S., Harit S.M., Klimko N.N., Panteleev A.M., Stoma I.0., Yastrebova E.B. Consequences of the
COVID-19 pandemic. St. Petersburg: Baltic Medical Educational Center, 2022: 463.

Ulyukin I.M., Rassokhin V.V., Orlova E.S., Sechin A.A. Functional state of young people who have suffered COVID-19 infection / Status,
problems and prospects of modern socio-economic processes development: monograph. Petrozavodsk: MTsNP «Novaya Nauka»,
2022: 358. doi: 10.46916/20102022-1-978-5-00174-721-5

Ulyukin I.M., Rassokhin V.V., Orlova E.S., Sechin A.A. Sleep problems in patients with HIV infection / Topical issues and vectors of de-
velopment of modern science and technology. Petrozavodsk: MTsNP «Novaya Nauka», 2022: 345-366. doi: 10.46916/02062022-978-
5-00174-594-5

Ulyukin I.M., Rassokhin V.V., Orlova E.S., Sechin A.A. The disease caused by the human immunodeficiency virus as a potentially
controlled infection / Theoretical and applied problems of the science of man and society: monograph. Petrozavodsk: MTsNP «No-
vaya Nauka», 2022: 494. Chapter IV «Current issues of human health protection and maintenance»: 396-431. doi: 10.46916/07042022-
1-978-5-00174-518-1

Ulyukin I.M., Rassokhin V.V., Orlova E.S., Sechin A.A. The influence of post-traumatic stress reactions on the deficit of cognitive proces-
sing and regulation ofemotions in young people who have had COVID-19 infection / Science, society, technology: problems and pros-
pects of interaction in the modern world. Petrozavodsk: MTsNP «Novaya Nauka», 2022. Chap. 16: 302-326. doi: 10.46916/04112022-
978-5-00174-738

106 Rapport D'Activites 2021-2022



Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg Centre du District fédéral Nord-Ouest pour la prévention et la lutte contre le SIDA

Manuel d’apprentissage

1. The novel coronavirus infection COVID-19 in women and children: study book / Yastrebova E.B., Samarina A.V., Dondurei E.A., Ras-
sokhin V.V.; ed. by N.A. Belyakov. St. Petersburg: Publishing house «Baltic Medical Educational Center», 2022: 110.

Bases de données

1. Shchemelev A.N., Ostankova Yu.V., Semenov A.V., Totolian A.A. Database of patients with virological inefficiency of ART in the NWFD.
Certificate of registration of database 2022622009, 11.08.2022. Application No. 2022621895 dated 22.07.2022.

2. Shchemelev A.N., Ostankova Yu.V., Semenov A.V., Totolian A.A. Profiles of mutations associated with drug resistance in HIV iso-
lates from the Northwestern Federal District. Certificate of registration of the database 2022621301, 03.06.2022. Application
No. 2022621036 dated 16.05.2022.

Articles

1. Azovtseva O.V, Beliakov N.A. Comorbid conditions as a cause of adverse outcome of HIV infection // Vestnik NovSU. Issue: Medical
Sciences. 2022; 1 (126): 10-14. (In Russ.) doi: 10.34680/2076-8052.2022.1(126).10-14

2. Belyakov N.A., Boeva E.V., Simakina O.E., Svetlichnaya Yu.S., Ogurtsova S.V., Serebryakova S.L., Esaulenko E.V., Zagdyn Z.M., Yaze-
nok A.V, Lioznov D.A., Stoma I.0. The COVID-19 pandemic and its impact on the course of other infections in Northwestern Russia //
HIV Infection and Immunosuppressive Disorders. 2022; 14 (1): 7-24. (In Russ.) doi: 10.22328/2077-9828-2022-14-1-7-24

3. Belyakov N.A., Boeva E.V., Zagdyn Z.M., Esaulenko E.V., Lioznov D.A., Simakina O.E. Epidemiology and course of infectious diseases
during the COVID-19 pandemic. Report 1. HIV infection, hepatitis C and tuberculosis // Russian Journal of Infection and Immunity.
2022; 12 (4): 639-650. (In Russ.) doi: 10.15789/2220-7619-EAC-1958

