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LInstitut Pasteur de Saint-Pétersbourg a été fondé en 1923.

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.

Cinq centres régionaux de référence du Nord-Ouest de Russie fonctionnent a I'Institut:
— Centre régional pour les Sallmonella;
— Centre régional de la lutte contre le SIDA;
— Centre régional pour les rickettsioses;
— Centre régional pour la surveillance de la poliomyélite;
— Centre régional pour la surveillance de la rougeole et roubéole.
Trois centres de référence de Fédération de Russie se sont implantés a I'Institut:
— Centre fédéral de la surveillance de la fievre typhoide;
- Centre fédéral de la surveillance des Yersinioses;
- Centre fédéral de la surveillance des hépatites virales.
Collaboration avec 'OMS:
— Laboratoire subnational de I'OMS pour la poliomyélite (Global Polio Laboratory Network);
- Laboratoire subnational de I'OMS pour la rougeole et roubéole (European Measles
Laboratory Network).
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Département de microbiologie

LABORATOIRE DES INFECTIONS INTESTINALES

CENTRE NATIONAL DE REFERENCE POUR LE MONITORING DES GERMES
DES FIEVRES TYPHOIDE ET PARATYPHOIDE

Chef du laboratoire: Lidia Kaftyreva

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

Monitoring de la sensibilité aux
antibiotiques des souches
de Salmonella identifiées chez les humains

En 2015-2016, nous avons étudié la sensibilité aux diffé-
rents antibiotiques de 438 souches de Salmonella, identi-
fides chez les habitants de Saint-Pétersbourg, a l'aide des
tests de diffusion de disque (disques fabriqués en Russie
et contenant: aminoglicozides (streptomycin, kanamycin,
gentamycin, amikacin, tobramycin), B-lactames (@mpicillin,
ceftazidim, ceftriaxon, amoxicillin/acide clavulanique, me-
ropenem), quinolones — acide nalidixique, fluoroquino-
lones (ciprofloxacin, pefloxacin) et autres formules (chlo-
ramphenicol, tetracycline, nitrofurantoin, trimetoprim/
sulfometaxazole, sulfonamid). Les CMI de certains antibio-
tiques ont été identifies a I'aide des E-tests. Les résultats des
tests ont été interprété condormément aux Récommanda-
tions cliniques russes de 2015 (basées sur EUCAST).

90,0% environ de souches étudiées faisaient partie de
trois sérovars, dont: S. Enteritidis (77,2%), S. Typhimurium
(6,8%) et S. Infantis (4,6%), tandis que la part des sérovars
rares s'élevait a 11,4 % (S. Westhampton, S. Bredeney,
S. Weltenvreden, S. Montevideo, S. Isangi, S. Newlands,
S. Stanley, S. Concord, S. Goldcoast, S. Senftenberg, S. Li-
vingstone, S. Give et S. Corvallis). 22,4% de souches ont
gardé leur sensibilité aux antibiotiques, et 77,6% faisaient
preuve dela résistance envers une ou plusieurs classes d'an-
tibiotiques. La moitié des souches étudiées de Salmonella
(50,9%) se caractérisait par la résistance aux fluoroquino-
lones (ciprofloxacin) qui était surtout caractéristique pour
les sérovars de S. Enteritidis et S. Infantis (58,0% et 75,0%,
respectivement). Nous avons constaté les différences si-
gnificatives du taux de résistance aux autres groupes
d’antibiotiques en fonction du sérovar de la souche: 6,6%
pour I'ampicilline (S. Typhimurium: 46,7%), 2,5% pour les
céphalosporines de spectre élargi (S. Typhimurium: 10,0%),
11,4% pour la tetracycline (S. Typhimurium: 43,3%, S. In-
fantis: 70,0%), 4,6% pour trimetoprim/sulfometaxazole
(S. Typhimurium: 16,7%, S. Infantis: 50,0%), 3,4% pour chlo-
ramphenicol (sans différrences significatives entre les sé-
rovars). La multirésistance aux antibiotiques (3 classes ou
plus) a été constatée pour 16,6% de souches, et le taux

le plus élevé de souches multirésistantes était constaté
pour les sérovars de S. Typhimurium et S. Infantis (46,7%
et 85,0%, respectivement). Il faut noter que la plupart des
souches des sérovars rares de Salmonella (60,0%) gardaient
la sensibilité aux antibiotiques (Tabl. 1 et 2).

En étudiant le mécanisme de résistance des souches
de Salmonella prélevées a Saint-Pétersbourg, nous avons
constaté que la résistance aux fluoroquinolones s'expli-
quait par un mécanisme largement répandu de mutation
chromosomique dans les codons 83 et 87 du géne gyrA:
Ser83Phe et Asp87Gly chez les souches S. Enteritidis, et
Asp87Tyr ches les souches S. Infantis.

En 2015-2016, nous avons identifié 11 souches (2,5%)
résistant aux céphalosporines de spectre élargi (sérovars
S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Coeln, S. Newport et S. Vir-
chow). Les méthodes de phénotypage (diffusion de disque,
tests de confirmation) ont permis d’identifier la production
de la céphalosporinase AmpC chez la souche S. Newport
et la production des B-lactamases de spectre élargi (BLSE)
chez le reste des souches. La souche S. Newport produi-
sait la céphalosporinase CMY-2 et les souches S. Enteritidis,
S. Typhimurium, S. Coeln u S. Virchow produisaient la BLSE
de groupes génétiques CTX-M1, -2, -9.

