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

LInstitut dispose d'une base matérielle moderne et d'un personnel scientifique de qualité
pour les recherches qui sont unies dans les cing départements:

- Département de microbiologie;

- Département de virologie;

- Département d'épidémiologie;

- Département d'immunologie;

- Département de nouvelles technologies.

A l'Institut fonctionnent:

- 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.

Deux centres de référence de la Fédération de Russie se sont implantés a l'Institut:

— Centre fédéral de la surveillance de la fievre typhoide;

— Centre fédéral de la surveillance des Yersinioses.

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 permanents: Z. Matveeva, E. Voitenkova, A. Zabrovskaya, M. Makarova, S. Egorova, L. Suzhaeva

Caracteristique génétique des souches
Escherichia coli des groupes sérologiques
026, 055 et O111

Les infections intestinales aigués avec manifestations de
la colite hemorragique (CH) et du syndrome hémolitique
et urémique (SHU), appelées Escherichia coli productrice de
shigatoxines (ang. STEC), sont propagées dans plusieurs
pays du monde et enregistrées sous forme de cas séparés
ou éclosions sporadiques. Parmi les souches E. coli un role
particulier revient aux souches pathogenes productrices
de vérotoxines (toxines similaires a schigella). E. coli 0157 H7
est le séroype le plus souvent associé aux éclosions et aux
issues cliniques graves des maladies, considéré aujourd’hui
sérotype a toxines similaires a shigella le plus répandu dans
le monde. Néanmoins, les sérogroupes, qui ne font pas par-
tie de 0157, notamment 026, 055, 0103, 0111 et 0145, sont
également connus pour leur potentiel pathogene et com-
posent le «top cing» des sérogroupes pathogénes pour
I’'homme tout en n'étant pas O157 similaire a shigella.

Matériels et méthodes. Ont été étudiées 76 souches
E. coli isolées chez les enfants, dont 53 souches de 026,
17 souches de O111 et 7 souches de O55. L'appartenance
sérotypique (O- et H-antigénes), les génes des facteurs de
virulence (produits des STX (stx1/stx1a, stx1c, stx1d, stx2/st-
X2a, stx2b, stx2c¢, stx2d, stx2e, stx2f, stx2g), de o-hémolysine
(hlyA), d’entérohémolysine (ehxA), du facteur d’'adhésion
de la proteine intimine (eae) et des génes codant pour les
pili (bfp), de méme que de régulation de transcription des
E. coli entéro-agrégatifs (EAEC) — aggR), ont ete détermi-
nés au moyen de la méthode PCR.

Les résultats de I'étude des souches sont présentés au
Tabl. 1. Le sérotypage a permis de classer les souches étu-
diées en six variantes sérologiques: 026:H11 (53 souches),
055:H6 (5 souches), 055:H7 (1 souche), 055:H21 (1 souche),
O111:H2 (12 souches) et O111:H8 (5 souches).

Selon nos données le groupe STEC a été composé de:
19 souches E. coli 026:H11, 5 souches E. coli O111:H8 et
1 souche E. coli O55:H7. Elles se caractérisaient toutes par la
présence des génes stx1/stx1a, eae, ehxA. 34 souches E. coli
026:H11, 5 souches E. coli O55:H6 et 12 souches E. coli O111:H2

possédaient les génes de virulence eae, bfp et hlyA, faisant
partie, selon cette caractéristique, du groupe des E. coli en-
téropathogenes (ang. EPEC). Une souche E. coli O55:H21 ne
possédait pas les genes de virulence STEC et EPEC, ayant en
méme temps les génes typiques pour le groupe EAEC.
Conclusions. La population des souches E. coli des
groupes sérologiques 026, 0111 et 055, isolées chez les en-
fants, est hétérogéne selon I'appartenance sérotypique et
la présence des génes codant les facteurs de pathogénéi-
té EPEC, STEC et EAEC. Les données obtenues témoignent
de la nécessite d’'une étude approfondie de la diversité in-
traspécifique de E. coli, de la définition des facteurs de pa-
thogénéité ou de leurs déterminants génétiques paralléle-
ment au sérotypage pour une identification définitive de
E. coli en tant qu’agents des infections intestinales aigués.

Caracteristique philogénétique

de la population de I'agent de la fiévre
entérique isolé en Fédération de Russie
en 2005-2018

S. Typhi est un agent relativement jeune qui se caracté-
rise par une bonne conservation du génome et la faculté
de clonage de la population. Pour évaluer la proximité phi-
logénetique des agents, qui se caractérisent par une forte
clonabilité, on utilise la méthode de génotypage basée sur
la détection de I'éventail complet des variations ortholo-
giques mononucléotidiques (de I'angl. single nucleotide
variations, SNV) localisées dans les zones aussi bien codants
que non codants du génome dans I'éventail des génomes
comparés. Le principe de SNV-typage des souches de S. Ty-
phi est utilisé afin d'étudier la variété génétique, évaluer la
structure de la population de I'agent et définir le degré de
parenté entre les souches unitaires ou entre les groupes de
souches.

Le séquencage complet du génome des souches S. Typhi
a été effectué sur 'appareil MiSeq (lllumina, Etats-Unis) avec
I'ensemble de réactifs MiSeq Reagent Kit v3 600 cycles (lllu-
mina, Etats-Unis). LADN génomique a ete isolé avec utilisati-
on de I'ensemble DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen). Les bi-
bliotheques génomiques ADN ont été préparées en utilisant

Tableau 1. Caractéristique moléculaire génétique de E. coli 026, 055, 0111, isolées chez les enfants atteints du syndrome

diarrhéique a Saint-Pétersbourg

Sérotype Nombre de Genes de virulence
E. coli souches stx1 stx2 eae bfp aggR hiyA ehxA
026:H11 19 stxla - + - - - +
026:H11 34 — - + = -
055:H6 5 - - + _ _
055:H7 1 stxla = + - = - -
055:H21 1 - - - - + _ _
O111:H2 12 - - + + = + -
O111:H8 5 stxla - - - - +
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I'ensemble de réactifs MiSeq Nextera XT (llumina, Etats-Unis).
Lassemblage et l'analyse génomique ont été effectués avec
CLC Genomics Workbench 8.0 (QIAGEN, Etats-Unis).

Pour reconstruire I'arbre phylogénétique au cours de
I'étude on a analysé une sélection de 1683 souches S. Ty-
phi composée de 92 souches d’origine russe, de méme que
les souches provenant des séquencages précédents. Ainsi
la sélection se caractérisait par une vaste période d'isole-
ment (de 1905 a 2013) et par son étendue géographique
(63 pays sur 6 continents: Asie, Afrique, Amérique du Nord
et du Sud, Europe, Australie et Océanie). La recherche des
SNV orthologiques a été effectuée avec utilisation de I'al-
gorithme d’analyse de données élaboré antérieurement
(Kuleshov K.V. et al., Infect. Genet. Evol., 2016). A titre de
génome de référence a été utilisée la séquence nucléotide
de la souche S. Typhi CT18 (AL513382). La matrice obtenue
des SNV orthologiques a été utilisée pour la reconstruction
phylogénétique au programme RAXML. A titre de mo-
dele des substitutions nucléotidiques a été utilisé celui de
GTR+l. Lanalyse utilisant la méthode de bootstrap a été ef-
fectuée avec le nombre de redoublements 1000. La visua-
lisation de I'arbre phylogénétique a été réalisée a 'aide du
programme Figtree v1.3.1. D'une maniere complémentaire
les isolats russes ont été analysés avec utilisation du pro-
gramme Genotyphi (https://github.com/katholt/genoty-
phi) conformément aux consignes du concepteur.

Sur l'arbre phylogénétique les souches russes S. Typhi
constituaient les groupes phylogénétiques particuliers, la
plupart des souches appartenant aux représentants de la
branche dominante H58 (Fig. 1).

La ligne phylogénétique de la branche H58 s'est avé-
rée hétérogene: les souches étudiées se sont réunies en
trois groupes phylogénétiques (G1, G2 et G3) cing autres
souches se caractérisant par les génotypes individuels (S1-
S5). 60,0% de souches de la branche H58 faisaient partie du
groupe phylogénétique G3 se caractérisant par un méme

phénotype et un mécanisme d’antibiorésistance: faible ré-
sistance aux fluoroquinolones due a la substitution mono-
nucléotidique gyrA Asp87Asn.

Le groupe phylogénétique G1 (11,2%) a été composé
des souches a forte résistance aux fluorquinolones due
a trois substitutions mononucléotidiques dans les genes:
gyrA (Ser83Phe, Asp87Asn) et parC (Ser80lle). Les souches
du groupe phylogénétique G2 (7,8%) se caractérisaient par
un méme mécanisme de résistance aux fluorquinolones
(faible résistance due a la mutation de gyrA Asp87Asn), mais
deux souches possédaient une résistance complémentaire
multiple due au plasmide IncHI1B. Cinqg souches S. Typhi de
la branche H58 avec les génotypes individuels (51-S5) se ca-
ractérisaient par la sensibilité aux antibiotiques ou par une
substitution mononucléotidique gyrA Ser83Tyr (faible résis-
tance aux fluorquinolones) qui ne se rencontrait pas dans
les souches d’autres groupes.

Les groupes phylogénétiques de la branche H58 ont
été composés des souches isolées sur divers territoires aux
années différentes. Les souches isolées dans le cadre d’une
éclosion ont été réunies en un seul groupe phylogénétique.
Lanalyse épidémiologique a démontré que les souches
isolées dans une éclosion/foyer (Saint-Pétersbourg 2006,
Kaliningrad 2012, oblast de Moscou 2013, oblast d'Irkoutsk
2016) se caractérisaient par les profils identiques de leur an-
tibiorésistance dus a des mutations identiques.

Dans le groupe des souches, ne faisant pas partie de la
lignée phylogénétique de la branche H58 (15,6%), presque
toutes les souches avaient en commun la sensibilité a tous
les antibiotiques sauf une qui se caractérisait par une subs-
titution mononucléotidique dans le géne gyrA Ser83Phe,
qui na été détectée dans les souches d'autres groupes
qu’en combinaison avec d'autres substitutions. Certaines
souches formaient les groupes phylogénétiques (que nous
avons désignés G4-G6), d'autres avaient des génotypes in-
dividuels (S6 et S7).

Figure 1. Arbre phylogénétique global construit sur la base des SNV orthologiques détectés parmi 1683 génomes S. Typhi.
La reconstruction de I'arbre a été effectuée utilisant la méthode de probabilité maximum, réalisée au programme RaxML.
Par la couleur verte est marquée la ligne phylogénétique du haplotype H58. Les branches de I'arbre portant les souches
russes S. Typhi sont marquées par la couleur rouge. Au cas, ou plusieurs isolats russes formaient un méme cluster, ils étaient
désignés comme phylogroupe «Gv, s’ils se présentaient individuellement, on les désignait comme phylogroupe «S»
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L'analyse des génomes séquencés avec utilisation du
programme Genotyphia démontré que la population russe
de l'agent de la fievre entérique est représentée par les
souches faisant partie de tous les quatre clusters primaires
dont le cluster 4 est le plus présent (83%) (Tabl. 2). A l'inté-
rieur de ce cluster la plupart des souches (82,6%) faisaient
partie de la sous-branche 4.3.1. Selon Wong et al. (2016) les
représentants de cette sous-branche proviennent des pays
du Sud-Est et du Sud Asiatique. Il convient de remarquer
que toutes ces souches appartenaient a la lignée phylogé-

nétique de la branche H58 dominante dans la phylogénie
globale. Par ailleurs a I'intérieur de la sous-branche 4.3.1. les
souches russes se groupaient d'une maniére complémen-
taire en deux lignées génétiques. La lignée 4.3.1.1 (68,5%)
était représentée principalement par les souches a faible
résistance aux fluorquinolones, due a la mutation dans le
gene gyrA (Asp87Asn) et la lignée 4.3.1.2 (14,1%) — par les
souches a faible résistance due a la substitution mononu-
cléotidique atypique dans le gene gyrA (Ser83Tyr) et les
souches a forte résistance conditionnée par trois substitu-

Tableau 2. Characteristics of S. Typhi strains isolated in Russia in 2005-2018 by the resistance mechanisms and phylogenetic

analysis (n =92)

Phylogroups S B fies 3
Geographic origin of isolates
Wong . Number Place and year .
Global Resistance genotypes . 5 A in reference set
etal., hvl EERi i B Rt (microreact.org/project/styphi)
2016 | Phylogeny g
St. Petersburg 2009 and 2011;
Leningrad region 2009;
Moscow 2011; . o )
1.2 nonH58_G6 WT 8 Tomsk 2015; Southeast Asia (100%) — Vietnam
Kyrgyzstan 2010;
Kazakhstan 2012
North America (50%) — Mexico
2.0.2 nonH58 gyrA (Ser83Phe) 1 St. Petersburg 2017 North Africa (50%) — Algeria, Tunisia
West Africa (33%) — Nigeria, Mali
nonH58_G5 wT 2 Kemerovo 2012 South America (27%) — Argentina
Southeast Asia (20%) — Vietnam,
232 .
Thailand
nonH58_S7 WT 1 Ulyanovsk 2010 North America (13%) — Mexico
West Asia (7%) — Turkey
St. Petersburg North Africa (50%) — Morocco
301 | nonH38_G4 WT 2 2010and 2011 South Asia (50%) — Pakistan
3.0.2 nonH58_56 gyrA (Ser83Phe) 1 St. Petersburg 2012 South Asia (100%) — India
Southern Africa (78%) — Malawi
South Africa (11%)
411 nonH58 WT 1 Voronezh 2015 West Africa (6%) — Mauritania
Central Africa (6%) — Cameroon
St. Petersburg 2006 (outbreak),
2007,2010-2012, 2014 and 2017;
Moscow 2011 and 2013
H58_G3 gyrA (Asp87Asn) 54 (outbreak);
Kaliningrad 2011 and 2012;
Khabarovsk 2012;
Voronezh 2014; Irkutsk 2015
4311, St. Petersburg 2008;
Khanty-Mansiysk 2009;
gyrA (Asp87Asn) 5 Jewish Autonomous
H58_G2 gyrA (Asp87Asn) + ) .
IncHI1B(R27) 2 region 2011; ) ]
pinc Irkutsk 2017 Southeast Asia (50%) — Vietnam, Laos,
St. Petersburg 2013 and 2015; Cambodia
South Asia (26%) — India, Bangladesh,
H58_52 wT ! Irkutsk 2012 Pakistan, Nepal, Sri Lanka, Afghanistan
H58_54 WT 1 St. Petersburg 2011 East Africa (10%) — Tanzania, Kenia
Kaliningrad 2011 and 2012; Southern Africa (9%) — Malawi
gyrA (Ser83Phe-+Asp87Asn) + Smolensk 201 1;.K|rov 2015;
Khanty-Mansiysk 2016;
H58_G1 parC (Ser80lle) ? Voronezh 2017; Krasnoyarsk
- gyrA (Ser83Phe+Asp87Asn) + 1 201’7, y
31s parC (Ser80lle) + p Incl St. Petersburg 2018
o Arkhangelsk 2015
gyrA (Ser83Tyr) +
H58_S1 0 IncHI1B(R27) 1 St. Petersburg 2006
H58_S3 gyrA (Ser83Tyr) 1 Arkhangelsk 2011
H58_S5 gyrA (Ser83Tyr) 1 St. Petersburg 2011

WT — wild type, susceptible to fluoroquinolones and other antibiotics.
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tions mononucléotidiques dans les genes: gyrA (Ser83Phe,
Asp87Asn) et parC (Ser80lle). Au reste, dans le cluster 4 une
souche S. Typhi, sensible aux antibiotiques, isolée en 2015
dans l'oblast de Voronezh, faisait partie de la sous-branche
4.1.1 et probablement était d'origine africaine.

La sous-branche 1.2.1 du cluster 1 comprenait 8 souches
S. Typhi sensibles aux antibiotiques appartenant a un seul
groupe phylogénétique G6. Il convient de remarquer que
cette sous-branche comprenait aussi les souches sensibles
S. Typhi de notre collection, isolées en Kirghizstan et Ka-
zakhstan en 2010 et 2012. Selon les données de Wong et al.
(2016), toutes les souches étudiées de la sous-branche 1.2.1
proviennent des pays du Sud-Est Asiatique.

Les clusters 2 et 3 et leurs sous-branches correspon-
dantes ont été représentés dans notre étude par les
souches unitaires S. Typhi sensibles aux antibiotiques ou
a faible résistance aux fluorquinolones due a la mutation
du géne gyrA (Ser83Phe), qui n‘a pas été détectée comme
seule substitution nucléotidique dans les souches d'autres
clusters.

L'évaluation de la proximité phylogénétique des souches
S.Typhi, importées en 2005-2018 sur les territoires adminis-
tratives de la Fédération de Russie, a démontré que plus de
80,0% de souches russes étaient dérivaient du clone inter-
national asiatique bien réussi se rapportant au groupe gé-
nétique — «sous-branche 4.3.1» (selon le schéma Wong) ou
aux représentants de la branche H58 provenant avec une
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forte probabilité des pays du Sud-Est et du Sud Asiatique.
Ce faisant en Fédération de Russie ce groupe génétique
dominant a été représenté a plus de 60,0% par les souches
identiques pour leur phénotype et le mécanisme de résis-
tance aux germicides: faible résistance aux fluorquinolones
due a la substitution mononucléotidique dans le géne gyrA
Asp87Asn. Les souches a forte résistance aux fluorquino-
lones, due a trois substitutions dans les genes gyrA et parC
de méme que les souches manifestant une résistance mul-
tiple aux antibiotiques (MDRST), faisaient partie de la sous-
branche 4.3.1. Dans les différentes périodes les souches de
cette sous-branche provoquaient les fievres entériques sur
tous les territoires de la Fédération de Russie. Il est authen-
tiquement établi que dans certains cas les malades se sont
trouvés contaminés pendant leurs voyages en Inde (il s'agit
des touristes russes et les personnes d'origine indienne
étudiant dans les universités de la Fédération de Russie).
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pour la Fédération de Russie.

Les résultats de I'étude ont servi de fondement a la consti-
tution d'une base de données russe de recensement des
propriétés biologiques y compris la sensibilité aux antibio-
tiques et la caractéristique génétique des souches de l'agent
de la fievre entérique enregistré en Fédération de Russie.
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Contamination des travailleurs migrants
de I’Asie Centrale et des habitants
permanents de Saint-Pétersbourg par les
agents de la diphtérie et la réceptivité
al'infection

Actualité de I'étude. D'importants phénomenes migra-
toires, caractérisant les métropoles, y compris Saint-Péters-
bourg, exigent une étude exhaustive de la contamination
des travailleurs migrants arrivant avec les visas de travail.
A Saint-Pétersbourg la majorité des migrants sont des
travailleurs venant d’Ouzbékistan et de Tadjikistan. Selon
les données officielles les cas de diphtérie ne sont pas en-
registrés dans ces pays. Pourtant les études de 'OMS ont
établi que plus de la moitié de la population de Tadjikistan
n'a aucune protection contre la diphtérie. Les données sur
I'Ouzbékistan sont inexistantes. C'est pourquoi l'infection
pouvait étre importée des républiques de I'Asie Centrale,
surtout celles frontaliéres des pays endémiques pour la
diphtérie. Pour cette raison il est indispensable d’avoir les
informations sur la contamination des travailleurs migrants
et des habitants de Saint-Pétersbourg par I'agent de la di-
phtérie et sur la protection contre cette infection.

Matériels et méthodes de I'étude. Les matiéres biolo-
giques pour I'examen de laboratoire ont été prélevées aux
370 migrants, le groupe témoin étant composé de 320 re-
présentants de la population adulte de Saint-Pétersbourg.
On a étudié les frottis du mésopharynx et du nasopharynx
pour détecter la présence de Corynebacterium diphtheriae,
et le sang — pour détecter la présence des anticorps an-
titoxiques contre la diphtérie. Les souches C. diphtheriae
ont été identifiées au moyen des tests biochimiques et
les méthodes génétique et phénotypique. La protection
contre la diphtérie a été étudiée en définissant le niveau
des anticorps antitoxiques au sérum sanguin par I'analyse
immuno-enzymatique. Toutes les données obtenues ont
été traitées par les méthodes adéquates de la statistique
mathématique.

Résultats de I'étude. Chez les travailleurs migrants
les souches C. diphtheriae ont été révélées dans 1,6% de
cas. Dans le groupe-témoin composé des habitants de
Saint-Pétersbourg aucune souche na été révélée. Selon les
données du service épidémiologique en ce méme temps
dans la population autochtone de Saint-Pétersbourg les
souches de C. diphtheriae ont été révélées dans 0,2% de
cas, c'est-a-dire 80 fois moins souvent. Chez les travailleurs
migrants d’Ouzbékistan ont été obtenues 83 souches
de C. diphtheriae et encote 17% chez les migrants de Ta-
djikistan. Chez les pétersbourgeois le biovar gravis a été
révélé dans 25% de cas et chez les migrants — dans 83%
de cas (p < 0,001) dont la majorité étaient de l'oblast de
Samarkand. Le Elek-test phénotypique n’a pas révélé des
propriétés toxigénes pour aucune souche isolée. Dans la
réaction polymérasée en chaine 17% de souches se sont
avérées positives (c'est-a-dire ayant un géne «silencieux»
de toxigénicité).

Les résultats de I'étude d'immunité antitoxique anti-
diphtérique spécifique ont démontré que les habitants
autochtones de Saint-Pétersbourg sont protégés contre
la diphtérie a 95% tandis que les travailleurs migrants arri-
vant dans la ville ne le sont qu’a 66% (p < 0,001). Leur taux
moyen des anticorps antitoxiques globaux est de 0,56 ui/
ml. Celui des habitants autochtones de Saint-Pétersbourg
est de 0,82 ui/ml. Lindice moyen d'avidité des anticorps
antitoxiques antidiphtériques chez les travailleurs mi-
grants est de 38% et celui des habitants autochtones de
Saint-Pétersbourg est de 56% (p < 0,01) tandis que l'indice
protecteur de l'avidité est de 30%. La particularité des tra-
vailleurs migrants de tous les pays est que la moitié des
personnes examinées (50%) possede le degré de protec-
tion des anticorps suffisant et I'autre moitié (50%) a le de-
gré de protection de la diphtérie minime (7%) ou certain
(43%). L'étude des degrés des anticorps n'a révélé aucune
particularité due a I'age.

Conclusion. La forte circulation des souches de C. di-
phtheriae parmi les travailleurs migrants, la prolifération
de la variante biochimique gravis, l'existence des souches
avec le gene «silencieux», la protection insuffisante des tra-
vailleurs migrants de la diphtérie, leur forte concentration
dans les lieux de séjour temporaire, difficultés socio-éco-
nomiques auxquelles ils se confrontent pendant le séjour,
accessibilité insuffisante des services médicaux — autant
de facteurs qui témoignent de la situation insatisfaisante
autours de I'infection diphtérique dans le milieu des travail-
leurs migrants et qui exigent la mise en oeuvre de certaines
manifestations visant a la prévention de l'instabilité épidé-
miologique a Saint-Pétersbourg.

Suivi sérologique au cas de l'infection
coquelucheuse

1. En Russie, comme dans plusieurs autres pays, la vacci-
nation des nourissons contre la coqueluche dans les années
50 du XX-éme siecle a abouti a une forte baisse d'incidence
de cette infection. Le calendrier de vaccination national en
vigueur comprend une vaccination primaire des enfants de
la premiére année de vie, composée de trois doses, et une
revaccination un an aprés la fin de la série primaire. Pour
la vaccination et la revaccination on utilise principalement
les vaccins a cellules entieres, plus rarement — les vaccins
acellulaires. Les indices de morbidité restent élevés dans
les grandes villes ou tombent malades principalement les
enfants de I'age scolaire. Lobjectif de I'étude était I'appré-
ciation de la durée de protection contre la coqueluche des
enfants, ayant obtenu le cours complet de vaccination, par
la détection des indices sérologiques de I'infection coque-
lucheuse subie récemment.

Matériels et méthodes. Les échantillons du sérum san-
guin obtenus de 395 enfants de Saint-Pétersbourg de 3
a 13 ans compris, ayant recu le cours complet de vaccina-
tion (4 doses), ont été étudiés au sujet de la présence des
anticorps contre la toxine coquelucheuse (IgG, AgA). Le ni-
veau IgG 40 ui/ml et plus a été estimé comme présentant
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une infection coquelucheuse subie au cours de 12 derniers
mois, y compris le niveau IgG 100 ui/ml et plus avec n'im-
porte quelle valeur IgA, ou le niveau IgG de 40 a 100 ui/ml
avec le niveau IgA 12 ui/ml et plus, — comme indice de la
coqueluche subie au cours de 6 derniers mois.

Résultats. Les indices sérologiques de I'infection subie
au cours de 12 derniers mois ont été révélés chez 10,6%
d’enfants avec augmentation de la part des enfants séro-
positifs a partir de sept ans (r> = 0,812). Parmi eux les indices
sérologiques de la coqueluche subie au cours de 6 derniers
mois ont été révélés chez 4,3% d’enfants avec augmenta-
tion de leur part a partir de dix ans (> = 0,786).

Conclusions. Les résultats obtenus témoignent de ce
que l'immunité coquelucheuse post-vaccinale faiblit vers
I'dge de scolarité, et les enfants deviennent réceptifs a I'in-
fection, ce qui confirme la nécessité de la revaccination
avant le commencement de la scolarité a I'age de 6-7 ans.

2. La coqueluche est traditionnellement considé-
rée comme une infection infantile. Ainsi de 2006 a 2015
a Saint-Pétersbourg on enregistrait de 15 a 33 cas de co-
queluche par an chez les adultes (indices de 0,39 a 0,84 par
100 000 habitants) et de 349 a 1394 cas chez les enfants de
moins de 14 ans (indices de 64,96 a 241,9 par 100 000 ha-
bitants). Mais comme l'ont démontré les études effectuées
dans plusieurs pays de I'Europe, au Japon et aux Etats-Unis,
le niveau d'incidence des adultes de fait est supérieur de
dizaines et méme de centaines de fois celui annoncé par
les statistiques officielles. Les personnes adultes (parents,
autres membres de la famille, personnel médical), de
méme que les freéres et soeurs ainés deviennent source de
la coqueluche pour les enfants de la premiére année de
vie. Lobjectif de cette recherche est la définition du véri-
table niveau d'incidence de la coqueluche de la population
adulte de Saint-Pétersbourg utilisant comme marqueur de
I'affection/«<immunisation latente» le taux élevé d'anticorps
aint-toxine coquelucheuse.

Matériels et méthodes. Ont été examinées 538 per-
sonnes adultes a I'age de 18 a 82 ans (dge moyen 41,2 ans),
dont 333 femmes et 206 hommes, qui ont sollicité des
consultations au centre médical a propos de leurs affec-
tions extra-pulmonaires. Méthode de I'examen: IFA pour
déterminer le taux d'anticorps anti-toxine coquelucheuse
(IgG, IgA).

Résultats. Les anticorps anti-toxine coquelucheuse de
la classe G ont été détectés chez 87 personnes (16,2% du
nombre total des examinés), y compris chez 27 personnes
(5,1%) qui manifestaient les marqueurs sérologiques de la
coqueluche subie récemment. La part des personnes séro-
positives a été au maximum dans les catégories d'age de
18-29 et de 30-39 ans (respectivement 21,4% et 19,9%) avec
une diminution ultérieure jusqu’a 5,7% pour la catégorie de
50-59 ans. Parmi les examinés agés de 60 et plus la part
des personnes séropositives a cru encore jusqu’a 13,9%.
La plus grande part des personnes examinées, manifestant
les marqueurs de l'infection subie récemment, a été aussi
détectée dans la catégorie d’age de 18-29 ans (6,4%).

Conclusion. Les données obtenues témoignent d'une
importante implication des personnes adultes au pro-
cessus épidémique coquelucheux a Saint-Pétersbourg.
Les adultes de moins de 40 ans composent le groupe de
risque. Le facteur inquiétant est l'augmentation de la part
des personnes séropositives dans la catégorie de 60 ans et
plus a cause du risque croissant d’'une évolution plus sévere
et compliquée de la maladie dans ce groupe.

Perfectionnement du suivi microbiologique
de Yersinia pseudotuberculosis basé sur
l'utilisation des nouvelles méthodes

de génotypage

Les systemes CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspa-
ced Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated proteins)
servent de mécanisme de défense adaptive des proca-
ryotes du matériel génétique étranger. Les séquences
espaceurs uniques des locus CRISPR détiennent les frag-
ments d’ADN obtenus principalement des bactériophages
et plasmides reflétant I'histoire évolutionniste de la cellule
bactérienne. Ainsi les espaceurs des locus CRISPR servent
de marqueur moléculaire informatif dans les études phy-
logénétiques et le typage intraspécifique pour les besoins
du suivi microbiologique des souches circulantes. Grace au
polymorphisme intraspécifique accentué des séquences
espaceurs le haut pouvoir de résolution du typage CRISPR
est indiqué dans I'étude de Y. pestis.

Cette étude se donnait pour objectif I'élaboration d'un
algorithme bio-informationnel de recherche et d’analyse
des systemes CRISPR/Cas Y. pseudotuberculosis avec utilisa-
tion de la base de données GenBank.

Matériels et méthodes. Pour la recherche des systémes
CRISPR/Cas ont été utilisées les séquences génomiques en-
tieres des souches Y. pseudotuberculosis, représentées dans
la base de données NCBI. Ont été utilisés I'éditeur d'aligne-
ment de séquences biologiques BioEdit et les applications
en ligne CRISPRONne et CRISPRDetect. Pour le screening des
phages et des plasmides dans les sites espaceurs on s'est
servi de l'application en ligne CRISPR Target et de l'algo-
rithme de recherche BLASTn. Les amorces pour détection
des locus CRISPR ont été choisies avec utilisation de I'appli-
cation en ligne Primer-BLAST.

Résultats. Le systeme CRISPR/Cas Y. pseudotuberculosis
inclut de un a trois locus YP1, YP2 et YP3 et un ensemble
de cas-génes (systeme CRISPR/Cas de premiére classe, type
IF), composé du géne cas! universel pour les systemes
de tous les types et des génes spécifiques pour les types
cas3f, cas8f, cas5f, cas7f et cas 6f. La séquence de leadership,
a partir de laquelle commence la transcription du locus
CRISPR, peut étre située soit devant, soit aprés lui. Les lo-
cus CRISPR sont situés dans le génome a une certaine dis-
tance I'un de l'autre. La séquence unique des répétitions
est composée de 28 nucléotides. Le nombre de répétitions
et des espaces dans les locus est différent. Le locus YP1 est
assez conservateur. Le locus CRISPR YP3 est le plus variable.
On peut supposer que le systeme CRISPR/Cas Y. pseudotu-
berculosis, composé de deux-trois locus réciproquement
éloignés, fonctionne en plus grande mesure a I'égard de
ce locus, ajoutant d'autres séquences espaceurs a la suite
d’une interaction avec les éléments génétiques étrangers
transposables.

Les informations obtenues suite a l'application des mé-
thodes bio-informationnels programmables a permis d’éla-
borer un panel des amorces afin de révéler les locus CRIS-
PR, spécifiques pour I'espéce Y. pseudotuberculosis, par la
méthode PCR. Actuellement les amorces aux locus YP1 et
YP3 sont utilisées pour I'étude de 34 souches de Y. pseudotu-
berculosis des sérotypes O:1 et O:3 isolées dans plusieurs ré-
gions de Russie a partir de différentes sources. Il est démon-
tré que 30 souches ont deux locus CRISPR — YP1 et YP3,
3 souches ont un seul locus YP1 et 1 souche a le locus YP3.
On a effectué le séquencage des locus CRISPR YP1 et YP3
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(taille jusqu’a 1000 paires de nucléotides) de cing souches.
A été révélée la variabilité des longueurs des locus et des sé-
quences espaceurs. Les locus YP3 des trois souches se carac-
térisent par les séquences espaceurs identiques qu’on peut
expliquer par la zone géographique commune d’isolement
de ces souches. Deux autres souches ont des locus YP1 et
YP3 individualisés. Les séquences des locus sont déposées
dans la banque de données GenBank sous les numéros
KX592595, KX592596, KX592597, KX592598, KX592599.

La recherche bio-informationnelle des phages et plas-
mides au moyen des séquences espaceurs a fourni les ré-

sultats indéniables a I'égard des prophages Y. similis str. 228,
Y. pseudotuberculosis str. ATCC 6904; bactériophages Salmo-
nella, Shigella; plasmides E. coli O157:H7 (pSS17, pEC4115),
Salmonella enterica (pCFSAN), Proteus vulgaris (Rts1). Les re-
cherches et I'analyse ultérieure des systemes CRISPR/Cas de
Y. pseudotuberculosis seront continuées.

Conclusions. A été élaboré l'algorithme bio-informa-
tionnel de recherche des systémes CRISPR/Cas des souches
de Y. pseudotuberculosis, représentées dans la base de don-
nées GenBank. A été démontrée la possibilité de CRISPR-ty-
page pour le suivi des souches circulantes.
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Les principaux axes de l'activité de laboratoire en 2017-
2018 consistaient en perfectionnement des technologies
du suivi et du contréle épidémiologique des infections
d’actualité sur le fondement des approches moléculaires
génétiques et immunologiques. Dans le cadre de cette op-
tion a été effectué le travail visant aux objectifs suivants:

Optimation de I'analyse plasmidique pour
les besoins du typage rapide des souches
et isolats de Coxiella burnetii

Les souches et les isolats de C. burnetii peuvent étre
porteurs d'une des quatre plasmides qui different selon
leur composition génique. Certains auteurs supposent
que le type de la plasmide peut s'associer avec le degré
de virulence d'un isolat concret en vertu de la production
génique spécifique qui participe en interaction avec la
cellule héte. Il a été proposé plusieurs schémas de typage
plasmique pour C. burnetii, mais il est nécessaire d'optimer
cette méthode pour le travail avec les isolats non-cultivés
avec les petites accumulations de la masse bactérienne du
pathogéne.

Il a été effectuée une analyse de la séquence nucléoti-
dique des plasmides QpH1, QpRS, QpDV et sélectionnés les
amorces oligonucléotidiques assurant I'amplification des
produits typo-spécifiques. La vérification de la spécificité
a été faite en utilisant les souches, dont le type plasmidique
était défini par la méthode d'analyse génomique compléte.

On a étudié 9 souches de collection C. burnetii et trois
isolats non-cultivés de ce pathogéne qui n‘ont pas passé le
stade d’accumulation et qui étaient isolés sur le territoire
de la partie européenne de la Russie.

Il a été établi pendant I'étude que le type plasmidique
QpH1 (Tabl. 3) est caractériel pour la grande majorité des
souches de collection C. burnetii isolées sur le territoire de
la Russie. Le type QpRS a été observé pour les souches iso-
lées dans les pays de I'Asie Centrale et les souches russes
probablement importées de cette région avec les matiéres
premiéres d’origine animale (laine).

Les études effectuées ont prouvé qu'elles font partie
toutes du type plasmidique QpH1. On peut supposer que
dans la partie européenne de Russie ce type est dominant
dans les foyers naturels et anthropurgiques.

Analyse comparée des séquences
génomiques entiéres des souches

de Coxiella burnetii circulant sur le territoire
de la Russie

Coxiella burnetii est I'agent pathogéne particulierement
dangereux. La recherche et I'étude de ses marqueurs gé-
nétiques significatifs pour la différenciation et importants
du point de vue épidémiologique de ses propriétés phé-
notypiques, associées notamment aux facteurs de la spéci-
ficité d’hoéte et au rattachement géographique, sont d'une
grande actualité. Lanalyse des particularités génétiques
des souches de la population de C. burnetii, circulant sur
le territoire de Russie et dont I'information sur la structure
du génome entier a été absente jusqu‘au dernier moment,
compléte en partie la lacune informative sur les caractéris-
tiques de cette population.

Afin d’analyser les génomes entiers a été réalisée une
étude utilisant la méthode de séquencage nouvelle géné-
ration (séquencage haut débit, NGS) de quatre souches de
C. burnetii, isolées sur le territoire de Russie a partir de deux
types d’héte (humain et anthropodes). Le séquencage
a été effectué sur la base de la technique Illlumina (Etats-
Unis), technologie MiSeq, en utilisant la stratégie des paires
de lecture et des code-barres.

L'analyse des génomes entiers des souches russes de
C. burnetii, réalisée dans le cadre de ce groupe et en la com-
parant aux séquences génomiques entieres de C. burnetii,
accessibles dans la base de données NCBI, a confirmé la
conception du pangénome fermé de l'espéce C. burnetii
qui se caractérise par une faible variété génétique intras-
pécifique, y compris de la population circulant sur le terri-
toire de Russie. Pourtant l'analyse de la partie variable du
génome et de la composition des génes uniques a révélé

Tableau 3. Type plasmidique des souches et isolats de C. burnetii

Name Year of isolation Place of isolation Source Plasmid type
Ixodes — 2 — Luga 1962 Luga district of Leningrad Region Ixodes persulcatus QpH1
Ixodes — 6 — Luga 1962 Luga district of Leningrad Region Ixodes persulcatus QpH1
Cimex — 1 —Luga 1959 Luga district of Leningrad Region Cimex lecturalius QpH1
Yellow-necked mouse — Luga 1959 Luga district of Leningrad Region Apodemus flavicolis QpH1
Vologda — 2 1987 Vologda Blood of a patient with Q fever QpH1
Cheredov 1955 Kazakhstan Blood of a patient with Q fever QpRS
Leningrad — 4 1957 Leningrad Blood of a patient with Q fever QpRS
Ufa—1 1960 Ufa Blood of a patient with Q fever QpH1
Irkutsk — Dermacentor 1969 Irkutsk Region Dermacentor nuttalli QpH1
Sorex — 2008 2008 St. Petersburg Sorex araneus QpH1
Apodemus — 2008 2008 St. Petersburg Apodemus agrarius QpH1
AM — 2010 2010 St. Petersburg Blood of a patient with Q fever QpH1
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la délétion de certains d’eux dans le groupe des souches
russes, qui ne se trouve pas dans d‘autres souches de la
collection mondiale, ce qui permet de parler de leur type
génomique unique.

Pendant l'analyse des éventuels mécanismes de pa-
tho-adaptation a été révélée une clastérisation exprimée
dans le groupe des souches russes selon le type d’héte, les
différences des génomes a l'intérieur des clusters étant mi-
neures. En comparant le nombre de cadres de lecture dé-
|étés ouverts des génomes des souches isolées a partir des
arthropodes et des humains, il a été établi que le génome
des souches, obtenues des arthropodes, est sensiblement
plus réduit malgré I'affirmation de plusieurs auteurs selon
laquelle la réduction génomique des souches des arthro-
podes est insignifiante.

Ainsiles résultats obtenus permettent de caractériser les
propriétés uniques des génomes des souches isolées sur le
territoire de Russie et compléter les représentations sur la
spécificité d’hote des Coxiella encourageant les études ul-
térieures de ses mécanismes.