4. Belyakov N.A., Simakina O.E., Trofimova T.N. Nature and consequences of post-covid-19 syndrome // Vestnik NovSU. Issue: Medical
Sciences. 2022; 1 (126): 25-31. doi: 10.34680/2076-8052.2022.1(126).25-31

5. Boumbaly S., Balde T.A.L., Semenov A.V., Ostankova Y.V., Serikova E.N., Naidenova E.V., Valutite D.E., Shchemelev A.N., Zueva E.B.,
Esaulenko E.V., Totolian A.A. Prevalence of viral hepatitis B markers among blood donors in the Republic of Guinea // Vopr. Virusol.
2022; 67 (1): 59-68. (In Russ.) doi: 10.36233/0507-4088-92

6. Chirskaya M.A., Yastrebova E.B., Krasnoselskikh T.\V., Vinogradova T.N., Manasheva E.B., Dunaeva N.V. Sociodemographic, clinical
and epidemiological characteristics of the men with HIV infection and syphilis in St. Petersburg // HIV Infection and Inmunosuppres-
sive Disorders. 2022; 14 (1): 70-77. (In Russ.) doi: 10.22328/2077-9828-2022-14-1-70-77

7. Chirskaya M.A., Yastrebova E.B., Krasnoselskikh T.V. Dynamics of HIV RNA and CD4-lymphocyte levels in the blood of patients with
HIV infection and syphilis // Journal of Infectology. 2022; 14 (3, suppl. 1): 139.

8. Esaulenko E.V., Dzemova A.A., Novak K.E., Bushmanova A.D., Ostankova Y.V., Valutite D.E., Chernoguz Y.A., Zueva E.B., Yushina E.Y,,
Tyurenkova N.V. Analysis of long-term results of effective etiotropic therapy of chronic hepatitis C // Therapy. 2022; 8 (3): 50-58.
(In Russ.) doi: 10.18565/therapy.2022.3.50-58

9. Gordon E.O., Yastrebova E.B., Podymova A.S. Adverse events against the background of antiretroviral therapy in children with HIV
infection // Topical issues of HIV infection. Maternal and Child Health Protection: Materials of the International Research to Practice
Conference. September 12-13, 2022: 122.

10. Gordon E.O., Yastrebova E.B., Podymova A.S. Adverse events underlying antiretroviral therapy in children with HIV infection. HIV
Infection and Immunosuppressive Disorders. 2022; 14 (2): 40-49. (In Russ.) doi: 10.22328/2077-9828-2022-14-2-40-49

11. Khalezova N.B., Rozhkov V.P.,, Khobaysh M.A., Zakharova N.G., Kissin M.Ya., Neznanov N.G., Soroko S.1., Belyakov N.A. Gender speci-
ficities of neurodymanic processes and development of mental disorders with the HIV-infected // HIV Infection and Inmunosuppres-
sive Disorders. 2022; 14 (2): 7-19. (In Russ.) doi: 10.22328/2077-9828-2022-14-2-7-19

12. Lazarenko L.L., Milichkina A.M., Saitgalina M.A., Ostankova Yu.V., Sess T.P., Khamitova I.V., Totolian A.A. Erythema marginatum as
a precursor of hereditary angioedema // Russian Medical Journal. 2022; 8: 39-42. (In Russ.)

13. Manuylov V., Chulanov V., Bezuglova L., Chub E., Karlsen A., Kyuregyan K., Ostankova Y., Semenov A., Osipova L., Tallo T., Netesova l.,
Tkachuk A., Gushchin V., Netesov S., Magnius L.O., Norder H. Genetic Diversity and Possible Origins of the Hepatitis B Virus in Siberian
Natives // Viruses. 2022; 14 (11): 2465. doi: 10.3390/v14112465

14. Mozaleva O.L., Samarina A.V., Rassokhin V.V. Anemia and thrombocytopenia in HIV-positive pregnant women // Journal of Obste-
trics and Women'’s Diseases. 2022; 71 (2): 69-78. (In Russ.) doi: 10.17816/JOWD98476