Ainsi, la population actuelle des souches de Salmo-
nella comprend une proportion importante des souches
résistantes aux antibiotiques cliniquement significatives.
La moitié des souches de Salmonella présentait la résis-
tance aux fluoroquinolones qui était la plus répandue
parmi les sérovars principaux S. Enteritidis et S. Infantis.
On constate également I'’émergence des souches résistant
aux céphalosporines de spectre élargi. 20,0% environ de
souches (surtout les sérovars S. Typhimurium et S. Infan-
tis) résistent a plusieurs classes d’antibiotiques a la fois.
La résistance émergente limite considérablement les pos-
sibilités thérapeutiques pour les salmonelloses a compli-
cations. Les résultats obtenus témoignent de la nécessité
du monitoring constant des informations sur la résistance
des germes russes de salmonellose aux antibiotiques, car
cette maladie est susceptible a I'expansion épidémique et
aux explosions, tandis que I'infection par les souches résis-
tantes entraine une réduction certaine de l'efficacité dui
traitement.

Tableau 1. Sensibilité aux antibiotiques pour les souches de Salmonella prélevées en 2015-2016 a Saint-Pétersbourg

Part des souches, %
Phénotype Total S. Enteritidis S. Typhimurium S. Infantis Autres sérovars
(n=438) (n=338) (n=30) (n=20) (n=50)
Sensibles 22,4 16,6 6,8 10,0 60,0
Résistantes, dont 77,6 83,4 66,7 90,0 40,0
a1-2 classes 61,0 734 20,0 5,0 24,0
a 3 ou plus de classes 16,6 10,0 46,7 85,0 16,0
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Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg

Laboratoire des infections intestinales

Tableau 2. Part des souches de Salmonella (%) prélevées chez les humains et résistantes aux antibioltiques de différents

groupes
Part des souches, %
Antibioltique Total S. Enteritidis S. Typhimurium S. Infantis Autres sérovars
(n=438) (n=338) (n=30) (n=20) (n=50)
[-lactames
Ampicillin 6,6 3,8 46,7 10,0 2,0
Céphalosporines de spectre élargi 2,5 2,1 10,0 0 2,0
Non-B-lactames
Fluoroquinolones 50,9 58,0 16,7 75,0 14,0
Nitrofurantoin 22,8 249 0 70,0 4,0
Chloramphenicol 34 3,6 6,7 0 2,0
Tetraciclines 1,4 56 433 70,0 8,0
Trimetoprim/sulfometaxazole 4,6 1,5 16,7 50,0 0

Monitoring des propriétés biologiques
des souches de S. Typhi

A présent, la collection du centre de référence pour le
monitoring de la germe de la fievre typhoide (Institut Pas-
teur de Saint-Pétersbourg, laboratoire des infections intes-
tinales) dispose de 306 souches identifiées sur 19 territoires
administratifs de la Russie en 2005-2006.

Les études réalisées ont démontré que les cas de fievre
typhoide en Fédération de Russie étaient causés par les
souches de S. Typhi sensibles a tous les antibiotiques mais
aussi par les souches résistant a certains groupes d’anti-
biotiques. 52 souches (17,0%) étaient sensibles aux anti-
biotiques et 254 (83,0%) étawient résistantes, dont: 83,0%
aux fluoroquinolones, 5,2% au trimetoprim/sulfome-
taxazole, 2,6% a I'ampicilline et 2,6% au chloramphenicol.
Les souches résistant aux céphalosporines de spectre élar-
gi et a l'azitromycin n'ont pas été identifiées. Les souches
étudiées étaient divisées en 4 groupes, en fonction de leur
phénotype de résistance aux antibiotiques:

- sensibles a tous les antibiotiques testés;

- résistant aux fluoroquinolones;

- résistant a l'ampicillin, chloramphenicol, trimetoprim/
sulfometaxazole, fluoroquinolones;

- résistant aux fluoroquinolones et trimetoprim/sulfome-

taxazole (Tabl. 3).

Parmi la population des germes de la fievre typhoide
identifiées en Russie en 2005-2016, les souches prédo-
minantes n'étaient résistantes qu‘aux fluoroquinolones
(77,8%), présentant différents niveaux de résistance, mais

Tableau 3. Résistance aux antibiotiques des souches
de S. Typhi, prélevées sur les territoires de la Fédération
de Russie en 2005-2016 (n =306)

L. Souches
Type de résistance
abs. % 95% IC
Sensibles 52 17,0 13,2-21,6
R,eS|sFar1tf1 1 ou plus de classes 254 | 830 78.4-86,8
d'antibiotiques
Résistant aux fluoroquinolones 238 77,8 72,8-82,1

Résistant a I'ampicillin,

chloramphenicol, trimetoprim/ 8 2,6 1,3-5/1
sulfometaxazole, fluoroquinolones
Résistant aux fluoroquinolones 8 26 1325,

et trimetoprim/sulfometaxazole

sensibles cependant aux autres antibiotiques (CMI de ci-
profloxacin = 0,06 mg/l). La plupart des souches, soit 223
(72,9%) était peu sensibles aux fluoroquinolones (CMI de ci-
profloxacin 0,12 a 0,5 mg/l) et 15 souches (4,9%) hautement
sensibles (CMI de ciprofloxacin 6,0 a 32,0 mg/l ou plus).

La détection des mutations dans les génes gyrA, gyrB,
parC et parE, des génes de résistance et des plasmides a été
effectuée suivant les résultats du séquencement polygé-
nique sur MiSeq a l'aide des sets de réactifs MiSeq Reagent
Kit v2 et Nextera XT (Illumina, Etats-Unis). 58 souches résis-
tantes de S. Typhi ont présenté différentes mutations dans
les codons 83 et 87 du géne gyrA. Sur ce nombre, 51 souches
faiblement résistant aux fluoroquinolones ont présenté
trois types de mutations: Asp87Asn (44 souches), Ser83Tyr
(6 souches) et Ser83Phe (1 souche). 7 souches a la résistance
élevée ont présenté la combinaison de deux mutations:
Asp87Asn + Ser83Phe. (Tabl. 4). Les mutations des géenes
gyrB, parC et parE, ainsi que les génes de résistance plasmo-
diquement codée gnrA, B, S, n‘ont pas été identifiées.