Contamination des tiques et des oiseaux
migrateurs par I'agent de Coxiella burnetii

Dans le cadre de la recherche, assurée par la prime ACIP
A-08-2010 de I'Institut Pasteur a Paris, a été effectuée une
étude de contamination des oiseaux par la bactérie C. bur-
netii afin d'apprécier les possibilités de diffusion de C. bur-
netii par les oiseaux migrateurs et les tiques parasitant sur
eux dans les différentes régions de I'Europe.

Dans le cadre de ce travail ont été étudiées les matieres
biologiques (sang, sérum sanguin et féces) obtenues de
1970 spécimens d'oiseaux migrateurs de 53 especes, attra-
pés sur le territoire de Russie (régions de la mer Baltique) et
Bulgarie (régions d’Atanasovsko Lake et de Sofia), et de 888
tiques, trouvés sur les oiseaux et la végétation dans les sites
de leur stationnement. La détection de C. burnetii a été me-
née en utilisant la réaction polymérasée en chaine (PCR),
les résultats positifs obtenus étant confirmés par séquen-
cage des fragments ciblés du gene 168rRNA avec la mé-
thode Sanger. La présence des anticorps contre C. burnetii
dans les sérums sanguins des oiseaux a été déterminée par
la réaction de déviation du complément.

Suite a ces études il a été établi que 19% d'oiseaux mi-
grateurs, attrapés dans la région de la mer Baltique, sont
atteints par les Ixodes ricinus (L). Dans les rougets de ces
tiques, enlevés de Erithacus rubecula, de méme que dans
les tiques des différentes espéces, trouvés sur la végétation
dans les sites de stationnement des oiseaux migrateurs, ont
été détectés les C. burnetii et dans les sérums sanguins —
les anticorps contre ce pathogene. Les résultats de l'exa-
men des oiseaux par la méthode PCR témoignent de leur
contamination a 1,2% par I'agent de C. burnetii.

Les résultats obtenus permettent de suggérer que les
sites de stationnement des oiseaux migrateurs dans les
régions de la mer Baltique (Russie), d’Atanasovsko Lake et
de Sofia (Bulgarie) sont des foyers naturels de I'infection
a C. burnetii. Il est confirmé que les oiseaux migrateurs
servent de réservoir naturel de ce pathogene et peuvent
jouer un réle important comme hétes véhiculant les tiques
contaminés par C. burnetii. On peut supposer que dans les
sites de stationnement massif aprés de longs passages les
oiseaux migrateurs obtiennent ou s'échangent des agents
pathogénes. Ce faisant ces processus peuvent se dévelop-

per aussi bien pendant les migrations depuis I'Europe cen-
trale ou occidentale (avec le plus grand nombre de sujets
migrants — 43,4%), que pendant les migrations depuis
I'Inde (6%) et depuis I'Afrique (39%) avec arréts sur le terri-
toire de la Bulgarie et continuation vers le nord-ouest de la
Russie. Mais pour confirmer de telles hypotheses il faut ef-
fectuer les examens moléculaires génétiques complémen-
taires de l'agent provenant des régions indiquées.

Diagnostic moléculaire de la fievre Q sur
le territoire de la Russie

Etant donné la constitution relativement tardive des
anticorps (plus de 10 jours apres la contamination), le dia-
gnostic moléculaire de lI'agent de la fievre Q dans le sang
des patients fievreux est d’'une grande actualité dans le
diagnostic de cette infection. Au moyen de I'amplification
du fragment du géne, codant le superoxyde dismutase,
ont été étudiés 86 échantillons de sang entier obtenus des
malades avec suspicion de la fiévre Q. Les principales ma-
nifestations de I'infection ont été les différents types d'état
grippal, la pneumonie communautaire ou la subfébrilité
prolongée (au-dela d’'un mois). Une PCR standard a été
effectuée avec la vérification ultérieure des résultats par
séquencage utilisant la méthode de Sanger. Parallélement
a été réalisée une réaction immuno-enzymatique pour dé-
tecter les anticorps contre Coxiella burnetii dans le sérum
sanguin obtenu de ces mémes patients.

Dans les échantillons étudiés les anticorps contre le pa-
thogéne n‘ont pas été révélés. LADN du pathogéne a été
détecté dans trois échantillons (3,49%) par la PCR stan-
dard. Lanalyse des fragments amplifiés de 'ADN a établi
une homologie a 100% de la séquence nucléotide avec les
souches de l'espéce C. burnetii, qui confirme la spécificité
de cette analyse. Les résultats positifs de la PCR ont été ob-
servés dans deux cas de l'affection simili-grippale et dans
un cas de la subfébrilité chronique. La détection de C. bur-
netii par les techniques moléculaires génétiques permet de
diagnostiquer la fievre Q a des stades précoces de la mala-
die et au cas d'absence de la réponse immunitaire, qui est
un aspect important d'utilisation de cette méthode dans le
diagnostic clinique de laboratoire.

Prévalence des infections transmises
par les tiques dans la région Nord-Ouest
de Russie

On a continué le travail dans le cadre du projet interna-
tional commun réalisé ensemble avec l'Institut norvégien
de la santé publique «Maladies a tiques dans la région de la
mer de Barents et sur le littoral ouest de la Norvege» visant
a I'étude de prévalence des pathogénes a tiques pour les
besoins de surveillance des maladies a tiques avec défini-
tion des frontiéres de prévalence des agents des infections
transmises par les tiques.

A été étudiée la contamination des tiques avec les agents
de I'encéphalite et des borrelioses a tiques, de la fievre Q et
de l'anaplasmose granulocytaire de I'homme. Les tiques
ont été ramassées pendant la période de printemps-été
2015-2016 a partir de la végétation sur le drap blanc sur les
territoires de Saint-Pétersbourg, des oblasts de Léningrad,
Pskov, Arkhangelsk et la République Carélie.

Dans les zones endémiques de 5 régions de Russie 1499
tiques ont été ramassées et examinées par la méthode de
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la PCR en temps réel. Il a été établi que dans la région Nord-

Ouest la contamination moyenne des tiques par le virus de

I'encéphalite a tiques Borrelia burgdorferi s.l. et C. burnetii

a fait respectivement 2,6%, 15,4% et 9,2%. Le génotypage

de B. burgdorferi s.l. a révélé dans les échantillons étudiés

une égale proportion de génomes spécifiques B. afzelii

(50%) et B. garinii (50%). Les données obtenues témoignent

de la présence des foyers naturels des maladies transmises

par les tiques sur les territoires étudiés.

Pendant la période de 1996 a 2016 ensemble avec le
«Centre fédéral d’hygiéne et d'épidémiologie» de Rospotre-
bnadzor et le département de la parasitologie du «Centre
d’hygiene et d’épidémiologie de la ville de Saint-Péters-
bourg» a été effectuée une analyse de la situation écolo-
gique et épidémiologique de l'encéphalite a tiques sur le
territoire de Saint-Pétersbourg, qui est la mégapole la plus
nordique de Russie ou se conservent les foyers persistants
de I'encéphalite a tiques.

e || a été révélé que les tiques des espéces Ixodes persul-
catus et Ixodes ricinus servent d'essentiels transporteurs
du virus de I'encéphalite a tiques a Saint-Pétersbourg
(respectivement a 85% et 15%).

® Le nombre de demandes d'aide médicale au cas de mor-
sure de tique a Saint-Pétersbourg augmente, l'incidence
globale ayant une tendance a la baisse mais moins ra-
pide gu’en moyenne en Russie.

e Le principal groupe de risque d‘affection par I'encépha-
lite a tiques a Saint-Pétersbourg est composé des en-
fants de 3 a 14 ans qui est une particularité de Saint-
Pétersbourg comparé a d’autres régions de Russie. Pour
cette raison il est recommandé d’adopter les principales
mesures préventives dans cette catégorie d'age.

e Le niveau d'immunisation de la population de Saint-
Pétersbourg contre I'encéphalite a tiques, tout en aug-
mentant, reste encore insuffisant. Pourtant I'absence
des cas de contamination de I'encéphalite a tique dans
les groupes de population professionnellement exposés
témoigne de l'efficacité de la prévention menée dans
ces groupes.

Sous l'influence dés activités humaines, par exemple,
des coupes des foréts primaires et brilages d'andains
dans les zones périphériques de Saint-Pétersbourg et dans
I'oblast de Léningrad, augmente le nombre de tiques et se
diffuse dans la population de ces régions le virus de I'en-
céphalite et les borrelioses a tiques. Nous avons effectué
une détection du virus de I'encéphalite a tiques et des
borrélies de I'ensemble de B. burgdorferi sensu lato et de
Rickettsia sp. dans les tiques enlevées des hommes a l'aide
des méthodes moléculaires et génétiques.

La contamination par le virus de I'encéphalite a tiques
a fait 1%. L'ADN des borrélies a été détecté dans 9,8%
d’échantillons. Lors de séquencage du géne ospC il a été
établi que I'ADN de Borrelia afzelii est présent dans tous les

échantillons. Dans les tiques saturées les rickettsies n‘ont
pas été détectées. On a effetué I'analyse de la prévalence
des pathogenes comparée aux données des auteurs natio-
naux et étrangers. Les données obtenues peuvent servir de
base de perfectionnement du schéma des manifestations
anti-épidémiques dans les régions controélées. Les résultats
du travail justifient la nécessité du suivi ultérieur de l'en-
céphalite a tiques au nord de la partie européenne de la
Russie afin d’assurer la protection de la santé de la popula-
tion contre ces infections compte tenu de leur diffusion sur
les territoires du nord.

Etude de contamination des travailleurs
migrants, occupés sur le territoire

de Saint-Pétersbourg, par les agents des
infections zoonoses

Afin de détecter la contamination par les agents des
infections zoonoses (brucellose, fievre Q, leptospirose)
ont été étudiés les sérums sanguins obtenus de 142 tra-
vailleurs migrants d’Ouzbekistan et de Tadjikistan, dont
85% d’hommes et 15% de femmes. Leur structure d'age
a été pratiquement toujours la méme: 97% de travailleurs
migrants examinés avaient moins de 50 ans. Le groupe
témoin a été composé de 320 habitants de Saint-Péters-
bourg, pratiquement en bonne santé. Leur composition
sexospécifique et la distribution d’age étaient similaires
a celles du groupe des travailleurs migrants étudié.

L'examen des sérums sanguins des travailleurs migrants
au sujet des infections zoonoses a permis de détecter les
anticorps contre tous les trois agents (Tabl. 4).

Les distinctions substantielles dans la contamination
des travailleurs migrants par les Brucella et les Coxiella
comparés aux habitants autochtones de Saint-Pétersbourg
permettent de suggérer de maniére certaine que la conta-
gion a eu lieu en dehors de la mégapole. Cette suggestion
est confirmée indirectement par une large diffusion de la
brucellose et la coxiellose en Ouzbekistan et Tadjikistan due
au régime socio-économique de ces pays et la distribution
du cheptel collectif entre les exploitations individuelles.
On y assiste a la baisse d'efficacité des mesures de préven-
tion a caractere anti-épizootique et anti-épidémique, suite
a quoi ces infections revétent un caractéere de diffusion
épidémique. Contrairement a la brucellose et la coxiellose,
la contamination des travailleurs migrants par les leptos-
pires vraisemblablement a eu lieu a Saint-Pétersbourg.
Les preuves en sont pratiquement les mémes indices de
contamination par ce pathogéne des travailleurs migrants
et des habitants autochtones de Saint-Pétersbourg. D’autre
part chezles travailleurs migrants on a détecté les anticorps
contre les leptospires des sérogroupes Icterogemorrhagiae
et Canicola, qui caractérisent I'étiologie de la leptospirose
a Saint-Pétersbourg.

Tableau 4. Résultats d’examen des travailleurs migrants résidant a Saint-Pétersbourg et des habitants autochtones de la ville
au sujet de la présence des anticorps contre les infections zoonoses

Pays du lieu de séjour Détection des anticorps contre les agents pathogénes
permanent Total examinés Coxiella burnetii Brucella Leptospira
Ouzbekistan 13 11 (9,7%) 2(1,8%) 3(2,7%)
Tadjikistan 29 3(10,3%) 4(13,8%) 1(3,4%)
Russie — Saint-Pétersbourg 320 2 (0,6%) 1(0,3%) 10 (3,1%)
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La possibilité de contamination des travailleurs mi-
grants par les leptospires a Saint-Pétersbourg s'explique,
pour beaucoup, par le caractere du travail qu'ils accom-
plissent: ouvriers de peu de qualification sur les chantiers
de construction, aux marchés (débardeurs), avec les équi-
pements collectifs (balayeurs, agents de nettoyage), de
méme que par les conditions de vie défavorables qui n'ex-
cluent pas les contacts avec des rongeurs synanthropes
qui, comme on sait, dans les conditions de vie d'une grande
ville servent de source d'infection pour plus de 30% de per-
sonnes contaminées.

En régle générale I'homme sert d'impasse biologique
(écologique) aux agents des zooantroponoses. Pour cette
raison, contrairement aux anthroponoses, les travail-
leurs migrants, contaminés dans le passé par les agents
de leptospirose, fievre Q et brucellose, ne représentent
pas un danger réel pour les habitants autochtones de
Saint-Pétersbourg. Pourtant dans certains cas les agents
pathogenes énumérés persistent longuement dans l'or-
ganisme humain. L'évolution chronique, typique pour la
brucellose et la coxiellose, et les lésions pathologiques
qui se conservent longuement apres la leptospirose su-
bie (dans plusieurs cas non diagnostiquée), font dans une
grande mesure baisser la qualité de vie des travailleurs
migrants, diminuent leur aptitude au travail et augmen-
tent la charge pesant sur les établissements médicaux de
Saint-Pétersbourg.

Etude de la diversité biologique des agents
de Leptospira spp.

Dans le cadre de la recherche, assurée par la prime PTR
No. 30-17 de I'Institut Pasteur a Paris — «Global diversity,
genomic epidemiology and pathogen evolution of Lep-
tospira spp.» (GlobE Evolution), ont été conditionnées
50 souches originales de Leptospira spp. provenant de la
collection du laboratoire des infections zooanthroponoses
de l'Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg. Les souches re-
présentent 5 groupes sérologiques (Icterohaemorrhagiae,
Canicola, Grippotyphosa, Pomona, Tarassovi). Le typage
a été effectué a l'aide des sérums agglutinants types qui
ont permis de sélectionner a partir de 30 souches un ADN
génomique de haute qualité.

Dans le cadre de ce projet a été effectuée I'identification
de l'isolat Leptospira spp. au niveau de sérovar par la mé-
thode de spectrométrie de masse MALDI-TOF.

La souche Leptospira spp. a été isolée a partir des pou-
mons de I'homme mort de l'infection de leptospirose. Par
la réaction d’agglutination microscopique (RAM) a été dé-
finie I'appartenance de l'isolat au sérogroupe Icterohae-
morrhagiae. Les spectres de masse ont été obtenus a partir
des extraits d’acides éthanoique et méthanoique issus des
cellules de la souche étudiée et de 10 souches de référence
de Leptospira spp. utilisées dans la RAM sur le spectrométre
de masse «Microflex» (Bruker Daltonik). Lidentification de
I'isolat a été effectuée par la méthode de comparaison du
spectre de masse de I'échantillon étudié avec les données
des principaux profils spectraux (PPS) des souches de réfé-
rence, que nous avons obtenues avant. La base de données
de travail obtenue des PPS a été ensuite ajoutée a celle
taxonomique que nous avons utilisée et qui est la biblio-
théque des spectres de référence du logiciel «Biotyper» 3.1
(Bruker Daltonik). Le résultat de la comparaison a été évalué

selon le coefficient de coincidence des pointes du spectre
de l'isolat avec les spectres de référence. Nous avons pro-
posé d'interpréter les valeurs du coefficient < 2,1 comme
une éventuelle identification jusqu’au niveau du sérovar, et
les valeurs < 2,1 — comme absence de I'identification cor-
recte du sérovar.

La coincidence avec la valeur maximum du coefficient
du spectre de I'échantillon étudié (2,152) a été enregis-
trée avec le spectre de la souche de référence L. interro-
gans du sérovar copenhageni. On a également signalé
une légére différence des évaluations de la coincidence
de l'isolat avec la souche L. interrogans du sérovar icte-
rohaemorrhagiae (2,123) et avec la souche non pathogé-
nique L. biflexa du sérovar patoc (2,149). Les valeurs du
coefficient de coincidence avec d'autres spectres de réfé-
rence des sérovars ont été inférieures a 2,1. Lanalyse des
spectres de l'isolat et des sérovars copenhageni, ictero-
haemorrhagiae, patoc a montré la présence d’'un grand
nombre de pointes identiques, y compris, éventuelle-
ment, des protéines ribosomiques témoignant de leur
proche parenté évolutionniste. Les divergences spec-
trales ont été observées dans la gamme des poids molé-
culaires m/z = 3000-3500 Da, ou toutes les souches ma-
nifestaient des regroupements de pointes typiques pour
les polysaccharides linéaires. Les poids moléculaires des
pointes de ces regroupements étaient de m/z = 3301 Da
pour le sérovar patoc, et de m/z = 3209 Da — pour l'isolat
des sérovars copenhagini et icterohaemorrhagiae. Cela
étant, le spectre du sérovar icterohaemorrhagiae avait la
pointe m/z = 2958 Da absente chez l'isolat et le sérovar
copenhageni.

Ainsi les résultats obtenus témoignent de l'apparte-
nance de l'isolat au sérogroupe Icterohaemorrhagiae et
au sérovar copenhageni, tandis que la méthode propo-
sée peut étre utilisée pour la définition de l'appartenance
des souches isolées des leptospires a un sérogroupe et un
sérovar.

Evaluation de la propagation de la fievre Q
sur le territoire de la République de Guinée
pour élaborer les mesures efficaces

de prévention

Pendant ce travail, effectué dans le cadre de Collabo-
ration internationale avec la République de Guinée, a été
réalisée une étude sérologique des sérums sanguins des
habitants en relativement bonne santé de la République
de Guinée (596 échantillons) au sujet de la présence des
anticorps IgG contre l'agent pathogene de la fiévre Q.
Il a été établi que la part des personnes séropositives a la
fievre Q parmi les habitants en relativement bonne san-
té de la République de Guinée constitue 5,4%. Il a été ef-
fectué une étude des matiéres biologiques (250 pools de
tiques, ramassées sur les espéces bovines) pour détecter la
présence de I'ADN de I'agent de la fievre Q — Coxiella bur-
netii en utilisant un test-systéeme vidéo-spécifique élaboré
a I'Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg. La fréquence de
détection des marqueurs génétiques de la coxiellose dans
les matiéres étudiées a fait 3%. Les données obtenues té-
moignent de I'existence des foyers de la fievre Q dans la
préfecture de Kindia et de la participation des arthropodes
hématophages dans la circulation du pathogene comme
agents transmetteurs.
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Surveillance de la poliomyélite et des
infections a entérovirus en Russie

Le Laboratoire Subnational pour la poliomyélite de
I'Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg qui fait partie du
Réseau des laboratoires poliomyélitiques de I'OMS s'oc-
cupe de la surveillance virologique des paralysies flasques
aigués (PFA) et de la poliomyélite paralytique associée a la
vaccination (PPAV) chez les enfants de moins de 15 ans sur
14 territoires administratifs de Russie. Les territoires admi-
nistratifs envoient les échantillons des selles des enfants
atteint des PFA ou de PPAV et de leurs contacts (enfants
vivant a proximité immédiate), ainsi que les échantillons de
selles des enfants des familles des migrants, des patients
atteints des infections a entérovirus et les échantillons des
eaux d'égouts a examiner. Le procédé diagnostique est ré-
alisé en accord avec le protocole de 'OMS.

La surveillance virologique des cas de paralysie flasque
aigué et de la poliomyélite paralytique associée a la vac-
cination reste toujours le «standard d’or» du programme
d‘éradication mondiale de la poliomyélite. En méme temps
le réle de la surveillance complémentaire (surveillance de
I'environnement et surveillance des groupes de popula-
tion a risque) devient de plus en plus important pendant
la période de post-certification d'éradication mondiale de
la poliomyélite.

Au cours de la surveillance de la poliomyélite et des pa-
ralysies flasques aigués des derniéres années (2016-2018),
343 échantillons des selles ont été examinés, 3 souches des
poliovirus du type 1 et 4 souches des poliovirus du type 3.
Toutes les souches des poliovirus selon les résultats de diffé-
rentiation intra typique ont été vaccinales. En plus 7 souches
des entérovirus non polio (Echovirus 6, Enterovirus 71, Cox-
sackievirus A4, Coxsackievirus B1-6) ont été isolées.

Parmi 167 cas de paralysies flasques aigués deux cas ont
été classifiés comme poliomyélite paralytique associée a la
vaccination. De 1998 au 2017 on a enregistré en Russie 132
cas de paralysies flasques aigués, 109 cas de 1998 au 2008
et 23 cas de 2009 au 2017. On peut voir ces données en
Fig. 2. Jusqu’au 2008 la plupart des cas ont été enregistré

chez les enfants — récipients du vaccin poliomyélitique,
aprés les cas de poliomyélite paralytique associée a la vac-
cination ont été fixé chez les enfants non vaccinés vivant
a proximité des enfants récemment vaccines.

Ci-dessous suit la description de deux cas de la poliomyé-
lite paralytique associée a la vaccination qui ont eu lieu dans
le District fédéral Nord-Ouest de Russie en 2016 et 2017.

Cas de la PPAV (poliomyélite paralytique associée au
vaccin) chez I'enfant T.: La paralysie flasque aigué (PFA)
a été enregistrée chez un enfant agé d'un an et neuf mois
aprés obtention de la premiere dose du vaccin antipo-
liomyélique. Pour la vaccination a été choisi non le vaccin
inactivé (conformément au Calendrier national des vacci-
nations), mais le vaccin antipoliomyélique oral. Dans son
choix du vaccin le personnel médical s'est fait guider par
I'dge de I'enfant et non par son statut vaccinal réel. La para-
lysie flasque aigué s'est développée 12 jours aprés I'immu-
nisation par le vaccin antipoliomyélique oral. Les poliovirus
des types 1 et 3 ont été isolés a partir des échantillons des
selles. Dans le sérum sanguin prélevé en état avancé de la
paralysie ont été détectés les anticorps contre les poliovirus
dans les titres: PV1 — 1:256, PV3 — 1:32. Les paralysies ré-
siduelles ont été constatées pendant I'examen au 60-eme
jour de la maladie. Le diagnostic définitif était la PPAV déve-
loppée chez le receveur du vaccin antipoliomyélique ami-
nistré par voie orale.

CasdelaPPAV chezl'enfant K.: La paralysie flasque aigué
(PFA) a été enregistrée chez un enfant agé de 10 semaines
non vacciné contre la poliomyélite. Pendant plus d'un mois
I'enfant se trouvait au service de réanimation sous ventila-
tion mécanique. Le poliovirus du type 3 a été isolé a partir
des échantillons des selles. Dans le sérum sanguin prélevé
au 2-éme jour de la maladie ont été détectés des anticorps
contre les poliovirus des types 1, 2 et 3 dans les titres 1:32
(probablement maternels). Dans le sérum sanguin prélevé
au 20-éme jour de la maladie a été constaté un accroisse-
ment quadruple des anticorps uniquement contre le polio-
virus du type 3 (1:128). 7 personnes, qui avaient contacté le
malade, ont été examinées. Le poliovirus du type 3 a été
aussi détecté chez la soeur du malade, agée de 19 mois, qui
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Figure 2. Cas de la poliomyélite paralytique associée a la vaccination en Russie en 1998-2017
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a obtenu 3 doses du vaccin anactivé contre la poliomyélite
(VPI). Chez la fille ont été révélés les anticorps contre le po-
liovirus du type 3 dans le titre 1:512. Les titres des anticorps
contre les polivirus des types 1 et 2 ont été égaux a 1:32.
Probablement la soeur a servi de source du poliovirus pour
le malade K la source du poliovirus a elle n'étant jamais éta-
blie. Pendant I'examen au 60-éme jour de la maladie les
paralysies résiduelles ont été constatées chez le malade K.
Son diagnostic définitif — poliomyélite paralytique asso-
ciée au vaccin administré a la personne de contact.

Etant donné que le risque de I'importation des polio-
virus sauvages dans les pays certifiés exempts de la po-
liomyélite existe jusqu’a I'éradication globale de la mala-
die, le Laboratoire de la poliomyélite de I'Institut Pasteur
de Saint-Pétersbourg a effectué la surveillance virologique
renforcée des groupes de population a risque, notamment,
des enfants des familles des migrants des pays d’Asie Cen-
trale, de I'Ukraine et certains autres pays récemment arrivés
a Saint-Pétersbourg.

Au cours de la surveillance des enfants des familles des
migrants les échantillons des selles de 375 enfants ont été
examinés. Chez I'enfant non vaccine 2 souches de polio-
virus de type 1 et de type 3 ont été isolées. Selon les ré-
sultats de différentiation intra typique les souches des po-
liovirus ont été vaccinales (se sont avérées étre d'origine
vaccinale). Les entérovirus non polio ont été isolés chez 37
enfants examinés (9,9%). C'étaient les Echovirus 6, 11 et 30,
Coxsackievirus A, Coxsackievirus B1-6 et d'autres entero-
virus non polio.

En deux ans (2017-2018) sur les territoires ont été étu-
diés par la méthode virologique 9360 échantillons préle-
vés chez les malades atteints de I'infection a entérovirus.
Les poliovirus vaccinaux ont été isolés dans un nombre
limité de cas chez les enfants vaccinés contre poliomyélite.
Les entérovirus non polio (953) ont été isolés dans 10,2%
d'échantillons avec la plus haute fréquence pour les Cox-
sackievirus A des divers sérotypes (46%), Coxsackievirus
B1-6 (15%), Echovirus 6 (10%), Echovirus 30 (10,4%), Ente-

rovirus 71 (4,8%) et Echovirus (5% en 2017). Ont été égale-
ment isolés les Echovirus 7, 9, 11, 13, 25 ainsi que d‘autres
Echovirus en faible pourcentage.

On a effectué une étude moléculaire selon les résul-
tats de laquelle ont été déterminées les séquences nu-
cléotidiques des entérovirus non polio isolés dans les dif-
férents groupes de population (malades atteints de PFA
et des infections a entérovirus, enfants des familles des
migrants). On a identifié Echovirus 6, Echoviruses 9, 11, 13,
Echovirus 18, Echovirus 30, Coxsackievirus B2, B3, B4, B5,
Coxsackievirus A2, A3,A4, A6, A9, A10, A16 et A24, de méme
que les entérovirus 75 et 99.

En 2017 l'accroissement de I'indice de morbidité de I'in-
fection a entérovirus a été révélé dans certaines régions de
Russie. A Saratov 65% des cas d’infection ont été représen-
tés par les méningites virales provoqués par I'Echovirus 18.
Le facteur étiologique a été établi par les méthodes viro-
logiques et moléculaires. La part de I'entérovirus ECHO 18
a fait 42% de tous les entérovirus, isolés chez les malades.
Dans la région de Mourmansk et en République des Komis
les maladies exanthématiques, qui ont fait 95% et 60% de
tous les cas de l'infection a entérovirus, on été provoqués
en majorité de cas par Coxsackievirus A6.

L'étude moléculaire a démontré que les souches d’Echo-
virus 18 isolées en Russie dans les derniéres années ont été
distribuées en trois groupes. Les souches qui ont provoqué
les méningites a Saratov appartenaient au groupe numé-
ro 3. Ces souches ont été formées séparément d'autres
souches d’Echovirus 18 qui ont circulées dans la région
Nord-Ouest de Russie. Le Fig. 3 représente I'arbre phylogé-
nique de la région génomique VP1 des Echovirus 18.

La plupart des souches de Coxsackievirus A6 identifiées
dans nos régions appartenaient aux deux sous-génotypes
6 et 8 du génotype pandémique de Coxsackievirus A6 qui
prédominaient dans la structure de Coxsackievirus A6 dans
le District fédéral Nord-Ouest de la Fédération de Russie. Le
Fig. 4 représente l'arbre phylogénique de la région géno-
mique VP1 des Coxsackievirus A6.
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Figure 3. Arbre phylogénique de la région génomique VP1 des Echovirus 18
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Pendant la période d'été-automne 2018, comparée
a celle de I'année précédente, sur les territoires administra-
tifs, supervisés par le Centre régional de Saint-Pétersbourg,
I'augmentation de morbidité par l'infection entérovirale n‘a
pas été constatée. Sur cinq territoires sur 14 dominaient les
affections présentant les symptomes cliniques de la ménin-
gite entérovirale. Leur part dans I'ensemble des infections
entérovirales a fait 88,9% en République de Carélie, 65,4%
dans l'oblast d’Arkhangelsk, 64,7% dans l'oblast de Saratov,
48,5% a Saint-Pétersbourg et 47,8% dans I'oblast de Novgo-
rod. Sur d’'autres territoires les affections se caractérisaient
principalement par les symptomes cliniques de I'exan-
théme viral de la cavité buccale et des extrémités ou évo-
luaient sous forme de I'angine herpétique. Un pourcentage
significatif de telles formes des infections entérovirales
a été enregistré en République des Komis (61,3%), dans les
oblasts de Mourmansk (61,2%), de Léningrad (49,4%), de
Kostroma (42,2%) et de Vologda (35%).

Sur certains territoires ont été enregistrées des affec-
tions collectives chez les enfants. Ainsi dans un des établis-
sements pour enfants a Saint-Pétersbourg en septembre
2018 trois enfants de 3 a 6 ans sont tombés malades et ont
été hospitalisés avec le diagnostic méningite aseptique.
Les échantillons des matiéres biologiques obtenues de
deux malades et de 10 personnes, qui les contactaient, ont
été envoyées au laboratoire de notre Institut pour I'analyse
virologique. Les entérovirus non polio ont été isolés a par-
tir des échantillons obtenus des deux enfants malades et
de sept autres qui les contactaient. Lidentification du virus
a permis d'arréter I'agent étiologique de I'affection — enté-
rovirus Coxsackievirus B5. Dans deux établissements pour
enfants de l'oblast de Novgorod ont été enregistrés les cas
des affections collectives par I'infection entérovirale ayant
les symptomes cliniques de I'exanthéme viral de la cavité
buccale et des extrémités (trois enfants dans chaque éta-
blissement). Au laboratoire de I'Institut Pasteur de Saint-Pé-
tersbourg ont été isolés et identifiés les entérovirus obte-
nus a partir des échantillons des matieres biologiques de
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six enfants. Les entérovirus Coxsackievirus A6 se sont avé-
rés étre les agents étiologiques de l'affection par I'infection
entérovirale.

En effectuant la surveillance de I'environnement en
2017-2018 nous avons étudié 3690 échantillons des eaux
d'égouts. Parmi les souches isolées, 115 (31,0%) ont été
identifiées comme étant les poliovirus et 256 (69,0%) —
comme les entérovirus non poliomyélitiques. Toutes les
souches isolées du poliovirus se sont avérées vaccinales.
La fréquence d’isolement des entérovirus non poliomyéli-
tiques a été de 6,9%. La plupart des souches non polio de
I'entérovirus appartenaient aux variétés Coxsackievirus
B1-6 (38,0%), Coxsackievirus A (12,5%), Echovirus 30 (12,5%)
et Echovirus 6 (9,0%). D'autres ont été identifiées comme
étant des Echovirus des sérotypes 7,9, 11, 13, 25 et d'autres
sérotypes.

Une corrélation entre le sérotype des entérovirus
ECHO 6, ECHO 30, Coxsackievirus B1-6, Coxsackievirus A
et les différents sérotypes, isolés a partir des échantillons
des masses biologiques obtenues des malades de l'infec-
tion a entérovirus et des échantillons des eaux d’égouts,
a confirmé le fait d’'une circulation intense de ces entéro-
virus sur les territoires des différentes régions.

Les résultats d'étude des échantillons des selles des en-
fants atteints des PFA ou de PPAV et de leurs contacts, des
enfants des familles des migrants et des malades atteints
de l'infection a entérovirus ont prouvé que tous les terri-
toires surveillés de la région ont gardé le statut des terri-
toires Nord-Ouest de Russie exempts de la poliomyélite.
Il convient de maintenir le haut niveau de couverture par
les vaccinations contre la poliomyélite des enfants de
toutes les catégories d'age et d'assurer une bonne qualité
de surveillance épidémiologique et virologique de la po-
liomyélite et des paralysies flasques aigués.

Les données obtenues témoignent de ce que seule la
combinaison de surveillance des paralysies flasques aigués
de la population a risque et de I'environnement peut nous
fournir les données précises sur la circulation du poliovirus,
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Figure 4. Arbre phylogénique de la région génomique VP1 des Coxsackievirus A6
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Tableau 5. Données d’examen moléculaire génétique des
matiéres biologiques obtenues des malades en 2018 (DFNO)

Date d'atteinte Génotype du virus

Territoire (mois) de larougeole
Ob!a§t de février 1 — D8 Frankfurt
Kaliningrad
Saint-Pétersbourg mars 3 — B3 Kabul
Oblast de Vologda mars 1 — B3 Kabul

juin-juillet 2 — B3 Dublin
Saint-Pétersbourg ) —LE o
1—D8
juin-décembre 7 — D8 Gir Somnath
O’bI:ast de juin 1 — D8 Frankfurt
Léningrad
A saGts juillet 2 — D8 Gir Somnath

Carélie

y compris des souches sauvages et des VDPV dans la popu-
lation et dans lI'environnement. Ce qui peut garantir au ter-
ritoire surveillé le maintien du statut du territoire exempt
de la poliomyélite apres les cas d'importation des polio-
virus sauvages.

Perfectionnement de la surveillance
épidémiologique de la rougeole

et de larubéole dans la période

de I’élimination de l'infection

En 2017 a été effectuée une étude de 17 échantillons
de sérum sanguin prélevés des malades de la rougeole,
45 échantillons — des malades de la rubéole et 316 échan-
tillons — des personnes atteintes des différents types
d’exanthémes dans 11 territoires du District fédéral Nord-
Ouest (DFNO).

A Saint-Pétersbourg il a été enregistré au total 3 cas de
la rougeole chez les personnes adultes (le ratio est de 0,02
pour 1 000 000 d’habitants). Tous ces cas ont été confirmés
par la méthode sérologique (IFA). Il y a eu un cas impor-
té de la République de Tchétchénie. Lexamen moléculaire
génétique a été effectué sur les matiéres biologiques pré-
levées du malades au diagnostic primaire rougeole. Il a été
détecté le virus de la rougeole du génotype D8 Frankfurt
Main Deu/17.11.

On a continué a retester les personnes séronégatifs au
virus de la rougeole dans certains groupes de risque sur
le territoire du DFNO. Les résultats des examens se sont
confirmés dans 100% de cas sur trois territoires (Répu-
blique Komi, oblast de Novgorod et oblast de Léningrad).
Sur deux autres territoires le taux de confirmation variait
entre 94,6% et 97%.

En 2017 aucun cas de la rubéole n'a été enregistré dans
le district.

Le laboratoire a adhéré au standard de contréle de qua-
lité interne d’examen de laboratoire élaboré par la socié-
té «Vector-Best». A été réalisé le monitorage mensuel des
échantillons de contréle dans les examens de laboratoire
par la méthode IFA avec les test-systémes de détection de
la rougeole et la rubéole.

A été édité un apercu analytique «Situation épidémiolo-
gique de larougeole surles territoires du DFNO et difficultés
du diagnostic dans les conditions d'incidence sporadique».

En 2018 a été effectué une étude de 186 échantillons
de sérum sanguin prélevés des malades de la rougeole,

48 échantillons — des malades de la rubéole et 344 échan-
tillons — des personnes atteintes des différents types
d’exanthémes dans 11 territoires du DFNO.

En 2018 a eu lieu une récrudescence d'incidence de la
rougeole. Au total ont été enregistrés 109 cas de la maladie
(le ratio a été 0,8 par 100 000 habitants) (Fig. 5).

La rougeole a été enregistrée sur 6 territoires du district.
Saint-Pétersbourg a fourni le plus grand nombre de cas —
54 (le ratio a été 0,02 par 100 000 habitants) et le ratio le
plus élevé a été celui de la République de Carélie (4,62 par
100 000 habitants). Parmi les cas de la rougeole enregistrés
dans le DFNO 5 avaient été importés d’ltalie, France, Tur-
quie et Ukraine, 25 — importés d'autres territoires de la Fé-
dération de Russie. On a détecté 3 foyers de contamination
intrahospitaliere et 3 foyers de contamination en famille
a Saint-Pétersbourg, 2 foyers de contamination en famille
dans l'oblast de Léningrad et une éclosion de la rougeole
en République de Carélie (29 cas). Parmi les personnes at-
teintes les adultes et les non-vaccinés représentaient la ma-
jeure partie (64,2% et 53,2% repectivement). Dans 18,4% de
cas ont été atteintes les personnes revaccinées.

Les données d’examen moléculaire génétique des ma-
tieres biologiques obtenues des malades de la rougeole té-
moignent de la variété des génotypes révélés du virus de la
rougeole et des multiples cas d'importation de ce virus sur
les territoires du district (Tabl. 5).

Ainsia Saint-Pétersbourg ont été identifiés les génotypes
B3 Kabul, B3 Dublin, D8 Cambridge et D8 Gir Somnath.

L'éclosion de la rougeole dans un des districts de la
République de Carélie représente un intérét particulier.
Le premier cas dignostiqué comme infection entérovirale,
accompagné d'une forte fievre et une éruption, n‘a pas été
examiné au laboratoire. Le test sanguin de ce patient, pré-
levé 26 jours apres, a révélé la présence des anticorps IgM
contre le virus de la rougeole. Ce malade avait fréquenté
I'hopital de son arrondissement ce qui a provoqué une
éclosion de la rougeole. Parmi les malades les adultes re-
présentaient 71,4% et les personnes revaccinées — 41,4%.
Au stade précoce de la maladie dans le sérum sanguin de
ces malades ont été révélés les anticorps IgG en haut titre
(plus de 3/0 ME/ml) et un taux élevé d'avidité des anticorps
I9G (plus de 94,3%) qui témoignait de ce qu'ils avaient été
effectivement vaccinés et correspondaient bien au type
secondaire. Chez ces malades la période passée aprés la
revaccination était de 15 a 32 ans.

Dans ce groupe chez 67,0% de malades I'affection a évo-
lué en forme Iégeére sans aucune complication signalée. Dans
le groupe des personnes non vaccinées les complications
ont été signalées chez 30% de malades. Lexamen molécu-
laire génétique de leurs matiéres biologiques a révélé un
seul génotype du virus de la rougeole — D8 Gir Somnath.

En 2018 un seul cas de la rubéole a été enregistré dans
le district qui a donné le ratio 0,007 par 100 000 habitants.