15. Murtazhaliev H.H., Alieva E.V., Rassokhin V.V. Analysis of HIV prevalence, tuberculosis and their combinations in the territory
of Chechen Republic // HIV Infection and Immunosuppressive Disorders. 2022; 14 (2): 62-72. (In Russ.) doi: 10.22328/2077-9828-2022-
14-2-62-72

16. Ostankova Y.V., Serikova E.N., Semenov A.V.,, Totolian A.A. Method for hepatitis B virus DNA detecting in biological material at low
viral load based on nested PCR with detection on three viral targets in real-time mode // Russian Clinical Laboratory Diagnostics.
2022; 67 (9): 530-537. doi: 10.51620/0869-2084-2022-67-9-530-537

17. Ostankova Yu.S., Valutite D.E., Zueva E.B., Serikova E.N., Shemelev A.N., Huynh Hoang Khanh Thu, Semenov A.V., Totolian A.A. Com-
parative analysis of the chronic viral hepatitis B markers prevalence in HIV-infected and conditionally healthy residents of Ho Chi
Minh City // Journal of Tropical Science and Technology. 2022; 26 (12): 82-88.

18. Ostankova Yu.V., Davydenko V.S., Shchemelev A.N., Zueva E.B., Virolainen P.A., Totolian A.A. Determination of HIV Tropism in Pa-
tients with Antiretroviral Therapy Failure in Arkhangelsk Region // Problems of Particularly Dangerous Infections. 2022; (3): 120-128.
(In Russ.) doi: 10.21055/0370-1069-2022-3-120-128

19. Ostankova Yu.V., Semenov A.V., Zueva E.B., Serikova E.N., Shchemelev A.N., Valutite D.E., Huynh H., Totolian A.A. Prevalence of he-
patitis B and D viruses in HIV-infected persons in the Socialist Republic of Vietnam. HIV Infection and Immunosuppressive Disorders.
2022; 14 (1): 46-58. (In Russ.) doi: 10.22328/2077-9828-2022-14-1-46-58

20. Ostankova Yu.V.,, Serikova E.N., Semenov A.V., Zueva E.B., Valutite D.E., Schemelev A.N., Zurochka V.A., Totolian A.A. Molecular and ge-
netic characterization of the hepatitis B virus full-length genome sequences identified in HBsAg-negative blood donors in Ural Federal
District. Journal of Microbiology, Epidemiology and Immunobiology. 2022; 99 (6): 637-650. (In Russ.) doi: 10.36233/0372-9311-325

21. Pechnikova N.A., Ostankova Yu.V., Totolian A.A. Application of bioinformatical analysis to identify candidate genes associated with
hereditary angioedema // Medical Inmunology (Russia). 2022; 24 (5): 1027-1046. (In Russ.) doi: 10.15789/1563-0625-A0B-2579

22. Purgina D.S., Lyalina L.V., Rassokhin V.V. Clostridium difficile infection and its effect on the course of inflammatory bowel diseases.
Clinical Medicine (Russian Journal). 2022; 100 (7-8): 346-356. (In Russ.) doi: 10.30629/0023-2149-2022-100-7-8-346-356

Rapport D’Activites 2021-2022 107



Centre du District fédéral Nord-Ouest pour la prévention et la lutte contre le SIDA Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Rassokhin V.V,, Belyakov N.A., Yakovlev A.A., Simakina O.E. Neuropsychiatric and behavioral disorders in patients with COVID-19 //
Clinical Medicine. 2022; 100 (1): 18-31. (In Russ.) doi: 10.30629/0023-2149-2022-100-1-18-31

Rassokhin V.V.,, Boeva E.V., Gromova E.A., Susin D.S., Trofimova T.N., Belyakov N.A. Structural and metabolic changes in the central
nervous system in women with HIV/HCV co-infection // HIV Infection and Immunosuppressive Disorders. 2022; 14 (1): 37-45. (In Russ.)
doi: 10.22328/2077-9828-2022-14-1-37-45