Les souches de S. Typhi a faible résistance (présentant
une des mutations Asp87Asn, Ser83Tyr, Ser83Phe), dans
les années différentes, ont provoqué la fiévre typhoide sur
19 territoires de la Russie. Les souches a résistance élevée
(présentant en méme temps deux mutations Asp87Asn +
Ser83Phe) ont été identifiées sur 7 territoires de la Russie,
y compris dans 4 cas ouU les patients avaient certaiement
été infectés lors des voyages en Asie de Sud-Ouest (tou-
ristes, étudiants des universités russes d’origine indienne).

En Russie, la population des germes de la fiévre
typhoide identifiées en 2005-2016 incluait les souches
de S. Typhi a résistance multiple aux antibiotiques tels
que ampicillin, chloramphenicol, trimetoprim/sulfome-
taxazole, fluoroquinolones. La proportion de ces souches
était peu élevée et équivalait a 2,6%. 6 souches ont été
identifiées en 2005 et 2006 dans trois régions russes.
Ensuite, pendant 6 ans (de 2007 a 2012), ces souches
n'étaient plus identifiées en Russie. En 2013, de méme
qu’en 2015, une souche a résistance multiple a été mise en
évidence a Saint-Pétersbourg. Ces souches produisaient
de la B-lactamase de spectre large TEM-1 (CMI de ampi-
cillin a partir de 64 mg/I et supérieur a 256 mg/I). La CMI
de trimetoprim/sulfometaxazole et de chloramphenicol
chez les souches a résistance multiple était supérieure
a 32 mg/Il, tandis que la CMI de ciprofloxacin variait entre
0,12 et 0,5 mg/I. La particularité de ces souches était que
la résistance a I'ampicillin, chloramphenicol, trimetoprim/
sulfometaxazole était déterminée par les genes (blaTEM-T,
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Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg

Tableau 4. Mutations dans la région QRDR du géne gyrA, entrainant la résistance des souches de S. Typhi aux fluoroquinolones

CMI de ciprofloxacin Mutations dans la région QRDR du géne gyrA
(n =nombre de souches étudiées) Asp87Asn Ser83Tyr Ser83Phe Asp87Asn + Ser83Phe
01240,5mg/l (n=51) 44.(75,9%) 6 (10,3%) 1(1,7%) -
6,0a plusde 32,0 mg/l(n=7) - - - 7 (12,1%)

dfrA7, catAl) situés sur la plasmide de IncHI1, tandis que la
résistance aux fluoroquinolones était déterminée par les
mutations de Asp87Asn et Ser83Tyr dans le géne a chro-
mosomes gyrA. Lapparition de ces souches en Russie s'ex-
plique par leur «<importation» par les travailleurs migrants
d’origine d’Asie Centrale.

L'azithromycin peut étre utilisé pour traiter la fievre
typhoide si la CMI pour la souche germe est pas inférieure
a 16,0 mg/l. Pour les souches étudiées de S. Typhi, la CMI90
d’azithromycin s'élevait a 4,0 mg/I, et les souches ou la CMI
serait supérieure a 16,0 mg/l n‘ont pas été identifiées.

Conclusion

La population des germes de la fiévre typhoide identi-
fiées en Russie en 2005-2016 se caractérisait par une part
élevée (plus de 80,0%) de souches résistant aux fluoro-

quinolones pour lesquelles la CMI de ciprofloxacin étiat
supérieure a 0,06 mg/l, ce qui anticipe pronostiquement
I'inefficacité clinique de la théparie de la fiévre typhoide
avec les fluoroquinolones (EUCAST). Malgré le phénotype
identique de résistivité (faible résistance aux fluoroquino-
lones), les souches de S. Typhi se caractérisaient par trois
mutations différentes dans le géne gyrA: Asp87Asn (75,9%
de souches), Ser83Tyr (10,3%) et Ser83Phe (1,7%). La ré-
sistance élevée au ciprofloxacin, identifiée chez 12,1% de
souches, s'explique par la combinaison de deux mutations
dans le gene gyrA: Asp87Asn + Ser83Phe.

La séquence nucléotidique du gene gyrA de la souche
de S. Typhi résistant aux fluoroquinolones (GenBank
KT955017) a été déposée au GenBank (GenBank KT955017).
La souche de S. Typhi a été prélevée en 2011 chez un étu-
diant d'origine indienne faisant ses études a I'’Académie
russe de la médecine.
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LABORATOIRE DE BACTERIOLOGIE MEDICALE

Chef du laboratoire: Liudmila Kraeva

Chercheurs permanents: E.A. Voskresenskaya, N.I. Kurova, G.I. Kokorina, E.A. Bogumilchik, G.N. Khamdulaeva, E.S. Kunilova,

TV. Saines, EV. Zueva

Identification de Yersinia kristensenii par
la spectrométrie de masse MALDI-TOF

Les bactéries de l'espéce Yersinia kristensenii appar-
tiennent au groupe de soi-disant Y. enterocolitica hétéro-
phile (Y. enterocolitica-like) non pathogenes. Les méthodes
d’identification de l'activité biochimique des germes ne
sont pas toujours convenables pour identifier de facon
précise les phénotypes de différents représentants des
espéces Y. enterocolitica-like. La spectrométrie de masse
MALDI-TOF est une alternative efficace aux méthodes
phénotypiques traditionnelles. Or l'application de cette
méthode est restreinte a cause de la différenciation impré-
cise entre la majorité des souches de Y. enterocolitica-like et
les souches de Y. enterocolitica. Ceci s’explique par le petit
nombre de spectres témoins de ces souches dans les bases
de données taxonomiques MALDI Biotyper (Bruker Dalto-
nics, Allemagne).