Etude d’étiologie de la grippe
a Saint-Pétersbourg en 2017-2018

La hausse d’incidence de la grippe et des infections res-
piratoires virales aigués en décembre 2016 — février 2017
a Saint-Pétersbourg a été sensiblement plus faible que
dans la saison épidémiologique précédente (janvier-mars
2016). Le dépassement du seuil épidémique (11 138 cas en
une journée) a été enregistré a mi-décembre (12 356 cas
en une journée). En mars 2017 l'incidence restait au niveau
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Figure 5. Incidence de la rougeole sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest en 2000-2018 (par 100 000 habitants)

de 8-9 mille cas en une journée. Les résultats des examens
virologiques et sérologiques ont démontré qu'en 2017 la
hausse saisonniere d’incidence a été conditionnée princi-
palement par la circulation du virus de la grippe A (H3N2)
antigéniquement proche a la souche de référence A/Hong
Kong/4801/2014 et du virus de la grippe «B» de la variété
«Victorienne» génétiquement proche a B/Brisban/60/08.

Pendant la période de I'hiver 2018 le dépassement du
seuil épidémique a été enregistré en février et le nombre
de cas maximum en mars (12.03.18 — 16 365 cas en une
journée), et l'incidence restait toujours élevée pendant la
premiére semaine d’avril (Fig. 6).

Le nombre total de malades de la grippe et des infec-
tions respiratoires virales aigués a Saint-Pétersbourg a par-
tirde la 1-ére et jusqu’a la 20-éme semaine de 2018 a été de
932 684, y compris 820 cas de la grippe confirmées par les
examens de laboratoire.

L'analyse de la structure d’age d’incidence de la grippe
et des infections respiratoires virales aigués a démontré
que les indices les plus élevés a la 11-eéme semaine ont été
constatés dans la catégorie d'age de 3-6 ans (maximum
678 cas par 100 000 habitants), dans celle de 0-2 ans (547
cas par 100 000 habitants) et chez les enfants de 7-14 ans
(421 cas par 100 000 habitants). Lincidence dans la catégo-
rie d'age de 15 ans et plus n‘a pas été élevée avec 76 cas par
100 000 habitants (Fig. 7)

Tous les cas d’incidence de la grippe manifestaient I'état
grave et de gravité modérée et exigeaient une hospitalisa-

nombre de cas

tion. Au total depuis le commencement de I'année jusqu’au
mai 2018 dans la ville on a hospitalisé 20 880 malades at-
teints de la grippe et des infections respiratoires virales ai-
gués (Fig. 8).

Il a été effectuée une analyse comparée des données de
laboratoire de 1152 patients a I'age de 16 a 91 ans, diagnos-
tiqués «grippe» et «infection respiratoire virale aigué», ad-
mis a I'hopital des maladies infectueuses de Saint-Péters-
bourg de janvier a mai 2018. On a prélevé les échantillons
de la muqueuse du nez et du mésopharynx aux patients
admis avant le 7-eme jour de la maladie pour leur examen
ultérieur en méthode PCR et méthode virologique.

Selon les résultats, obtenus par la méthode PCR, les virus
de la grippe A(H3N2) dominaient avec la fréquence de leur
détection 15,9%. Le virus de la lignée B/Yamagata a été
a la deuxiéme place (14,0%). Les virus de la grippe A(H1N1)
pdm09 et B (lignée «Victorienne») ont été détectés chez en-
viron 5% de malades. Les rhinovirus ont été détectés avec
la méme fréquence.

En janvier-mai 2018 le laboratoire a obtenu 111 écouvil-
lons nasopharyngés des malades diagnostiqués «grippe»
et «infection respiratoire virale aigué» et hospitalisés pour
effectuer leur examen virologique. Les échantillons, dont
la méthode PCR a confirmé le diagnostic «grippe», ont été
passivés sur les cultures cellulaires MDCK conformément
aux recommandations.

Apres deux passages sur les cultures cellulaires MDCK de
50 échantillons au diagnostic «grippe» confirmé par la mé-
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Figure 6. Cas de la grippe et des infections respiratoires virales aigués en 2018 a Saint-Pétersbourg
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Figure 7. Incidence de la grippe et des infections respiratoires virales aigués dans les différentes catégories d’age pendant
la période de la hausse épidémique a Saint-Pétersbourg en 2018

thode PCR, ont été isolés et identifés 26 souches du virus
de la grippe. Le typage des isolats des virus de la grippe
par les sérums de test diagnostic et sérums actifs contre
les souches épidémiques du virus a démontré qu’en jan-
vier-mars 2018 a Saint-Pétersbourg ont circulé tous les trois
sérotypes du virus de la grippe. Dans 50% de cas ont été
identifiés les virus de la lignée B/Yamagata antigénique-
ment proches de la souche de référence B/Phuket/3073/13.
30,8% d'isolats étaient du sérotype A(H3N2) et antigéni-
quement proches de la souche A/HK/4801/14 et 19,2%
d’isolats étaient trés proches de la variante pandémique du
virus de la grippe A(HIN1)pdmO09.

Parmi les virus de la grippe isolés et identifiés au labo-
ratoire pendant la période épidémique de 2018 on n‘a pas
détecté le virus B (lignée «Victorienne») qui prévalait dans
la circulation aux années précédentes.

A deux virus de la grippe A (HIN1)/SPb/24/18 et B/
SPb/9/18 isolés ont été attribués les sérums de rat obtenus
par l'introduction intrapéritonéale (5ml) du liquide conte-
nant le virus.

nombre de cas

Le sérum obtenu contre le virus B/Spb/9/2018 avait le
titre homologué 320. La souche B/Spb/9/2018 a interagi
avec les antisérums obtenus contre la variante de la souche
de référence B/Phuket/3073/2013 a Y2 du titre homologué,
ce qui témoigne de lI'appartenance de cet isolat au groupe
antigénique et génétique Phuket. Ce virus a également in-
teragi a %2 du titre homologué avec les antisérums contre
les souches isolées dans les derniéres années, a savoir B/
Hong Kong/3417/4 et B/Spb/118/17.

Le sérum obtenu contre la variante cellulaire du virus
A(H1N1)Spb.24/2018 avait le titre homologué 160. Ce virus
a interagi avec l'antisérum obtenu contre la souche de ré-
férence A/California/7/09 a 2 du titre homologué. Le virus
isolé a également interagi a ¥ du titre homologué avec
I'antisérum contre le candidat aux souches de référence A/
Michigan/45/15, ce qui témoigne du flux antigénique insi-
gnifiant de l'isolat. Le virus A(H1N1)SPb/24/2018 a égale-
ment interagi avec le sérum contre la souche de référence
actuelle A/lIsrael/Q-504/15 a "2 du titre homologué, ce qui
témoigne de leur parenté antigénique.
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Figure 8. Nombre de personnes atteintes de la grippe et des infections respiratoires virales aigués hospitalisées pendant

la saison épidémique de 2018
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Ainsi a été déchiffrée I'étiologie de la hausse épidé-
mique d’incidence de la grippe a Saint-Pétersbourg en
janvier-mars 2018, conditionnée principalement par les
souches du virus de la grippe des deux sérotypes: lignée
B/Yamagata et A(H3N2). La forte incidence, surtout parmi
les enfants, en 2018 a été due a la non-coincidence des
souches faisant partie du vaccin en 2017 (virus de la lignée
B/Yamagata) et celles ayant provoqué la hausse d'incidence
de la grippe en 2018 (virus de la lignée B/Yamagata).

Limprévisibilité de la circulation des deux lignées du
virus de la grippe B exige l'introduction des deux variantes
dans la composition du vaccin.

Aspects éthiques de prévention vaccinale
des infections

L'étude comprend les questions de détection et d'ana-
lyse de la composante étique des différentes étapes de
I'ensemble des actions relatives a I'organisation, mise en
oeuvre et controle des manifestations de prévention im-
munologique. Les principaux défis éthiques générés pas la
vaccination sont conditionnés par la nécessité de résoudre
la situation conflictuelle entre les intéréts de l'individu et de
la société, d'assurer le respect d’autonomie de la personne,
garantir le droit du libre choix, I'’¢quité dans la répartition
des bienfaits et des risques/dommages, la prise en compte
de la variété culturelle et religieuse, les conditions particu-
lieres pour les catégories de la population vulnérables, évi-
ter la discrimination, promouvoir I'accessibilité, la respon-
sabilité sociale et la solidarité.

Les situations, qui exigent la mise en pratique des prin-
cipes éthiques universels susmentionnés, apparaissent
pendant tout le processus de vaccination: depuis I'élabo-
ration des vaccins jusqu'a leur utilisation. A titre d'aspect
significatif moderne de I'étude ont été posées les ques-
tions de régulation éthique et juridique des essais et d'uti-
lisation des vaccins, de recherche de I"équilibre du profit
et du risque de leur utilisation et de I'équité dans les ques-
tions d'accés a la vaccination égal a tous. Les conclusions
éthiques sont basées sur les projets d'auteur étudiant les
facteurs de confiance et d'attitude a la vaccination existant
dans les différentes catégories de la population, sur la par-
ticipation aux programmes de I'OMS visant a I"élimination
des infections d'actualité et a I'implication au dialogue in-
ternational de composition et d'interprétation de I'accom-
pagnement éthique de la vaccinoprophylaxie dans le cadre
des projets de 'OMS et de 'UNESCO.

Pour la premiére fois le laboratoire a réalisé une étude
de l'algorithme des principes éthiques, agissant lors de la
mise en pratique des politiques d'élimination/éradication
des infections a I'échelle mondiale, sur I'exemple du pro-
gramme de LOMS visant a I'élimination de la poliomyélite.
Une analyse d’ensemble, comprenant plusieurs arguments
bioétiques, épidémiologiques, virologiques et socio-ju-
ridiques pris en compte dans I'élimination de l'infection,
a permis de révéler les éléments de la composante éthique
et de démontrer I'importance du respect des principes
éthiques pour composer la stratégie d’élimination d'une
maladie infectieuse. Les réalités modernes ont suggéré et
formulé de nouveaux objectifs dans I'’étude de l'authentici-
té des résultats de I'analyse interdisciplinaire sur I'exemple
du programme de I'OMS visant a I'élimination de la rou-
geole. Le fait du double report des délais de réalisation du
plan stratégique de I'OMS visant a I"élimination de la rou-

geole pour la raison du manque de simultanéité dans la
mise en oeuvre des manifestations de prévention prouve
d'une maniére univoque I'importance majeure que revét
I'attachement aux principes éthiques, tels que solidarité et
concertation des actions et collaboration de tous les sys-
témes de gestion et de controle. La diversité des situations,
dans lesquelles est réalisé le plan statégique de I'OMS dans
les différentes parties du monde et la variété des statuts
culturels, sociaux, religieux, économiques et psycholo-
giques des différents groupes de population nécessite I'ad-
hésion aux principes éthiques de vulnérabilité de 'homme,
au respect de son intégrité physique, de I'égalité, I'équité, la
justice, de la prise en considération de la diversité culturelle
et du pluralisme. Lanalyse des systémes d’administration
et de gestion a chaque niveau concret d’exécution a révé-
Ié la nécessité d'exercer les principes éthiques de protec-
tion de la dignité humaine et des droits de I'homme contre
toute atteinte, de responsabilité individuelle et sociale, de
jouissance collective des bienfaits, de protection des gé-
nérations futures, de I'environnement, de la biosphére et
de la biodiversité. Il a été révélé que tous les objectifs de la
mise en pratique des développements scientifiques, aussi
bien dans la sphere des pratiques de laboratoire que dans
les questions de perfectionnement des vaccins a des diffé-
rentes étapes de réalisation du programme d’élimination,
peuvent étre atteints en respectant les principes des pra-
tiques transnationales, d'échange des nouvelles technolo-
gies, et de garantie d'acces a I'éducation et a la formation
professionnelle en bioéthique. Il est hautement significatif
que dans le plan stratégique global de 'OMS a été introduit
atitre d'un de ses éléments les plus importants «I'apprentis-
sage de la foi publique et de la demande a I'immunisation»
qui témoigne de l'orientation du Plan stratégique de 'OMS
a l'application des principes éthiques a toutes les étapes
d'adoption des décisions et a leur exécution. Cet élément
oblige tous les acteurs participant au niveau professionnel,
publique et interétatique de maintenir et de développer les
relations de solidarité sur la base de la responsabilité indi-
viduelle et collective, de I'équité, ouverture et redevabilité
civile.

Un autre axe des travaux est I'étude de I'élément éthique
au processus de constitution et de réaction au mouvement
anti-vaccins. Le principe d’attachement a la responsabi-
lité personnelle dans le respect des normes morales et
éthiques justifie la structure de cette section qui l'oriente
a la définition de la possibilité d’engager un dialogue per-
formant avec la société civile en tant que seul participant
permanent et objet d'influence, dans la confrontation des
partisans et adversaires de la vaccination. Une telle possi-
bilité se présente comme une initiative réelle et éthique-
ment admissible, capable d'opérer une breche dans la
ligne de défense du lobby anti-vaccinal. Du point de vue de
I'éthique l'objectif de notre travail consiste en analyse des
situations critiques et des erreurs éthiques commises par
la vaccination devenue vulnérable et générant elle-méme
le mouvement anti-vaccinal. Cependant il estimportant de
tenir compte du fait que le degré d’'opposition dépend tou-
jours du niveau socio-culturel et politico-économique de la
formation sociale-économique. Les causes de la méfiance
vis-a-vis de la vaccination ont un caractére multifactoriel
et consistent globalement en vulgarisation des doutes du
coté juridique et spirituel de I'ingérance pendant la vacci-
nation, d’hyperbolisation/présentation exagérée de I'insé-
curité des vaccins. Le courant actuel a acquis une nouvelle
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particularité — le caractere incontrolable et, parfois, I'ano-
nymat total de la présentation des informations, la massi-
vité de ses volumes, les délais et la vitesse de sa diffusion
grace a l'utilisation des moyens modernes et, avant tout,
de I'Internet. Mais il convient de reconnaitre que le mou-
vement anti-vaccins construit souvent sa politique sur les
imperfections de la vaccinoprophylaxie. Le premier objet
fondamental de la critique est le fondement scientifique
de création des vaccins qui n'est toujours pas parfait, parce
que la significativité scientifique et sociale de tout produit
de santé est le canon de I'éthique, aussi bien au stade de
recherche qu’a celui d'utilisation. Poursuivant le theme de
primauté du savoir (cohésion scientifique de I'information),
il convient de remarquer encore que la these «il estimmoral
d’ignorer et recommander en méme temps» s'adresse aussi
bien aux uns qu‘aux autres: aux partisans et aux adversaires
de la vaccination. Pour résister valablement aux adversaires
de la vaccination et gagner la confiance de la société il faut
accumuler constamment les connaissances sur les bien-
faits/méfaits des vaccins. C'est sur cette base qu'il convient
de perfectionner d'une maniére opérationnelle les produits
et la politique de la vaccination, porter successivement les
nouvelles informations a la connaissance de la population
pour qu'elle puisse les maitriser et adopter. En absence des
connaissances suffisantes de ce que les produits existants
sont fabriqués sur un haut niveau scientifique et technolo-
gique, assurant un équilibre optimum des bienfaits/risques,
les structures responsables de la politique de vaccination
peuvent éventuellement adopter la décision d'arréter ou
de suspendre l'utilisation d’un vaccin jusqu’a I'élimination
du risque par le perfectionnement prioritaire du produit.
En dehors de la perfection scientifique du produit du point
de vue de I'équilibre entre risques et profits, une perfection
doit étre atteinte aussi dans l'opportunité de son utilisation
dans une catégorie concrete de la population dans des
conditions socio-économiques et épidémiques concretes.
Lexemple en est la nécessité d'étude minutieuse de la
charge de l'infection dans un pays concret avant la mise
en pratique du produit vaccinal. Toutes ces occurences
témoignent non seulement de la nécessité de fournir les
informations véridiques et objectives, mais, s'appuyant
sur le facteur envisagé, d'assurer également une approche
scientifique a la vaccination, soulignant une fois de plus
que la base scientifique de la vaccination doit étre globale,
absolue visant a atteindre un vaste ensemble d'objectifs.
La responsabilité scientifique assumée par I'Etat comprend:
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la qualité du produit, I'étude de la charge de l'infection,
I'état de I'immunité collective, la connaissance de la patho-
génese des effets indésirables et leur traitement, I'étude de
I'éventail socio-culturel de la population, I'élaboration des
programmes spécialisés de formation adressés aux spécia-
listes, les médias, les relations avec le monde associatif. Une
telle approche est aussi au plus haut point importante du
point de vue de son ouverture a la société et, surtout, du
développement de la confiance des différentes couches
de la société civile s'appuyant sur une étude minutieuse
de l'efficacité d'utilisation des différents vaccins contre les
différentes maladies chroniques, sur I'étude de la struc-
ture et de la pathogénése de développement des effets
indésirables et des complications apres la vaccination, sur
I'élaboration et I'argumentation des protocoles thérapeu-
tiques de traitement des enfants atteints des complications
post-vaccinales. C'est ce fondement scientifique et I'acces-
sibilité de tout I'ensemble des manifestations qui jouent
un rble incomparablement plus important dans la propa-
gande de la levée des obstacles au développement de la
confiance a la vaccination, diminuant réellement le champ
de ses contre-indications en étendant la vaccination sur les
patients atteints des affections chroniques et qui sont les
plus vulnérables du point de vue du danger de l'infection.
D'autre part il est indispensable de créer un espace infor-
mationnel ouvert entre les organismes, responsables de la
vaccination, et la société civile. Avec, comme fondement,
une ferme conviction que toute information secrete (d'au-
tant plus visant aux actions globales a I'égard des grandes
masses de la population) fait naitre la méfiance et la cor-
ruption libérant le champ aux informations alternatives
utilisées en pratique par le mouvement anti-vaccins. Ainsi
sont définis les essentiels principes éthiques d’opposition
au lobby anti-vaccinal par la construction d'un dialogue
avec la société civile: la solidarité, la coopération, I'égalité
en droits, I'équité (individuelle et sociale).

On peut retenir, comme conclusion, la thése de ce que
pour assurer la victoire dans la confronation entre la vac-
cination et le mouvement anti-vaccins dans le monde mo-
derne il convient, répondant aux principes éthiques d'ac-
complissement des obligations professionnelles, de rem-
plir le vide informationnel de la méfiance par le dialogue
ouvert avec la société. Il est important de comprendre
qu'il ne s'agit pas tellement de la lutte d’une faction contre
I'autre que plutét du passage sensé et progressif des adver-
saires de la vaccination dans le camp de ses partisans.
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LABORATOIRE DE VIROLOGIE EXPERIMENTALE

Chef du laboratoire: |.N. Lavrentieva

Chercheurs permanents: V.V. Zarubaev, A.Y. Antipova, A V. Slita, A.V. Galochkina, R.A. Kadyrova, S.V. Belyayevskaya, E. Sinegubova
Cocontractants: AV. Semenov, M.A. Bichurina, Yu.V. Ostankova, |.V. Khamitova

En 2017-2018, les recherches du Laboratoire de virologie
expérimentale ont été menées selon les axes de recherche
suivants:

1. Description des isolats de B19 parvovirus circulant
dans les unités territoriales du district fédéral du Nord-
Ouest de la Fédération de Russie;

2. Etude de la prévalence des marqueurs de l'infection
parvovirale dans les groupes a risque;

3. Etude de I'immunité communautaire contre la rou-
geole dans la population de la République de Guinée;

4. Etude de l'activité antivirale des préparations de
camphre.

1. Caracteristiques des isolats de Parvovirus
B19 circulant dans le territoire Russe

Le but de nos travaux était le génotypage et la caracté-
risation génétique moléculaire du PVB19, répandu dans le
nord-ouest de la Russie.

Matériels et méthodes

Dans I'étude, des échantillons de sang négatifs pour les
anticorps IgM anti-rougeole et rubéole recgus par le Centre
régional de surveillance de la rougeole et de la rubéole
dans le district fédéral du Nord-Ouest de la Fédération de
Russie (NWFD) et provenant de 821 patients présentant
une éruption maculo-papuleuse en 2009-2017 ont été
examinés.

La détection des anticorps IgM contre PV B19 a été
réalisée par ELISA a l'aide de kits de diagnostic (EUROIM-
MUN, Allemagne). La détermination quantitative de 'ADN
de PVB19 dans les échantillons a été réalisée par PCR. Des
paires d'amorces superposées du locus (NS1-VP1u) de la
structure suivante ont été utilisées pour le génotypage:
PVB191F: CAATTGTCACAGACACCAGTA; PVB192F: CCCGCG-
CTCTAGTACGCCCA; PVB191R: ACTTAGCCAGTTGGCTATAC-
CT; PVB192R: TTGCGGGGGCCCAGCTTGTA. La réaction de
séquencage a été effectuée en 3 lectures sur des amorces
directes et inverses.

Résultats

Des anticorps IgM anti-PVB19 ont été détectés dans 139
échantillons (16,9%); LADN de PVB19 a été détecté chez
59 patients séropositifs (42,4%). Dans 54 échantillons, la
charge virale dépassait 10* copies/ml.

Pour évaluer I'hétérogénéité des isolats, 14 échantillons
ont été prélevés sur des patients de régions géographique-
ment éloignées de la DNF, d'ages différents, sans distinc-
tion de sexe, avec une charge virale élevée (10°-107 copies/
ml), dont 1 isolat importé de la La région de Moscou.

L'analyse phylogénétique a montré que tous les isolats
appartenaient au génotype 1A. Dans ce cas, les séquences
de nucléotides peuvent étre divisées en deux sous-
groupes: 13 isolats (92,8%) appartiennent au sous-groupe
1A2, unisolat au sous-groupe 1A1 (Fig. 9).

La comparaison des séquences de nucléotides de diffé-
rentes souches a révélé un niveau d’identité élevé. Suivant

la comparaison de paires, I'identité de nucléotide des iso-
lats du sous-groupe 1A2 variait de 98,3 a 100%.

Par rapport a l'isolat de référence NC_000883 (Gen-
bank), on a trouvé entre 1 et 10 substitutions de mutation
dans les séquences de nucléotides. Dans la région étudiée
du géne NS1, des substitutions d’aminoacides de F554L
dans les isolats MF481196, MG711455, MF408298, JX644429
et F554S dans l'isolat MF405142 ont été détectées par rap-
port a l'isolat de référence NC_000883. Dans le géne VP1
des isolats étudiés, 1 a 5 substitutions d’acides aminés ont
été détectées: E14K, Q21H, V30L, S98N, D107N, Q124P.

Discussion

Ainsi, les isolats largement représentés dans le monde
entier ainsi que les isolats caractéristiques du nord-ouest
du continent eurasien ont été identifiés. Tous ces cas ont
été mis en évidence en 2010-2011 chez nos patients et dans
les années 2005-2011 dans les travaux d'autres groupes de
recherche, ce qui indique la circulation virale continue. Ce-
pendant, un certain niveau de regroupement de virus par
année peut indiquer des importations répétées de virus ou
un réservoir renouvelable de l'agent pathogéne. Les iso-
lats identifiés en 2014-2017 présentaient des substitutions
uniques de nucléotides et d’acides aminés non encore re-
présentées dans la base de données internationale Gen-
bank, y compris le seul isolat obtenu en 2014 et apparte-
nant au groupe B19 1A1 importé de la région de Moscou.

La mise en ceuvre du dépistage du B19 chez les pa-
tients présentant une fievre/une éruption cutanée peut
fournir des informations importantes sur la prévalence de
I'infection a parvovirus. Lapplication systématique de la
phylogénétique moléculaire dans I'analyse des isolats de
parvovirus B19 aidera a comprendre I'épidémiologie du
processus infectieux et a identifier les caractéristiques de la
propagation du virus et de ses génovariants.

2. Etude des marqueurs de la répartition
des infections paraboveriques dans les
groupes arisque

2.1. Impact de la coinfection du PVB19 sur le cours et
le pronostic du paludisme causé par le Plasmodium
falciparum

Linfection a parvovirus complique I'évolution des ma-
ladies accompagnées de déficiences immunitaires (onco-
logiques, hématologiques, etc.). Selon plusieurs auteurs,
I'infection a PVB19 peut aggraver I'évolution du paludisme.

Le paludisme est une maladie parasitaire a transmission
vectorielle causée par les protozoaires du genre Plasmo-
dium, répandu dans les pays d’Afrique équatoriale, d'Asie
du Sud-Est, d'Océanie, d’Amérique centrale et d’Amérique
du Sud. Le probléme du paludisme est particulierement ur-
gent pour I'Afrique subsaharienne. Ce territoire représente
90% des cas et 92% des déces dus au paludisme dans le
monde. Selon 'OMS, 815 000 cas de paludisme confirmé en
laboratoire ont été détectés en République de Guinée (GR)
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Figure 9. Dendrogramme des relations phylogénétiques entre les isolats de PVB19 étudiés extraits de patients du district
fédéral du Nord-Ouest et les séquences de référence présentées dans GenBank

en 2015. La maladie se manifeste par une fiévre cyclique,
des paroxysmes fébriles, un syndrome hépatorénal et ané-
mique. Les complications graves du paludisme entrainant
la mort peuvent étre un cedéme cérébral, un coma céré-
bral (paludisme), une insuffisance splénique et rénale, un
syndrome de coagulation intravasculaire disséminée (syn-
drome de CIV), une hémolyse massive aigué, une hémoglo-
binurie, un syndrome hémorragique.

L'objectif de la présente étude était d'évaluer l'effet de
I'infection a parvovirus B19 sur I'évolution clinique du palu-
disme et sur I'évolution de la maladie sous-jacente.

Materiels et methodes

Au cours de la période 2016-2018, des échantillons de
plasma sanguin de 316 patients de I'hopital de la préfec-
ture de Friya en République de Guinée (GR) présentant un
diagnostic confirmé de paludisme ont été examinés pour
rechercher la présence d’ADN de PVB19. L'ADN PVB19 a été
détecté par PCR a l'aide des ensembles de réactifs Ampli-
prime «RIBO-prep» et «<AmpliSens® Parvovirus B19-FL» (Ins-
titution centrale d'épidémiologie, Rospotrebnadzor, Rus-
sie), conformément aux instructions du fabricant.

Le traitement statistique des résultats a été effectué
a l'aide de l'analyse des distributions de fréquence et des
tables de conjugaison du logiciel GraphPadInStat 3. La si-
gnification des différences et l'intervalle de confiance ont
été déterminés par le test t de Student. Les différences ont
été considérées comme significatives a p < 0,01.

Résultats

L'évolution clinique du paludisme chez 316 patients exa-
minés a été divisée en groupes: modérée ou compliquée.
Une évolution modérée du paludisme a été identifiée chez
177 patients (56,01+2,79%). Cette forme de maladie se carac-
térisait par une fievre avec une température ne dépassant
pas 39°C, une faiblesse générale et une anémie modérée
(concentration en hémoglobine supérieure a 70 g/1). 139 pa-
tients (43,99+2,79%) ont manifesté I'évolution compliquée
du paludisme accompagnée d'une fiévre jusqu’a 40°C, de
nausées, de vomissements, d'une anémie sévére (concen-
tration en hémoglobine inférieure a 70 g/I), de taux élevés
de transaminases, créatinine, et de diminution de la proté-
ine totale dans le sang. Dans 8 cas (2,53+0,88%), I'évolution
sévere de la maladie a entrainé une issue fatale.
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Tableau 6. Effet de I'infection par le parvovirus B19 sur I'évolution du paludisme chez des patients de la préfecture de Fria

en République de Guinée

. X X Présence de PV19 DNA
Evolution du paludisme Nombre de patients = P
Positive (abs./%) Négative (abs./%)
Modérée 177/56,01£2,79% 15/27,27+2,75% 162/62,07+3,0%
Compliquée 139/43,99+2,79% 40/72,73+2,75% 99/37,93+3,0%
Issue fatale 8/2,53+0,88% 6/10,91+4,40% 2/0,77+0,54%
Total 316/100% 17,41£2,13% 261/82,6£2,13%

Les échantillons de plasma de patients atteints de
formes modérées et compliquées de paludisme ont été
testés pour la présence d’ADN de PVB19. Les résultats font
I'objet de la Tabl. 6.

Au total, 'ADN de PVB19 a été détecté dans le plasma
sanguin chez 55 des 316 patients (17,41+2,13%). Dans les
deux groupes de patients, positifs et négatifs, a PVB19, se
présentaient des cas d’évolution modérée et compliquée
ainsi que des issus fatals. Cependant, dans le groupe co-in-
fecté par PVB19 et P. falciparum, les taux de complications
et de mortalité étaient significativement plus élevés. En ef-
fet, des complications ont été observées chez 40 patients
sur 55 (72,73£2,75%), et dans 6 cas sur 55 (10,91+4,40%),
la maladie a entrainé la mort. Dans le groupe des patients
atteints de paludisme sans IVP, des complications sont
survenues chez 99 des 261 patients (37,9+3,0%); dont 2
(0,774£0,54%) sont décédés. Ainsi, la probabilité de déve-
lopper une évolution compliquée du paludisme avec une
co-infection est significativement plus élevée qu'en l'ab-
sence d'IVP (p < 0,0001; RR = 1,917; IC a 95%: 1,532 to 2,399).

Pour étudier la structure d’age des patients atteints de
paludisme, ils ont été répartis en sept groupes d’age: 0-5,
6-10, 11-15, 16-25, 26-45 et 46-65 ans (Tabl. 7). On constate
que le groupe le plus nombreux dans la structure des pa-
tients atteints de paludisme est représenté par les en-
fants de moins de 5 ans (médiane 3) (89, ou 28,25+2,53%).
Le moins de cas de paludisme se situe dans le groupe d’age
de 46 a 65 ans (médiane 57 ans): 17 cas, soit 5,4+0,71%. Il est
a noter que I'ADN de PVB19 dans le plasma sanguin des pa-
tients de ce groupe n’a pas été détecté.

Dans les autres groupes d'age de patients atteints de pa-
ludisme, la présence d’ADN de PVB19 dans le plasma san-
guin est caractérisée par les taux suivants: chez les enfants
de moins de 5 ans (médiane a 3 ans), elle a été détectée
chez 17,98+4,07% des patients; dans le groupe de 6 a 10
ans (médiane de 8 ans), le taux de détection a augmenté
a28,85+6,28 et a atteint un maximum de 34,29+8,02% dans
le groupe de 11 a 15 ans (médiane de 13 ans). Ces résultats
indiquent une large prévalence de l'infection a parvovirus

Tableau 7. Répartition par age des patients atteints
de paludisme et présentant une infection parvovirale
combinée

chez les enfants et les adolescents et correspondent aux
données disponibles dans la littérature. Chez les patients
agés, cette valeur a été réduite a 15,38+5,0% dans le groupe
des 16-25 ans (médiane a 20 ans), a 5,71+3,22% dans le
groupe des 26 a 45 ans (médiane a 36,5 ans) et a zéro dans
le groupe d’age de 46 a 65 ans (médiane de 57 ans). La gra-
vité du paludisme associé au PVB19 a été analysée dans
différents groupes d’age. Les résultats sont résumés dans
le Tabl. 8.

Selon les résultats présentés, le nombre maximum de
cas de paludisme compliqué avec PVl (n = 15) a été ob-
servé chez les patients de moins de 5 ans, ou il représente
93,75+6,05% des cas, contre 27,27+7,04% chez tous les pa-
tients positifs au PVB19. La probabilité de développer une
évolution compliquée du paludisme avec une co-infection
dans ce groupe est significativement plus élevée qu’en I'ab-
sence d'IVP (p < 0,0001; RR = 2,44; IC a 95%: 1,780-3,357).
Il est important de noter que 6 décés sur 8 surviennent
dans ce groupe, ce qui est significativement plus élevé
qu'en l'absence d'infection par le PV B19 (p = 0,0003, RR =
13,688, 1C 95%: 3,034-61,740). Avec I'augmentation de I'age,
I'incidence de I"évolution compliquée du paludisme com-
biné PVI diminue, méme si la tendance persiste chez les
moins de 26 ans. Ainsi, chez les patients agés de 6 a 10 ans,
le paludisme compliqué a été enregistré chez 18,18+5,75%
des personnes infectées par le PV B19; dans le groupe des
11-15 ans — dans 14,55+5,14% des cas; chez les personnes
de 16 a 25 ans dans 9,09+4,07% des cas. Cependant, les dif-
férences d'évolution du paludisme entre patients infectés
et non infectés par le parvovirus B19 ne sont pas statisti-
quement fiables dans tous ces groupes d’age.

Discussion

Il est connu que, chez les individus séronégatifs présen-
tant une primo-infection, le parvovirus en phase aigué peut
provoquer une défaillance de la formation des érythrocytes
pendant 5 a 7 jours, ce qui entraine une diminution signifi-
cative de I'hémoglobine. Les érythrocytes sont également
la cible principale du plasmodium du paludisme, qui se mul-

Tableau 8. Evolution modérée et compliquée du paludisme
associée a l'infection a parvovirus B19 dans différents
groupes d'age

Tranche d'Age, ans Nombre de patients Positifs a PVB19 Age, ans Maladie modérée, Maladie compliquée,
(abs./%) (abs./%) abs./% abs./%
0-5 89/28,25+2,53 16/17,98+4,07% 0-5 1/1,8241,80% 15/27,27+7,04%
6-10 52/16,51+2,09 15/28,85+6,28% 6-10 5/9,09+3,88% 10/18,1845,75%
11-15 35/11,1141,77 12/34,29+8,02% 11-15 4/7,27+3,50% 8/14,5545,14%
16-25 52/16,51£2,09 8/15,38+5,00% 16-25 3/5,45+3,06% 5/9,09+4,07%
26-45 70/22,22+1,16 4/5,7143,22% 26-45 2/3,64+2,52% 2/3,64+2,57%
46-65 17/5,40+0,71 0/0,0% 46-65 0/0,0% 0/0,0%
Total 315/100% 55/17,46+2,14% Total (n =55) 15/27,27+6,01% 40/72,73£11,50%
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tiplie a l'intérieur et les détruit, provoquant ainsi une ané-
mie de gravité variable. Selon plusieurs auteurs, I'infection
a PVl survient aprés la baisse de I'immunité cellulaire causée
par P. falciparum. Il a été prouvé que dans les régions ou le
paludisme est sévére, les formes graves d'anémie sont la
principale cause de mortalité infantile. Ainsi, 'anémie grave
est considérée comme la cause de décés infantile associé au
paludisme dans 17 a 54% des cas.

Nos résultats sont en corrélation avec les données
d’autres chercheurs qui ont étudié le paludisme associé
a I'lVP chez les enfants des régions d'endémie palustre:
chez les enfants de moins de 5 ans, la majorité absolue des
cas d'IVP était accompagnée d’une évolution compliquée
du paludisme.

Sachant que, selon des études, dans les pays africains 50
a 90% de la population a I'age de 6 ans posséde des anti-
corps IgG anti-PVB19, et suivant les résultats obtenus, on
peut supposer que la probabilité d'évolution compliquée
du paludisme associé a I'lVP dépend de lI'dage du patient.
Plus le patient est agé, plus la probabilité d'immunité au
parvovirus est élevée, et donc moins influente est I'infec-
tion associée.

En revanche, l'infection primaire a parvovirus, qui sur-
vient généralement dans la petite enfance, est aigué et
peut aggraver l'évolution du paludisme, en particulier
lorsqu’elle est associée a d’autres conditions défavorables
(carence en fer, malnutrition, infections a helminthes, co-in-
fections, etc.). Ainsi, l'infection par PVB19 devient un fac-
teur critique pouvant provoquer une anémie grave qui met
la vie en danger, ainsi que d’autres complications.

En général, les résultats de cette étude indiquent que
Iinfection a parvovirus a une grande importance médi-
co-sociale dans les pays ou le paludisme est endémique.

2.2. Incidence de Parvovirus B19, réponse
d’anticorps spécifique et récupération
hématopoiétique retardée aprés la transplantation
de cellules souches hématopoiétiques allogénes

Le parvovirus B19 (PVB19) est un petit virus a ADN bien
connu du genre Erythrovirus qui est associé depuis des
décennies aux pédiatres et qui est associé a des troubles
de l'érythropoiese, des arthropathies, une myocardite et
dautres affections cliniques invalidantes (Asano, Yoshi-
kawa, 1993). Le PVB19 présente une affinité pour l'anti-
géene du groupe P des globules rouges, avec des quan-
tités moindres dans le plasma sanguin (Lee et al., 2011).
On pense que le principal effet hématotoxique du virus se
produit au stade pronormoblaste, provoquant ainsi l'arrét
de la différenciation érythroide. Le PVB19 a parfois été dé-
tecté dans les anémies aplasiques et les aplasies érythrocy-
taires pures (Urban et al., 2011). A cet égard, la plupart des
études portaient sur des cas d'anémie résistante chez des
patients soumis a une transplantation rénale ou le PVB19
n'était pas une découverte rare (Egbuna et al., 2006).

Au cours des dernieres années, de nombreux cas de
myocardite et d’hépatite graves ont été associés a une
infection a parvovirus, en raison de la présence positive
d’antigéne PVB19 ou d’ADN dans les tissus affectés. Pen-
dant ce temps, une persistance latente de PVB19 était assez
fréquente dans la peau, les tissus synoviaux, le myocarde
et la moelle osseuse (Corcioli et al., 2008). LADN viral était
détectable dans le sang périphérique de 5% des donneurs
en bonne santé (Gama et al., 2017). Les auteurs suggérent
que le risque de transmission virale donneur-receveur lors

de la greffe de cellules souches hématopoiétiques (HSCT)
est faible.

Aprés la HSCT allogénique, on observe l'activation ré-
guliére des virus de I'herpés et d'autres agents pathogénes
latents, en raison d'une myélosuppression aigué et d'un dé-
ficit immunitaire cellulaire (Chukhlovin, Pankratova, 2017).
La signification clinique du PVB19 chez les patients im-
munodéprimés n‘a pas encore été correctement évaluée.
Par exemple, une étude prolongée de la charge virale en
PVB19 a été réalisée chez 53 patients aprés allo-HSCT par
PCR quantitative (Rahiala et al., 2013). LADN viral spécifique
était détectable dans le sérum sanguin chez 30% des bé-
néficiaires de la HSCT, soit avant, soit apres la HSCT, a la
charge virale maximale observée 2 mois aprés la greffe. Ce-
pendant, les patients atteints de PVB19 détectable ne pré-
sentaient pas de symptomes cliniques spécifiques pouvant
étre attribués a une infection a parvovirus.

La question du diagnostic optimal du PVB19 chez les pa-
tients hématologiques lourdement traités n'est pas encore
claire puisque, selon Lundqvist et al. (1999), les résultats des
tests sérologiques (anticorps sériques IgM et IgG) ne corres-
pondaient pas a la détection de I'ADN viral dans le sérum
sanguin ou dans la moelle osseuse des sujets HSCT.

L'objectif de notre travail était donc de comparer les
niveaux d’ADN du PVB19 avant la HSCT allogénique et un
a deux mois aprés la greffe, ainsi que de rechercher des cor-
rélations avec des taux d‘anticorps spécifiques et des taux
de récupération hématopoiétique dans les 60 jours suivant
I'allo-HSCT. Nos données préliminaires indiquent une signi-
fication pronostique de la détection de '’ADN du parvovirus
et de 'augmentation des taux d’anticorps en tant que pré-
dicteurs possibles du retard de la prise de greffe et de la
neutropénie fébrile.