SaitgalinaM.A., Liubimova N.E., Ostankova Yu.V., Kuznetzova R.N., Totolian A.A. Determination of reference values for TREC and KREC
in circulating blood of the persons over 18 years // Medical Immunology (Russia). 2022; 24 (6): 1227-1236. (In Russ.) doi: 10.15789/1563-
0625-DOR-2587

Saitgalina M.A., Ostankova Yu.V,, Liubimova N.E., Semenov A.V., Kuznetsova R.N., Totolian A.A. Modified quantitative approach
for assessing peripheral blood TREC and KREC levels inimmunodeficient patients // Russian Journal of Infection and Immunity. 2022;
12 (5): 981-996. (In Russ.) doi: 10.15789/2220-7619-MMF-2039

Serebryakova S.L., Boeva E.V., Moisa M.A., Dyrul S.1., Ogurtsova S.V., Leonov O.N., Kovelenov A.Yu. Determining factors of a persona-
lized approach to patients with HIV during the COVID-19 pandemic // HIV Infection and Immunosuppressive Disorders. 2022; 14 (3):
24-34. (In Russ.) doi: 10.22328/2077-9828-2022-14-3-24-34

Shchemelev A.N., Boumbaly S., Ostankova Y.V., Zueva E.B., Semenov A.V., Totolian A.A. Prevalence of drug resistant HIV-1 forms
in patients without any history of antiretroviral therapy in the Republic of Guinea // J. Med. Virol., 2023; 95 (1): €28184. doi: 10.1002/

jmv.28184

Shchemelev A.N., Ostankova Y.V., Zueva E.B., Semenov A.V., Totolian A.A. Detection of patient HIV-1 drug resistance mutations in Rus-
sia’s Northwestern federal district in patients with treatment failure // Diagnostics (Basel). 2022; 12 (8): 1821. (In Russ.) doi: 10.3390/
diagnostics12081821

Shchemelev A.N., Semenov A.V., Ostankova Y.V., Naidenova E.V., Zueva E.B., Valutite D.E., Churina M.A., Virolainen P.A., Totolian A.A.
Genetic diversity of the human immunodeficiency virus (HIV-1) in the Kaliningrad region // Problems of Virology. 2022; 67 (4): 310-321.
(In Russ.) doi: 10.36233/0507-4088-119

Shchemelev A.N., Semenov A.V., Ostankova Yu.V., Zueva E.B., Valutite D.E., Semenova D.A., Davydenko V.S., Totolian A.A. Genetic
diversity and drug resistance mutations of HIV-1 in Leningrad Region // Journal of Microbiology, Epidemiology and Immunobiology.
2022; 99 (1): 28-37. (In Russ.) doi: 10.36233/0372-9311-216

Sulima D.L., Suleymanova S.S., Yakovlev A.A., Koryagin V.N., Rassokhin V.V. Virological failures of primary interferon-free therapy
in patients with chronic HCV RNA viremia and successful repeated interferon-free therapy. HIV Infection and Immunosuppressive
Disorders. 2022; 14 (3): 100-109. (In Russ.) doi: 10.22328/2077-9828-2022-14-3-100-109

Ulyukin I.M., Rassokhin V.V., Sechin A.A., Orlova E.S. Decision-making style and emotional intelligence in post-COVID young people //
Marine Medicine. 2022; 8 (2): 61-69. (In Russ.) doi: 10.22328/2413-5747-2022-8-2-61-69

Valutite D., Ostankova Y., Semenov A., Lyalina L., Totolian A. Distribution of primary resistance mutations in Saint Petersburg in pa-
tients with chronic hepatitis C // Diagnostics (Basel). 2022; 12 (5): 1054. (In Russ.) doi: 10.3390/diagnostics12051054

Yastrebova E.B. HIV infection and new coronavirus infection in pregnant women: course and outcomes // Topical issues of HIV infec-
tion. Maternal and Child Health Protection: Materials of the International Research to Practice Conference. September 12-13, 2022:
184-185.

108 Rapport D'Activites 2021-2022