Pour cette raison, les Y. kristensenii sont souvent pris
pour Y. enterocolitica: pour 77% de souches de Y. kristensenii
(n=131) étudiés nous n'avons pas pu établir une différence
entre les especes de Y. kristensenii et Y. enterocolitica, et seu-
lement 23% de souches ont été identifiées précisément
jusqu’'a l'espéce.

En vus d'améliorer la qualité de l'identification, nous
avons procédé aux activités suivantes: établissement du
référentiel de spectres de masse pour Y. kristensenii; dé-
tection de la combinaison des piques de marquage dans
les spectres de masse pour Y. kristensenii appropriées a la
différenciation d'espéces; évaluation de I'utilité de la spec-
trométrie de masse MALDI-TOF pour identifier les souches
de Y. kristensenii.

Pour établir le référentiel, nous avons utilisé les spectres
de masse pour 8 souches de Y. kristenseni isolées en Rus-
sie et décrites par les méthodes de phénotypage et de gé-
nétique moléculaire, ainsi que celui de la souche témoin
IP7229 (collection de I'Institut Pasteur, Paris). Les piques
différentiels des souches ont été mises en évidence a l'aide
d’'un algorithme génétique de création de modéle. En qua-
lité de comparaison, nous avons utilisé les données rela-
tives aux piques de profil pour la souche DSM18543 du réfé-
rentiel de spectres (Bruker Daltonics). En vue de réidentifier
47 souches de Y. kristensenii, nous avons adopté I'approche
consistant a compléter le référentiel existant de spectres.
Suite au rajout des profils de différentes souches témoins
a la base de données, les 47 souches ont pu étre préci-
sément identifiées jusqu'a I'espéce. En plus, nous avons
constaté une différence statistiquement significative dans
les taux de similitude (Score Value) entre les spectres de
masse de la majorité de souches étudiées de Y. kristensenii
et les spectres de masse témoins de Y. kristensenii et Y. ente-
rocolitica provenant du référentiel de Bruker Daltonics.

Ainsi, la méthode MALDI-TOF MS, complété par I'éta-
blissement d'un référentiel de spectres de masse, permet
de différencier de facon fiable les souches de Y. kristensenii
et Y. enterocolitica et peut, donc, étre recommandé pour
I'identification des souches de Y. kristensenii.

Incidence de la coqueluche parmi

les habitants adultes de Saint-Pétersbourg
et établissement de recommandations
concernant la vaccination

La coqueluche est surtout dangereuse pour les enfants
de premiére année de vie. Le cycle de vaccination primaire
contre la coqueluche se termine a I'dge de 6 mois, par
conséquent, méme les enfants sains et vaccinés a temps,
s'ils ont moins de 6 mois, font partie du groupe de risque
pour cette infection. La source principale de I'infection
pour les nourrissons sont leurs freres et sceurs ainés et les
membres de famille adultes; en plus, I'infection peut prove-
nir du personnel médical. Sans revacciner les individus en-
tourant I'enfant de 6 premiers mois de vie, il est impossible
de réduire la morbidité dans cette tranche d'age. En 2016,
la Fédération de Russie a enregistré le vaccin Adasel autori-
sée pour la revaccination contre le tétanos, la diphtérie et la
coqueluche chez les individus agés entre 4 et 64 ans, ce qui
ouvre la voie a une meilleure protection des nourrissons.
Or la revaccination contre la coqueluche n’est pas encore
incluse dans le calendrier national de vaccination; en plus,
il n'y a ni instruction ni recommandation méthodologique
concernant le choix de la population pour la revaccination.

Notre laboratoire a entamé une étude visant a évaluer le
taux d'incidence de coqueluche parmi la population adulte
de Saint-Pétersbourg, y compris parmi le personnel pédia-
trique, afin d'identifier les groupes de risque et d'établir les
recommandations concernant la vaccination. Lobjectif était
d'évaluer I'incidence de la coqueluche parmi la population
adulte de Saint-Pétersbourg a base du nombre élevé d'an-
ticorps contre la toxine pertussique (TP) en tant que mar-
queur de la maladie/de I'«épidémisation» lors des 12 der-
niers mois, parmi une cohorte de population (age = 18 ans);
et décrire la distribution de la maladie en fonction de l'age.
Méthode de I'étude: ELISA afin d’identifier les anticorps a la
toxine pertussique (IgG, IgA). Le test d’anticorps est considé-
ré comme positif si lgG = 40 MU/ml, IgA = 12 MU/m.

A la premiére étape, nous avons examiné le person-
nel médical d'un des hopitaux pédiatriques multidiscipli-
naires, soit: 129 personnes agées de 20-69 ans (dge moyen
39,1 ans) dont 18 hommes et 111 femmes. Les anticorps
a la toxine pertussique ont été identifiés chez 13 méde-
cins (10,1%). Cing d’entre eux ont nié la toux en anamnese,
quatre ont reporté les périodes de toux lors de la derniére
année, quatre encore toussaient au moment de I'examen.
Les résultats obtenus témoignent d’'une circulation plus
large du germe de coqueluche parmi le personnel médical.
La recherche continue.

Développement de la méthode

d’identification express des germes

d’infections a base de micro-technologies
La méthode classique d'étude de bactéries consiste

a cultiver les micro-organismes et étudier leurs propriétés
biologiques. Or, cette méthode prend beaucoup de temps
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(plusieurs jours). Ainsi, elle ne peut étre utilisé dans les cas
ou il faut un prompt résultat, soit, lors des opérations, en
cas de sepsis, de développement grave du processus in-
fectieux etc. Dans tous ces cas, le médecin traitant doit
prendre la décision sur un traitement causal en quelques
heures.