Patients et méthodes

L'étude couvrait soit 54 enfants et adolescents agés de
7,2 ans en moyenne (0,6 a 19 ans), au diagnostic initial d'une
maladie maligne de I'hématopoiése ou de troubles hérédi-
taires, qui avaient recu une greffe allogénique de cellules
souches hématopoiétiques (allo-HSCT). 51 patients de ce
groupe ont été observés pendant au moins 2 mois (60 jours)
apres la HSCT. La sélection des patients pour l'allo-HSCT, le
choix des schémas de conditionnement et la prévention de
la maladie aigué du greffon contre I'héte ont été effectuées
conformément aux recommandations actuelles de I'EBMT.
La majeure partie de ce groupe était représentée par les
patients atteints de leucémie myéloblastique aigué (LMA,
n = 16; 30%) et de leucémie lymphoblastique aigué (LAL,
n = 14; 26%); ainsi que d’anémies séveres (ASA) d'origine
différente (13%; n = 7). 33% des patients étaient en pre-
miére rémission aprés un traitement antérieur.

La moelle osseuse a été utilisée comme source de cel-
lules souches hématopoiétiques dans 83% des cas (45 pa-
tients sur 54), une perfusion de cellules souches périphé-
riques a été appliquée dans les autres cas. Un allo-HSCT
provenant de donneurs non apparentés a été réalisé dans
45% des cas (24 sur 54); une greffe de donneurs apparentés
ou une greffe haplo-identique a été réalisée chez respecti-
vement 20% (11/54) et 35% (19/54) des patients. Un condi-
tionnement d'intensité réduite a été utilisé dans presque
tous les cas (51 patients sur 54). Le développement de la
GvHD aigué au début de la période suivant l'allo-HSCT
a été observé chez 25 patients, dont 9 présentaient une
GvHD de grade 3-4.
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Les examens réguliers des patients avant et apres HSCT
étaient effectués selon un protocole clinique local standard.
L'étude a été approuvée par le Conseil local des institutions
de I'Université de médecine I. Pavlov de Saint-Pétersbourg.
Les études de laboratoire comprenaient des numérations
globulaires et une biochimie sérique, des analyses d'urine,
etc. La numérotation de I’ADN du PVB19 ainsi que des virus
de I'herpés (CMV, EBV, HSV) et des polyomavirus (BK, JC)
dans le plasma sanguin a été réalisée avant le traitement
de conditionnement précédant l'allo-HSCT, ainsi qu‘au
jour+30 (J+30) et jour+60 (J+60) post-greffe. Lextraction de
I’ADN a partir des échantillons et I'évaluation quantitative
de I'’ADN de PVB19 dans les échantillons ont été réalisées
par PCR avec des sondes fluorescentes spécifiques a l'aide
des kits d’amplification Ampliprime et Amplisens® Parvo-
virus B19-FL (Moscou, Russie). De plus, la numérotation des
anticorps IgM et IgG dirigés contre le PV B19 a été réalisée
au moyen d'un test ELISA 0, +30 et +60 jours aprés la greffe,
a l'aide de kits Anti-Parvovirus B19 ELISA IgM et Anti-Parvo-
virus B19 ELISA IgG (EUROIMMUN, Allemagne). Les kits de
diagnostic ont été utilisés conformément aux instructions.
L'évaluation statistique des données a été réalisée avec un
progiciel Winstat.

Résultats

Changements des taux d’ADN de PVB19 et des anti-
corps anti-PVB19 liés aux greffes

Le contenu pré-transplantation de 'ADN du PVB19 et
des anticorps IgG dirigés contre le virus présentait une dis-
persion a large spectre (Tabl. 9). Le PVB19 n'a été trouvé que
chez 31,5% des patients de ce groupe. Parallélement, 68%
des patients ont présenté une augmentation des taux d'an-
ticorps 1gG anti-PVB19 (> 10 Ul/ml), reflétant ainsi la préva-
lence élevée de la réponse immunitaire adaptative. Cepen-

dant, le contenu moyen de I'’ADN de PVB19 avant la greffe
ne correlait ni a I'age des patients, ni au statut clinique de
la maladie, a I'état physique ou a l'activation d’autres virus
latents.

La prévalence et les taux moyens d’ADN de PVB19 ainsi
que les concentrations d’anticorps anti-PVB19 n‘'ont montré
aucun changement significatif 30 ou 60 jours apres la HSCT.
Cependant, la dispersion réelle de ces données s'est révé-
lée plutdt suffisante, suggérant ainsi certaines corrélations
entre ces index de laboratoire et les signes cliniques chez
les patients individuels. En particulier, des charges virales
positives (non nulles) ont été enregistrées dans 28% des cas
avant l'allo-HSCT, 29% et 30,4% au jour+30 et jour+60 aprés
Iallo-HSCT, ce qui signifie que 70% des patients environ
se sont montrés négatifs au PVB19 au début de la période
apres allo-HSCT.

Interaction entre la présence de PVB19 et la réponse
spécifique des anticorps aprés Allo-HSCT

La détection de I’ADN du PVB19, a la fois avant et aprés
Iallo-HSCT, n’était accompagnée d'aucune détection d'an-
ticorps IgM a aucun moment d’observation, suggérant ain-
si 'absence de processus infectieux aigu provoqué par une
infection a parvovirus.

Parallélement, une corrélation positive significative
a été constatée entre la charge virale globale de PVB19 et
les taux sériques d'anticorps antiviraux IgG (r = 0,351; p =
8 X 1075, 153 analyses dans 54 cas cliniques). En particulier,
une forte corrélation a été démontrée entre la charge vi-
rale initiale et les niveaux d'anti-PVB19 aux trois périodes
de I'étude. Cependant elle était a son maximum au jour+60
apres l'allo-HSCT.

D’aprés la Fig. 10, il existe une corrélation significative
entre la charge de PVB19 avant la greffe et la réponse expri-
mée en anticorps détectée 60 jours apres l'allo-HSCT. C'est-

Tableau 9. Valeurs moyennes et médianes des anticorps IgG PVB19 sériques et de I’ADN viral spécifique avant et aux

différentes périodes apreés I'allo-HSCT

Parametres étudiés Anticorps I9G a PVB19 (ME)
Conditions de 'étude Pré-HSCT Jour+30 Jour+60
Nombre de cas 54 51 49
Valeurs moyennes 21,7 24,8 22,8
SE 3,7 34 3,6
SD 26,9 241 254
Médiane 10,7 18,8 12,5
Minimum 0,0 1,6 1,5
Maximum 100,0 96,3 110,0
ADN du parvovirus B19, nombre de copies x 103/mL
Conditions de I'étude Pré-transplantation Jour+30 Jour+60
Nombre de cas 54 51 49
Valeurs moyennes 272 329 257
SE 6,7 9,7 6,8
SD 49,5 68,8 473
Médiane 0 0 0
Minimum 0 0 0
Maximum 1783 280,9 222,2
Corrélations entre la charge virale pré-transplantation et les anticorps IgG anti-PVB19 aux différentes
périodes apres HSCT
Conditions de 'étude Pré-HSCT (Jour 0) Jour+30 Jour+60
Quotient R 0,367 0,274 0,464
Niveau de signification P 0,003 0,02 0,0004
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a-dire que les charges virales différentes de zéro étaient
associées au contenu plus élevé d'anticorps spécifiques, ce
qui suggere a son tour une association entre la persistance
du PVB19 et la production d‘anticorps spécifiques au virus
(Fig. 10).

La demi-vie des anticorps IgG endogénes chez I'homme
est d’environ 1 a 4 semaines (Kontermann, 2009). Ces dé-
couvertes suggerent une possibilité de production d'an-
ticorps spécifiques dans la période précoce aprés un trai-
tement cytostatique intensif, en raison de l'activité poten-
tielle de cellules mémoires survivantes, par exemple, de
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Figure 10. Association entre la charge virale initiale en PVB19
(jour 0) et les anticorps IgG contre PVB19 au jour 60
(r=0,464; p = 0,0004). En abscisse, concentration

de parvovirus (copies par ml); en ordonnée, les quantités
d’anticorps IgG spécifiques, exprimées en Ul/ml, 2 mois aprés
la HSCT
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Figure 11. Corrélation négative entre le nombre

de plaquettes sanguines (10° par ml) et les anticorps IgG
anti-PV B19, exprimée en Ul/ml, au jour+60 aprés la HSCT
(p=0.001; r=-0.422)

plasmocytes capables de fonctionner pendant des mois et
méme des années apres leur maturation.

Activation du parvovirus B19 et récupération
de I’hématopoieése

Dans notre série clinique, la prise de greffe altérée était
généralement plus fréquente lorsque les taux d'anticorps
IgG PVB19 étaient augmentés, suivant I'examen a 60 jours
apres la HSCT (r = 0,315; p = 0,034; n = 46).

Plus précisément, des corrélations significatives ont été
montrées entre la détection initiale de 'ADN du parvovirus
et la reconstitution retardée des érythrocytes et des throm-
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Figure 12. Corrélation négative entre le nombre

de neutrophiles dans le sang et les quantités d’anticorps
spécifiques du PVB19, exprimées en Ul/ml, au jour+60 aprés
la HSCT (r =-0.422; p = 0.002)
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Figure 13. Corrélation négative entre les teneurs

en neutrophiles dans le sang et les quantités d’anticorps
spécifiques du PVB19, exprimées en Ul/ml, au jour+30 aprés
Allo-HSCT (r=-0.380; p = 0.003)
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Tableau 10. Différences de niveaux de PVB19 chez les
patients avec/sans neutropénie fébrile (p = 0.015)

Aef Libre de
Neutropénie .
fébrile neutropénie
fébrile

Nombre de patients 37 n
Nombre moyen de

copies PVB19 R g
Déviation moyenne 77,01

Erreur moyenne 12,7

bocytes dans le sang périphérique (respectivement, r =
-0,281; p=0,02;r=-0,303, p=0,01). De plus, une corrélation
marquée a été observée au jour+60 entre la diminution du
nombre de neutrophiles et du nombre de thrombocytes, et
I'augmentation du taux d'anticorps anti-PVD19 (Fig. 11 a 13).
Cette association peut suggérer une relation entre la persis-
tance continue du parvovirus et le rétablissement plus lent
de I'hnématopoiese 30 a 60 jours apreés la greffe.

En regle générale, une greffe altérée a également été
enregistrée dans les cas ou il y avait plus d'anticorps 1gG
contre le parvovirus 60 jours aprés la HSCT (r = 0,315; p =
0,034; n = 46).

Détection de parvovirus et neutropénie fébrile

La positivité pour 'ADN du PVB19 au jour+30 aprés
I'allo-HSCT était, dans tous les cas (14/14), associée a une
neutropénie fébrile (FN), contre 68% chez les patients
atteints de PVB19 non détectable (23/34; p = 0,015, voir
Tabl. 10). Par conséquent, une infection active a parvo-
virus pourrait constituer un facteur suffisant des réactions
fébriles courantes observées au début de la neutropénie
post-greffe, renforcant ainsi I'importance pathogene de
cette infection, du moins dans un sous-groupe de patients
immunodéprimés. Le développement de ces réponses
fébriles pourrait étre soit induit par le virus, soit combiné
a des infections bactériennes secondaires causées par une
récupération lente de I'immunité cellulaire.

Conclusions

1. La présence du parvovirus B19 dans le sang périphé-
rique des enfants avant la greffe allogénique de cellules
souches hématopoiétiques est suivie d'une augmen-
tation du nombre d‘anticorps anti-PV spécifiques de la
classe des IgG dans le sérum sanguin a toutes les pé-
riodes aprés l'allo-HSCT.

2. Laugmentation des taux d’anticorps IgG dans le sang
des patients apres I'allo-HSCT est associée a une neutro-
pénie et a une thrombocytopénie relatives au cours des
deux premiers mois suivant l'allo-HSCT.

3. La détection de I'ADN du parvovirus aux conditions
initiales (avant la HSCT) et 30 a 60 jours plus tard peut
étre suivie du développement de neutropénies fébriles
précoces et du rétablissement plus lent de la numéra-
tion des érythrocytes et des plaquettes dans le sang
périphérique.

3. Etude du niveau d’immunité contre
la rougeole dans certains groupes de la
population de la République de Guinée

Malgré tous les progrés réalisés dans la lutte contre la
rougeole, des épidémies de rougeole sont toujours enregis-
trées dans le monde entier. En 2010-2016, notamment, des

épidémies de rougeole ont été enregistrées aux Etats-Unis
et dans plusieurs pays européens a forte couverture vacci-
nale. Des épidémies majeures de rougeole ont également
été enregistrées en Afrique, a savoir en République démo-
cratiqgue du Congo (plus de 121000 cas), dans le sud de
I’Afrique (176 000 cas), au Nigéria (environ 30 000 cas) et dans
quelques autres pays africains.

En raison de I'augmentation de l'incidence, le nouveau
Plan stratégique a été adopté dans le monde entier avec
les nouveaux délais pour I'élimination de la rougeole dans
certaines régions de 'OMS. Lélimination de la rougeole
dans la région du Pacifique occidental devait étre achevée
d'ici 2012; dans les régions d’Europe et de la Méditerranée
orientale — d'ici 2015; dans la région africaine — d'ici 2020.
En Asie du Sud-Est, l'objectif était de réduire la mortalité
par rougeole d'ici 2015. A I'heure actuelle, la date fixée pour
la mise en ceuvre du Plan mondial de lutte contre la rou-
geole et la rubéole a été reportée une nouvelle fois.

La population de la République de Guinée compte plus
de 12 millions d’habitants, dont env. 2 millions d’enfants
de moins de 5 ans. La vaccination antirougeoleuse est ré-
alisée une fois a I'age de 9 mois. Selon 'OMS, entre 1980
et 2001, I'incidence de la rougeole en Guinée était élevée,
atteignant parfois quelques 15000 a 18 000 nouveaux
cas chaque année (Fig. 14). En 2002, le nombre de cas de
rougeole était 3,4 fois inférieur a celui de 2001 et 8,4 fois
inférieur a celui de 1999. Plus tard, seuls les cas singuliers
de rougeole ont été enregistrés. En 2014-2015, toutefois,
le taux d'incidence accru de rougeole a été enregistré en
République de Guinée: selon I'OMS, au cours des 11 mois
de 2016, le nombre de cas suspectés de rougeole était de
616, alors que le nombre de cas confirmés en laboratoire
était de 290. Lincidence était de 2,68 pour 100 000 habi-
tants. Il est évident que cette augmentation de l'incidence
est due a la couverture vaccinale antirougeoleuse qui est
passée de 90 a 99% en 2010-2013 a 60 a 62% en 2014-2015
en raison de |'’épidémie d’Ebola au cours de ces années.

Afin de réduire le risque d'épidémies majeures de rou-
geole sur le continent africain, 'OMS recommande de me-
ner des campagnes de vaccination supplémentaire contre
la rougeole aprés la fin de la propagation du virus Ebola.
Il est évident que l'augmentation de l'efficacité de telles
campagnes est due a l'identification de groupes d’age si-
gnificativement affectés par la épidémie et nécessitant une
vaccination supplémentaire.

L'objectif de cette étude était d’évaluer le niveau d'im-
munité contre la rougeole dans différents groupes d'age de
la population de la République de Guinée.

Matériels et méthodes

Examinations: 257 échantillons de sérum sanguin d'en-
fants et d’adultes hospitalisés a I'hépital de Kindia (Répu-
blique de Guinée). Les échantillons cliniques ont été recus
en 2015-2016.

Les échantillons de sérum sanguin ont été testés pour
détecter la présence d'anticorps IgG de rougeole a l'aide du
systéme de test anti-rougeole ELISA d’Euroimmun Medi-
zinische Labordiagnostika AG (Allemagne), conformément
a son mode d’emploi.

Le traitement des données statistiques a été effec-
tué a l'aide des statistiques paramétriques et du test t de
Student servant a évaluer les différences entre les événe-
ments. Les différences ont été considérées comme signifi-
catives a p < 0,05.
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Figure 14. Nombre de cas de rougeole en République de Guinée entre 1980 et 2015 (WHO/IVB, 2016)

Résultats et discussion

Les tests de dépistage des IgG anti-rougeoleuses effec-
tués sur 210 échantillons de sérum sanguin provenant des
patients d'un dge connu et atteints de rougeole qui ont été
hospitalisés a I'hopital de Kindia en 2015-2016 ont indiqué
que 36 personnes (17,1%) étaient séronégatives. L'age de
25 autres patients séronégatifs pour la rougeole n'était pas
connu. Le nombre total de personnes séronégatives était
de 61, soit 23,7% de toutes les personnes examinées.

Le Tabl. 14 présente la répartition des échantillons de
sérum des patients par age et par titre d'anticorps IgG
antirougeoleux.

Dans le groupe d'age des moins de 17 ans, 7 patients
n‘avaient pas d’lgG anti-rougeole. Chez 16 patients de ce
groupe d'age, les titres d'lgG n'étaient pas élevés, mais se
situaient entre 201 et 1000 UI/L. C'étaient probablement
des anticorps post-vaccinaux. Chez 8 enfants et adoles-
cents, des titres d'anticorps élevés (plus de 1001 UI/L) ont
été mis en évidence, ce qui témoigne d'une rougeole ré-
cente. Des titres élevés d'lgG contre la rougeole ont été
trouvés, entre autres, chez deux enfants agés de 2 ans et
7 mois (1600 et 3200 UI/L), ce qui signifie également qu'ils
avaient eu la rougeole récemment. Ces enfants n‘avaient
évidemment pas été vaccinés.

Les titres élevés d’lgG (1001 a 3000+ UI/L) ont été enre-
gistrés chez 10 des 44 sujets examinés agés de 18 a 22 ans
(22,7+6,4%). En éme temps, dans le groupe de personnes
agées de 23 ans et plus, ces titres ont été trouvés chez un
nombre significativement plus élevé de patients, c’est-a-
dire chez 53 personnes (39+6%) (p < 0,05). Ces titres d'an-
ticorps sont évidemment le signe d’une rougeole précoce.

Dans le groupe d'age des 18 a 22 ans, 14 des 44 per-
sonnes examinées étaient séronégatives a la rougeole
(31,8%); chez les patients agés de 23 a 40 ans, 14 des 71

personnes examinées étaient séronégatives a a rougeole
(19,7%). Globalement, dans le groupe d’age de 18 a 40 ans,
la proportion de sujets séronégatifs était de 24,3+5,1%, ce
qui est significativement plus élevée (p < 0,05) que chez les
patients de plus de 41 ans, ou 1 sur 64 personnes exami-
nées seulement était séronégative a la rougeole (1,6+3,6%).

Tenant compte des épidémies majeures de rougeole
en République de Guinée enregistrées en 1981-1982 et
en 1996-2000 avec une incidence de 15 000 a 18 000 par
100 000 habitants, il serait logique de supposer que la pré-
dominance considérable des personnes séropositives a la
rougeole parmi les patients de 23 ans et plus examinéss
a I'nopital de Kindia est due a la rougeole que ces per-
sonnes avaient contractées au cours des épidémies des
années 1980-1990. Etant donné qu’en 2015-2017, une nou-
velle augmentation de l'incidence de la rougeole a été en-
registrée en République de Guinée, on peut supposer que
37 sur 210 personnes examinées qui présentaient des titres
d’lgG supérieurs a 3000 UI/L avaient récemment contracté
la rougeole. Il est important de noter que 76% des moins
de 22 ans n‘avaient pas ou peu de titres d’anticorps antirou-
geoleux, ce qui peut indiquer que le calendrier de vaccina-
tion des enfants n'était pas respecté.

Conclusion

De nombreuses années d'expérience internationale de
la lutte antirougeoleuse dans le monde démontrent de ma-
niére convaincante l'efficacité épidémiologique de la pré-
vention vaccinale antirougeoleuse a condition d‘atteindre
et de mai ntenir une couverture vaccinale élevée (95% et
plus) des cohortes.

Par exemple, dans la Fédération de Russie, la mise en
ceuvre du programme d’élimination de la rougeole vers
2010, élaborée conformément a la résolution de I'OMS,

Tableau 11. Répartition des échantillons de sérum des patients par age et titre d’anticorps IgG antirougeoleux

Age (ans)
Densité optique, IU/L
Moins de 17 18-22 23-40 41+ Total

<200,0 7 14 14 1 36 17,1%

201,0-1000,0 16 20 35 32 103
1001,0-3000,0 3 14 13 34 82,9%

>3000,0 5 8 18 37
Total 31 44 71 64 210 100%
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a permis de réduire considérablement l'incidence de la
rougeole, de renforcer le systéeme national de vaccination
antirougeoleuse et d’améliorer la surveillance épidémio-
logique de la rougeole et d’autres maladies a exanthéme.
Plus de 95% des enfants russes ont recu deux doses de vac-
cin antirougeoleux vivant.

L'étude du niveau d'immunité contre la rougeole en Ré-
publique de Guinée a montré que les IgG de la rougeole
étaient retrouvées chez la majorité des enfants et des
adultes dont les échantillons avaient été examinés en la-
boratoire. Cependant, chaque groupe d'age comprenait
des personnes séronégatives, ainsi que des personnes
présentant un faible taux d'anticorps antirougeoleux. Dans
I'ensemble, nous avons constaté que 23,7% des sujets exa-
minés a I'hopital de Kindia étaient séronégatifs pour la rou-
geole. Chez les patients agés de 18 a 40 ans, la proportion
de personnes séronégatives était de 28,5+5,1 de toutes
les personnes examinées. Cette cohorte est susceptible
d’étre infectée par le virus de la rougeole et peut contri-
buer a maintenir et a activer le processus épidémique en
cas d'épidémie de rougeole en République de Guinée.

L'Organisation mondiale de la santé déclare que méme
des perturbations a court terme du calendrier de vaccina-
tion entrainent un nombre croissant d'individus sensibles
a l'infection et un risque accru d’épidémies qui pourraient
autrement étre évitées par la vaccination. Pour réduire le
risque d'épidémies majeures de rougeole dans les régions
exemptes du virus Ebola, 'OMS recommande des cam-
pagnes de vaccination massives contre la rougeole.

4, Evaluation de lI'action anti-grippale
de nouveaux derives de camphre

En 2017-2018, nos études portaient principalement sur
I'évaluation de l'activité antigrippale de nouveaux dérivés
du camphre. Précédemment, nous avons identifié les dé-
rivés du camphre en tant qu’inhibiteurs efficaces de la ré-
plication du virus de grippe en culture cellulaire. Au cours
de la présente étude, nous avons déchiffré le mécanisme
dactivité du composant principal, soit le camphécene
(2-(E)-((1R,4R)-1,7,7-triméthylbicyclo[2.2.1]Theptan-2-yli-
déne-aminoéthanol) en identifiant sa cible (étape 1). Dans
le but d'optimiser les propriétés pharmacologiques du
camphécéne, une chimiotheque basée sur I'échafaudage
du camphécéne a été construite. Les modifications in-
cluaient I'introduction de fragments hétérocycliques mono
et bicycliques a la place du groupe hydroxyle terminal du
camphécéne (étape 2).

1. Etape 1

1.1. Matériels et méthodes

1.1.1. Virus et cellules

Le virus de la grippe A/Puerto Rico/8/34 (HIN1) a été
obtenu a partir de la collection de virus de I'Institut Smo-
rodintsev de recherche sur la grippe. En préparation a I'ex-
périmentation, le virus a été propagé dans les cavités allan-
toiques d’embryons de poulet agés de 9 a 11 jours pendant
48 heures a 36°C. Le titre infectieux du virus a été déter-
miné dans des cellules MDCK (ATCC # CCL-34) a l'aide des
plaques a 96 puits.

1.1.2. Animaux

Souris BALB/c femelles agées de 6 a 8 semaines ont été
obtenues auprés de I'élevage de Rappolovo de I'Académie

de médecine de Russie (Rappolovo, Russie) et mises en
quarantaine une semaine avant la manipulation expéri-
mentale. Les souris étaient nourries avec des aliment stan-
dards pour rongeurs, ayant un accés illimité a I'eau. Les ex-
périences sur les animaux ont été conduites conformément
aux principes de protection des animaux de laboratoire
(Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, National
Academy Press, Washington DC, 1996) et approuvées par le
Comité d'éthique de l'institution.

1.1.3. Essai de résistance au virus

Du camphécene a des concentrations en série (500-
1,5 uM) a été incubé avec des cellules MDCK pendant 1 h
a 36°C. La culture cellulaire a ensuite été inoculée par le
virus de la grippe (m.o.i. 0,01) pendant 1 heure. Le virus non
lié était lavé avec du MEM, ensuite une nouvelle portion
de camphécene était ajoutée. Ensuite, les plaques étaient
incubées pendant 24 h a 36°C en présence de CO, a 5%.
Le titre du virus dans le milieu de culture était déterminé
dans un passage séparé aprés 48 heures de culture. Pour
détecter le virus, le milieu (100 pL) a été placé dans les
puits d'une plaque a fond rond et complété de la quantité
égale d'une suspension a 1% d'érythrocytes de poulet dans
une solution saline. La réaction a été évaluée apres 60 min
d’incubation a température ambiante. Chaque concentra-
tion des composants a été testée en triple. Les titres de
virus ont été comparés au logarithme de concentration et
les valeurs de Cls, de chaque virus ont été calculées a l'aide
du logiciel GraphPad Prism.

1.1.4.Sélection et analyse in vitro de mutants résistants

Afin d’étudier le développement de la résistance au cam-
phécene, le virus de la grippe A/Puerto Rico/8/34 (H1N1)
(PR8) a été passé en série dans des cellules MDCK en pré-
sence de concentrations croissantes du composé entrainant
la formation du virus CF+. Les cellules ont été infectées par le
virus etincubées pendant 3 a 5 jours a 36°C avec du CO, a 5%
jusqu’a obtention d'un effet cytopathique. Les surnageants
de culture ont été centrifugés, ensuite des aliquotes ont été
utilisées pour la sélection séquentielle. Deux passages ini-
tiaux ont été réalisés en présence de 100 uM de camphécéne,
suivis de quatre passages a 200 pM. Le virus de controle (CF)
a été passé en série le méme nombre de fois dans les cellules
MDCK en I'absence de I'agent antiviral.

Apres la procédure de transfert, nous avions trois virus:
le PR8 initial qui n'était pas transmis; CF—; et CF (deux puits
chacun). Les milieux de culture de deux puits paralleles de
ces virus ont été mélangés, et les virus ont été purifiés sur
plague dans des cellules MDCK. Trois clones de chaque
virus ont été propagés dans des embryons de poulet en
I'absence ou en présence de 200 uM de camphécéne.
L’ARN viral était extrait a I'aide du kit RNAzol® (Gibco BRL).
Aprés transcription inverse, I’'ADNc était amplifié a I'aide de
quatre paires d'amorces.

Les conditions du séquencement étaient les suivantes:
(i) dénaturation (3 min a 95°C), (ii) 20 cycles a 95°C pendant
305, 60°C pendant 30 s, 72°C a 45 s et (iii) 30 cycles a 95°C
pour 30 s, 50°C pendant 30 s, 72°C pendant 60 s avec al-
longement final a 72°C pendant 7 min. Les produits de PCR
ont été séquencés a l'aide d'un analyseur génétique ABI
PRISM 3100-Avant (Applied Biosystems, USA) en utilisant le
kit de séquencage du cycle BigDye Terminator et le logiciel
de collecte de données ABI PRISM 3100-Avant fourni par le
fabricant. Toutes les séquences ont été comparées a la sé-
quence d'acides aminés du virus A/Puerto Rico/8/34 (code
d’acceés P03452).

34 Rapport D'Activites 2017-2018



Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg

Laboratoire de virologie expérimentale

1.1.5. Essai de réduction du rendement viral

Une solution mére de camphécene (5 mM) a été prépa-
rée dans du MEM avec 1 pg/ml de trypsine, diluée en série
(1500 — 2 pM) et incubée avec des cellules MDCK pendant
1 h a 36°C. Chaque concentration de camphécéne a été
testée en triple. Les cultures cellulaires ont ensuite été in-
fectées par le virus de la grippe A/Puerto Rico/8/34 (HIN1)
(m.o.i. 0,01) pendant 24 h a 36°C en présence de CO, a 5%.
Les titres de virus dans les surnageants ont été déterminés
par test d’hémagglutination apres culture de la descen-
dance du virus dans des cellules MDCK pendant 48 h a 36°C
en présence de CO, a 5%. Les concentrations inhibitrices
a 50% (ICs,) et I'indice de sélectivité (Sl, rapport CCyo/ICs,)
ont été calculés a partir des données obtenues.

1.1.6. Microscopie électronique a transmission (TEM)

Les cellules MDCK dans des plaques a 6 puits ont été
incubées avec le virus de la grippe A/Puerto Rico/8/34
(H1N1), m.o.i. 100, a 4°C pendant 1 heure. Les virions non
liés ont été éliminés en lavant les cellules deux fois avec du
MEM froid, le milieu contenant 100 uM de camphécene et
1 pg/ml de trypsine a été ajouté et les cellules ont été incu-
bées pendant 1,5 heure a 36°C dans le CO, a 5%. Du MEM
avec de la trypsine (sans camphécene) a été ajouté dans
les puits contenant le virus de contréle, Apres incubation,
les cellules ont été collectées a partir des puits, transférées
dans des tubes et centrifugées a 2000g pendant 15 min.
Les culots cellulaires ont été fixés avec 1,5% de glutaral-
déhyde dans du PBS pendant une nuit, puis post-fixa-
tion avec 1,5% de OsO, pendant 1 heure et de l'acétate
d’uranyle pendant 45 minutes a la température ambiante.
lls ont ensuite été déshydratés dans de I'acétone et incor-
porés a de la résine Epon/Araldit (Serva Feinbiochemica,
Heidelberg, Allemagne). Des coupes minces (90 nm) ont
été colorées avec du citrate de plomb et examinées au
microscope électronique JEM-100S (JEOL, Tokyo, Japon)
a un grossissement de 2000 a 50 000. Le nombre de virions
intacts observés attachés aux membranes endosomales
internes et le nombre de virions observés fusionnant leurs
membranes avec des membranes d’endosomes ont été
comptés. Dans chaque groupe expérimental, 20 champs
visuels contenant 82 virions dans I'échantillon témoin et
74 virions dans un échantillon traité au camphécéne ont
été analysés.

1.1.7. Expériences in vivo

Afin de comparer la virulence des virus sensibles au cam-
phécene et des virus résistant au camphécéne, des souris
(10 par groupe) ont été infectées avec trois doses de virus
controle ou résistant au camphécene. Les virus ont été ad-
ministrés par voie intranasale (volume de 50 pl). Chaque
groupe a fait I'objet d'un suivi quotidien du poids corpo-
rel et du décés pendant deux semaines apres l'inoculation.
De plus, deux groupes (n = 10 souris dans chacun) ont été
infectés avec 5 x 10° pfu de chaque virus. Aux jours 3 et
6 apres l'infection, cing souris de chaque groupe ont été
euthanasiées, leurs poumons ont été prélevés et homogé-
néisés dans dix volumes de solution saline, et les activités
virales ont été mesurées dans des homogénats par titrage
dans des cellules MDCK.

1.1.8. Traitement statistique des résultats

Les titres de virus ont été comparés au logarithme de
concentration, et les valeurs de Cl;, de chaque virus ont été
calculées a l'aide du logiciel GraphPad Prism. Les taux de
survie ont été analysés a l'aide du test logarithmique par
rangs Mantel-Cox incorporé dans le logiciel Statistica 8.0.

Les titres viraux dans les tissus pulmonaires, ainsi que le
poids des animaux, ont été comparés avec ANOVA a une
voie. Les nombres de virions comptés avec la TEM ont été
ensuite comparés a l'aide du test t de Student. Les valeurs
de p < 0,05 étaient considérées comme statistiquement
significatives.

1.1.9. Modélisation moléculaire

Linteraction du camphécene avec des hémaggluti-
nines de type sauvage et mutantes (résistant au camphé-
céne) a été réalisée a travers la modélisation moléculaire
et le calcul de la stabilité des HA. La sous-unité HA2 a été
choisie comme cible biologique clé. Deux structures cris-
tallines ont été téléchargées de la Banque de données des
protéines (Rose at al., 2017) (codes PDB: 1RU7 (Gamblin et
al., 2004). Deux chaines polypeptidiques (deux monoméres
du trimere HA) ont été prises en compte dans le calcul et
la troisiéme a été exclue de I'analyse. Des atomes d’hy-
drogéne ont été ajoutés aux résidus d'aminoacides et op-
timisés au pH de 5,0+0,2. Toutes les molécules d'eau ont
été prises en compte. Les paramétres géométriques de la
protéine et du ligand ont été soumis a une minimisation
restreinte en utilisant le champ de force OPLS3 (Small Mo-
lecule Drug Discovery Suite 2017-3).

Deux sites de liaison ont été considérés. Le premier était
situé dans la région de liaison de la tert-butyl hydroquinone
(TBHQ), inhibiteur bien connu de I'HA (Russell et al., 2008).
Le deuxieme se trouvait prés du peptide de fusion et conte-
nait de la valine en position 458 (615). La numérotation des
résidus ici et aprés correspond au code PDB 1RU7 indiqué
entre parentheses.

Toutes les procédures d'amarrage ont été effectuées
a l'aide du logiciel Schrédinger Suite 2017-3 (Small-Mole-
cule Drug Discovery Suite 2017-3). Lamarrage a été réali-
sé dans les conditions suivantes: un ligand flexible et une
protéine; précision de prédiction standard (protocole IFD
et approche QM/MM-docking).

Afin d'attacher le ligand a lI'espace hydrophobe pres de
V458, une boite a mailles a été centrée sur le résidu sélec-
tionné. Les acides aminés ont été raffinés a moins de 5 A de
la position du ligand. L'énergie de liaison (AGMM GBSA) du
complexe ligand-protéine a été estimée a l'aide du modele
de Born généralisé a diélectrique variable, qui incorpore
des effets dépendant des résidus. De l'eau a été utilisée
comme solvant.

La mutation V458L de la sous-unité HA2 (code PDB:
1RU7) de I'hémagglutinine a été modélisée a l'aide des
méthodes MM et QM. Nous avons estimé les valeurs éner-
gétiques totales de I'HA2 des virus de type sauvage et des
virus mutants afin de modéliser la réaction de substitution
homodésique de la valine par la leucine (en position 458)
a l'aide de la méthode DFT B3LYP avec I'ensemble de base
6-311G (d,p).

1.2. Résultats

1.2.1. Le camphécéne inhibe la fusion des membranes
virales et endosomales

Afin de visualiser l'effet du camphécene sur la mor-
phogeneése virale, nous avons effectué une analyse de l'ul-
trastructure des cellules infectées aux premiers stades du
cycle viral, lorsque le composé démontre la plus grande
activité. A ce stade, dans les deux cellules traitées par
placebo, de nombreuses vacuoles endosomales ont été
observées dans le cytoplasme. Les virions étaient localisés
dans les endosomes. Ils étaient observés dans des forma-
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Figure 15. Virions de la grippe dans les endosomes aux
premiers stades du cycle viral. Les cellules ont été infectées
avec le virus (m.o.i. 100) et incubées pendant 1,5 heure,

puis traitées et analysées par microscopie électronique

a transmission. Ici on présente les virions au sein

de I'endosome, dans la cellule cultivée avec du camphécéne,
ainsi que le virion en cours de fusion membranaire
(incorporation) dans I'endosome de la cellule cultivée sans
camphécéne. Les virions sont marqués par des astérisques;
le site de fusion membranaire par une fleche; EM: membrane
endosomale

tions comportant une fixation a la membrane endosomale
interne ou dans des structures présentant une fusion entre
les membranes virale et endosomale. Ces formations ty-
piques font I'objet de la Fig. 15.

Ces virions représentaient 15,9% de toutes les particules
virales analysées (n = 82). De méme, les cellules traitées au
camphécéne contenaient de nombreux endosomes avec
des virions. En revanche, le pourcentage de virions dans le
processus de fusion membranaire était trois fois inférieur
(5,4%, n = 74, p = 0,0032, test t). Cependant, le nombre de
virions par endosome ne différait pas significativement
(4,1+2,1 et 3,7£1,7 respectivement dans les cultures traitées
au placebo et traitées au camphécene; p = 0,5080, test t).
Ces résultats confirment indirectement que le camphécéne
supprime le processus de fusion membranaire dans les cel-
lules infectées par le virus de la grippe.

1.2.2. Le virus résistant au camphécéne peut étre
sélectionné aprés six passages en culture cellulaire

Le virus de la grippe A/Puerto Rico/8/34 (PR8), qui avait
précédemment prouvé sa sensibilité au camphécéne, a fait
I'objet d'une série de passages en présence de concentra-
tions croissantes de camphécéne (six passages au total) afin
d’obtenir un virus résistant aux médicaments (CF+). Le virus
de controle correspondant (CF) a été passé six fois en série

Tableau 12. Titre et Cl,, des virus de la grippe sensibles
au camphécene et résistants au camphécéne

Variante de virus Titre sans composés, | Camphécéne Cl;,
log;IDs, UM

Virus initial (PR8) 7,0+0,0 1,940,5

Controle (CF-) 6,3+0,3 5,0+0,6

Traité au

camphécéne (CF4) 6,0+0,0 4774+44,2

sans médicament. Nous avons ensuite mesuré la sensibilité
des trois virus (virus PR8 initial, CF- et CF+) au camphécéne
par titrage dans des cellules MDCK en présence de diverses
concentrations de camphécene. Les valeurs de CI50 du
camphécéne ont ensuite été calculées pour chaque virus
(Tabl. 12).

Selon les résultats, les trois virus se sont développés dans
les cellules MDCK avec une efficacité similaire, cependant
le virus résistant au camphécene était Iégérement moins
productif. Six passages dans les cellules MDCK sans addi-
tifs n‘ont pas modifié la sensibilité du virus au camphécéne.
Néanmoins, la culture du virus de la grippe en présence de
camphécéne a induit, apres six passages, une résistance
au médicament environ 160 fois supérieure a celle de la
souche parentale ou du virus transmis sans le médicament.

1.2.3. Le virus résistant au camphécéne acquiert
une mutation V458L dans la sous-unité HA2 de
I’'hémagglutinine

Apres purification sur plaque, les segments 4 provenant
de trois clones de chaque variante du virus (PR8, CF- ou
CF+) ont été séquencés et leurs compositions en acides
aminés comparée les unes aux autres, ainsi qu’a la séquence
de référence HA du virus de la grippe A/Puerto Rico/8/34
(PubMed P03452). Les résultats de l'analyse de séquence
ont montré qu'il existait une variabilité parmi les clones ini-
tiaux du virus (PR8). Plus précisément, les changements ob-
servés (par rapport a la souche de référence) étaient les sui-
vants: un des trois clones contenait la substitution N104S;
un clone contenait les substitutions A240T et 1353V; et un
clone contenait la substitution L345I. Les trois clones ini-
tiaux du virus PR8 présentaient la substitution P199S. Cette
différence peut refléter les modifications de la souche dues
a sa culture a long terme, dans des conditions spécifiques,
au sein de notre laboratoire.