Nous avons mis au point une méthode permettant de
cultiver les clones isolés de toute bactérie depuis le ma-
tériel biologique en 3 heures. La croissance rapide de mi-
cro-organismes est assurée par la composition proposée
du milieu de culture. Chaque cellule de microbe est cultivée
dans un casier séparé sur une membrane poreuse en oxyde
d‘aluminium anodique. Au bout de 3 heures d’incubation,
on procéde a la lecture de l'information visuelle a I'aide
d'un détecteur vidéo dédié qui peut agrandir I'image.
L'image obtenue d'une microcolonie isolée est identifiée
jusqu'a l'espéce a l'aide d'un logiciel dédié. La probabilité
de la concordance des résultats s'éleve a 90%. Un comp-
teur spécial permet de calculer le nombre de bactéries de
chaque espéce dans la preuve examinée. Ceci est parti-
culierement important pour I'examen des matieres biolo-
giques contenant plusieurs espéces de microorganismes.

Ainsi, 3 heures aprés l'inoculation du matériel biolo-
gique, nous obtenons les informations sur les especes et
les quantités de bactéries. Ensuite, la culture vivante de
microorganismes permet un traitement ultérieur en vue
d’étudier d'autres propriétés biologiques, y compris réali-
ser I'express-test pour la sensibilité aux antibiotiques.

Conclusions. La technologie développée a un nombre
d’'avantages:

— Possibilité de cultiver les microbes immédiatement en
forme de «culture pure»;

- Résultat plus fiable grace a I'automatisation du processus;

- Sensibilité plus élevée car on traite les micro-objets;

- ldentification primaire des bactérie 10 a 20 fois plus rapide;

- Possibilité de calculer automatiquement le nombre de
microorganismes dans une preuve biologique.

Signification des facteurs de virulence

des bactéries facultativement pathogénes
et justification de leur role étiologique dans
le développement des processus infectieux

La confirmation de la signification étiologique d'un
germe facultativement pathogéne isolé depuis des cavités
non stériles s'avere une tache difficile. Ceci dit, I'indicateur
purement quantitatif ne refléte pas toujours la significa-
tion étiologique d'un microbe isolé. Ainsi, en cas d'otites,

Publications

sinusites, bronchites, pneumonies, ce sont les Moraxella
catarrhalis qui sont isolés sur les muqueuses des voies res-
piratoires dans 20 a 30% des cas. En cas de sinusites et de
rhinites prolongées, ce sont les Staphylococcus epidermi-
dis qui sont découverts dans 25 a 28% des preuves de sé-
crétion depuis les sinus et le nasopharynx. Si le praticien
évalue le résultat en se basant uniquement sur l'espéce
du microorganisme isolé et sa quantité, ceci peut réduire
considérablement l'efficacité de la thérapie prescrite.

C'est pourquoi l'objectif était de justifier la valeur des
marqueurs de virulence génétiques et phénotypiques des
souches de M. catarrhalis v S. epidermidis pour la définition
de leur réle étiologique dans le développement des proces-
sus infectieux au niveau des voies respiratoires et de l'oreille
moyenne. Nous avons examiné 60 souches de S. epidermidis
isolées chez les malades atteints de rhinite et de sinusite, en
cherchant les génes de virulence sepA et icaA qui codent la
production de la protéase SepA et I'adhésine intracellulaire
IcaA. Les souches de comparaison était 40 souches de S. epi-
dermidis isolés chez les individus sains. Nous avons étudié
10 souches de M. catarrhalis isolés chez les malades atteints
d’otite, bronchite et pneumonie, en cherchant le géne mcaP
qui code la production des bactéries de la protéine McaP
participant a I'adhésion des Moraxellas sur les cellules de la
mugqueuse épithéliale. En tant que produit de comparaison,
nous avons examiné 8 souches de M. catarrhalis isolées chez
les individus sains. Les manifestations phénotypiques de
I'action du géne sepA ont été étudiées in vitro selon I'indice
de neutrophiles lysés en présence des souches de S. epider-
midis. Uexpression du géne mcaP était mise en évidence
apres le calcul du taux de cellules de M. catarrhalis adhérées
in vitro aux cellules de I'épithélium buccal.

On constate que le géne sepA a été identifié dans 90%
des souches de S. epidermidis isolées depuis les malades
contre 15% seulement des souches isolées chez les indivi-
dus sains. Ceci dit, 80% des souches isolés chez les malades
et possédant le géne sepA avaient le taux élevé de neutro-
philes lysés contrairement aux souches des individus sains.
La totalité des souches de M. catarrhalis isolées chez les ma-
lades avaient le géne mcaP contrairement aux mémes bac-
téries des personnes saines. Le taux le plus élevé d'adhésion
aux cellules épithéliales était constaté dans les souches de
M. catarrhalis isolées chez individus a la pneumonie.

Conclusions. Suite a I'étude réalisée, nous avons prouvé
que la confirmation du réle étiologique d'un microorga-
nisme facultativement pathogéne devait se baser sur les
informations concernant les marqueurs de virulence géné-
tiques et phénotypiques pour la souche isolée.
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3. Kraeva L.A., Burgasova O.A., Kunilova E.S. et al. The pathogenic potential of Moraxella catarrhalis and Staphylococcus epidermidis
under inflammatory processes of upper respiratory tracts. Klinicheskaia laboratornaia diagnostika. 2015; 60 (11): 58-61.
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LABORATOIRE DES ZOOANTROPONOSES

Chef du laboratoire: Nikolai Tokarevitch

Chercheurs permanents: N. Stoianova, O. Freilikhman, Yu. Panferova, V. Kandrachova, O. Blinova, V. Koulikov

L'axe principal de l'activité du laboratoire en 2015-2016
a été dirigé vers le perfectionnement des technologies de
surveillance épidémiologique et du contréle des épidémies
d’actualité sur la base des approches moléculaires géné-
tiques etimmunologiques. Dans le cadre de cette option le
laboratoire a oeuvré a la résolution des problemes suivants:

Analyse comparée d’efficacité

des différentes cibles et des modifications
de la méthode PCR pour la détection

de Coxiella burnetii

Il a été réalisée une comparaison des potentialités dia-
gnostiques des deux variantes de la méthode PCR pour la
détection de persistence de Coxiella burnetii dans I'évolu-
tion du processus infectionniste chez les malades atteints
de la fievre Q. Les échantillons ont été étudiés en PCR stan-
dard (en tant que marqueur a été utilisé un fragment du
géne 16S de I'ARN ribosomique) et dans la PCR en temps
réel (PCR-TR) (en tant que marqueur a été utilisé un frag-
ment du géne groEL), élaboré dans notre laboratoire pen-
dant cette recherche (pour lesquelles le laboratoire a ob-
tenu le brevet de la Fédération de Russie — No. 2525059).

Au cours du travail ont été étudiés 110 échantillons
des produits cliniques obtenus des malades atteints de la
fievre Q aux différents stades de la maladie et la reconva-
lescence dans une région endémique pour cette infection
(oblast d’Astrakhan).

Il est établi que la PCR standard basée sur I'amplification
du fragment du géne 16S de I’ARN ribosomique a été po-
sitive dans 76,4% et la PCR-TR basée sur I'amplification du
fragment du gene groEL — dans 98,2% du nombre total
d’échantillons (110). Dans deux systemes indiqués la plus
haute sensibilité a été notée pour la PCR-TR, y compris au
stade avancé de la maladie (21-31-eme jour), ce qui per-
met d'effectuer le diagnostic par la méthode PCR-TR méme
au stade de reconvalescence et pendant I'antibiothérapie
intense.

La signification pratique de la recherche: il a été établi
que l'amplification des cibles génétiques comme 16S de
I’ARN ribosomique et le fragment du géne groEL est une
méthode hautement efficace de détexion des Coxiella bur-
netii dans le sang des malades atteints de la fievre Q aux
différents stades de la maladie. A été démontrée la haute
sensibilité de la PCR-TR élaborée qui permet non seule-
ment de diagnostiquer la fievre Q aux stades précoces de la
maladie mais aussi d'effectuer une analyse retrospective en
utilisant ce marqueur génétique pour détecter I'étiologie
des maladies ayant Coxiella burnetii a leur origine.

Détection des agents des infections
de focalité naturelle d’actualité pour
le Nord-Ouest de la Russie

Vu la croissance de morbidité des infections véctorielles
a tiques sur le territoire de la partie nord-européenne de
la Fédération de Russie sous l'influence des facteurs bio-
tiques et abiotiques provoqués par les changements des

paysages, restent d'actualité pour le Nord-ouest de la Rus-
sie les recherches de détection des agents des infections
de focalité naturelle.

Dans le cadre de coopération internationale avec I'Ins-
titut norvégien de la santé publique (du coté norvégien le
programme est dirigé par le docteur A.K. Andreassen) a été
effectué le travail selon le projet commun «Maladies vecto-
rielles a tiques dans la région de la mer de Barents et sur le
littoral ouest du Norvégen.

Au cours de cette recherche a été étudiée avec la PCR
la contamination des tiques avec les agents de I'encépha-
lite a tiques (ET), les tiques du genre Ixodes vecteurs de la
borréliose (TIB) et la fievre Q — Coxiella burnetii. Pour la ré-
colte des tiques a partir de la végétation la technique du
drapeau a été utilisée sur le territoire des arrondissements
Kourortny, Primorsky de Saint-Pétersbourg, des oblasts de
Léningrad, Pskov, Arkhangelsk et de la République de Caré-
lie dans la saison de 2015-2016. 1147 tiques ont été étudiées
au sujet de la présence de I’ADN de Borrelia burgdorferi s.I.
etde I'ARN du virus de I'encéphalite a tiques. La contamina-
tion des tiques avec les borrélies a fait 15,4%, avec le virus
de I'encéphalite a tiques — 2,6%, dont les indices les plus
élevés ont été enregistrés en République de Carélie (res-
pectivement 26,7 et 8,0%), qui témoignent de la plus forte
activité des foyers naturels des infections mentionnées sur
ce territoire. 110 tiques récoltées a Saint-Pétersbourg ont
été étudiées au sujet de la présence de I'ADN de Coxiella
burnetii, dont 6,3% se sont trouveés contaminées avec cet
agent.

D'autre part ont été étudiés 774 échantillons de sé-
rum sanguin des habitants en bonne santé des oblasts
d’Arkhangelsk, de Léningrad et de Pskov, des républiques
de Carélie, de Komi et de la ville de Saint-Pétersbourg au
sujet de la présence des anticorps de plusieurs «infections
atiques». Suite a I'étude les anticorps du virus de I'encépha-
lite a tiques (ET) ont été détectées dans 9,6%, du borréliose
(TIB) — dans 3,9%, des agents de l'anaplasmose granulo-
cytaire humaine — dans 1,3% et des agents de I'erlichiose
monocytaire humaine dans 1,0% d’échantillons. Les résul-
tats obtenus sont d'une grande importance pour I'élabo-
ration des plannings scientifiquement fondés des mesures
de prévention sur les territoires étudiées.