La variabilité a également été détectée parmi les clones
du virus qui ont été passés sans médicament. Un clone
présentait la mutation D455E et I'autre la mutation G475R.
Comme le virus PR8 initial, les trois clones présentaient les
substitutions de P199S, par rapport a la séquence de réfé-
rence P03452.

Contrairement ala souche de référence et aux trois clones
du virus témoin passés sans médicament, les trois clones du
virus résistant au camphécene contenaient de la leucine au
lieu de la valine en position 458 (substitution G—T, Fig. 16A).
Ainsi, la résistance du virus de la grippe au camphécéne est
associée a la mutation V458L de I'hémagglutinine. Pour plus
de clarté, 'emplacement de la mutation est présenté sur le
modeéle 3D d’hémagglutinine virale (Fig. 16B). Selon le mo-
dele, la mutation V458L est localisée dans la région de la tige
de la sous-unité HA2 a proximité du peptide de fusion et du
site du clivage protéolytique de HA.

1.2.4. Résultats de la modélisation moléculaire

Afin d’élucider le mécanisme structurel derriere la ré-
sistance de la grippe au camphécéne, nous avons effectué
des expériences de modélisation moléculaire. Dans cette
partie de I'étude, nous avons examiné l'affinité du cam-
phécéne avec les sites de liaison de HA de type sauvage
et avec ceux présentant la mutation V458L. Les énergies
totales des deux types de molécules de HA ont également
été évaluées. Selon des calculs théoriques, le site de liaison
de l'inhibiteur de TBHQ situé a proximité du peptide de fu-
sion est plus favorable pour la liaison avec le camphécene.
Les valeurs du score d'ancrage sont inférieures aux valeurs
caractérisant la liaison entre le ligand natif (TBHQ) et la pro-
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Figure 16. La résistance du virus grippal au camphécéne est associée a une mutation du géne HA. (A) L'analyse de la séquence
des virus passés a révélé une mutation, au niveau de la position de I'acide aminé 458 dans I'hémagglutinine, qui transforme la
valine en leucine. (B) La substitution d’acide aminé (marquée en rouge) dans I’lhémagglutinine du virus CF+ mutant résistant
au camphécéne est localisée prés du peptide de fusion et du site de clivage protéolytique. La substitution a été identifiée
dans trois sur trois clones de virus résistants comparée a la souche parentale A/Puerto Rico/8/34 (HIN1) (huméro d’accés ala

BDP 1RU7)

téine (Tabl. 13, inscriptions 1-4). Cependant, ce site actif est
situé a une distance d'environ 20 A de l'acide aminé V458.
Il semble improbable que le camphécéne soit a l'origine de
la mutation V458L s'il se lie a cette région de HA2 (Fig. 17).

Le deuxiéme site de liaison a été trouvé dans la région
de la tige proche du site de clivage protéolytique. Sur ce
site, le camphécene est entouré de résidus d'acides aminés
de deux chaines polypeptidiques et forme des liaisons H
avec V458 et 19 (Fig. 17B). Les valeurs du score QM-docking
étaient comparables pour la liaison du ligand au niveau des
deux sites actifs (Tabl. 13, inscriptions 3 et 4), mais I'énergie
de liaison (AGMM_GBSA) du camphécene et de I'HA au se-
cond site était supérieure de 15,2 kcal/mol par rapport au
AGMM_GBSA de liaison du ligand au site actif TBHQ.

Les paramétres géométriques de la protéine ont été
Iégérement modifiés aprés la mutation V458L (Fig. 13C) et
le site de liaison du ligand a été déplacé par rapport a sa

position dans I'hémagglutinine de type sauvage. La liaison
du camphécene au niveau de L458 était défavorable apres
une mutation en raison d'effets stériques (ceux-ci sont re-
présentés par des lignes pointillées rouges sur la Fig. 13).
Le ligand était situé plus haut le long de la tige au-dessus
de la leucine et formait une liaison H avec T31 (Fig. 13D).
L'énergie de liaison était supérieure de 12,9 kcal/mol par
rapport a I'énergie de liaison du camphécéne avec I'HA
de type sauvage (Tabl. 13, inscriptions 3 et 4). La liaison du
camphécéne avec I'HA mutant est donc plus faible que
celle de I'HA sauvage qui peut servir de base structurelle
a la résistance aux médicaments.

Il convient de noter que la valeur de I'énergie totale du
mutant HA2 était inférieure a celle du type sauvage(AE
28,4 kcal/mol de moins de le mutant V458L). Selon les
calculs de la chimie quantique, le processus de rempla-
cement homodesmique de la valine en leucine est carac-

Tableau 13. Résultats de I'analyse de I'interaction du camphécéne avec I'hémagglutinine du virus de la grippe dans les sites

de liaison de HA

Inscription Ligand® Scored’ancrrage QM | MGM GBSA, kcal/mol Ponts de liaison H entre le ligand et les acides aminés®

site de liaison TBHQ

1 TBQH -6,7£0,2 -35,3 aucun

2 Camphécéne -8,1+0,3 -45,0 Tyr295, Lys558
site de liaison V458

3 | Camphécene | -8,0£0,4 | 29,8 | lle9, Val615
site de liaison V458L

4 ‘ Camphécene ‘ -5,7£0,5 ‘ -16,9 ‘ Thr31

2TBQH: hydroquinone de tert-butyle; ® La numérotation des résidus correspond aux codes PDB.
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Figure 17. Sites de liaison du camphécéne au sein du HA du virus de la grippe A. Deux sites de liaison sont étiquetés sur le
modeéle général de HA (au centre). Orientation de la molécule de camphécéne au premier (A) et deuxiéme (B) sites de liaison
de HA de type sauvage. Interaction du camphécéne avec les premier (C) et deuxiéme (D) sites de liaison du mutant V458L.
L'énergie de liaison pour chaque site et la distance entre deux sites sont indiquées. La numérotation des acides aminés

correspond ici au code PDB 1RU7
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Figure 18. Le passage en série du virus grippal A/Puerto Rico/8/34 en présence de camphécéne entraine une atténuation
du virus sur le modéle d’infection grippale chez la souris. On présente les valeurs de poids (A) et les courbes de survie (B)
de souris infectées par le virus grippal A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) qui avait déja été passé six fois dans des cellules MDCK
contenant du camphécéne (résistant au camphécéne, CF+) ou par le virus sans présélection de camphécéne (sensible

au camphécéne, CF-)
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térisé par une valeur d'énergie négative (données non
présentées). Cela nous a permis de supposer que la muta-
tion V458L entraine une diminution de I'’énergie totale de
cette sous-unité de la molécule HA. Cela a pu résulter en
la stabilisation du monomere HA et/ou du complexe mul-
ti-sous-unités de la protéine. Comme la mutation est située
pres du site de clivage, elle pourrait avoir un impact sur la
protéolyse de I'HA au cours du cycle viral.

1.2.5. Le virus résistant au camphécéne posséde une
pathogénicité plus faible chez les animaux que la souche
témoin

Pour évaluer I'effet de la résistance au camphécéne sur
les propriétés pathogéniques du virus, nous avons inoculé
a des souris Balb/c (10 par groupe) trois doses différentes
de chaque virus pour suivre les changements de poids et la
mortalité dans chaque groupe. La production du virus dans
les tissus pulmonaires a également été surveillée.

Les souris infectées par le virus de type sauvage (sensible
au camphécene) ont présenté une mortalité et une perte
de poids liées a la dose. En revanche, l'infection de souris
par le virus résistant au camphécéne n'a entrainé ni mor-
talité ni perte de poids (Fig. 18). De plus, lorsque les souris
étaient infectées avec 5 x 10° pfu de l'un ou l'autre virus,
I'efficacité de la réplication dans les tissus pulmonaires était
environ 1,5 a 2,0 ordres de grandeur plus basse pour le virus
résistant au camphécéne que pour le virus sensible au cam-
phécéne (6,1£0,3 contre 4,2+0,2 log,, TCIDs, au jour 3 (p =
0,0003); et 4,9+0,3 contre 3,4+0,2 log,, TCIDs, au jour 6 (p =
0,0017) (Fig. 19). Ainsi, 'acquisition d’une résistance au cam-
phécéne est associée a une diminution significative de la
pathogénicité virale et a un affaiblissement de la capacité
de croissance des poumons de souris.

Etape 2

2.1. Matériels et méthodes

2.1.1. Chimie

Les composés cibles portant un fragment hétérocy-
clique ont été synthétisés comme indiqué sur le Fig. 20.
Le camphéceéne de départ a été préparé comme décrit pré-
cédemment. Par la suite, du camphécéne a été traité avec
du PBr; pour produire I'intermédiaire clé 1 qui a été utili-
sé immédiatement dans d’autres réactions. Les composés
clés 2 a 16 ont été préparés par substitution nucléophile
d’amines ou de thiols secondaires avec le bromure 1 en
présence de carbonate de potassium et de 1,8-diazabi-
cyclo [5.4.0] undec-7-ene (DBU). Les structures des com-
posés cibles ont été confirmées par diverses méthodes
spectroscopiques, notamment la RMN 'H et *C (voir ESI).
A la suite de modifications synthétiques du camphécéne,
nous avons obtenu des composés contenant I'imine cam-
phre et les N-hétérocycles saturés du pharmacophore clé:
pyrrolidine 2, pipéridine 3, 4-méthylpipéridine 4, pipé-
ridin-4-ol 5, pipérazine 6, N-méthyle- 7 et fragments de
N-éthylpipérazine 8. Nous avons synthétisé des agents
contenant des fragments hétérocycliques a cinq chainons
(fragments 4,5-dihydrothiazole 9, N-méthyl-imidazole 10
et 1,2,4-triazole 11), séparés du groupe imino par I'atome
de soufre via un agent de liaison aliphatique. Nous avons
décrit les composés contenant des fragments aromatiques
a six chainons: fragments 4-chlorobenzéne 12, pyridine 13
et pyrimidine 14, ainsi que les composés avec des échafau-
dages hétérocycliques aromatiques benzothiazole 15 et
benzoimidazole 16.
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: . 1
% 64 —o—
o
E A A
o 5 ° A
()]
o mmm A
§ 4 n A v
{_: [ ] vy
s 34 vy
2 : T T T
» > © ©
g & & &
(//\ éx\ (//\ C</()(\

Figure 19. Titres viraux pulmonaires de souris infectées
par les virus de la grippe sensibles au camphécéne

(CF-) et résistants au camphécéne (CF+). Les souris

(dix par groupe) ont été infectées par voie intranasale
avec 5 x 10° pfu de I'un ou I'autre des virus. Aux jours

3 et 6 apreés I'infection, cinq souris de chaque groupe

ont été euthanasiées, leurs poumons ont été isolés et
homogénéisés dans dix volumes de solution saline,

et l'activité virale a été mesurée dans les homogénats par
titrage au sein des cellules MDCK. Les titres viraux ont été
comparés entre les groupes par ANOVA a une voie

2.1.2. Essai d’inhibition du virus

Les composés ont été dissous dans 0,1 mL de DMSO
pour préparer les solutions meres, tandis que les solu-
tions finales (1000,0 a 4,0 uM) ont été préparées par addi-
tion de MEM avec 1 pg/mL de trypsine. Les composés ont
été incubés avec des cellules MDCK pendant 1 h a 36°C.
Chaque concentration des composés a été testée en triple.
La culture cellulaire a ensuite été infectée par le virus de la
grippe A/Puerto Rico/8/34 (HIN1) (m.o.i. 0,01) pendant 24 h
a 36°C en présence de CO, a 5%. Le titre de virus dans le
surnageant a été déterminé par le test d’hémagglutination
apres culture du virus dans des cellules MDCK pendant 48 h
a 36°C en présence de CO, a 5%. La Rimantadine, '’Amanta-
dine, la Deitiforin et la Ribavirine ont été utilisées comme
médicaments de référence. Pour les calculs, le titre du
virus a été exprimé en pourcentage du titre dans les puits
témoins sans composés. Les concentrations inhibitrices
a 50% (ICs,) et I'indice de sélectivité (SI, rapport CCso/1Cs)
ont été calculés a partir des données obtenues.

2.1.3. Test de cytotoxicité

Le test au microtétrazolium (MTT) a été utilisé pour étu-
dier la cytotoxicité des composés. En bref, on a préparé des
séries de dilutions de trois fois dans du MEM pour chaque
composé. Les cellules MDCK ont été incubées pendant 48 h
a 36°C dans du CO, a 5% en présence des substances dis-
soutes. Les cellules ont été lavées deux fois avec une solu-
tion saline tamponnée au phosphate (PBS), et la solution
de bromure de 3-(4,5-diméthylthiazolyl-2)-2,5-diphénylté-
trazolium (ICN Biochemicals Inc. Aurora, Ohio) (0,5 pg/mL)
dans du PBS a été ajoutée aux puits. Apres 1 heure d’incu-
bation, les puits ont été lavés, et le résidu de formazan a été
dissous dans du DMSO (0,1 ml par puits). La densité optique
dans les puits a ensuite été mesurée sur un lecteur multi-
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Figure 20. (i) PBr;, Et,0, température ambiante (t.a.); (ii) amine ou thiol appropriée, KK,CO,, DBU, CH,CN, t.a.

Tableau 14. Activité antivirale de composés a base fonctionnel Victor2 1440 (Perkin Elmer, Finlande) a une lon-
de camphécéne 2-16 contre le virus de la grippe A/Puerto gueur d’'onde de 535 nm et tracée en fonction de la concen-
Rico/8/34 (H1N1) dans des cellules MDCK tration en composés. Chaque concentration a été testée en
Composé CTD,,%, pM ICoe?, uM SIc trois paralléles. La c<’)nce,n'fration clytc?toxiqL.Je a 50% (C(liso)
de chaque composé a été calculée a partir des données
2 > 1260 12+2 106
obtenues.
3 > 1141 2744 a3 2.1.4. Expériences de temps d’addition
4 294+14 25+2 12 Pour déterminer le stade du cycle de vie du virus af-
5 > 1031 NA 1 fecté par le composé 14, les cellules ont été ensemencées
6 119690 3745 33 dans des pIaqqes a 24 puits et |ncu|F>ees avec le V|rus‘gr|p-
pal A/Puerto Rico/8/34 (HIN1) (m.0.i.10) pendant 1 h a 4°C.
J S — 2 Apreés lavage pendant 5 minutes avec 0,5 ml de MEM froid
8 222419 101412 2 (+4°C) par puits, afin d’éliminer les virions non absorbés,
9 753462 3344 23 les plaques ont été incubées pendant 8 h a 36°C avec du
10 1126463 341446 3 CO, a 5%. Le point de départ de cette incubation a été
- — Y indiqué comme Oh. Le composé 14 (concentration finale
- - 300 umol/L) a été dissous dans du MEM et ajouté aux cel-
12 17012 4746 4 lules aux moments suivants: —2 et -1 hpi (avant l'infection);
13 503+38 61 91 0 (simultanément avec l'infection); 2, 4 et 6 hpi (apres I'in-
14 > 1025 621 183 fection). Apres 8 h de croissance, le titre infectieux du virus
15 383+22 1952 20 dans le mlllleu,d.e culture et les cellules a été déterminé se-
lon le procédé ci-dessus.
16 406129 2143 20
Rimantadine 335427 67,044,9 5 2.2. Résultats
Amantadine 284421 64+5 4 2.2.1. Activité biologique des dérivés
Daitiforin 1266482 209415 6 Parmi les 15 composés testés, 11 (73%) ont démontré
Ribavirin > 2000 25 > 810 un indice de sélectivité (IS) supérieur a 10 et des valeurs

de CI50 dans la gamme micromolaire. On a démontré que
I'activité antivirale et la toxicité dépendaient fortement de

de 50% des cellules. . (o s . .

°ICs,, concentration efficace; la concentration entrainant une inhibition la natureldu SUb,Stltua.nF P}gter.oqulque. L_es composelzs 2 ,et

de 50% de la réplication du virus. 14 ont démontré 'activité inhibitrice du virus la plus élevée

<sl, indice de sélectivité, ratio CCso/ICs,. avec les Sl de 106 et 183, portant des fragments de pyrroli-

°CTDs, concentration cytotoxique; la concentration entrainant la mort
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Figure 21. Activité du moment du no. 14 contre le virus de la grippe A/Puerto Rico/8/34 (H1IN1)pdmO09. au moment d'addition.
Le virus de la grippe a été absorbé sur des cellules MDCK pendant 1 h a + 4°C, les virions non liés ont été éliminés par lavage,
et la plaque a été transférée vers un incubateur a CO, (36°C) (t = 0). Le composé 14 a été ajouté aux moments indiqués.
L'activité infectieuse de la descendance virale a été testée par titrage supplémentaire dans des cellules MDCK. hpi, quelques
heures aprés I'infection

R*=0,5904

©

ED50, pM

-9 -85 -8 -7.5 -7 -6,5 -6
Docking score

Figure 22. Amarrage moléculaire. A et B, les emplacements des composés 13 et 14 dans le site actif de HA2, respectivement:
I'interaction n-cation est représentée par une ligne pointillée verte et I'empilement ni-m en bleu. C, corrélation entre les
valeurs de ED50 et les résultats d’accouplement du composé actif
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dine et pipéridine, respectivement. On a démontré que le
composé 14 interférait avec la reproduction virale au dé-
but du cycle de vie du virus (0 a 2 heures aprés l'infection).
Lensemble des données témoignent du potentiel élevé
des dérivés du camphécene en particulier et des dérivés de
I'imine a base de camphre en général, en tant que compo-
sés anti-grippaux efficaces (Tabl. 14).

Il convient de noter que la comparaison directe des va-
leurs des IS pour les composés de différents types struc-
turaux n’a généralement aucun sens, car ils peuvent avoir
des propriétés pharmacocinétiques fondamentalement
différentes in vivo. Lors de l'identification de composés
prometteurs pour les recherches ultérieures, il convient de
sélectionner les composés les plus actifs de chaque type
structurel, dont les IS dépassent 10.

Parmi les dérivés hétérocycliques contenant de I'azote,
le composé 2 avec un fragment de pyrrolidine était le plus
efficace contre le virus de la grippe (IC5, = 12 uM). Le dérivé
2 a montré une activité inhibitrice virale puissante associée
a une faible toxicité, ce qui indique un indice thérapeu-
tique élevé (IS = 109). Les activités antivirales des compo-
sés contenant des fragments de pipéridine 3 et de 4-mé-
thylpipéridine 4 étaient presque identiques; cependant, le
composé 3 était beaucoup moins toxique. La présence du
groupe hydroxyle dans le noyau pipérine du composé 5 en-
trainait une perte d'activité antivirale, bien que le composé
reste non toxique. Les substances contenant des fragments
de pipérazine 6 et de N-méthylpérazine 7 présentaient une
activité antivirale comparable et une faible toxicité.

Parmi les composés contenant un fragment azoté a cinq
chainons lié par un atome de soufre au squelette naturel du
camphre 9-11, les agents 9 et 11 présentaient une activité
antivirale, bien que le composé 9 soit bien moins toxique
que le 11. Les agents contenant la pyridine 13 (IC5, = 6 pM)
et le fragment de pyrimidine 14 (IC;, = 6 uM) présentaient
I'activité la plus élevée. Il convient de noter que le rempla-
cement du fragment pyridine-2-thiol par le radical pyrimi-
dine-2-thiol dans le composé 14 réduisait significativement
la toxicité, alors que I'activité antivirale restait élevée. Dans
la série des sulfures portant des noyaux de benzothiazole
15 et benzoimidazole 16, la toxicité et l'activité antivirale
observées étaient les mémes.

Pour déterminer la cible évocatrice de l'activité inhibi-
trice du virus du composé le plus actif (14) dans le cycle de
vie du virus, nous avons procédé aux expériences de temps
d’addition. Les résultats sont résumés sur la Fig. 21. Comme
les données suggerent, le composé 14 s'est révélé le plus
efficace lorsqu'il a été ajouté 0 a 2 heures apres l'infection.
Au fil du temps, l'efficacité du médicament diminuait et,
a partirde 4 h apres l'infection, I'activité infectieuse du virus
ne différait pas statistiquement des valeurs du contréle.

Publications

Selon ces résultats, on peut supposer que le dérivé 14 agit
au stade initial du cycle de vie du virus de la grippe, ce qui
implique lI'adsorption des virions a la surface de la cellule
cible et la pénétration du virion a l'intérieur de la cellule
hote. A ce stade, deux protéines virales sont essentielles.
Tout d'abord, I'HA viral permet la fixation des virions a la
surface des cellules et la fusion de I'enveloppe virale avec
la membrane endosomale. Deuxiémement, le canal de
protons M2 spécifique au virus conduit les protons vers I'in-
térieur du virion, permettant ainsi l'acidification du noyau
et permettant la dissociation des ribonucléoprotéines vi-
rales des structures de lI'enveloppe. D'autres études seront
nécessaires pour clarifier le mécanisme exact de l'activité
anti-grippale des molécules apparentées au camphécene.

2.2.2. Etude d’'amarrage moléculaire

D’aprés les résultats des études biologiques, I'HA pour-
rait étre une cible moléculaire pour les composés 2 a 16.
Nous avons considéré un site de liaison situé pres du pep-
tide de fusion avec la valine en position 615 (code PDB 1RU7
[(2004) Science 303: 1838-1842, 10.1126/science.1093155]).
Nous avons analysé I'amarrage des composés les plus ac-
tifs 2-16 (8 et 10 étant exclus comme inactifs) dans le site
actif décrit ci-dessus,et nous avons comparé les résultats de
I'amarrage moléculaire et des tests biologiques a I'aide d'un
modele de régression. La dépendance du score d'amarrage
a la valeur EDs, a été prise en compte. Toutes les étapes
des calculs théoriques (préparation du ligand et des proté-
ines, procédure d'amarrage) ont été effectuées a l'aide de
Small-Molecule Drug Discovery Suite 2018-1 (Schrédinger,
LLC, New York, NY, 2018).

L'amarrage moléculaire a démontré une bonne corréla-
tion entre les données expérimentales et les calculs théo-
riques. Lindice de corrélation n'a pas dépassé 59%. Cette
valeur peut étre considérée comme une preuve que les
composés 2 a 16 peuvent étre situés dans le site actif de
HA2 prés de la fusion peptidique. Les composés les plus
actifs 13 et 14 forment des interactions m-cation et empile-
ment -1 avec la tyrosine en position 619 (Fig. 22).

Conclusion

En résumé, nous avons évalué la capacité du virus de
la grippe a développer une résistance au camphécéne et
étudié les propriétés de la souche résistante. Nous avons
démontré que la sélection de la résistance au camphécene
ét aitaccompagnée d'une diminution considérable de la
forme virale et de la pathogénicité chez les souris. Nous
avons synthétisé I'ensemble des analogues du camphé-
céne et avons démontré que certains dérivés, similaires au
camphécéne lui-méme, possedent une activité antivirale
élevée, confirmant ainsi les puissantes propriétés anti-vi-
rales des dérivés du camphre en général.
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LABORATOIRE D’IDENTIFICATION DES PATHOGENES

Chef du laboratoire: Natalia Roschina

Chercheurs permanents: L. Kouliasheva, A. Zakrevskaya, A. Svarval, K. Ermolenko

En 2017-2018 au laboratoire d'identification des patho-
génes a été effectuée I'étude des particularités séroépidé-
miologiques de contagion de la population de Saint-Pé-
tersbourg par H. pylorien 2007-2016. Pendant cette période
la contagion de la population adulte par H. pylori a été au
niveau de 68,00+0,9%; la contagion par les souches cagA+:
57,21+1,0%. La période de dix ans d'observation a détecté
dans la population adulte une tendance a la stabilisation
des indices de séroprévalence a H. pylori a un niveau suf-
fisamment élevé de 60,22-72%. Une situation analogue
s'observe aussi dans la séroprévalence a cagA+ H. pylori:
48,15-61,91%. La contagion par H. pylori parmi les enfants
et les adolescents a constitué 30,28+1,1%, dont celle par les
souches cagA+: 27,81+1,1%. La période de dix ans d'obser-
vation a détecté dans la population des enfants une ten-
dance a la baisse des indices de séroprévalence a H. pylori
de 45,74+4,4% en 2008 a 20,943,8% en 2016. Une situation
analogue s'observe aussi dans la séroprévalence a cagA+
H. pylori: de 37,21+4,4% en 2008 a 16,36+3,5% en 2016.
Les valeurs élevées de séroprévalence a l'infection a H. py-
lori détectées a Saint-Pétersbourg au cours de la derniére
décennie témoignent de la nécessité de continuer la sur-
veillance de sa prévalence qui permettra d'asseoir les stra-
tégies de traitement et de prévention des maladies asso-
ciées a H.pilori.

L'étude des particularités génotypiques de H. pylori a dé-
montré la forte circulation résiduelle des souches toxigenes
contenant cagA dans leur génome. Ainsi parmi les patients
atteints des pathologies gastriques la part de cagA consti-
tue 79,59%, cet indice atteignant 87,23% au cas de mala-
die ulcéreuse. Ensemble avec I'Institut de la Médecine Ex-
périmentale (Saint-Pétersbourg) a été effectué une étude
de présence des génes de pathogénicité chez H. pylori,
isolés a partir de I'estomac et le duodénum. A été évaluée
la présence des génes de pathogénicité vacA, cagA, cagk,
cagH, ureC, urel. Les genes ureC, urel et vacA ont été plus
souvent détectés dans la muqueuse gastrique (respective-
ment 100%, 67% et 89%) comparés aux spécimens obtenus
du duodénum (respectivement 44%, 14% et 43%). Le géne
cagA n'a été détecté que dans les échantillons de la mu-
queuse gastrique (33%). Dans deux échantillons de H. pylori
d’un coup ont été révélés 3 génes porteurs de pathogénici-
té: cagA, cagl, cagH. Dans I'ensemble il n'a pas été révélé de
corrélation directe entre la pathologie gastro-intestinale et
le choix des genes responsables des facteurs de pathogé-
nicité H. pylori. La présence d’'un grand nombre de genes
de pathogénicité dans les échantillons gastriques peut
s'avérer étre une condition de développement des proces-
sus oncologiques dans cette zone qui exigerait une obser-
vation dynamique des patients ayant un certain choix de
génes révélé.

Ensemble avec les spécialistes de 'Académie de méde-
cine militaire S.M. Kirov a été réalisée une étude d'influence
des facteurs de pathogénicité H. pylori cagA et vacA sur I'in-
tensité inflammatoire de la muqueuse gastrique et le dé-

veloppement de ses transformations atrophiques. Ont été
examinés 40 patients agés de 30 a 60 ans, leur age moyen
étant de 44,1+79 ans, atteints de la gastrite chronique. Pour
vérifier l'intensité du processus inflammatoire de la mu-
queuse gastrique on a utilisé la méthode de microscopie
en lumiere visible avec calcul des leucocytes polymorpho-
nucléaires. La présence des déterminants des facteurs de
pathogénécité H. pylori cagA et vacA dans les échantillons
de biopsie de la muqueuse gastrique a été déterminée par
la méthode PCR en temps réel avec le test-systéme fabri-
qué par la SARL «Sintol» a Moscou. Les déterminants des
facteurs de pathogénicité H. pylori cagA et vacA ont été
détectés chez la plupart des malades atteints de la gastrite
chronique (dans 72,5% de cas). Cependant le phénomene
inflammatoire intense de la muqueuse gastrique a été ré-
vélé dans la plupart de cas présentant ces facteurs (86,7%).
Il s'est également avéré que la présence de H. pylori cagA et
vacA n'exercait aucune influence sur I'existence et le degré
d'expression des altérations de la muqueuse gastrique.

Ensemble avec I'établissement fédéral «Institut de la
médecine expérimentale», I'Université d’Etat de Saint-Pé-
tersbourg et I'Hépital clinique No. 122 L.G. Sokolov a été
effectuée une étude des particularités de la microbiocé-
nose intestinale associée a l'infection a Helicobacter. L'ob-
jectif en a été de comparer le microbiote intestinal des
malades atteints de la dyspepsie associée et non associée
avec l'infection a Helicobacter. L'étude clinique a été effec-
tuée sur 21 patient atteint de dispepsie. Pour les besoins
de la gastroscopie chez tous les patients on a prélevé les
échantillons de biopsie du corps et de la zone gastrique
antrale. La présence de H. pylori a été confirmée au moyen
des méthodes génétique et bactériologique. Le microbiote
intestinal a été analysé avec utilisation de la méthode PCR
en temps réel. La détection des virus herpétiques a été ré-
alisée avec les ensembles Amplisens® Multiplex Real-Time
les patients étant divisés en deux groupes: H.p.(+) — 10 ma-
lades a I'infection H. pylori confirmée; H.p.(-) — 11 patients
sans infection H. pylori. La valeur moyenne de la teneur
quantitative en bactéries du genre Enterobacter, Proteus,
Klebsiella, Staphylococcus est plus élevée dans les échan-
tillons prélevés aux patients du groupe H.p.(+). Dans ce
groupe il y avait moins de bactéries du genre Lactobacillus
spp., Bacteroides spp. et Feacalibacterium spp. Le virus ci-
tomégalique et I'herpés simplex virus n‘ont pas été révélés
dans les deux groupes. Le virus d’Epstein-Barr (EBV) n'a été
révélé que chez les malades avec H. pylori (3 échantillons).
Le virus herpétique du 6-eme type a été révélé dans 1 cas
aussi bien dans le groupe H.p.(+) que dans le groupe H.p.(-).
On peut remarquer qu‘au cas de I'hélicobactériose d’habi-
tude se développe la dysbiose intestinale qui se manifeste
en augmentation du nombre de bactéries opportunistes
et diminution du celui de bactéries utiles. La présence du
virus herpétique dans les échantillons de biopsie gastrique
est plus caractéristique pour les patients atteints de I'infec-
tion a Helicobacter pylori.
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En 2017-2018 a été poursuivie I'étude des particulari-
tés séroépidémiologiques d'infection de la population de
Saint-Pétersbourg et du District fédéral Nord-Ouest, no-
tamment des enfants et adolescents de Saint-Pétersbourg,
par les agents des infections sexuellement transmissibles
(IST). A été également poursuivie I'étude des propriétés
biologiques et moléculaires des souches des agents des
IST circulant sur le territoire du District fédéral Nord-Ouest.

On a réalisé une étude du spectre des génotypes de
I’ADN du virus du papillome humain (VPH) (types 16, 18,
26, 31, 33, 35, 38, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 82), de
leur incidence et de la charge virale chez les habitants de
Saint-Pétersbourg. L'age des personnes examinées variait
de 17 a 50 ans. A été examiné 351 patient, dont 279 femmes
et 72 hommes. Dans I'examen des patients diagnostiqués
VPH dans I'anamneése ou avec suspicion de l'infection VPH
on procédait a la définition du génotype et de la charge
virale. Lanalyse d'incidence des génotypes VPH parmi les
femmes en age de procréer a révélé la prévalence du VPH
du type 16 (32,8%). Ensuite on a constaté la répartition sui-
vante des génotypes: type 51 — 23,7%, type 56 — 22,3%,
type 31 — 17,2%. Le VPH des types 53, 73 et 68 a été révélé
avec la méme fréquence del5,6%, type 33 — 14,8%, type
66 — 13,1%, type 18 — 13,1%, type 39 — 11,5%, types 52
et 45 — 9,8%, type 59 — 9%, autres génotypes (3, 82 et
26) — dans moins de 5% de cas. La fréquence de détection
des types oncogenes chez les hommes a été la suivante:
génotype 59 — 10%, génotype 31 — 8%; les génotypes 16,
18 et 56 ont été détectés avec la méme fréquence de 6,8%;
I'incidence d'autres génotypes a été de 5% et moins.

Parmi les patientes au VPH la monoinfection a été ob-
servée dans 52,8% de cas, la multiinfection avec 2 types de
virus — dans 24,7% et avec 3 et plus génotypes — dans
22,47% de cas. Chez les hommes la monoinfection a été ré-
vélée dans 65% de cas. Dans 23,5% de cas ont été détectés 2
génotypes des VPH oncogenes. Chez les femmes infectées
la charge virale provoquée par le VPH variait entre 1,8 et 7,8
Ig VPH pour 10° cellules. Chez les hommes la charge virale
maximum variait entre 1,2 et 4,7 I|g VPH pour 10° cellules.

A été réalisée une étude de la fréquence d'excrétion
asymptomatique du virus d’Epstein-Barr (EBV) chez les
femmes atteintes de I'herpes génital récidivant en fonction
du stade du processus infectueux et la composition du mic-
robiote vaginal. Il a été démontré qu'au cas de déroulement
grave de I'herpés génital ce phénomene est observé aussi
bien au cours des récidives de la maladie (28% de cas) qu’en
rémission (18% de cas). Au cas d'évolution moyennement
grave en rémission, mais sur fond de la vaginose bactérienne,
le EBV a été isolé dans 23% de cas, et apres le traitement —
dans 8% de cas. Ce qui s'explique aussi bien par le type Th2
de la réaction immunitaire que par lI'insuffisance de I'immuni-
té antivirale locale au cas de la vaginose bactérienne. Il a été
démontré que la baisse d'intensité de la réaction immunitaire
antivirale locale et générale est capable «d'enclencher» le
mécanisme d’excrétion asymptomatique du EVB.

Ensemble avec I'Université d’Etat de la médecine I.P. Pav-
lov de Saint-Pétersbourg pour la premiére fois en Russie a été
effectuée une étude de définition de la séropositivité VPH du
type 7 chez les enfants. Ont été examinés 116 enfants a I'age
de 10 jours a 10 ans. Il a été établi que 18% de patients de
moins de 10 ans examinés avaient le contact avec l'agent et
que le nombre d’enfants séropositifs au VPH du type 7 aug-
mente parmi ceux agés de plus de 4 ans. La fréquence assez
elevée de détection des enfants séropositifs au VPH du type 7

a la naissance s'explique probablement par la présence des
anticorps maternels spécifiques. Sont également intéres-
santes les données de la forte fréquence de détection si-
multanée des anticorps aux VPH des types 6 et 7. Lanalyse
comparée de la séropositivité au VPH du type 7 et VPH du
type 6 a démontré une forte prévalence de l'infection au VPH
du type 6 parmiles enfants examinés de toutes les catégories
d’age, qui témoigne du contact plus tardif des enfants avec
le VPH du type 7 qu‘avec celui du type 6. Tenant compte de
la fréquence différente de détection des anticorps (probable-
ment maternels) aux VPH des types 6 et 7 chez les enfants
dans leurs premiéres semaines et premiers mois de vie, on
peut supposer que dans la population adulte la prévalence
du VPH du type 6 est également plus élevée. D'autre part, I'al-
laitement au sein et l'obtention des anticorps maternels par
I'enfant sont censés étre facteurs protecteurs, ce qui est pro-
bablement a l'origine du développement plus tardif de I'in-
fection primaire au VPH du type 7 comparé a celui du type 6.

Ensemble avec I'Institut de la médecine expérimentale
(Saint-Pétersbourg) ont été commencées les études de
l'activité antivirale des entérocines et des probiotiques.
Les résultats obtenus indiquent que l'activité antivirale des
entérocines et de la souche E. faecium L3 dirigée contre
la reproduction de I'herpés simplex virus du 1-er type est
comparable a la thérapie antivirale in vitro.

Ainsi les résultats de I'étude du spectre des VPH onco-
génes témoignent de la charge virale exprimée chez les
femmes examinées, ce qui accentue le risque de développe-
ment des altérations dysplasiques dans ce groupe. Au cours
de I'étude réalisée a été révélée la prévalence du génotype
16 dans la structure des génotypes VPH chez les femmes
de Saint-Pétersbourg; le groupe des génotypes dominants
comprenait également les génotypes 51, 56 et 31. Chez les
hommes ont été détectés plus souvent les génotypes 59 et
31. Chez les femmes de Saint-Pétersbourg I'incidence glo-
bale des génotypes VPH 16 et 18, visés par les vaccins exis-
tants, représente 45,9%. Les données de I'étude d’excrétion
asymptomatique du EBV permettent de supposer qu’au cas
de déroulement récidivant de I'herpés génital sur le fond de
I'insuffisance immunologique secondaire les conditions se
créent pour la persistance et I'excrétion a partir des organes
du tractus urogénital d’encore un représentant de la famille
des virus herpétiques qui estle EBV. Ce phénoméne s'observe
pendant la période de récidive et, moins souvent, pendantla
rémission. Tenant compte de la relative autonomie locale du
vagin, il est possible de considérer la vaginose bactérienne
comme encore un facteur potentiel qui contribue au déve-
loppement d’un tel état. De méme, comme jusqu’a 20% des
urétrites masculines s'associent avec le EBV, il est important
d'évaluer I'excrétion de I'agent pendant la récidive et la ré-
mission de I'herpes génital dans cette catégorie des patients.
Les résultats obtenus démontrent que dans le cadre d’'une
baisse générale d'intensité de la réaction immunitaire anti-
virale les variations analogues de lI'immunité locale sont ca-
pables de provoquer le développement des conditions pour
I'excrétion asymptomatique du EBV mais aussi soulignent
la nécessité de I'étude ultérieure de ce phénomeéne. Les ré-
sultats présentés, visant a définir la séropositivité au virus
herpétique du type 7 chez les enfants, correspondent a des
représentations modernes de la prévalence de ce virus dans
la population. En méme temps nos données ont révélé la va-
leur de la séropositivité au virus herpétique du type 7 chez
les enfants sensiblement plus faible que dans les études
étrangéres, ce qui exige de poursuivre les recherches.
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LABORATOIRE D'IMMUNOLOGIE MOLECULAIRE

(DU POLE D’USAGE COLLECTIF)

Chef du laboratoire: Areg Totolian

Chercheurs permanents: N. Arsentieva, O. Batsunov, V. Drobychevskaya, E. Zueva, N. Lubimova, Y. Ostankova, O. Petrova

Le Laboratoire d'immunologie moléculaire s'occupe des
recherches dans le domaine d'immunologie clinique, en
particulier des maladies infectieuses. Le champ des intéréts
du laboratoire s'étend également sur I'étude des agents in-
fectieux. Le chef du Laboratoire est le directeur de I'Institut,
académicien de I'Académie des sciences de Russie, docteur
en médecine, professeur Totolian Areg Artemovitch. Le col-
lectif du laboratoire est composé des chercheurs de haute
qualification dans les différentes spécialités médico-bio-
logiques: médecins, biologistes, y compris généticiens et
immunologues, spécialistes en biotechnologie. Sur la base
du Laboratoire fonctionne le Pole d'usage collectif de I'lsti-
tut Pasteur. Le support matériel et technique de son travail
de recherche est composé d’'un ensemble des appareils qui
permettent d'effectuer les recherches au niveau moderne:
cytofluorimétres a flux NovoCyte (ACEA Biosciences) et FACS
Canto Il (Beckton Dickinson), analyseur multiplex utilisant la
technologie xMAP (Luminex) MagPix (Millipore), spectro-
meétre de masse MALDI-TOF Microflex (Brucker Daltonics),
analysant le temps de vol, avec désorption/ionisation la-
ser a matrice, analyseur génétique GenomelLab XP (Beck-
man-Coulter) avec systéme d’analyse génétique Pyromark
Q24 (Qiagen), équipement pour électrophorése 2D Ettan

3

copies/cellules

[] HVB chronique accompagée de fibrose/

cirrhose avec signes cliniques évocateurs

HVB chronique modérément active

HVB chronique en phase de réactivation

HVB chronique en phase de controle immunitaire
HVB chronique + D

HVB chronique + HVC

Hépatite cryptogénétique

Porteurs non actifs de HBsAg

EREO0ONEDOND

HVC chronique

Figure 23. Evaluation quantitative de I'ADN circulaire
fermé de facon covalente du virus de I’hépatite B dans les
échantillons de ponction de biopsie hépatique

IPGphor 3 IEF System et Ettan DALTsix Large Vertical System
(GE Healthcare), station de travail automatisée Biomek 4000
(Beckman Coulter) et d'autres types d'équipements.