Etude de la possibilité d'utiliser la méthode
de spectrométrie de masse MALDI-TOF
pour identification des souches

de Leptospirae au niveau des sérovars

Les méthodes de sérotypage des leptospires, telles
comme le test de microagglutination directe (MAT) et le
test d'agglutination-absorbtion croisée, sont colteuses en
temps et exigent l'existence et le maintien d’'une collection
de souches témoins de méme que des sérotheques stan-
dard des sérums de lapin spécifiques par rapport aux divers
sérogroupes et sérovars des leptospires. Comme les Lep-
tospira spp pathogéniques comptent plus de 250 sérovars,
pour la plupart d’entre eux il n‘existe pas d'antisérums cor-
respondants, ce qui limite les possibilités de ces méthodes
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relatives au typage des souches épidémiologiquement
importantes. En méme temps malgré le progrés des re-
cherches moléculaires génétiques, réalisé dans les derniéres
décennies, les méthodes de génotypage ne permettent pas
encore d’identifier les leptospires au niveau des sérovars.

Dans les recherches effectuées a été utilisé un choix de
souches de référence de Leptospira utilisées dans le MAT
dont quatre souches de I'espéce L. interrogans, une souche
de l'espéce L. borgpetersenii, deux souches de I'espéce L. kir-
schneri et une souche saprophytique de L. biflexa de méme
que 10 souches des leptospires isolées dans le Nord-Ouest
de la Russie a partir des personnes et animaux malades.
Toutes les souches étudiées se trouvent dans la collection
de l'Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg (Tabl. 5).

Pour composer une collection de spectres de masse de
référence a été réalisée une analyse par spectrométrie de
masse de sept souches pathogenes de référence bien ca-
ractérisées de Leptospira spp., faisant partie du set de dia-
gnostic pour la mise en oeuvre du MAT, et d’'une souche
non pathogéene Patoc I. L'évaluation des différents spectres,
faisant partie du spectre témoin de chaque souche de ré-
férence, effectuée au moyen d'une analyse amas par la
méthode des principaux composants, a démontré une
nette décomposition des différents spectres en agglomé-
rats suivant les sérovars correspondants. Pour définir une
similitude et une parenté taxinomique entre les souches
de référence et les isolats étudiés de Leptospira spp. a été
effectuée une analyse de leurs principaux profils spectraux
au moyen de composition d’'un dendrogramme représen-
tant une hiérarchie de toutes les 18 souches (Fig. 1)

Sur le dendrogramme on voit que les profils de toutes
les souches étaient réunis en trois sous-groupes. Ce fai-
sant le sous-groupe | était composé des souches faisant
partie du sérogroupe Grippotyphosa, le sous-groupe Il —
des souches du sérogroupe Tarassovi et le sous-groupe Il

contenait les profils des souches des sérogroupes Pomona,
Icterohaemorrhagiae, Canicola, de méme que de la souche
non pathogene Patoc 1.

Lidentification des isolats des leptospires a été effec-
tuée par la confrontation de non moins de six différents
spectres de masse de la souche étudiée avec les données
des spectres témoins des souches de référence. Pour
chaque isolat a été indiqué un sérovar de référence au ni-
veau duquel cet isolat a été préalablement identifié par la
méthode d'agglutination-apsorption.

Des résultats présentés au Tabl. 6 il ressort que pour tous
les isolats étudiés, lors de la confrontation de leurs spectres
avec le MSP des souches pathogenes de référence, les va-
leurs les plus élevées des taux de comparaison ont été en-
registrées pour les sérovars correspondants de référence.
En méme temps lors de la confrontation avec la souche
saprophytique Patos les valeurs de coincidence des isolats
125A, Kp1 et Kp3 avec lui ont été Iégérement plus élevées
qu'avec les sérovars correspondants de référence. D’autre
part on n‘a pas révélé de différence authentiquement si-
gnificative entre les valeurs de I'indice de coincidence de
la plupart des isolats avec le saprophyte, excepté les isolats
faisant partie des sérogroupes Tarassovi et Grippotyphosa.

Les exemples de représentation graphique des résul-
tats de classification des quatre isolats sont présentés sur
le Fig. 2. Les indices de classification authentiquement les
plus significatifs ont été observés pour les isolats des séro-
groupes Grippotyphosa, Pomona et Tarassovi, tandis que
pour les isolats des sérogroupes Canicola et Icterohaemor-
rhagiae la différence statistiquement significative n'a été
révélée qu'avec les sérovars Tarassovi et Grippotyphosa.

Les résultats témoignant de forte proximité entre les
souches pathogénes des sérogroupes Pomona, Icterohae-
morragiae, Canicola et la souche non pathogéne Patoc |
concordent avec les données bien connues sur ce que les

Tableau 5. Souches de référence de Leptospira et isolats des leptospires inclues a la recherche

d’:r(;re Sérogroupe Sérovar Souche Espéce génomique | Source, date d’isolation
1 Pomona pomona Pomona (référence) L. interrogans homme, 1936
2 Pomona mozdoc 5621 (référence) L. kirschneri campagnol terrestre, 1961
3 Semaranga patoc Patoc | (référence) L. biflexa eau, 1941
4 Canicola canicola Hond Utrecht IV, (référence) L. interrogans chien, 1931
5 Icterohaemorrhagiae copenhageni M 20 (référence) L. interrogans homme, 1935
6 Icterohaemorrhagiae | Icterohaemorrhagiae RGA (référence) L. interrogans homme, 1915
7 Grippotyphosa grippotyphosa Moskva V (référence) L. kirschneri homme, 1928
8 Tarassovi tarassovi Perepelicin (référence) L. borgpetersenii homme, 1938
9 Icterohaemorrhagiae copenhageni 125A* (isolat) L.interrogans homme, 2008
10 Icterohaemorrhagiae copenhageni 278 P (isolat) L. interrogans homme, 1982
n Canicola canicola C2000 * (isolat) L. interrogans chien, 2000
12 Canicola canicola 334M * (isolat) L. interrogans homme, 2000
13 Pomona pomona CB185 (isolat) L. interrogans porc, 1959
14 Pomona mozdoc Kp1 (isolat) L. kirschneri rat de laboratoire, 1988
15 Pomona mozdoc Kp3 (isolat) L. kirschneri rat de laboratoire, 1987
16 Grippotyphosa grippotyphosa 338 M (isolat) L. kirschneri homme, 2003
17 Grippotyphosa grippotyphosa 329K (isolat) L. kirschneri homme, 1995
18 Tarassovi tarassovi 288 b (isolat) L. borgpetersenii homme, 1985
19 Tarassovi tarassovi 282 T (isolat) L. borgpetersenii homme, 1985