Les chercheurs du laboratoire prennent part aux
projets de recherche suivants:

- Diagnostic immunologique et moléculaire-biologique
des déficits immunitaires primaires (DIP). Sur la base du
Pole d'usage collectif a été crée le Cemtre de diagnos-
tic et de traitement des déficits immunitaires primaires
(Primary Immunodeficiency Center, PID Center). Le Centre
effectue les recherches de détection des sous-popula-
tions des lymphocytes, y compris des sous-populations
mineurs des B- et T-cellules, d’explosion oxydative des
granulocytes et de phagocytose par la méthode de
cytofluorométrie a flux. Pour détection les mutations au
cas de confirmation du diagnostic du DIP on fait recours
aux méthodes moléculaires génétiques. On effectue le
séquencage des genes btk, ragl, rag2, cybb. Au schéma
du diagnostic de détection du DIP a été incorporée la
méthode de définition quantitative des cercles d'excision
TREC et KREC comme moyen de screening de détection
des DIP. Lactivité de recherche et de diagnostic effectuée
par le Centre DIP se combine avec le travail clinique au
service policlinique et hospitalier de I'Institut.

- On réalise I'étude et I'analyse comparée du contenu des
cytokines et chimiokines, faisant partie de la réponse
immunitaire antivirale, dans le sang périférique des ma-
lades de I'hépatite chronique virale B (HVB), y compris
dans les groupes des patients atteints de la fibrose hépa-
tique aux différents stades. On étudie les mécanismes de
passage a la chronicité et les particularités de la réponse
immunitaire contre le virus de I'hépatite B. Dans les tra-
vaux du Centre on étudie I'expression des récepteurs
des chimiokines sur les différentes sous-populations des
lymphocytes. Une étude ultérieure de l'expression des
récepteurs des chimiokines et des marqueurs d‘activa-
tion sur la surface des cellules-clefs du systéme immun,
participant au controle de l'infection virale, permettra
de mieux comprendre les mécanismes d'interaction
entre le microorganisme et le systeme immun.

- On effectue aussi le travail de définition de la concen-
tration des cytokines/chimiokines au plasma sanguin
des malades atteints des affections hépatiques auto-im-
munes. Les résultats des recherches sur cette thématique
ont été testés a des différentes conférences scientifiques.

- On continue également la recherche des marqueurs de
laboratoire pour détecter les lésions du foie des diffé-
rentes genéses. La réalisation de ce projet est program-
mée pour plusieurs années et inclut deux approches de
méthode: génomique et protéomique. A été concu et va-
lidé un test-systéme d'évaluation quantitative de '’ADN
circulaire fermé de facon covalente du virus de I'hépa-
tite B dans les tissus hépatiques (Fig. 23). On étudie la fré-
quence de I'hépatite B, non détectée par les méthodes
routiniéres, chez les personnes infectées par le VIH.
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— Dans le cadre des recherches sur I'élimination des hépa-

tites virales on évalue la significativité du processus
migratoire dans leur propagation y compris de I'HVB
HBsAg-négative des génotypes/sous-génotypes qui ne
sont pas caractéristiques pour la région receveuse.

Encore un vecteur de ces recherches est I'évaluation de la
prévalence de I'HVB HbsAg-négative (occulte) aussi bien
dans la population et les dfférents groupes risque que
chez les donneurs de sang, ce qui est particulierement
important vu la forte contagiosité de I'agent pathogéne

le gene CCR5 permet de préciser la prévisibilité d'inci-
dence du SIDA dans la région Nord-Ouest. Parallelement
a I'étude de prévalence de I'hétéromorphisme du gene
CCR5 on étudie I'hétoromorphisme d’encore un gene
a effet protecteur, — CCR2, sur le méme échatillon de
la population qu‘on a utilisé pour I'examen de I'hétoro-
morphisme de CCR5. On a élaboré une méthode origi-
nale de définition de I'état allélique du géne CCR2 par la
méthode de pyroséquencage.

Ensemble avec d’autres laboratoires de I'Institut on

méme dans les conditions d'une faible charge virale. N . .
méne les recherches selon les projets suivants:

Pour effectuer ces recherches a été élaborée et testée

la méthode basée sur la PCR asymétrique a deux étapes - Analyse du génome des souches du virus de I'hépatite B,

avec séquencage ultérieur permettant de révéler I'HVB
HbsAg-négative dans les conditions d’une faible charge
virale au plasma sanguin. On méne l'élaboration d'un
test-systéeme dans le format PCR RT pour permettre de
révéler 'HBV HbsAg-négative dans la pratique clinique.
A été écrite une thése de doctorat sur le theme des
marqueurs moléculaires et immunologiques de [é-
sion hépatique par les hépatites chroniques virales
(Semenov AV.). Le travail s'assignait comme but la révé-
lation de la significativité et informativité des marqueurs
moléculaires-biologiques et immunologiques de la 1é-
sion des tissus hépatiques, associée aux hépatites chro-
niques virales B, B+D et C, pour déterminer le stade de
la fibrose hépatique des malades, atteints de I'hépatite
chronique virale C, avec utilisation de trois cytokines
(Fig. 24). A 'achévement de la recherche en 2017 a eu
lieu la soutenance réussie de la these. A Semenov AV.
a été attribué le grade de docteur en biologie.

A été également écrite une these de doctorat du troi-
sieme cycle sur le theme de la caractéristique molécu-
laire-génétique du virus de I'hépatite B dans les cas des
formes HBsAg-positive et Hbs-négative (latente) de la
maladie (Ostankova Y.V.). Al'achévement de la recherche
en 2018 a eu lieu la soutenance réussie de la thése.
A Ostankova Y.V. a été attribué le grade de docteur du
troisieme cycle en sciences en biologie.

Au Laboratoire on continue les recherches de définition
del'incidence des variantes alléliques du génotype CCR5
dans la population de Saint-Pétersbourg. CCR5 joue un
réle important au cas de réaction inflammatoire a I'in-
fection. La définition de la fréquence des délétions dans
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circulant sur le territoire du District fédéral Nord-Ouest
de la Fédération de Russie (ensemble avec le laboratoire
des hépatites virales). On effectue le séquencage et I'ana-
lyse philogénétique comparée des souches de I'HVB.
La définition des séquences Cor/preCor et preS/S des
différentes régions du génome de I'HVB permet de gé-
notyper le virus détecté et effectuer les recherches de la
résistance (primaire et secondaire) de I'HVB aux produits
antiviraux. Laccumulation de données d'épidémiologie
moléculaire de I'HVB fait partie du programme d’éradica-
tion de I'hépatite virale aigué B sur le territoire du District
fédéral Nord-Ouest. Selon les résultats de séquencage
des souches de I'HVB a été préparée a la soutanance une
these de candidat es sciences de la biologie.

On effectue I'évaluation de la prévalence des mutations
de la résistance aux médicaments du virus de I'hépa-
tite C dans les régions NS3, NS5a, NS5b chez les patients
quiontrecu la thérapie antivirale avec des produits d’ac-
tion directe.

Dans le cadre de la recherche «Elaboration de la mé-
thode d'identification rapide des souches pathogénes
de Leptospira sur la base de I'analyse de spectrométrie de
masse MALDI-TOF» (ensemble avec le laboratoire des in-
fections zooanthroponoses de I'Institut Pasteur) ont été
effectués les travaux de composition d’'une base de don-
nées des spectres de masse de référence des protéines ob-
tenues des lysats cellulaires des souches de Leptospira spp.
de la collection de l'lstitut Pasteur de Saint-Pétersbourg.
A été élaborée la méthode d'identification des sérovars
des bactéries du genre Leptospira par la méthode de spec-
trométrie de masse MALDI-TOF (Fig. 25).
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Figure 24. L'arbre logistique de distinction entre groupes des malades de I’'HVC chronique aux différents stades de la fibrose
hépatique (F). Sur le dessin A est présenté I'arbre logistique de distinction entre groupes des malades de I'HVC chronique aux
stades F1 et F2; sur le dessin B — de distinction entre groupes des malades aux stades F2 et F3
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- Par la méthode de l'analyse multiplex est effectuée
I'étude des sérums sanguins des patients qui ont suppor-
té la leptospirose. On définit aussi la concentration des
chimiokines et cytokines, y compris au cas des formes sé-
vere et fatale de la leptospirose. La collection des souches
Leptospira sp. a été caractérisée par 16S ARNr.

- llest effectuée une identification des bactéries des especes
Yersinia enterocolitica-like par la méthode de spectrométrie
de masse MALDI-TOF. La diversité spécifique des Yersinia
rend compliquée leur identification selon les caractéres
phénotypiques, suite a quoi on les identifie souvent
comme Y. enterocolitica a cause du nombre insuffisant des
tests biochimiques existant dans le commerce. On a crée
notre propre collection de spectres de masse de référence
pour Yersinia spp. faisant partie de I'ensemble pour la mise
en oeuvre de la réaction d’agglutination microscopique.
La collection réunie est utilisée pour le controle d'invaria-
bilité de la composition des pointes spécifiques dans les
spectres de masse des souches de référence de Yersinia
pendant les réensemencements de la collection.

Dans le cadre de la réalisation du reglement du Gou-
vernement de la Fédération de Russie sur la coopération
dans le domaine de la recherche scientifique et technique
entre la Fédération de russie et la République de Guinée
les chercheurs du laboratoire étudient la prévalence des
marqueurs sérologiques et moléculaires-biologiques des
hépatites virales (A, B, C, D, E) et du VIH parmi les habitants
conventionnellement en bonne santé de la République de
Guinée et dans les groupes risque. On méene une analyse
de la structure génotypique/sous-génotypique et des mu-
tations des virus détectés. On évalue la prévalence du virus
HbsAg-négatif (occulte) de I'hépatite virale B.

Les recherches dans la cadre de la coopération entre
la Fédération de Russie et la République du Vietnam sont

aussi consacrées en premier lieu a de telles maladies a im-
pact social comme les hépatites virales et le VIH. On ef-
fectue I'évaluation de la prévalence des marqueurs des
hépatites virales entérales et parentérales et l'analyse de
la structure génétique des virus des I'hépatite et du VIH
au Vietnam.

Le Pole d'usage collectif maintient une collaboration
dans la recherche avec les organismes suivants:

- «Institut de recherche en médecine expérimentale»
de la Filiale Nord-Ouest de I'Académie des sciences de
médecine de Russie (service dimmunologie), Saint-
Pétersbourg;

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

- «Université d'Etat de médecine de Saint-Pétersbourg
I.P. Pavlov» (département des maladies infectieuses, de
la pneumologie, de I'oto-rhino-laryngologie, Centre de
la médecine moléculaire), Saint-Pétersbourg;

- «Université d’Etat russe de médecine» (département de
la pédiatrie), Moscou;

- «Académie de médecine militaire S.M. Kirov» du Minis-
tére de la défense de la Fédération de Russie (départe-
ment des maladies infectieuses), Saint-Pétersbourg.
L'agenda du Laboratoire comprend |'écriture et la pré-

sentation a la soutenance de deux theses de doctorat du

troisieme cycle, qui sont en état de travail.

Le collectif du Laboratoire participe activement a la pré-
sentation des résultats de ses recherches a des plus impor-
tantes conférences russes et internationales. En 2017-2018
les chercheurs du laboratore ont fait 80 communications
en forme orale et sous forme de présentation visuelle, et
publié 123 théses.
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Figure 25. Comparaison des profils spectraux des sous-unités répétitives des chaines polysaccharidiques des O-antigénes
de la souche de référence, qui se rapporte au sérovar grippotyphosa (A), et de la souche isolée du malade (B)
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LABORATOIRE D’EPIDEMIOLOGIE DES MALADIES INFECTIEUSES

ET NON INFECTIEUSES

Chef du laboratoire: Liudmila Lyalina

Chercheurs permanents: J. Terentieva, V. Kaziahmedova, V. Vetrov

En 2017-2018 le Laboratoire d'épidémiologie des ma-
ladies infectieuses et non infectieuses a pris part a la ré-
alisation des travaux de recherche suivant les directions
ci-dessous:

e Fondement épidémiologique et évaluation de l'efficaci-
té de la vaccination contre l'infection au papillomavirus
et les néoformations malignes associées au virus du pa-
pillome humain.

e Epidémiologie de la rougeole et de la rubéole a I'étape
de leur éradication au Nord-Ouest de la Russie.

e Réalisation du programme d'éradication de I'hépatite
virale B sur le territoire du District fédéral Nord-Ouest de
la Russie.

e Epidémiologie de latuberculose et la résistance de M. tu-
berculosis aux médicaments dans l'oblast de Léningrad.

Infection au virus du papillome humain

La vaccination contre l'infection au virus du papillome
humain est effectuée en Fédération de Russie depuis 2007,
mais elle n'est pas inclue au Calendrier national des vac-
cinations préventives. En 2017-2018 a Saint-Pétersbourg
et dans l'oblast de Léningrad a été poursuivi le travail de
I'étude des particularités de propagation des maladies
associées au virus du papilliome humain (VPH) dans les
conditions de faible couverture par la vaccination contre
le VPH. La vaccination n‘a été effectuée qu'aux frais de la
population informée. 770 personnes ont obtenu en 2018
le cours complet de vaccination contre 268 personnes en
2018 (principalement les femmes).

L'incidence des condylomes ano-génitaux fait partie
des critéres précoces d'évaluation de |'efficacité de la vacci-
nation contre le virus du papillome humain. Le Fig. 26 pré-
sente incidence des condylomes ano-génitaux a Saint-
Pétersbourg et I'oblast de Léningrad pendant la période
de faible couverture par la vaccination. Lincidence dans
la population de la mégapole de Saint-Pétersbourg et de
I'oblast de Léningrad, qui en est la zone environnante,

70

est sensiblement différente. En 2017 et 2018 l'incidence
des condylomes ano-génitaux a Saint-Pétersbourg a fait
respectivement 52,9 et 55,4 par 100 000 habitants. Dans
I'oblast de Léningrad cet indice a été de 19,4 et 17,0 par
100 000 habitants. A Saint-Pétersbourg on observe la
tendance a la hausse d’incidence qui témoigne de l'ab-
sence d’'influence des vaccinations de faible étendue sur
la population.

Les cas d'affection par les condylomes ano-génitaux ont
été constatés parmi les patients hommes et femmes dans
toutes les catégories d’age. Méme chez les enfants ont été
détectés les cas isolés (Fig. 27). Le principal groupe risque
est celui des jeunes gens agés de 18 a 29 ans. En 2017 et
2018 les taux d’incidence dans cette catégorie ont été de
9,5 et 8,4 par 100 000 personnes. Parmi les patients agés
de 30-39 ans le taux d'incidence des condylomes ano-gé-
nitaux a été plusieurs fois plus faible (5,3-4,0 par 100 000
habitants). Dans la catégorie des adolescents de 15-17 ans
les taux d'incidence variaient de 1,6 (en 2017) a 1,7 (en 2018)
par 100 000 habitants.

Parmi les criteres précoces d’évaluation de l'efficacité de
vaccination contre le virus du papillome humain on utilise
aussi la prévalence des types du VPH a haut risque cancé-
rogéne. Le Fig. 28 présente les résultats de I'étude de pré-
valence du VPH (16 génotypes globalement) parmi les pa-
tients d'un dispensaire antivénérien de Saint-Pétersbourg.
Les résultats de I'étude ont démontré qu’en 2013-2018 la
fréquence de détection du VPH variait entre 20,0 et 25,2
par 100 patients examinés. En 2017-2018 le VPH a été dé-
tecté respectivement dans 23,4% et 20,0% de cas. Pour le
diagnostic de laboratoire ont été utilisés les test-systemes
russes et la méthode choisie pour I'étude a été la PCR en
temps réel.

La prévalence des génotypes concrets du VPH dans
cette catégorie des patients est présentée au Fig. 29. Le VPH
du génotype 16 est au premier rang pour sa prévalence
a Saint-Pétersbourg de méme que dans d‘autres régions
de la Russie et dans d'autres pays (10,6 par 100 personnes
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Figure 26. Incidence des condylomes ano-génitaux a Saint-Pétersbourg et dans l'oblast de Léningrad en 2009-2018
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examinées). Le VPH des génotypes 33 et 18 sont au deu-
xiéme et troisieme rang (respectivement 6,7 et 6,4 par 100
personnes examinées). Ensuite par ordre de fréquence on
trouve le VPH des génotypes 31, 45, 51, 56 et 39. Dans cette
étude le VPH des génotypes 52 et 58 n'a pas été détecté.

Sur d’autres territoires de la Fédération de Russie, ou
ont été menées les études pareilles, les taux de prévalence
des génotypes concrets variaient, ce qui témoigne de la
nécessité d'étudier ces données dans chaque région en
particulier pour légitimer l'actualité du probleme, son im-
portance et l'appréciation de l'efficacité de la vaccination
contre l'infection au virus du papillome humain au niveau
de la population.

Le cancer du col utérin est un des problémes d'actualité
de la santé publique en Fédération de Russie en général et
sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest en particu-
lier. Du point de vue de la vaccination contre le VPH l'inci-
dence du cancer du col utérin fait partie des critéres tardifs
d’évaluation de l'efficacité de la vaccination. Au Fig. 30 est
présentée I'incidence du cancer du col utérin en Fédération
de Russie et a Saint-Pétersbourg en 2008-2017. On dénote
la tendance a la croissance des indices standardisés de
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Figure 28. Prévalence du VPH (types 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51,52, 55, 56, 58, 59, 68, 73, 83) parmi les patients d'un
dispensaire antivénérien de Saint-Pétersbourg, 2013-2018

I'incidence. Pendant toute la période étudiée le taux d'in-
cidence a Saint-Pétersbourg a été plus faible (12,08% par
100 000 habitants) que celui moyen de la Russie (15,76%
par 100 000 habitants).

La rougeole et la rubéole

En 2017-2018 continuait le travail selon le Programme
d'éradication de la rougeole et la rubéole en Fédération de
Russie dans le cadre des activités du Centre régional de sur-
veillance de la rougeole et la rubéole de Saint-Pétersbourg
fonctionnant sur la base de I'Institut Pasteur de Saint-Pé-
tersbourg. Le Centre effectue le suivi de 11 territoires du
District fédéral Nord-Ouest de la Russie ayant la population
de 13,5 million. de personnes. Les fonctions des chercheurs
permanents du Laboratoire d'épidémiologie des maladies
infectieuses et non infectieuses consistent en:
établissement des rapports mensuels enregistrant les
cas de la rougeole et la rubéole dans la région et envoi
de ces rapports au Centre national de méthode et re-
cherche dans la surveillance de la rougeole et la rubéole
(Moscou);
inspections électives des territoires controlés afin de vé-
rifier les activités effectuées selon le programme d'éra-
dication de la rougeole et la rubéole (2 inspections en
2017-2018);
octroi des consultations pendant les éclosions impor-
tantes de l'infection (2 consultations en 2017-2018);
inscription des données des formulaires d’examen épi-
démiologique des foyers de la rougeole et la rubéole
au Systeme d’information centralisé des maladies infec-
tieuses (SICMI);
analyse d'incidence de la rougeole et la rubéole sur les
territoires du District fédéral Nord-Ouest de la Russie;
présentation des rapports, faisant état de la surveillance
épidémiologique de la rougeole et la rubéole sur les
territoires controlés, aux réunions annuelles des spécia-
listes de la Fédération de Russie;
établissement des rapports annuels faisant état de la
réalisation du programme d’éradication de la rougeole
et la rubéole sur les territoires du District fédéral Nord-
Ouest de la Russie.

En 2017 sur le territoire du District fédéral Nord-Ouest
ont été enregistrés 3 cas de la rougeole qui ont donné le
taux d’incidence 0,2 par 1000000 d’habitants. Tous les
cas de la maladie ont été détecté sur un seul territoire —
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a Saint-Pétersbourg (taux d’incidence — 0,6 par 1 000 000
d’habitants). Selon les résultats de I'enquéte épidémiolo-
gique 2 cas de la rougeole chez les adultes ont été qualifiés
d'importés d'ltalie, et le troisieme cas a été celui d'un en-
fant, arrivé d'une autre région de la Russie et qui na pas été
vacciné contre la rougeole.

En 2018 dans le District fédéral Nord-Ouest a été consta-
tée la croissance de l'incidence de la rougeole. Sur 6 terri-
toires ont été détectés 109 cas de I'infection qui ont donné
le taux d'incidence 7,8 par 1 000 000 d’habitants. Le plus
grand nombre de malades a été enregistré a Saint-Péters-
bourg — 54 cas (taux d'incidence 10,2 par 1 000 000 d’'ha-
bitants), en République de Carélie — 29 cas (taux d’inci-
dence 46,0 par 1 000 000 d’habitants) et dans I'oblast de
Léningrad — 21 cas (taux d’incidence 12,2 par 1 000 000
d’habitants). Les principales causes des éclosions de la rou-
geole ont été les cas négligés des affections primaires: chez
les patients a été diagnostiquée une infection respiratoire
aigué accompagnée des exanthémes d'origine diverse.
Le manque de vigilance des médecins a I'égard de la rou-
geole sur certains territoires s'explique par une absence to-
tale des enregistrements de cette infection pendant 10 ans
et plus. Sur trois territoires ont été détectés les cas séparés
de la rougeole sans propagation ultérieure. Sur 5 territoires
du District la rougeole n'a pas été enregistrée.

Dans la structure d’age des malades, enregistrés au Dis-
trict fédéral Nord-Ouest en 2018, dominait la population

adulte de 18 ans et plus (64,2%). La part des enfants et ado-
lescents a fait 35,8% (Fig. 31).

Les patients non vaccinés contre la rougeole (53,2%) et
les malades au statut vaccinal inconnu (21,1%) représen-
taient la majorité des cas enregistrés. La part des personnes
vaccinées et revaccinées contre la rougeole a fait respecti-
vement 6,4% et 18,4%.
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Figure 31. Répartition par catégories d'age des malades
de larougeole sur les territoires du District fédéral
Nord-Ouest en 2018
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Figure 32. Incidence de la rubéole sur le territoire du District fédéral Nord-Ouest de la Russie en 2009-2018

Depuis 2014 l'incidence de la rubéole sur les territoires
du District fédéral Nord-Ouest de la Russie fait moins de 1
par 1000 000 d'habitants (voir Fig. 32). En 2017 aucun cas
delarubéole n'a été enregistré sur les territoires du District.
En 2018 un cas a été détecté dans l'oblast de Léningrad
chez un adulte appartenant a la catégorie 20-24 ans et qui
n‘a pas été vacciné contre cette infection. Le taux de cou-
verture par les vaccinations contre la rougeole et la rubéole
dans les groupes ciblés de la population a fait 95% et plus,
mais sur un territoire dans les catégories d'age de 1 an et de
6 ans il a été au-dessous du niveau requis.

Réalisation du Programme d’éradication
de I'hépatite virale aigué B sur les territoires
du District fédéral Nord-Ouest de la Russie

En 2017-2018 a été poursuivie la réalisation du Pro-
gramme régional d'élimination de I'hépatite aigué B au
Nord-Ouest de la Russie, élaboré par les chercheurs de I'Ins-
titut Pasteur de Saint-Pétersbourg sous l'autorité de son di-
recteur, professeur A. Jebrun en 2010-2012. En ao(t 2013
le programme a été validé par le responsable du Service
fédéral de surveillance dans le domaine de la protection
des droits des consommateurs et du bien-étre de 'homme.

A la [I-eme étape de la réalisation du Programme (2016-
2018) a été effectué le travail d'organisation, de consul-
tation et d'analyse de l'incidence de I'hépatite aigué et

chronique B, d'évaluation des indices de couverture par la
vaccination contre cette infection et des résultats du moni-
torage sérologique de I'immunité au virus de I'hépatite B.
Tous les ans ont été organisées les réunions des spécialistes
participant a la réalisation du Programme pour dresser le
bilan et synthétiser le travail accompli de méme que pour
déterminer les objectifs pour la période suivante.

Grace a la vaccination de la population contre I'hépa-
tite B un succés considérable a été atteint dans la baisse
d’incidence de I'hépatite virale aigué B sur le territoire de
la Russie et du District fédéral Nord-Ouest. En 2017 et 2018
dans lI'ensemble du District les taux d'incidence ont fait
0,50 et 0,37 par 100 000 habitants (0,58 par 100 000 habi-
tants en 2016). Sur le territoire de I'oblast de Léningrad les
cas d'affection par I'hépatite aigué B n‘ont pas été enregis-
trés (voir Tabl. 15).

En 2018 sur un territoire le taux d'incidence a été moins
de 1,0 par 1000000 d’habitants. En méme temps l'affec-
tion de la population par I'hépatite virale chronique B dimi-
nue beaucoup plus lentement, et sur certains territoires la
tendance a la baisse ne se manifeste pas.

Tuberculose

Les résultats de I'étude ont révélé une baisse d’incidence
delatuberculose en Fédération de Russie et sur tous les terri-
toires du District fédéral Nord-Ouest. Dans l'oblast de Lénin-

Tableau 15. Incidence de I’hépatite aigué B sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest en 2016-2018

2016 2017 2018
Territoires Nombre de Par 100 000 Nombre de Par 100 000 Nombre de Par 100 000
malades habitants malades habitants malades habitants

Oblast d’Arkhangelsk 6 0,53 2 0,18 4 0,36
Oblast de Vologda 5 0,42 10 0,84 1 0,08
Oblast de Kaliningrad 8 0,82 9 1,32 2 0,20
Oblast de Léningrad 1 0,06 0 0 0 0

Oblast de Mourmansk 3 0,39 2 0,26 2 0,26
District autonome de Nénétsie 1 2,29 0 0 1 2,27
Oblast de Novgorod 3 0,49 3 0,65 2 0,33
Oblast de Pskov 0 0 1 0,16 0 0

République de Carélie 4 0,63 1 0,16 1 0,16
République des Komis 8 0,93 5 0,59 3 0,35
Saint-Pétersbourg 42 0,81 24 0,61 36 0,68
District fédéral Nord-Ouest 81 0,58 70 0,50 52 0,37
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Figure 33.Incidence de I'affection des organes du systéme respiratoire par la tuberculose et la part des malades
diagnostiqués pour la premiére fois et ayant une résistance multiple de M. tuberculosis aux médicaments sur le territoire

del'oblast de Léningrad en 2009-2018

grad en 2009-2018 l'incidence des affections des organes
du systéme respiratoire par la tuberculose a diminué de
85,3 (95% Cl 80,7-89,9) a 27,2 (95% Cl 24,8-29,6) par 100 000
habitants. En méme temps on constate I'augmentation de
la part des malades diagnostiqués pour la premiére fois et
ayant une résistance multiple de M. tuberculosis aux médi-
caments (Fig. 33). Les taux de 2009 et 2018 ont été respec-

tivement 23,9% et 36,9% (p<0,05). On observe la tendance
a la hausse des indices de la résistance multiple de M. tu-
berculosis aux médicaments aussi bien chez les patients qui
obtenaient le traitement par les produits antituberculeux.
Les études moléculaires génétiques ont démontré dans ce
groupe de malades la domination des mycobactéries de la
tuberculose de la famille Beijing (76,5%).
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Chef du laboratoire: Elena Essaoulenko

Chercheurs permanents: V. Skvoroda, A. Bouchmanova, N. lvanova, N. Jeleznova

Hépatites virales aigués

En 2017-2018, tout comme dans les années précédentes,
dans la structure étiologique dominent les hépatites trans-
mises par voie entérale: hépatite A (HA) — 64% et hépa-
tite E (HE) — 1,2%. La part des hépatites transmises par voie
parentérale — hépatite aigué B (HAB) et hépatite aigué C
(HACQ) représente respectivement 13,8% et 18% des cas.

Pendant la période de 1997 a 2018 sur le territoire de la
Fédération de Russie ont eu lieu les transformations im-
portantes du processus épidémique de I'hépatite A (HA),
qui conscernent en premier lieu son intensité (tendance
durable a la baisse d'incidence) et la structure d’'age des
malades (adultes). Mais cette situation a eu comme consé-
quence une baisse de I'immunité collective, principale-
ment de la population adulte ce qui, combiné avec un
faible niveau d'aménagement communal de certains terri-
toires, suppose une éventuelle hausse d'incidence de I'HA.
L'accroissement d’incidence de I'HA, enregistré en 2017, té-
moigne du commencement d'une nouvelle poussée pério-
dique de morbidité.

A la différence de I'HA, l'enregistrement officiel des
cas de I'hépatite E (HE) n'a été commencé qu’en 2013.
Pendant la période analysée l'incidence a varié de 0,06%
a 0,08% avec une tendance a une légére croissance en
2017-2018. Malgré le fait que la Fédération de Russie est
le territoire traditionnellement ecdémique pour I'HE, on
y constate de plus en plus fréquemment les cas d'affec-
tion autochtones.

Résultant de I'ensemble des manifestations préventives
multiformes, y compris dans le cadre du projet prioritaire
national de la santé publique, I'incidence des hépatites ai-
gués B et C (HAB et HAC) a fortement baissé en Fédération
de Russie.

L'analyse d'incidence de I'HAB, menée a long terme
sur le territoire de la Fédération de Russie en 1999-2017,
a révélé sa diminution multiple (de plus de 100 fois). L'inci-
dence de I'HAB a baissé dans le District fédéral Nord-Ouest
de 1,29 par 100 000 habitants en 2013 a 0,58 par 100 000
habitants en 2016. En 2015-2018 le taux d'incidence de
I'HAB a été de moins de 1 par 100 000 habitants. Dans
I'oblast de Léningrad, en République de Carélie et dans le
district autonome de Nénétsie les cas de I'HAB n‘ont pas
été enregistrés. Dans la structure d'age des malades de
I'HAB dominent les personnes adultes: de 96,3% a 99,4%.
En 2016-2018 la part des cas d'incidence locaux a consti-
tué 89,6%.

Les résultats de I'étude du statut vaccinal des malades
de I'HAB en 2016 ont démontré la morbidité prioritaire
des personnes non vaccinées contre I'hépatite B (72,8%).
La part des personnes a I'anamneése vaccinale inconnue
afait 23,5% et des personnes vaccinées — 3,7% (3 patients).
Chez ces derniéres la période depuis la troisieme dose de
vaccination jusqu’au commencement de la maladie variait
de 5 a 10 ans. Une évolution positive est constatée égale-
ment pour l'incidence de ’'HAC: en 2017 en Fédération de
Russie le taux chez les adultes a fait 1,48 par 100 000 habi-
tants et en 2018 — 1,28 par 100 000 habitants, tandis qu’en
2001 il a été de 16,7 par 100 000 habitants. Dans le District

fédéral Nord-Ouest cette évolution c’est exprimée encore
plus nettement — l'incidence a diminué de presque 30 fois
(de 31,9 par 100 000 habitants en 2001 a 1,2 par 100 000 ha-
bitants en 2017).

L'utilisation des méthodes de la biologie moléculaire
élargit le champ d'étude des particularités d'évolution des
hépatites virales aigués et améliore I'efficacité des manifes-
tations de surveillance épidémiologique. Il est établi qu’en
2017-2018 sur le territoire de Saint-Pétersbourg ont circulé
deux sous-génotypes de I'hépatite virale A: 1a et 1b avec
domination de 1a.

Pendant la période de 2017-2018 l'analyse phylogé-
nétique a établi la circulation du virus de I'hépatite B (gé-
notype D) dans 95,8% de cas. L'analyse de la propagation
des sous-types de I'hépatite virale B a révélé trois types de
circulation: sous-type D1 (100%) — oblasts de Mourmansk
et de Pskov; sous-type D2 (74,4%) — Saint-Pétersbourg,
oblast de Léningrad, République de Carélie; sous-type D3
(89,5%) — oblast de Vologda, République des Komis. Le gé-
notype A a été révélé dans 2 isolats (4,2%) et appartient
au sous-type A2. Les données obtenues sur la distribution
des génotypes/sous-types de I'hépatite virale B circulant
sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest reflétent la
situation dans la population et correspondent aux résultats
des études précédentes de la circulation des génotypes de
I'hépatite virale B sur le territoire indiqué dans les cas de
I'hépatite chronique B.

Les principales sources de I'infection pour les personnes
atteintes de I'HAB et I'HAC sur le territoire de la Fédération
de Russie et du District fédéral Nord-Ouest sont les mala-
des de I'hépatite chronique B et de I'hépatite chronique C.
Leur part dans les sources de l'infection confirmées atteint
94,1%.

Hépatites chroniques virales

Dans le processus épidémique des hépatites chroniques
virales B et C (HCB, HCC) on ne constate pas d'importantes
tendances positives. Au cours des dernieres années on ob-
serve une tendance durable a I'augmentation du nombre
cumulé de personnes atteintes des maladies hépatiques
chroniques d‘étiologie virale.

Il faut reconnaitre qu’en tenant compte du nombre de
malades avec le diagnostic confirmé, I'HCC se présente
pour la Fédération de Russie comme un probléme plus im-
portant que I'HCB. Dans la structure étiologique générale
des hépatites chroniques virales sa part fait presque 77%
de tous les nouveaux cas révélés de la maladie.

En 2017 le nombre total de malades atteints de 'HCC en
Fédération de Russie a été de 562 622 personnes (0,4% de
la population). En utilisant une approche standard a la dis-
tribution des territoires du pays selon le taux d’incidence
deI’'HCC, il se trouve qu’en 2018l y a eu six districts ayant ce
taux plus élevé que celui moyen de la Fédération de Russie
(35,3 par 100 000 habitants), dont le plus insatisfaisant a été
le District fédéral Nord-Ouest (50,0 par 100 000 habitants).

Dans les conditions d'absence des moyens de préven-
tion spécifique de I'hépatite C, I'option prioritaire de la
lutte est la thérapie étiotrope administrée aux patients at-
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teints d'une maladie en phase aigué ou une maladie chro-
nique, y compris de la cirrhose hépatique et ayant subi une
greffe d’organe visant a I'éradiction de I'lagent pathogene.
En Fédération de Russie la part des patients ayant recu une
telle thérapie est de 3,5% qui est un taux qui peut rendre
difficile I'atteinte de l'objectif global annoncé: couverture
par la médication a 80% vers 2030. Dans la derniéere dé-
cennie l'incidence de I'HCB en Fédération de Russie reste
pratiquement au méme niveau. Le taux moyen pour la
Fédération de Russie pendant les dix dernieres années
a fait 12,1 cas par 100 000 habitants. Mais le nombre total
de malades, augmentant chaque année, a atteint 253 668
en 2017. A la différence de I'HCC, les moyens existants de
thérapie de I'hépatite B ne permettent jamais de libérer
I'organisme du virus complétement. Mais la baisse de la
charge virale jusqu’a un niveau indéfinissable permet
de ralentir I'évolution du processus pathologique et de
réduire au minimum la menace épidémiologique de la
source d'infection.

Hépatite B latente

Il convient de remarquer que, selon nos données, la
fréquence de prévalence de I'HB HBsAg-négative chez les
patients atteints de I'hépatite chronique virale B, examinés
a des différentes étapes d'octroi de I'aide médicale spéciali-
sée, se situe entre 27,1% (étape ambulatoire) et 67,8% (étape
hospitaliére). Lanalyse des résultats d’examen de labora-
toire clinique des patients atteints de I'HB HBsAg-négative
arévélé une variabilité d'évolution clinique et des stades de
la maladie jusqu’au stade cirrhotique (52,1%). Dans les cas
de I'HB HBsAg-négative les stades de la fibrose hépatique
exprimée (F3-F4), confirmés par les méthodes d’examen
instrumentales, constituent le taux de 55,4%. Pour I'évalua-
tion clinique du stade de la maladie et du degré de gravité

Publications

de la cirrhose, développée a l'issue de la HB HBsAg-néga-
tive, un role particulierement important revient a la défini-
tion des taux d'albumine, de prothrombine, des plaquettes,
des gammaglobulines, de méme que des titres de HBsAb.
L'étude morphologique post-mortem du tissu hépatique
des patients atteints de la cyrrhose avec I'anti-HBsAg vitale
dans le sérum sanguin confirme le diagnostic clinique de
I'hépatite chronique virale B.

Variantes des hépatites virales mixtes

La circultion continue des agents des hépatites virales
aigués et le nombre grandissant chaque année de pa-
tients atteints des maladies hépatiques chroniques virales
créent le risque de leur surinfection par d‘autres virus
hépatotropes.

Sur 241 malade des hépatites virales d'étiologie combi-
née (hépatite aigué sur fond de I'hépatite chronique) chez
69,7% la maladie a évolué sur fond de I'HCC, chez 30,3% —
sur fond de I'HCB, qui est la situation analogue a la structure
de la population des malades des hépatites chroniques
virales. L'analyse de la structure étiologique des hépatites
aigués dans cette catégorie des malades confirme la plus
grande fréquence des hépatites au mécanisme parentéral
de transmission: dans 46,5% de cas — hépatite aigué B,
y compris avec agent delta, dans 16,6% de cas — hépatite
aigué C. La part de I'hépatite A est de 36,9%.

Lanalyse d'incidence des hépatites aigués aux méca-
nismes entéral et parentéral de transmission des malades
atteints ce I'HCB a révélé leur fréquence comparable (res-
pectivement 45,2% et 54,8%), tandis que chez les malades
de I'HCC I'hépatite aigué au mécanisme parentéral de
transmission a été constatée deux fois plus souvent qu‘au
mécanisme entéral (respectivement dans 66,7% et 33,3%
de cas; p < 0,05).
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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, V. Molchanov, E. Lichnaya (mi-temps)

TUBERCULOSE ET AUTRES
MYCOBACTERIES

PROJETS ET COLLABORATIONS

Projets

e «Evolution du potentiel pathogénétique des lignées
phylogénétiques de Mycobacterium tuberculosis» (Pl —
|. Mokrousov), 2014-2018 — Russian Science Foundation
projet #14-14-00292.

e «Une approche personnalisée de la lutte contre I'épi-
démie de tuberculose multuirésistante et VIH en
Irkoutsk, Sibérie» (PI — O. Ogarkov, Centre scienti-
fique pour la santé de la famille et les problémes de
reproduction humaine, Irkoutsk, Russie), 2017-2019 —
Russian Foundation for Basic Research projet No. 17-
54-30020.

e «Population de Mycobacterium tuberculosis en Sibérie
occidentale: épidémiologie moléculaire actuelle dans
le contexte de la reconstruction macro-évolutive» (Pl —
|. Mokrousov), 2017-2018 — Russian Foundation for
Basic Research projet 17-04-00367.

e «Etude du role de I'élément de répétition 1S6110 dans
la micro et la macro-évolution de la lignée phylogéné-
tique 2 de Mycobacterium tuberculosis» (Pl — E. Shitikov,
Centre de médecine physico-chimique, Moscou), 2018-
2019 — Russian Foundation for Basic Research projet 18-
04-01035.

e «Caractéristiques pathogénomiques et potentiel épidé-
mique de souches résistantes d'ancienne sous-lignée
du génotype de Mycobacterium tuberculosis a Beijing»
(Pl — 1. Mokrousov), 2019-2020 — Russian Foundation
for Basic Research, projet #19-04-00263.

Collaborations internationales

Institut national de la santé publique et de I'environ-
nement, RIVM, Bilthoven, Pays Bas (2018-2021), Institut
Aitkhozhin de biologie moléculaire et de biochimie, Al-
maty, Kazakhstan (2015-2017), Institut de la santé de
Kobe, Japon (2016-2018), Hopital pour enfants malades
de Pékin, Chine (2017-2021), Centre hospitalier univer-
sitaire général Gregorio Maranén (Madrid, Espagne),
Centre médical nord-estonien (Tallinn, Estonie), Centre
de recherche et d'études biomédicales, Université de
Riga (Lettonie).

Collaborations nationales

Institut central de recherche en épidémiologie (Mos-
cou); Université médicale d’Etat, Omsk; Centre scientifique
de la santé de la famille et des problémes de reproduction
(Irkoutsk), Instituts de recherche en phthisiopulmonologie
(Saint Pétersbourg, Ekaterinbourg), Dispensaires antituber-
culeux de Kaliningrad, Petrozavodsk (Carélie), Syktyvkar
(Komi), Mourmansk, Pskov.

PRINCIPALES DIRECTIONS DE RECHERCHE
ET RESULTATS OBTENUS

Analyse des génome pour I'analyse phylogénétique
et la recherche de marqueurs moléculaires
de génovariants de M. tuberculosis

Le genotype Beijing 94-32-cluster de Mycobacterium
tuberculosis domine au Kazakhstan et en Asie centrale.
Il s'agit de I'un des deux principaux sous-types de M. tuber-
culosis en Russie, souvent associé au multiresistance (MDR/
XDR) et caractérisé par une distribution mondiale due aux
flux migratoires. Suite a lI'analyse génomique bioinforma-
tique, nous avons identifié¢ un polymorphisme nucléo-
tidique unique dans le géne sigE, spécifique des souches
de grappe Beijing 94-32, et développé une méthode de
détection dans les formats PCR-RFLP et PCR en temps réel.
Les méthodes ont été validées in silico (en analysant la base
de données GMTV) et expérimentalement sur la collection
mondiale de souches de différents génotypes (342 isolats
de Russie, Kazakhstan, Chine, Vietnam, Bulgarie, Estonie et
Brésil). Les méthodes développées pour détecter le géno-
type Beijing 94-32-cluster peuvent étre utilisées (simulta-
nément avec la méthode de détection de l'autre souche
épidémique russe importante Beijing B0O/W148) dans des
études prospectives ou pour une évaluation rétrospective
de collections d’ADN historiques.

Population de M. tuberculosis dans la région

de Sibérie occidentale: épidémiologie moléculaire
actuelle dans le contexte de la reconstruction
macro-évolutive

De nouvelles données ont été obtenues sur les ten-
dances de la prévalence de la population de M. tuberculosis
multirésistante dans la région d’Omsk en Sibérie occiden-
tale. Lanalyse moléculaire de 425 souches de M. tuberculo-
sis isolées chez des patients atteints de tuberculose pulmo-
naire a différentes années dans la région d'Omsk a révélé
une diversité de la structure des génotypes et de la préva-
lence des souches du génotype de Beijing (~60%). La pro-
portion de grappes BO/W148 a Beijing a été augmentée de
13,5% en 2015-2016 a 19,2% en 2017 et ces souches étaient
associées a la MDR. En général, trois familles contribuent
de maniére significative a la propagation des souches résis-
tantes aux médicaments — Beijing, LAM (‘Latin American
Mediterranean’) et Ural.

Pour la premiére fois, deux groupes de la sous-lignée
ancienne du génotype Beijing ont été identifiés comme
sous-types émergents et potentiellement épidémiques
(Fig. 34). Presque toutes les anciennes souches de Beijing
étaient des souches MDR. Une comparaison avec les don-
nées disponibles au niveau mondial a montré que ces deux
clones circulent principalement dans la partie asiatique de
la Russie et démontrent une certaine affinité phylogéné-
tique avec des souches du Japon, de la Corée et du nord-
est de la Chine. Sur la base de données phylogénétiques,
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phylogéographiques et historiques, nous avons proposé
I'hypothése selon laquelle ces deux clones auraient proba-
blement été importés en Russie il y a environ 70 ans apres
la Seconde Guerre mondiale avec des prisonniers de guerre
japonais. Leur prévalence relativement plus élevée a Omsk,
associée a une association extrémement forte avec le MDR,
mais également avec le pré-XDR/XDR, également observés
dans d'autres régions de la Fédération de Russie, démontre
leur potentiel épidémique et nécessite un suivi permanent.

Complexes clonaux du génotype Beijing

de M. tuberculosis dans les régions du nord-ouest
de la Russie, a la frontiére des pays de I'Union
européenne

La prévalence élevée de la tuberculose multirésistante
dans le nord-ouest de la Russie pourrait avoir un impact né-
gatif sur les programmes de lutte antituberculeuse non seu-
lement en Russie mais également dans les pays voisins de
I'Union européenne (UE). 304 isolats de M. tuberculosis des
régions du nord-ouest de la Russie (régions de Pskov, Kali-
ningrad et Mourmansk, République de Carélie) ont été étu-
diés (Fig. 35). La prévalence des souches de M. tuberculosis
du génotype Beijing était différente et s'élevait a 44,9% dans
la région de Pskov, 55,1% en Carélie, 48,4% dans la région de
Mourmansk et 63% dans la région de Kaliningrad. Le géno-
type BO/W148 a été détecté dans 6,7%, 17,9%, 9,4% et 19,2%
des souches de M. tuberculosis, respectivement. La préva-
lence de la grappe Beijing 94-32 dans les quatre territoires
étudiés ne différe pas: 29,2%, 28,2%, 31,3% et 28,8%, res-
pectivement. Dans les régions de Pskov et de Mourmansk,
62,9% et 60,9% des souches de M. tuberculosis étaient sen-
sibles aux médicaments antituberculeux, et 17,9% et 26,6%
des souches étaient MDR. Les souches MDR prévalaient en
Carélie et dans la région de Kaliningrad — 51,3% et 43,8%;
tandis que 41,0% et 36,9% des souches, respectivement,
étaient sensibles. Au total, dans quatre régions, 90,0% des
isolats de M. tuberculosis Beijing BO/W148 étaient MDR.
Les souches Beijing 94-32 présentaient des proportions si-
milaires d'isolats sensibles aux médicaments (41,6%) et MDR
(34,8%). Ainsi, dans les territoires du nord-ouest de la Russie,
la proportion de souches Beijing variait de 44,9% a 63,0%.
Les souches Beijing 94-32 (28,2% a 31,3%) et du groupe
BO/W148 (6,7% a 19,2%) étaient prévalant. Cependant, ces
clones de M. tuberculosis différaient significativement dans
la proportion de MDR. La circulation des souches MDR du
groupe M. tuberculosis Beijing BO/W148 pose un grave pro-
bléme pour les programmes de lutte antituberculeuse.

Dynamique de la MDR-TB en Estonie: role
de I'immigration et programme national de contréle
de la tuberculose

Nous avons évalué la structure de la population de M. tu-
berculosis en Estonie, en nous référant plus particulierement
aux principaux clones épidémiques/endémiques et aux dé-
terminants de la résistance aux médicaments. 39,8% des
isolats sont attribués au génotype Beijing; 56,8% d’entre
eux étaient MDR. En revanche, les trois autres grands gé-
notypes (LAM, Haarlem, Ural) étaient principalement sen-
sibles aux médicaments. Le MDR était plus fréquent parmi
les isolats Beijing BO/W148 (81,8%) par rapport aux autres
isolats Beijing (20,0%, P = 0,0007). Le phénotype Pre-XDR
a été trouvé dans 8 isolats, dont 6 appartenaient a Beijing
B0/W148. Conclusion: le pool principal d’isolats du géno-

type Beijing a été introduit en Estonie entre 1945 et 1990 en
raison de I'immigration humaine massive de I'URSS. Cepen-
dant, la circulation active du groupe Beijing BO/W148 lié au
MDR n’a commencé qu’au cours des 20 derniéres années et
représente une grave menace pour la lutte contre la tuber-
culose en Estonie.

Kazakhstan: influence de la Russie et de la Chine sur
la structure de la population de M. tuberculosis

La population de M. tuberculosis en Kazakhstan se ca-
ractérise par la prédominance de souches du groupe Bei-
jing 94-32 (probablement originaires du nord-ouest de
la Chine) et par des rare souches de la famille LAM (qui,
jusqu'a récemment, appartenaient presque totalement a la
branche russe LAM-RUS). Dans notre étude, nous avons
identifié la premiére souche génétiquement confirmée de
la sous-lignée LAM RD-Rio au Kazakhstan. L'analyse molé-
culaire et la comparaison avec la base de données mon-
diale de LAM ont montré qu’elle appartenait a une branche
endémique du nord de la Russie européenne/Europe de
I'Est. Contrairement a 'opinion populaire (et justifiée) sur
I'association de souches RD-Rio avec MDR, cette branche
ne comprenait que des souches sensibles aux médica-
ments. Nous émettons I'hypothése que cette souche aurait
été introduite dans le sud du Kazakhstan non de la région
d’origine principale de RD-Rio (la région ibéro-américaine),
mais de la zone de circulation secondaire (Russie) (Fig. 36).

Clone émergent résistant de M. tuberculosis en Asie
occidentale

Les souches de M. tuberculosis de génotype NEW-1/
SIT127 sont endémiques en Asie occidentale (Iran, Afgha-
nistan), se trouvent en Asie centrale et sporadiquement en
Russie. Lanalyse phylogénétique des isolats de la lignée 4
a confirmé la position distincte de la famille NEW-1, que
nous avons désignée sous le nom de L4.5.1/Iran. Lhypo-
thése du scénario de migration et évolution a été dévelop-
pée: origine de L4.5 1000-1300 ans en Chine, apparition
ultérieure du génotype intermédiaire pré-NEW-1 au Tibet,
poursuite de la migration vers le Xinjiang et enfin vers I'lran
il ya 800 ans (émergence de NEW-1/SIT127) (Fig. 37). Aprés
cela, SIT127 s'est lentement étendu vers I'est depuis I'lran,
probablement en raison d'un continuum de langues ira-
niennes, d'échanges commerciaux et d’interactions dans
le monde islamique. Lanalyse des données des 20 a 25
derniéres années a montré une forte augmentation de la
prévalence des souches NEW-1 en Iran, en Afghanistan et
au Pakistan, accompagnée d'une association significative
avec la multirésistance (Fig. 38). Les migrations de la popu-
lation, en particulier les flux de réfugiés afghans, peuvent
entrainer une propagation plus large du sous-type résis-
tant NEW-1, que nous avons nommé un clone émergent
résistant de M. tuberculosis en Asie occidentale.

Conclusions sur le role des migrations dans la propaga-
tion des souches épidémiques de Mycobacterium tubercu-
losis sont les suivantes.

1. L'échange ordinaire (contacts sporadiques, tourisme)
est insuffisant pour amener et installer la souche M. tu-
berculosis importée dans une nouvelle population. 2. Une
nouvelle souche émergente devient épidémique dans sa
région d'origine, ou la souche ancestrale circule. 3. L'im-
migration massive de la population est un facteur critique
conduisant a un changement de la population locale de
M. tuberculosis. 4. La souche importée doit non seulement
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Figure 34. Répartition géographique des souches M. tuberculosis d’anciens sous-types de Beijing dans différentes localités
du nord de I'Eurasie et dans différents districts de la région d’'Omsk. Reproduit de Mokrousov et al. (2019). Copyright Elsevier NV

Kalmmgrad TR = e ¥

Sanmuucxoe g
mope | FINLAND

OMHHQHRM‘}I

non-Beijing
Beijing BO/W148
Beijing 94-32

m Beijing apyrue

' PAHbI EBPOCOIOBA

Bapenyeso
Mope

nEHuHri?ngqc kAR
T OBMACTE " 5y

BEAAPYCH

HIENLCKAR OBnACTb

- Northwest Rusis

T CIlEBEﬁLO 3AMAAHBIN OEAEPAIleblM ~OKPYT.
Beijing S Y ( . BBTOHOMHE i1
459, e e ' : o A
}-wﬂ — © 5 a8 = / I s ( = A
i i~ S BOnorogckan- % = - = S
: . OBMACTb 5 : g = RS
[l e i / e @ ¢
YKPAWHA 2
PECNYBITMKA KOMM g - -
LlEHTPAﬂbeIH o P
<DE11EPAI1beIM oKPyr ‘ g S,
v .
NetiEaia f YPANBLECKUN

R ®EAEPANbHBLIA OKPYT
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Figure 37. Scénario d’'évolution/migration de la lignée RD122 de M. tuberculosis. Reproduit de Mokrousov et al. (2017).
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étre épidémique, mais également suffisamment répandue
dans son pays d’origine.

La contagiosité, la virulence d'une souche de M. tuber-
culosis est conditionnelle et non absolue. Spéculativement,
une sorte de résistance humaine se développe au sein de la
population locale du fait de sa coexistence avec des clones
historiques locaux et agissant contre des clones importés:
d'ou le role de la génétique de I'hote.

Méme au sein des familles <moins interessant» de M. tu-
berculosis, telles que NEW-1/Iran et Ural, des clones plus dan-
gereux peuvent émerger. Nous ne savons pas ou la nouvelle
souche émergente de M. tuberculosis va émerger. Une fois
qu'il est apparu, il est conseillé d'examiner leur génomique
et leur phénotype, ainsi que de suivre de prés les flux de mi-
gration pertinents, afin de prédire sa propagation.

Les raisons du succés de différents clones émergents
peuvent étre différentes dans chaque cas particulier et étre
liges aux propriétés de la souche.

Les polymorphismes nucléotidiques dans les génes
hsp65 et MACPPE12 de Mycobacterium avium subsp.
hominissuis

Mycobacterium avium subsp. hominissuis (MAH) est I'habi-
tant typique de I'environnement, appelé pathogéne oppor-
tuniste chez I'animal et chez I'homme. Le but de notre étude
était d'analyser les polymorphismes mononucléotidiques
(SNP) des génes hsp65 et MACPPET2 afin de caractériser la
population russe de MAH dans le contexte de I'étude des
relations phylogénétiques et de I'évolution des populations
géographiquement éloignées de M. avium subsp. hominis-

NJ-Tree, MIRU-VNTR [24]: Categorical
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suis. Lanalyse de séquence des genes hsp65 et MACPPET2
a été appliquée a 40 souches de MAH isolées chez 'homme
(patients atteints de mycobactériose) (Fig. 39). Les séquences
nucléotidiques ont été alignées sur le génome de souche de
référence de M. avium subsp. hominissuis 104. Les profils de
mutations des souches russes ont été comparés a ceux isolés
dans d'autres pays. Au total, les 40 souches MAH ont été clas-
sées en trois sequevars de hsp65: code 1, code 2 et code 3.
La majorité des souches de MAH (72,5%) appartenaient au
code 1, le méme sequevar que pour la souche MAH 104.
Lanalyse de séquence du gene MACPPET2 a révélé 20 SNP
groupés en neuf sequevars au niveau des acides nucléiques:
NAO1, NA02, NA03, NA06, NAT0, NA10, NA13, NA14, NA19 et
NA_Rus01. Parmi 20 SNP, huit étaient non synonymes, ce
qui a entrainé sept sequevars au niveau des acides aminés:
AAO01, AA02, AA04, AAD7, AAO8, AA13 et AA_Rus01. La seque-
var AAQ2 consistait de trois variantes de NA différentes avec
des profils de SNP synonymes: NA02, NAO3 et NA06. La moi-
tié des souches MAH appartenaient a la sequevar AA02 (type
NAO02). Actuellement, le groupe prédominant AA02 (type
NAO2)/code 1 et le variant unique AA_Rus01 (NA_Rus01) ont
été identifiés parmi les souches MAH originaires de Russie.
Ainsi, nous avons confirmé le caractére relativement conser-
vateur de la séquence de nucléotides du géne hsp65 mais le
polymorphisme du géne MACPPE12. Dans le méme temps,
une analyse comparative des profils SNPs des génes hsp65
et MACPPE12 a permis d'identifier les différences entre les
populations de MAH géographiquement éloignées, ce qui
a mis en évidence la variabilité de la population mondiale
d'espéces de M. avium.
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Figure 39. Dendrogramme des profils VNTR de 40 souches M. avium subsp. hominissuis avec des informations sur ses types
de SNP (MACPPE12, hsp65). Reproduit de Starkova et al. (2019). Copyright MAIK Nauka-Interperiodika

Les informations suivantes sont fournies pour chaque isolat dans les boites: identifiant de souche, types de séquence MACPPE12/hsp65 et type de MATR-VNTR
(IP signifie profil individuel). Les groupes A a C combinent des isolats MAH avec des profils de type de séquence et de MATR-VNTR identiques. Les grappes

a afcombinent des isolats avec des types SNP MACPPE12 et hsp65 identiques, mais des profils individuels MATR-VNTR.
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Mokrousov I.V. Molecular epidemiology of tuberculosis in the Kaliningrad Region of Russia: 10 years after // Russian Journal of Infec-

tion and Immunity. 2017; 7 (4): 367-374. Russian.
BREVETS D’'INVENTION

1. Brevet (Mokrousov I, Vyazovaya A., Zhuravlev V., Solovieva N., Vishnevsky B., Narvskaya O. Méthode de détection du cluster BO
de génotype de Beijing de Mycobacterium tuberculosis par PCR en temps réel). Priorité: No. 2017123302 of 30.06.2017. Approuvé le

09.01.2019.

2. Demande de brevet (Mokrousov I., Vyazovaya A., Chernyaeva E., Solovieva N., Narvskaya O., Zhuravlev V. Méthode de détection du
cluster Beijing 94-32 de Mycobacterium tuberculosis par PCR en temps réel). Priorité: No. 2017142885, 11.12.2017.

3. Demande de brevet (Mokrousov I., Vyazovaya A., Solovieva N., Mushkin A.Y., Vishnevsky B.I., Narvskaya O., Zhuravlev V. Méthode de
détection des souches de Mycobacterium bovis BCG par PCR en temps réel). Priorité: No. 2018120630, 06.06.2018.

HEPATITES VIRALS
PROJETS et COLLABORATIONS

Projets

e «Molecular-seroepidemiological monitoring and ge-
netic characteristics of parenteral hepatitis viruses
in Vietnamy, 2012-2017, funded by Russian Vietnamese
Tropical Center, Hanoi and by Rospotrenbadzor (Russian
PI — O. Kalinina).

e «lLaboratory Diagnosis of Hepatitis C virus in Guinea,
funded by Rospotrenbadzor (Federal Service for sani-
tary and epidemiological Surveillance, Moscow), 2015-
2017; Russian PI — O. Kalinina.

Collaborations nationales

- Saint-Petersburg Botkin Infectious Disease Hospital.

- St. Petersburg Center for the Prevention and Control
of AIDS and Infectious Diseases.

— Moscow Central Research Institute for Epidemiology.

- Moscow State University of Medicine and Dentistry.

— Saratov Russian Anti-Plague Research Institute «<Microbe».

Collaborations internationales

- Baltic Network for control and prevention of life-threa-
ted disease

- Vietnam: Russian Vietnamese Tropical Center (Hanoi)

- Guinea: Institut de Recherche en Biologie Appliquée
de Guinée (Kindia)

PRINCIPALES DIRECTIONS DE RECHERCHE
ET RESULTATS OBTENUS

Loccurrence de marqueurs de I'hépatite C chez
les résidents de la République de Guinée

Le fardeau de l'infection par le virus de I’hépatite C (VHC)
continue d'étre important dans les pays a revenu faible et
intermédiaire, en particulier en Asie et en Afrique. Létude
de I'évolution du virus de I'hépatite C indique que la plu-
part de ses sous-types sont apparus il ya plus de 300 ans sur
le continent africain, qui est maintenant considéré comme

un réservoir potentiel de «futurs» variants du VHC. Dans le
méme temps, pour des raisons économiques et sociales,
la prévalence et la diversité génétique du VHC, la voie de
transmission du pathogene, ainsi que I'évolution clinique
de l'infection dans de nombreux pays d’Afrique subsaha-
rienne, y compris la République de Guinée, reste encore
peu étudié. L'élimination mondiale du VHC d'ici 2030 est
possible avec I'avenement de méthodes de diagnostic effi-
caces disponibles pour la majorité de la population. Le but
de cette étude était d'évaluer I'occurrence de marqueurs
sérologiques et moléculaires de I'hépatite C chez les rési-
dents de la République de Guinée.

Les 562 échantillons de sérum obtenus en 2016-2017 au-
pres de résidents agés de 1 a 90 ans (age moyen 38,91+1,6)
de deux préfectures, Mamou et Kindia, ont été étudiés.
Tous les échantillons de sérum et de plasma ont été obte-
nus pour la recherche scientifique sous les noms de code
conformément a la déclaration d’Helsinki. La présence des
anticorps anti-VHC total et des anticorps spécifiques pour
les protéines core, NS3, NS4, NS5 du VHC ont été détermi-
nées al'aide de kits ELISA (Diagnostic Test Systems LLC, Rus-
sie). LARN VHC a été détecté par PCR en temps réel a l'aide
du kit «<AmpliSens HCV-FL» (FBIS «CRIE», Russie) et par PCR
nichée developpée dans notre laboratoire. Les génotypes
du VHC ont été déterminés par analyse phylogénétique
basée sur le géne 5'UTR/core. Lintervalle de confiance (IC
95%) a été calculé par la méthode de Wilson.

Des anticorps anti-VHC ont été détecté chez 5,16% (95%,
IC 3,62-7,31) adultes et I’'ARN VHC n’a été détecté que chez
0,71% (95%, IC 0,28-1,82) (Tabl. 16). Lanalyse phylogéné-
tique a révélé la circulation de deux variants du VHC d'im-
portance épidémique: le sous-type 1b et le sous-type 2c.
Quelle que soit la région, aucun marqueur du VHC n'a été
détecté dans le groupe d'age de 0 a 17 ans, et aucune dif-
férence significative dans la survenue de I'anti-VHC parmi
les différents groupes d’age na été révélée. Dans le méme
temps, les résultats incertains de I'anti-VHC ont été obte-
nus chez 3,20% (95%, IC 2,04-5,01). La présence d'un grand
nombre de résultats faux positifs anti-VHC est un probleme
réel sur le continent africain, comme indiqué dans un cer-
tain nombre d'études. L'une des raisons des résultats faus-

Tableau 16. Résultats de la détection des marqueurs du VHC dans des échantillons obtenus d’habitants des préfectures

de Mamou et Kindia

Regions Total anti-HCV (confirme) anti-HCV (non-certain) RNA HCV
9 n (%, 95% Cl) n (%, 95% CI) n (%, 95% Cl)
Mamou_HR* 232 17 (7,33%, 4,63-11,42) 14 (6,03%, 3,63-9,87) 2(0,86%, 0,24-3,09)
Kindia_** 242 9(3,72%, 1,97-6,92) 2(0,83%, 0,23-2,96) 0
Kindia_HR* 55 3 (5,45%, 1,87-14,85) 2(3,64%, 1,00-12,32) 2 (3,64%, 1,00-12,32)
Total 562 29 (5,16%, 3,62-7,31) 18 (3,20%, 2,04-5,01) 4(0,71%, 0,28-1,82)

*HR — patients atteints de fiévre présentant des symptémes cliniques de diverses maladies; **résidents pratiquement en bonne santé.
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sement positifs peut étre une pression infectieuse impor-
tante sur le systéme immunitaire de I'hote, qui est causée
par une grande variété de pathogenes de nature diverse et
répandus en Afrique. Dans notre étude, les résultats positifs
anti-VHC les plus incertains concernaient des échantillons
de patients atteints de fievre présentant des symptomes
cliniques de diverses maladies dans les hépitaux Mamou et
Kindia (Tabl. 16).

Les résultats obtenus indiquent un poids important
de I'hépatite C en République de Guinée et soulignent la
nécessité de développer un algorithme de critéres de dia-
gnostic et d'améliorer les systémes de tests de diagnostic
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Figure 40. Dendrogramme, représentant la branche formée
par les isolats de génotype B (obtenu par la méthode du
maximum de vraisemblance). Le sous-cluster constitué des
souches de VHB isolées chez les travailleurs de la méme
ferme est indiqué par un astérisque

pour le dépistage de masse parmi la population africaine
afin d'établir la proportion de personnes impliquées. dans
le processus épidémique.

Prevalence des hépatites virales parentérales
au Vietnam

La région de I'Asie du Sud-Est et du Pacifique occidental
est une région ou le virus de I'hépatite B (VHB) est endé-
mique et ou il est transmis avec succes par voie périnatale
et horizontale. Au Viet Nam, on estime que 8,4 millions de
personnes vivent avec l'infection a VHB. Actuellement, la
population vietnamienne adulte n'est pas suffisamment
couverte par le vaccin universel contre le VHB. Cette étude
visait a analyser la prévalence actuelle du VHB, du VHC et
du VHD dans la population générale au Viet Nam et a étu-
dier 'hétérogénéité génétique de la population du VHB.

Un total de 1041 adultes de 18 a 79 ans (dge moyen
43,38+11,97) de quatre régions, Binh Duong (BD) (deux
communautés, Binh My (BM) et Chanh My (CM)); Khanh
Hoa (KH); Quang Tri (QT), Hai Phong (HP)) ont été inscrits
a l'étude en 2013-2014. La présence d’HBsAg a été analy-
sée avec le kit Monolisa® HBsAg (Bio-Rad, USA). La présence
d'anti-VHC total et des anticorps spécifiques du noyau, les
protéines NS3, NS4, NS5 du VHC, I'anti-HDV ont été déter-
minés a l'aide de kits ELISA (Diagnostic Systems, Russie).
L'ADN VHB, I’ARN VHC, 'ARN HDV ont été détectés par PCR
entemps réel en utilisant les kits xAmpliSens HCV-FL», «<Am-
pliSens HBV-FL», «kAmpliSens HDV-FL» (FBIS «CRIE», Russie).
Les génotypes du VHB ont été déterminés par analyse phy-
logénétique basée sur le géne S. Lintervalle de confiance
(IC 95%) a été calculé par la méthode de Wilson.

La prévalence élevée d’HBsAg a été révélée dans les
quatre régions: 9,9% (IC a 95%, 6,6-14,1) dans le BD; 14,1%
(1IC 95%, 10,1-18,9) — en KH, 8,9% (IC 95%, 5,7-13,0) — en
QT, et 12,3% (95% Cl, 8,5-16,9) — en HP. Dans le méme
temps, dans la région BD, la prévalence de HBsAg entre
les communautés de BM et de MC était significativement
différente: 16,0% — dans les BM (95% IC, 10,0 a 23,6) et
4,8% — dans les CM (95% IC, 1,9-9,6). Le taux de résidents
ayant un total d'anti-HBc était de 61,1% (IC 95%, 57,6-64,5).
La prévalence des anticorps anti-VHC était faible: 1,33% (IC
a 95%: 0,73 a 2,44). ARN de VHC a été détecté chez 0,66%
(IC a 95%: 0,28-1,53). Aucun marqueur d’infection a VHD
n'a été détecté chez les résidents des régions BD, JH et HP.
Au total, 60 souches de VHB ont été génotypées. Quatre
sous-génotypes du VHB (B2, B3, B4 et C2) et trois sous-
types (ayw1, adr, adw2) ont été identifiés. Le sous-géno-
type B4 s'est révélé prédominant chez 71,7% (43/60) des
adultes. Les souches vietnamiennes de VHB appartenant au
sous-génotype B4 formaient une branche distincte sépa-
rée des autres souches isolées en Asie (Fig. 40). Dans cette
branche, le sous-groupe constitué de six souches de VHB
provenant d’hommes agés de 38 a 42 ans qui travaillaient
dans la méme ferme dans la communauté BM a été révélé.
Cette découverte indique la transmission intra-ferme du
VHB parmi les travailleurs et explique la prévalence la plus
élevée d'HBsAg dans la communauté BM par rapport a la
MC. Aucune substitution d’acide aminé, qui pourrait étre
responsable de la fuite du vaccin, ni aucune mutation as-
sociée a la résistance aux analogues de nucléosides n‘ont
été trouvées.

La grande diversité génétique de la population virale du
VHB met en évidence les multiples sources d’'infection, la
propagation réussie de diverses variantes virales et donne
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un apercu de la force motrice du processus épidémique du
VHB au Viet Nam. La transmission intra-agricole du VHB
chez les travailleurs montre que la transmission horizon-
tale est toujours une voie importante d'infection par le
VHB au Viet Nam et indique que I'extension de la stratégie
nationale de vaccination contre le VHB chez les adultes de
18 a 40 ans constitue une mesure importante pour empé-
cher la. propagation horizontale de I'infection par le VHB
au Viet Nam.

La protéine core+1/f du virus de I'hépatite C comme
un facteur de progression du processus chronique

Un cadre de lecture alternative codant pour une proté-
ine F est situé dans la région centrale du génome du virus
de I'hépatite C (VHC). La longueur de la protéine F varie en
fonction du génotype viral, de son réle dans la morphoge-
nése virale et de la pathogenése du processus infectieux
activement étudié au cours de la derniére décennie. Le but
de cette étude est de développer le test 'ELISA a partir des
peptides synthétiques correspondant au déterminant anti-
génique de la protéine F des sous-types 1b et 3a du VHC et
d'évaluer la présence des anticorps I'anti-F chez les patients
positifs pour le VHC présentant la stade de fibrose.

Le peptide synthétique F10 correspondant au détermi-
nant antigénique de la protéine F du sous-type Ib du VHC
a été obtenu par synthése en phase solide. Llimmunogéni-
cité et la spécificité immunochimique du peptide F10 ont
été démontrées chez des animaux de laboratoire (souris).
La condition optimale du test ELISA a été élaborée. La spé-
cificité de I'ELISA développé a été testée sur les cing panels
de 165 échantillons de sérum (Tabl. 17). Les anticorps diri-
gés contre la protéine F ont été détectés dans des échan-
tillons de patients anti-VHC (+) ou anti-VHC (+)/anti-VIH (+).
Aucune différence statistiquement significative n‘a été
constatée entre la présence d‘anti-F dans les panels 1 et 2
(2 =2 1876; p = 0,139).

Articles dans des revues scientifiques

Tableau 17. Détection d’anticorps dirigés contre la protéine F
du VHC dans différents panels

Panels N Anti-F (+), n (%)
No. 1 — anti-HCV(+) 72 7(097)
No. 2 — anti-HIV(+)/anti-HCV(+) 35 7 (20,0
No. 3 — anti-HIV(+)/antiHCV(-) 7 0
No. 4 — HBsAg(+)/anti-HCV(-) 31 0
No. 5 — anti-HCV(-)/anti-HIV(-)/HBsAg(-) | 20 0
Total 165 14(8,5)

La présence de l'anti-F a été évaluée dans les échan-
tillons de sérum de 105 patients infectés de maniere
chronique par le VHC avec différents stades de fibrose.
42 patients (40%) étaient infectés par le sous-type 1b du
VHC, 63 (60%) par le sous-type 3a. La fibrose hépatique
FO-F1 était chez 72 patients (68,57%). L'anti-F a été révélé
chez 27 patients (25,71%): 12 d’entre eux infectés par le
sous-type 1b et 15 par le sous-type 3a. Parmi 12 patients
infectés par le sous-type 1b, 24,1% avaient FO-F1, 50,0% —
F2, 33,3% — F3, 25,0% — F4. Parmi les 15 patients infec-
tés par le sous-type 3a, 20,9% avaient FO-F1, 18,2% — F2,
25,0% — F3, 60,0% — F4. Aucune différence statistique-
ment significative n'a été observée entre la présence d'an-
ti-F chez les patients infectés par les sous-types 1b et 3a
avec différents stades de fibrose (p = 0,6397 et p = 0,2612,
respectivement).

Les résultats ont montré la possibilité d'utiliser des pep-
tides synthétiques pour la détection d'anti-F dans des
échantillons de sérum. La présence d'anti-F chez les patients
anti-VHC (+) ainsi que chez les patients anti-VHC (+)/an-
ti-VIH (+) montre I'expression de la protéine core+1/f du VHC
dans I'évolution naturelle de I'hépatite C. La protéine anti-F
a été détectée chez des patients atteints du VHC, quelle que
soit la gravité de la fibrose et du sous-type du VHC.
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HERPESVIRUS HUMAIN

(en collaboration avec Vega LLC, Saint-Pétersbourg,
et Pavlov First State Medical University, Saint-Pétersbourg)

Linvention concerne le domaine de la biotechnologie,
en particulier le diagnostic clinique en laboratoire d’infec-
tions virales, et peut étre utilisée pour le génotypage du

BREVET D’INVENTION

Herpésvirus humain de type 6 (HHV-6). La méthode permet
I'identification rapide et fiable des virus HHV-6A et HHV-6B.
La méthode permet de déterminer les polymorphismes mo-
nonucléotidiques spécifiques de HHV-6A et HHV-6B dans le
gene U67 de HHV-6 par PCR en temps réel a l'aide d’amorces
et de deux sondes marquées par fluorescence. Linvention
peut étre utilisée pour le génotypage du virus HHV-6.

1. Vedernikov V.E., Nikolsky M.A., Vyazovaya A.A., Lioznov D.A., Narvskaya O.V. Methode d'identification des variantes A et B du Her-
pesvirus humain type 6. Brevet d’invention RUS 2627607 28.09.2016. https://elibrary.ru/item.asp?id = 36895519
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LABORATOIRE D'IMMUNOLOGIE ET VIROLOGIE DE L'INFECTION PAR LE VIH

Chef du Centre: N. Beliakov

Chercheurs permanents: N. Konovalova, S. Ogurtsova, A. Bobreshova, U. Svetlichnaia, E. Boeva

Chef du laboratoire: A. Semenov

Chercheurs permanents: V. Rassohin, E. Yastrebova, A. Shchemeley, D. Valutite, E. Zueva, V. Fedotova, Y. Chornoguz,

E. Yakubovskaya

Suite de I'étude des particularités du
processus épidémique de I'infection par
le VIH dans le District fédéral Nord-Ouest
de la Fédération de Russie en 2017-2018

L'étude et la généralisation des données sur le processus
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 régional. L'in-
formation statistique officielle sur les cas de I'infection par
le VIH détectés sur les territoires administratifs du District
au cours du screening sérologique et fixés dans les docu-
ments de controle des observations statistiques fédéraux
d’Etat constituent le fondement analytique du processus
épidémique.

Le District fédéral Nord-Ouest est composé de 11 sujets
de la Fédération de Russie peuplés de 13,7 million de per-
sonnes (9,5% de la population de Russie).

Comparée a 2016, en 2017 la population du District fé-
déral Nord-Ouest a augmenté de 0,3% (52 693 personnes).
A Saint-Pétersbourg et dans I'oblast de Léningrad on a vu
se dessiner la croissance de la population due a l'accroisse-
ment de la natalité (a Saint-Pétersbourg) et a la migration
(respectivement +1,3%, +1,2%). Comparée a 2016, en 2017
dans l'oblast de Mourmansk la population a diminué de
0,5%, dans l'oblast de Vologda — de 0,8%, dans l'oblast
d'Arkhangelsk — de 0,9%, dans I'oblast de Pskov — de 0,9%,
dans l'oblast de Novgorod — de 1,1%, en République des
Komis — de 1,1%. Dans ces régions I'’émigration est la princi-
pale cause de diminution de la population. Au total dans le

District fédéral Nord-Ouest le nombre de morts a excédé de
1,1 fois celui des naissances. Le taux instantané de mortalité
naturelle de la population a été 1,8 par 1000 habitants (0,9
en Fédération de Russie). Le taux de natalité le plus faible
a été enregistré dans les oblasts de Léningrad et de Pskov.

Comparée a 2016, en 2017 la couverture des citoyens
de la Fédération de Russie par le screening visant a dé-
tecter les anticorps contre le VIH a augmenté de 15,7%.
Le nombre de personnes examinées au sujet de l'infection
a VIH a constitué: citoyens de la Fédération de Russie —
3025 246 personnes, ressortissants étrangers — 395 388
personnes. Comparé a 2016 (371 035 personnes), en 2017
le nombre de ressortissants étrangers examinés (395 388
personnes) a augmenté de 6,6%. Dans I'ensemble des per-
sonnes examinées en 2017 la part des ressortissants étran-
gers a constitué 11,6% (2,1% en 2005).

Comparé a 2016, en 2017 dans les groupes vulnérables,
qu’'on appelle aussi groupes risque (toxicomanes, homo-
sexuels, personnes atteintes des maladies sexuellement
transmissibles ou se trouvant dans les lieux de détention)
globalement pour I'ensemble du District fédéral Nord-
Ouest le volume de I'ensemble des tests a augmenté de
5,2% (Fig. 41). Mais comparé au niveau de 2007, cet indice
est en baisse de 40%.

Lindice moyen de décelabilité dans le District fédé-
ral Nord-Ouest (code 100) en 2017 a constitué 218,2 par
100 000 personnes examinées (261,8 en 2016), qui té-
moigne d’une diminution globale de 16,7%.

Analysant I'indice de décelabilité par territoires du Dis-
trict fédéral Nord-Ouest il convient de remarquer qu’en
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par le VIH selon les codes du Formulaire 4 des principaux groupes risque (codes 102, 103, 104, 112)

Figure 41. Evolution du nombre de personnes examinées par années au sujet de I'infection par le VIH dans le District fédéral
Nord-Ouest, choisies parmi les plus actives dans leurs groupes risque (codes 102, 103, 104, 112) en 2006-2017
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Tableau 18. Interprétation des codes adoptés pour I'examen
de la population a risque de I'infection par le VIH

Code des
Cohortes examinées cohortes
examinées
Citoyens de la Fédération de Russie 100
Donneurs (de sang, des liquides biologiques, des 108
organes et tissus)
Personnel médical contactant les malades atteints s
de l'infection a VIH ou le matériel infecté
Toxicomanes 102
Homo- et bisexuels 103
Personnes atteintes des maladies sexuellement 104
transmissibles
Personnes se trouvant dans les lieux de détention 12
Personnes examinées selon les indications 3
cliniques
Femmes enceintes (donneuses du sang 109
placentaire et d'avortement)
Autres 118
Personnes examinées dans le cadre d'une enquéte 120
épidémiologique
Ressortissants étrangers 200

2017 sa croissance a été observée dans l'oblast de Vologda
(+9,8%), en République de Carélie (+8,9%), dans l'oblast de
Novgorod (+5,2%) et en République des Komis (+4,4%). Sur
d’autres territoires du District fédéral Nord-Ouest on a ob-
servé une baisse de I'indice de décelabilité.

En 2017 I'analyse d'efficacité du screening par groupes,
effectuée dans le District fédéral Nord-Ouest (selon les co-
des du Formulaire 4), a révélé I'indice global de décelabilité
dans le groupe des toxicomanes (code 102) — 2,6% (5,2%
en 2008). Dans le groupe des personnes, testées selon le
code 120, cet indice a constitué 1,9% (7,4% en 2008). Lin-
dice de décelabilité dans le groupe des personnes se trou-
vant dans les lieux de détention (code 112) a constitué 1,8%
(3,6% en 2008) (Tabl. 18).

Tableau 19. Enregistrement des nouveaux cas de I'infection
par le VIH sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest
en 2018 comparé a 2017

Territoire 2017 2018 b:ias::s(?’/{a)
République de Carélie 185 244 +31,9
Oblast de Vologda 389 451 +15,9
Oblast de Mourmansk 381 437 +14,7
Oblast d’Arkhangelsk 296 336 +13,5
Oblast de Pskov 90 102 +13,3
Oblast de Léningrad 1164 1243 +6,8
Oblast de Novgorod 306 325 +6,2
République des Komis 448 475 +6,0
Oblast de Kaliningrad 557 433 -22,3
Saint-Pétersbourg 2778 2628 -54
District autonome de Nénétsie 5 9 +80
District fédéral Nord-Ouest 6599 6683 +1,3
Fédération de Russie 104402 | 101345 -29

Lindice de décelabilité pour le groupe des toxicomanes
(code 102), supérieur a 5% et a celui moyen du District fé-
déral Nord-Ouest, a été observé dans la République des Ko-
mis — 6,8%. En 2017 I'indice de décelabilité dans ce district
pour le groupe des homo- et bisexuels (code 103) restait au
niveau de 3,5% (3,2% en 2009). Cet indice, supérieur a 5% et
a celui moyen du district, a été observé dans les oblasts de
Mourmansk (22,2%), de Vologda (5,0%) et de Pskov (8,3%).
En 2017 l'indice de décelabilité de l'infection par le VIH par-
mi les ressortissants étrangers a diminué de 13,6% pour
constituer 97,6 par 100 000 personnes examinées (273,2 en
2010).

Au 31.12.2018 pour toute la période d’enregistrement
sur 11 territoires du District fédéral Nord-Ouest ont été
enregistrés 136 359 cas de l'infection par le VIH. Ce qui re-
présente 11,0% du nombre total 1 326 239 de personnes
infectées par le VIH enregistrées a cette date en Fédération
de Russie. Excepté les décédés (29 343 personnes), vers la
fin de 2018 dans le District fédéral Nord-Ouest on comptait
107 016 personnes infectées par le VIH.

En 2018 sur 11 territoires du District fédéral Nord-Ouest
ont été enregistrés 6 683 nouveaux cas de l'infection par
le VIH parmi les citoyens de la Fédération de Russie, chiffre
supérieur de 1,3% a celui de 2017 (voir Fig. 42, Tabl. 19).

L'augmentation du nombre de nouveaux cas de I'infec-
tion par le VIH est observée sur neuf territoires du District
fédéral Nord-Ouest: en République de Carélie (31,9%), dans
les oblasts de Vologda (15,9%), de Mourmansk (14,7%),
d’Arkhangelsk (13,5%), de Pskov (13,3%), de Léningrad
(6,8%), de Novgorod (6,2%), en République des Komis
(6,0%) et dans le District autonome de Nénétsie (9 per-
sonnes en 2018 contre 5 en 2017).

Pendant plusieurs années d'observation l'incidence de
I'infection par le VIH dans le District fédéral Nord-Ouest
a été supérieure a celle moyenne de la Fédération de Rus-
sie (jusqu’a 1,5 fois). Mais a partir de 2009 on a vu se dessi-
ner une tendance a la baisse de l'incidence, et en 2013 elle
a déja été inférieure a la moyenne du pays (respectivement
44,7 et 54,3 par 100 000 habitants). Comparée a 2017 (40,4
par 100 000 habitants), en 2018 dans le District fédéral
Nord-Ouest l'incidence parmi les personnes, diagnosti-
quées «infection par le VIH» pour la premiere fois, a aug-
menté jusqu’a 47,9 par 100 000 habitants, qui est pourtant
inférieure a la moyenne de la Fédération de Russie (69,0 par
100 000 habitants) (Fig. 43).

Lanalyse du monitorage de la situation épidémiolo-
gique relative a I'infection par le VIH sur 11 territoires du
District fédéral Nord-Ouest révele les tendances suivantes.

En 2017 dans la répartition par catégories d’age et par
sexe les plus hauts indices de morbidité chez les hommes
ont été observés dans la catégorie de 35-39 ans (174,5
par 100 000 habitants) et chez les femmes dans celle de
30-34 ans (89,4 par 100 000 habitants). Malgré les indices
de morbidité relativement peu élevés, les adolescentes et
les jeunes femmes restent une catégorie la plus vulnérable
pour l'infection par le VIH.

En 2017 la part des jeunes a continué a décroitre parmi
les personnes diagnostiquées «infection par le VIH» pour la
premiére fois. En 2015 la part de la catégorie d’age de 15—
19 ans y était au niveau de 8,4% et en 2016 — au niveau de
1,0%; celle de la catégorie de 20-24 ans en 2005 y était au
niveau de 30,6% et en 2017 — au niveau de 5,3%.

En 2017 dans lI'ensemble des personnes infectées par
le VIH dans le District fédéral Nord-Ouest dominaient les
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Figure 42. Evolution du nombre de nouveaux cas de I'infection par le VIH détectés dans le District fédéral Nord-Ouest (années

1996-2018)

hommes (60,7%). Dans cet ensemble augmente la part des
femmes: de 18,9% en 1995 et 26,2% en 2000 a 39,2% en 2017.

En 2017 la trasmission du virus pendant les contacts hé-
térosexuels a été enregistrée dans 65,3% de cas (53,5% en
Fédération de Russie) et pendant l'injection intraveineuse
des drogues — dans 29,1% de cas (43,6% en Fédération
de Russie). La transmission du virus pendant l'injection
intraveineuse des drogues ne prévalait que dans l'oblast
d’Arkhangelsk (51,0%).

Aussi bien que globalement en Fédération de Russie,
dans le District fédéral Nord-Ouest les cinq derniéres an-
nées d'observation de I'épidémie de l'infection par le VIH
ont révélé une augmentation de la part de la catégorie HSH
(hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes),
qui a constitué 4,5% en 2017 (1,3% en 2011). En 2017 l'ana-
lyse des territoires a démontré la part du groupe HSH
au-dessus de la moyenne du District fédéral Nord-Ouest
a Saint-Pétersbourg (13,8%).

L'étude de distribution des cas de l'infection par le VIH se-
lon les facteurs de risque séparément pour les hommes et
les femmes a révélé que la transmission hétérosexuelle de
I'agent pathogéne reste prépondérante pour les femmes.
En 2017 parmi les femmes infectées par le VIH la voie sexuelle
comme essentiel facteur de risque de contamination a été
enregistrée dans 81,9% de cas (en 2005 — dans 45,4% de
cas). En cette méme année chez les hommes la voie sexuelle
comme facteur de risque de contamination a été établie

dans 54,2% de cas (en 2006 — dans 13,5% de cas) et l'injec-
tion intraveineuse des drogues — dans 37,3% de cas.

Etant donné la détection et la demande d'aide médicale
tardives, de méme que la croissance du nombre de malades
atteints des affections concomitantes, dans le District fédé-
ral Nord-Ouest on a assisté a 'augmentation du nombre de
décesy compris avec le diagnostic «SIDA». Pourtant en 2017
et 2018 s'est profilée la tendance a la baisse de ce niveau
a cause de 'augmentation du nombre de déces pour cause
autre que l'infection par le VIH (Fig. 44).

En 2018 dans le District fédéral Nord-Ouest 1490 per-
sonnes infectées par le VIH sont décédés pour raisons
diverses sans rapport a cette infection. A été enregistré
871 cas de décés avec le diagnostic SIDA. Les causes de
la mort des malades au stade du SIDA ont été principale-
ment la tuberculose, les pneumonies, les lymphomes et les
méningo-encéphalites.

Au total depuis le commencement d’enregistrement de
I'infection par le VIH de 1987 a 2018 sont décédées 29 343
personnes dont 10 590 diagnostiquées SIDA.

L'atteinte active des femmes par le processus épidé-
mique détermine la croissance du nombre d’enfants nés
des meres infectées par le VIH. Depuis le commencement
d’enregistrement de l'infection par le VIH en 1987 dans
le District fédéral Nord-Ouest 17 370 enfants avaient le
contact avec l'infection par le VIH en état périnatal. Ain-
si en 2000 a été enregistré 101 cas de contact périnatal,
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du District fédéral Nord-Ouest, 2000-2018

en 2012 — 1476 cas, en 2013 — 1353 cas, en 2014 — 1367
cas, en 2015 — 1379 cas, en 2016 — 1347 cas, en 2017 —
1270 cas. Au 31.12.2017 il y a eu au total 844 enfants ayant le
diagnostic confirmé de I'infection par le VIH suite a la trans-
mission périnatale. Il convient de remarquer que plus de la
moitié d’enfants, auxquels en 2017 a été posé le diagnostic
de l'infection par le VIH, étaient habitants de Saint-Péters-
bourg et de 'oblast de Léningrad. Dans le District fédéral
Nord-Ouest la contamination périnatale des enfants a di-
minué de 25% a 1,3% avec les variations selon les territoires
particuliers entre 0 et 3,3%, la couverture de la transmission
du VIH de mere a I'enfant par la chimioprophylaxie en trois
phases augmentant toujours. En 2017 le cours complet
de chimioprophylaxie de la transmission du VIH de meére
al'enfant a été obtenu par 88,9% de couples <mére-enfant»
contre 72,5% en 2006.

Chaque année dans le District fédéral Nord-Ouest aug-
mente le nombre de personnes infectées par le VIH surveil-
lées au dispensaire et fichées aux Centres pour la prévention
et la lutte contre le SIDA. Au 31.12.2017 globalement dans 11
Centres territoriaux du SIDA ont suivi leur cours de surveil-
lance au dispensaire 68 264 personnes infectées par le VIH.

Chez 34,1% de personnes surveillées l'infection par
le VIH était au stade subclinique (latent) 3. Chez 61,1% de
patients a été diagnostiqué le stade des manifestations se-
condaires: 4A, 4B, 4C (31,5% en 2009 et 11,3% en 2005) (voir
Fig. 45).

En 2017 34 180 malades infectés par le VIH obtenaient
une thérapie spécifique antirétrovirale, dont 87,9% de pa-
tients nécessitant le traitement, 46,3% de malades fichés
aux dispensaires et 33,3% de personnes diagnostiquées
comme «infectées par le VIH».
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Laboratoire d'immunologie et virologie
de l'infection par le VIH

Au laboratoire d'immunologie et virologie de l'infection
par le VIH sont menées des recherches de génotypage du
VIH de méme que de détection des mutations de résistance
aux médicaments. Elles sont effectuées depuis 2009 sur les
demandes des Centres territoriaux pour la prévention et la
lutte contre le SIDA du District fédéral Nord-Ouest.

En 2017-2018 ont été effectuées 323 recherches de dé-
tection de résistance aux produits antirétroviraux. Ont été
révélés plusieurs mutations responsables de la résistance
multiple aux Inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase
inverse (INTI), Inhibiteurs non nucléosidiques de la trascrip-
tase inverse (INNTI) et aux inhibiteurs de la protéase (IP).

L'analyse des résultats de la recherche étudiant la résis-
tance du VIH aux médicaments a révélé certaines mutations
parmi les plus répandues: M184V (51,08%), K103N (18,71%),
L74V (12,95%), K101E (11,51%), A62V et G190S (10,79%).
D’autres mutations sont moins fréquentes et ne sont enre-
gistrées que dans 10% de cas. Elles sont apparues toutes
sur fond de traitement par les produits antirétroviraux.

Les résultats de I'étude de la population des personnes
infectées par le VIH dans le District fédéral Nord-Ouest sont
inscrits dans la base de données unique pour effectuer en-
suite une analyse rétrospective des tendances de dévelop-
pement de la résistance primaire et secondaire du VIH aux
produits antirétroviraux dans la période de neuf ans entre
2009 et 2018.

Une option promettrice des recherches est I'identifica-
tion des marqueurs génétiques de résistance a la conta-
mination par le VIH et des marqueurs de progression de
I'infection par le VIH. En 2015-2016 on a fait progresser
les recherches d'identification des marqueurs génétiques
de résistance au VIH (CCR5delta32) et de la mutation CCR2
64l par la méthode de pyro-séquencement. L'étude de ces
marqueurs de laboratoire présente un intérét particulier
pour le District fédéral Nord-Ouest puisque génétique-
ment cette région fait partie des zones de prévalence maxi-
male de la mutation CCR5delta32.

Selon les données des études provisionnelles la préva-
lence de portage de l'allele CCR5delta32 a Saint-Péters-
bourg constitue 17,9% (n = 586) qui est proche aux indices
de sa prévalence dans la partie méridionale de la Suéde et
de la Finlande.

A été élaboré et est en train d'étre testé sur la population
du District fédéral Nord-Ouest un ensemble de réactants
pour révéler les mutations de CCR2 64l qui représente un
intérét pour I'épidémiologie comme marqueur génétique
de suppression de réplication du VIH.

Cliniquement est prouvée l'importance d'identifica-
tion des marqueurs de résistance au VIH sur I'exemple des
couples discordants.

Conclusion

1. Au cours des derniéres années dans le District fédéral
Nord-Ouest on observe la tendance a la diminution du
nombre de personnes dignostiquées VIH pour la pre-
miere fois, aussi bien en chiffres absoluts que par rap-
port a la population globale.

2. Les tendances de morbidité, révélées dans le District
fédéral Nord-Ouest, se présentent comme moins alar-

mantes comparées a celles du district d'Oural et district
Central voisins, de méme que du District fédéral de la
Volga et District fédéral de la Sibérie.

60% de tous les nouveaux cas, diagnostiqués en 2017-
2018, sont ceux de Saint-Pétersbourg et de l'oblast de
Léningard ou pendant plusieurs années on observe
la tendance a la baisse du nombre de nouveaux cas.
Ce tableau est typique pour toutes les régions ou les
mégapoles fournissent la majeure partie des personnes
infectées par le VIH.

Pendant plusieurs années les principaux territoires du
District fédéral Nord-Ouest se caractérisaient par un
assez faible niveau de morbidité. Exception faite dans
les années différentes pour l'oblast de Kaliningrad,
la République des Komis et l'oblast de Vologda ou
les taux étaient quelque peu plus élevés. En 2017 on
a constaté une hausse significative de morbidité dans
les oblasts de Vologda (28%), de Kaliningrad (12,8%),
de Novgorod (4,4%) et la République de Carélie (7,6%).
En 2018 l'accroissement du nombre de nouveaux cas
de l'infection par le VIH est remarqué sur neuf terri-
toires du District fédéral Nord-Ouest: en République
de Carélie (31,9%), dans les oblasts de Vologda (15,9%),
de Mourmansk (14,7%), d’Arkhangelsk (13,5%), de
Pskov (13,3%), de Léningrad (6,8%), de Novgorod
(6,2%) et dans le District autonome de Nénétsie (9 per-
sonnes en 2018 contre 5 en 2017). Selon leurs indices
épidémiologiques et les données de laboratoire ces
nouveaux cas étaient pourtant liés a la contamination
qui avait eu lieu dans les années précédentes. Le délai
moyen entre la contamination éventuelle du patient
et la détection de l'infection par le VIH constituait de
3a6ansetplus.

Il convient de préter une attention particuliere a la
propagation de I'infection par le VIH dans la région
(nombre de personnes vivantes porteuses du virus
excepté ceux qui sont décédés avant). C'est cet indice
qui reflete les tendances globales de propagation du
virus dans la société et oriente a la nécessité d'assu-
rer la prévention, le diagnostic et le traitement. Cet
indice augmente systématiquement depuis I'an 2000.
A la fin de 2018 on dénombrait quelque 107 016 per-
sonnes vivant avec le diagnostic VIH. Dans ces der-
niéres années Saint-Pétersbourg a abandonné la posi-
tion de leadership en prévalence de la maladie tenant
compte de sa population habitant dans la région.
Néanmoins ces indices sont significatifs augmentant
de maniére inexorable aussi bien dans le pays que
dans la région.

On assiste a 'augmentation de la fréquence de détec-
tion des isolats du VIH ayant une résistance multiple
aux produits antirétroviraux, ce qui peut provoquer
prochainement des changements dans les méthodes
d’examen de laboratoire des patients au diagnostic pri-
maire du VIH.

Ainsi l'analyse préalable de l'infection par le VIH en
2017 et 2018 a démontré que selon les deux principaux
indices (hombre de nouveaux cas et nombre total de
personnes vivant avec l'infection par le VIH) I'état épi-
démique de l'infection par le VIH correspond a l'insta-
bilité et a la tendance a la hausse de morbidité et a la
croissance du nombre de personnes vivant avec cette
infection.

Rapport D’Activites 2017-2018 75



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

Publications

1.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Belyakov N.A., Rassokhin V.V., Semenov A.V., Konovalova N.V., Ogurtsova S.V,, Svetlichnaya Y.S., Boeva E.V., Bobreshova A.S., Esaulen-
ko E.V., Sukhoruk A.A. Reviewers: Stepanova E.V,, Yastrebova E.B. HIV infection and comorbid conditions in the North-Western Federal
District of the Russian Federation in 2016. Analytical review // Ed. Belyakov N.A. St. Petersburg: St. Petersburg Pasteur Institute, 2017: 52.
Rassokhin V.V., Nekrasova A.V., Mikhailova N.B. Malignant tumors in HIV patients. Epidemiology, pathogenesis, and variability.
Part 1// HIV infection and Immunosuppressive disorders. 2017; 9 (1): 7-21.

Leonova O.N., Stepanova Ye.V., Belyakov N.A. Severe and comorbid conditions in HIV patients: an analysis of adverse outcomes // HIV
infection and Immunosuppressive disorders. 2017; 9 (1): 55-64.

Churina M.A., Ostankova Yu.V., Semenov A.V,, Nikitina N.A., Rosolovsky A.P., Grebyonkina E.V., Tkachenko T.N., Zhandarmova T.A.,
Trofimova T.S., Asadullayev M.R., Belyakov N.A., Totolian A.A. HIV-1 drug-resistance and molecular epidemiology in patients with art
failure in Veliky Novgorod // HIV infection and Immunosuppressive disorders. 2017; 9 (1): 82-92.

Ostankova Yu.V., Semenov A.V,, Burkitbayev Z.K., Savchuk T.N., Totolian Areg A. Results of genotyping hepatitis virus B in HBsAg-ne-
gative blood donors in Astana, Kazakhstan // Russian Journal of Infection and Immunity. 2017; 7 (4): 383-392.

Ostankova Yu.V., Semenov A.V., Pishchik V.N., Popov A.A., Totolian A.A. 16S rRNA Sequencing for Species identification in mixed
cultures for new bio preparations in agriculture // Adv. Biotech. & Micro. 2017; 2 (5): 555599. doi: 10.19080/AIBM.2017.02.555599
Rassokhin V.V., Nekrasova A.V., Belyakov N.A. Malignant tumors in HIV patients. Localization, prevention, and treatment. Part 2 // HIV
infection and Immunosuppressive disorders. 2017; 9 (2): 16-26.

Belyakov N.A., Rassokhin V.V., Bobreshova A.S. Countermeasures against HIV and increased HIV incidence in Russia // HIV infection
and Immunosuppressive disorders. 2017; 9 (2): 82-90.

Belyakov N.A., Rassokhin V.V., Leonova O.N., Stepanova Ye.V., Bobreshova A.S. An integral estimate of the severity of HIV infection
in patients with comorbidities // HIV infection and Immunosuppressive disorders. 2017; 9 (3): 47-53.

. Uraeva G.E., Skochilov R.V., Krasnoselskikh T.V., Rassokhin V.V., Safonova P.V., Shaboltas A.V. Online HIV prevention program for people

living with HIV: qualitative stage of the research // HIV infection and Immunosuppressive disorders. 2017; 9 (3): 81-90.

. Rassokhin V.V., Bobreshova A.S. HIV infection and immunosuppressive conditions. Epidemiology and modern strategies advanced

and comorbid forms of HIV infection // HIV infection and Immunosuppressive disorders. 2017; 9 (4): 106-110.

. Belyakov N.A., Rassokhin V.V., Stepanova E.V., Leonova O.N., Boeva E.V. HIV infection, secondary conditions and comorbidities. Part 1:

Epidemiology and the basis of the problem // Medical Academic Journal. 2018; 18 (4): 7-16.

. Ruiz M.S., Heimer R., Levina O.S., Badosova N.V., Rassokhin V.V., Belyakov A.N., Belyakov N.A. HIV-care access among people with

incarceration experience in St. Petersburg, Russia // European Journal of Public Health. 2018; 28 (1): 145-149.

. Belyakov N.A., Rassokhin V.V., Stepanova Ye.V., Leonova O.N., Boyeva Ye.V. HIV infection: an algorithm for generation of detailed

clinical diagnosis // HIV infection and Inmunosuppressive disorders. 2018; 10 (1): 7-24.

. Rassokhin V.V., Bobrovitskaya T.M. Kidney lesions in HIV patients: epidemiology, approaches to classification, and principal clinical

manifestations. Part 1// HIV infection and Immunosuppressive disorders. 2018; 10 (1): 25-36.

. Shaboltas A.V., Rybnikov V.Yu., Granovskaya R.M., Rassokhin V.V. Basic principles and components of effective psychological HIV

prevention technologies // HIV infection and Inmunosuppressive disorders. 2018; 10 (1): 92-102.

. Belyakov N.A., Rassokhin V.V., Bobkova M.R., Sofronov G.A., Totolian A.A. The 10" anniversary of the journal «HIV infection and im-

munosuppressive disorders»: we do it our way // HIV infection and Immunosuppressive disorders. 2018; 10 (2): 7-13.

. Belyakov N.A., Trofimova T.N., Boeva E.V., Semenova M.D. The present day perception of the problem of immune restoration of upon

art // HIV infection and Immunosuppressive disorders. 2018; 10 (2): 14-27.

. Rassokhin V.V., Bobrovitskaya T.M., Belyakov N.A. Kidney lesions in HIV patients. iatrogenic lesions and their diagnostics and treat-

ment. Part 2 // HIV infection and Immunosuppressive disorders. 2018; 10 (2): 28-42.

Leonova O.N., Stepanova E.V., Rassokhin V.V., Belyakov N.A., Bobreshova T.Y. Evaluation of clinical condition, inmunosupression and
viral activity in patients with HIV infection // HIV infection and Immunosuppressive disorders. 2018; 10 (2): 54-68.

Chumakov E.M., Petrova N.N., Rassokhin V.V. Mental disorders and their influence on the commitment to observation in the infectio-
nist in HIV infected patients with early syphilis // HIV infection and Inmunosuppressive disorders. 2018; 10 (2): 69-80.

Rassokhin V.V., Nekrasova A.V., Baikov V.V., llyin N.V., Vinogradova Yu.N. Epidemoilogy, diagnosis, and treatment of HIV-associated
nonhodgkin lymphpomas // HIV infection and Immunosuppressive disorders. 2018; 10 (3): 17-29.

Khalezova N.B., Boyeva E.V., Rassokhin B.B., Stasishkis T.A., Kovelenov A.Yu., Studilko E.V., Belyakov N.A. Women coinfected with HIV
and VHC. Part 1. Psychosocial characteristic and readiness to antiviral therapy // HIV infection and Immunosuppressive disorders.
2018; 10 (3): 30-39.

Azovtseva O.V, Trofimova T.S., Arkhipov G.S., Ogurtsova S.V.,, Panteleev A.M., Belyakov N.A. Letal outcomes in patients with HIV infection,
parallels with adequacy of diagnostics, dispenser and treatment // HIV infection and Immunosuppressive disorders. 2018; 10 (3): 90-101.
Trofimova T.N., Katayeva G.V., Gromova E.A., Rassokhin V.V., Boeva E.V., Simakina O.E., Belyakov N.A. HIV associated neurocognitive
disorders: diagnosis, detection of causes and therapy efficiency // HIV infection and Immunosuppressive disorders. 2018; 10 (4): 7-24.
Belyakov N.A., Rassokhin B.B., Boeva E.V., Gutova L.V., Khalezova N.B., Stasishkis T.A., Kovelenov A.Yu., Plavinskiy S.L. Women co-in-
fected with HIV and VHC. Part 2. Clinical status and readiness to antiviral therapy // HIV infection and Inmunosuppressive disorders.
2018; 10 (4): 57-66.

Yakovlev G.A., Uliukin I.M., Orlova E.S., Rassokhin V.V., Gorichny V.A. Treatment of patients against the pulmonary involvement in the
conditions of comorbidity at late detection of HIV infection and without art // HIV infection and Immunosuppressive disorders. 2018;
10 (4): 76-82.

Kurganova T.Yu., Melnikova T.N., Ogurtsova S.V., Belyakov N.A. Predominant causes of increasing OF HIV infection morbidity rate,
new wave among drug users in the Vologda Region // HIV infection and Immunosuppressive disorders. 2018; 10 (4): 83-89.

Belyakov N.A., Rassokhin V.V., Semenov A.V., Konovalova N.V., Ogurtsova S.V., Svetlichnaya Y.S., Boeva E.V., Bobreshova A.S., Esaulen-
ko E.V. et al. HIV infection and comorbid conditions in the North-Western Federal District of the Russian Federation in 2016: Analytical
review // Ed. Belyakov N.A. St. Petersburg: St. Petersburg Pasteur Institute, 2018: 52.

Belyakov N.A., Rassokhin V.V. Comorbid conditions in HIV infection. Part 1. Background of the issue // St. Petersburg, Baltiyskiy Helth-
care Education Centre, 2018: 184.

76 Rapport D'Activites 2017-2018



Département des nouvelles technologies

Chef du Département: Vyatcheslav Verbov

Chercheurs permanents: O. Freilikhman, O. Zarutcheinova, V. Roka, N. Mikhailov, S.V. Borisenko, A. Vaganova, E. Savelieva,

. Likhatchev, O. Kuznetsova, Y. Petrova

Le Département des nouvelles technologies comprend
le laboratoire des spécimens biologiques (chef du labora-
toire — Vyatcheslav Verbov), laboratoire des technologies
biologiques moléculaires (chef du laboratoire — Olga Frei-
likhman) et laboratore des technologies immunochimiques
(chef du laboratoire — Olga Zarutcheinova).

En 2017-2018 les travaux de recherche aux laboratoires
ont été menés suivant plusieurs axes. Chaque activité com-
prenait aussi bien I'élaboration de nouveaux produits de
diagnostic que la commercialisation des spécimens élabo-
rés précédemment.

1. Analyse immuno-enzymatique (IFA)

1.1. Elaborations scientifiques

Dans I'évaluation de I'immunité cellulaire parmi les ma-
lades de la tuberculose et personnes atteintes par l'infec-
tion a VIH il a été démontré le suivant. Lensemble Quanti-
FERON-TB Gold In-Tube concgu sur le mesurage quantitatif
de l'interféron gamma-induit par I'antigéne ne peut pas
étre utilisé pour I'examen des malades atteints des infec-
tions associées: tuberculose + VIH. Ceci est dt a la diminu-
tion du nombre de CD4 T-lymphocytes. Il est démontré en
méme temps que la chimiokine IP-10 peut étre considérée
comme un biomarqueur plus efficace.

1.2. Produits commercialisés.

Sur la base de ses propres élaborations conceptuelles le
département produit les test-systémes ELISA suivants:

- test-systéeme immuno-enzymatique pour détection des
anticorps IgG contre lI'agent de la tuberculose (ELISA-
anti-TUB);

- test-systéme immuno-enzymatique pour détection des
anticorps IgM contre I'agent de la leptospirose (ELISA-
anti-LER-M);

- test-systeme immuno-enzymatique pour détection
des anticorps contre les Coxiella burnetii (ELISA-Q-
ANTIGENE);

- test-systéeme immuno-enzymatique pour détection des
anticorps IgG contre I'agent de la Q-rickettsiose (ELISA-
anti-Q).

2. Méthode de la réaction
de polymérisation en chaine

2.1. Elaborations scientifiques

2.1.1. Elaboration des test-systémes PCR en temps
réel pour détection des ADN des Mycoplasma
et Ureaplasma en reproduction bovine
Les maladies de l'appareil reproducteur bovin, provo-
quées par les mycoplasmes des espéces Mycoplasma bovis,
M. bovigenitalium et Ureaplasma diversum, sont a l'origine
du dommage économique substantiel causé a I'élevage.
Ces maladies sont souvent accompagnées des symptomes
faiblement exprimés ou ont une évolution asymptoma-

tique. Pour cette raison I'élaboration des méthodes du dia-
gnostic de laboratoire de ces maladies se présente comme
un important probléme d’actualité.

En 2018 les collaborateurs du laboratoire ont concu les
test-systémes sur la base de PCR en temps réel, destinés a la
détection des ADN de M. bovis, M. bovigenitalium et U. di-
versum dans les matiéres biologiques bovines. Il a été établi
par les tests que la fréquence de portage de U. diversum
est différente dans les différentes catégories d'age. Le plus
souvent U. diversum a été détecté chez les veaux.

La nouveauté du test-systéme élaboré pour la détection
de I'ADN de U. diversum est confirmée par le brevet d'in-
vention No. 2 683 029 «Procédé de détection et évaluation
quantitative de la substance de I'ADN U. diversum par la
méthode PCR en temps réel étudiées sur les matieres bio-
logiques des bovins adultes». Ce test-systéme a obtenu la
Médaille d'Or de I'exposition «Bioindustrie-2018».

2.1.2. Elaboration du test-systéme PCR en temps réel

pour détection de I’ADN de Coxiella burnetii

Il a été concu un test-systeme (ensemble des amorces
et d'une sonde fluorescente) pour détection de C. burnetii
dans les matiéres biologiques par amplification, selon la
méthode PCR en temps réel (PCR-TR) en utilisant la tech-
nologie TagMan, du fragment du géne higA, codant la
protéine, associée a la virulence, de la bactérie C. burnetii.
Le test-systéme a été soumis a I'étude comparative, opti-
mation et évaluation de sa spécificité et sensibilité. Les ré-
sultats obtenus ont permis de conclure que la méthode
PCR-TR en modification TagMan, utilisant les amorces higA
et la sonde de détection marquée par la fluorescéine, est
efficace pour la détection et évaluation quantitative de
C. burnetii dans les matiéres biologiques.

2.1.3. Etude de la résistance des mycoplasmes,

pathogeénes pour I'homme, aux fluorquinolones

Actuellement les principaux traitements pharmaceu-
tiques des affections, provoquées par M. hominis, se font
sur la base des macrolides et fluorquinolones. Pourtant les
cas de résistance a ces composés sont également fréquents.
L'étude réalisée a permis d’identifier et de caractériser gé-
nétiquement l'isolat M. hominis résistant aux fluorquino-
lones de la ll-eme et lll-éme génération. Le séquencage
des génes ciblés par les fluorquinolones, les sous-unités de
la gyrase (gyrA/B) et la topoisomérase IV (parC/E) a permis
de révéler deux mutations. Dans la composition de la pro-
téine ParC a été détectée une nouvelle substitution, jamais
décrite avant, de l'arginine contre la lysine en position 144,
de méme qu’une nouvelle mutation aboutissant a la subs-
titution de la glycine contre la valine en position 409 dans
la composition de la protéine GyrB, ce qui constitue de nou-
velles données dans I'étude des fondements moléculaires
de résistance des mycoplasmes aux fluorquinolones.

2.1.4. Adaptation de la méthode d’amplification

isotherme a boucle (LAMP) pour la détection
de Neisseria gonorrhoeae

Ont été sélectionnées les cibles génétiques optimum
(géne porA) pour l'amplification isotherme a boucle de
I’ADN N. gonorrhoeae a partir des matiéres cliniques.

Rapport D’Activites 2017-2018 77



Département des nouvelles technologies

Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg

3. Analyse néphélométrique

3.1. Elaborations scientifiques

Ont été concus les kits de réactants suivants:

- kit de réactants de screening des urines pour détection
de la bactériurie par la méthode de néphélométrie de
fluctuation cohérente;

- kit de réactants pour détection des quantités résiduelles
des antibiotiques dans les urines par la méthode de né-
phélométrie de fluctuation cohérente.

La méthode de néphélométrie de fluctuation cohérente
posseéde plusieurs avantages par rapport a la néphélomé-
trie traditionnelle. Le principal avantage consiste en une
possibilité d'utiliser les flacons standard ronds en verre de
5 ml en qualité de cuvettes de réaction. Il est démontré
gu’en utilisant les kits de réactants concus on arrive a en-
registrer flablement la croissance bactérienne a partir de la
concentration 10°+10* UFC/ml.

4. Diagnostic des cultures

4.1. Elaborations scientifiques

Il a été élaboré un kit de réactants pour détection de
la sensibilité des champignons du genre Candida aux an-
timycotiques. Le noyau du kit est constitué par le milieu de
culture chromogéne original. Son utilisation permet de vi-
sualiser les résultats obtenus. L'étude des isolats cliniques
de Candida albicans a démontré leur forte sensibilité a la
voriconazole (100%), la ketoconazole (96%), la fluconazole
(94%), la miconazole (78%), 'amphotéricine B, I'itrakonazole
(78%) et une plus faible sensibilité a la clotrimazole (54%).

4.2. Produits commercialisés

Sur la base de ses propres élaborations conceptuelles le
département fabrique et commercialise les test-systemes
suivants pour diagnostic dans le milieu de culture:

- kitderéactants pourla détection visuelle de Mycoplasma
hominis (MYCOPLASMA-50);

- kit deréactants pour la détection visuelle de Ureaplasma
urealyticum (UREAPLASMA-50);

— kit de réactants pour la détection de I'antibiosensibilité
de Mycoplasma hominis (MYCOPLASMA-AS);

- kit de réactants pour la détection de I'antibiosensibilité
de Ureaplasma urealyticum (UREAPLASMA-AS);

- kit de réactants pour la détection visuelle simultanée de
Ureaplasma urealyticum et Mycoplasma hominis (UREA/
MYCO-SCREEN-2);

- kit de réactants pour la détection, définition semi-quan-
titative du titre et définition de la sensibilité simulta-
nées de Ureaplasma urealyticum et Mycoplasma hominis
a 8 antibiotiques (UREA/MYCO-SCREEN-AS);

Publications

- kitderéactants pourladétection visuelle de Trichomonas
vaginalis (DVT);

— kit de réactants pour la détection des gonocoques par la
méthode des cultures (DVG);

- kit de réactants pour la détection et identification a un
coup de P. putida et P. aeruginosa (PSEUDOMONAS APS);

— kit de réactants pour isolement et identification simul-
tanées des bactéries du groupe des genres Proteus,
Providencia et Morganella (PROTEUS PPM);

- kit de réactants pourisolement et identification simulta-
nés des bactéries du genre Klebsiella: K. oxitoca, K. pneu-
moniae, K. mobilis.

5. Réaction d’hémagglutination passive
(RHGP)

5.1. Elaborations scientifiques

A été élaboré le diagnosticum érythrocytaire tétanique
sec pour la RHGP. L'élaboration a été effectuée sur la base
de lI'anatoxine tétanique purifiée. Pour le stade de sensibi-
lisation des globules rouges de poulet sont optimisés les
principaux paramétres physico-chimiques.

5.2. Produits commercialisés

Sur la base de ses propres élaborations conceptuelles
faites auparavant, le département fabrique et commercia-
lise les test-systemes RHGP suivants:

- diagnosticum érythrocytaire antigénique sec de la
rougeole pour la réaction d’hémagglutination passive
(DER-90);

- diagnosticum érythrocytaire Vi-antigénique sec pour la
réaction d’hémagglutination passive (DES).

6. Méthode de diffusion sur disque

6.1. Elaborations scientifiques

Il a été élaboré un ensemble de disques avec antibio-
tiques en cartouches correspondant aux critéres modernes
de référencement des résultats selon les Recommanda-
tions cliniques «Définition de la sensibilité des microor-
ganismes aux produits antimicrobiens» du 02.05.2015 et
EUCAST, Version 7.1, 2017.

6.2. Produits commercialisés

Sur la base de ses élaborations conceptuelles faites au-
paravant le département produit des disques de sensibilité
aux produits antimicrobiens et antifungiques, de méme
que les disques d'identification:

- kit de disques pour évaluer la sensibilité aux produits
antimicrobiens (KD-PAM-1) — au total 66 noms d'anti-
biotiques.
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Le Centre de test de laboratoire

Le Centre de test de laboratoire est une subdivision structu-
relle dans le cadre de I'lnstitut de recherche. En dehors de cela
le Centre de test exerce une activité quia une fonction commer-
ciale. Le centre de test comprend un vivarium et les laboratoires
spécialisés de I'Institut (virologiques et microbiologiques).

Les thématiques de recherche du Centre de test relévent
de la microbiologie clinique appliquée et de la parasitologie
dans le domaine d'élaboration et de conception des diffé-
rents moyens de prévention et de médication des infections,
y compris celles dues a des plaies, visant au perfectionnement
ultérieur du systeme de lutte contre les épidémies. Il s'agit
notamment d’élaboration de nouveaux médicaments, des
articles médicaux de prévention et traitement des infections
dues a des plaies, de lutte contre les agents polyrésistants des
complications infectieuses chez les patients.

L'activité commerciale du Centre de test vise les recher-
ches précliniques et cliniques menées sur un vaste éventail
des produits:

e médicaments;

articles médicaux;

produits immuno-biologiques;

désinfectants;

antiseptiques;

matériel de protection individuelle;

produits cosmétiques;

produits d’hygiéne de la cavité buccale;

droguerie.

Le développement du Centre de test est correlé avec la
perspective de ses équipements conformément aux requis
de GLP (good laboratory practice).
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