* Les souches sont conservées dans la Collection des leptospires du laboratoire de références de leptospirose de 'OMS aupres de I'établissement fédéral
relevant du budget public «Centre fédéral de recherche en épidémiologie et microbiologie N.F. Gamalei du Ministére de la santé de la Fédération de Russie».
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Figure 1. Coalescence hiérarchique des spectres des souches de référence et des isolats de Leptospira

Sur I'axe des abscisses est représentée la distance avec les unités de valeur de similitude («distance euclidienne») entre les profils spectraux.
Les lignes verticales en pointillé représentent le détachement des valeurs de similitude entre les agglomérats.

sérums sanguins des malades atteints de leptospirose ma-
nifestent dans le MAT une réactivité croisée avec certaines
souches saprophytiques. Il est prouvé que l'interférence
immunologique de ces saprophytes avec les sérovars pa-
thogénes est conditionnée par la similitude des structures
de leurs lipopolysaccharides.

Les résultats d'identification de dix isolats ont aussi dé-
montré l'absence de toute différence authentiquement si-
gnificative entre les évaluations de similitude de la majorité
d’entre elles avec la souche saprophytique Patoc I. Les ré-
sultats obtenus de similitude des souches pathogenes
faisant partie des sérogroupes Pomona, Icterohaemorrha-
giae et Canicola avec la souche non pathogéne L. Biflexa
Patoc | ont permis de supposer qu‘aussi bien les spectres
étudiés des isolats que les spectres témoins des souches de

référence contiennent dans leurs compositions non seule-
ment les pointes des protéines mais aussi celles des anti-
génes-O polysaccharides, dont la différence de structure
est a l'origine d’une spécificité sérologique. Probablement
la présence des pointes polysaccharides dans les spectres
a conditionné l'obtention des valeurs maximum des in-
dices de coincidence des isolats avec les spectres témoins
des sérovars correspondants des souches pathogenes au
niveau desquels les isolats ont été sérotypés et, globale-
ment, a permis d'identifier correctement les isolats confor-
mément a leur classification sérologique.

Les résultats obtenus témoignent de ce que les re-
cherches ultérieures visant a la création d'une collection
des spectres témoins comportant un vaste choix des
souches de référence de Leptospira spp., le perfectionne-

Tableau 6. Résultats d’identification des isolats des leptospires par la méthode de spectrométrie de masse MALDI-TOF

i Valeur moyenne (M) de I'indice de coincidence de I'isolat avec le MSP du sérovar de référence
Seroqroupe Souche et la différence par rapport a lui des valeurs moyennes des indices de coincidence de I'isolat avec
de(“;%at de I'isolat les sérovars des souches de référence
pomona mozd. patoc canicola copenh. ictero. grippot. tarass.
Ictero. 125A 0,15 0,34 -0,08 0,08 M=2,2 0,04 0,56* 1,30%%*
Ictero. 278P 0,32 0,53 0,12 0,21 M=2,3 0,16 1,09%* 1,46%**
Canicol. C2000 013 0,39* 0,04 M=2,1 0,40* 0,23 0,42* 0,84***
Canicol. M480 1,6%%* 0,09 0,15 M=2,4 0,13 0,38 0,23 2,0%**
Pomona CB185 M=2,7 0,50** 0,27 0,57** 0,49* 0,63%** 0,93*** 0,85%**
Pomona Kp1 0,67*** M=2,3 -0,07 0,21 0,50%* 0,30 0,38* 0,88%***
Pomona Kp3 0,66* M=2,3 -0,06 0,25 0,66* 0,13 0,52% 1,64%*%*
Grippot. 338M 0,15 0,52%* 0,19 0,41* 0,27 0,39% M=21 0,65**
Grippot. 329K 0,77*** 0,48%* 0,31* 0,66%*** 0,47** 0,95%** M=2,3 1,10%**
Tarass. 288b 0,55 0,79** 1,4%%* 0,94*** 0,89** 0,91%** 1,15%** M=2,2
Tarass. 282T 1,1%8 1,11* 1,20%* 0,83 1,57%** 1,21** 1,47%* M=2,0

*P < 0,05; **P < 0,01; *** P < 0,001 — niveaux de significativité entre les indices de coincidence selon le test de comparaison multiple avec utilisation

du test de Dunnett.
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ment du protocole de spectrométrie de masse, de méme
que la réalisation des tests avec un grand nombre d'échan-
tillons des souches isolées, peuvent favoriser le choix de la
méthode de spectrométrie de masse MALDI-TOF rapide et
simple d'utilisation pour identifier les agents de leptospi-
rose au niveau des sérovars.

L'étude a été effectuée ensemble avec le Chef chargé de
recherche du Laboratoire d'immunologie moléculaire et de
séroépidémiologie de l'Institut Pasteur — E.V. Zoueva.

Elaboration du modéle d’étude in vitro
des produits de certains cytokines pro-
et anti-inflammatoires sous l'influence
des leptospires
Une recherche a été effectuée visant a I'étude de la ca-
pacité de certains isolats cliniques des leptospires de pro-

voquer la production de certains cytokines pro- et anti-in-
flammatoires sur le modéle du sang humain total.
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Sérovars de référence

Pour cette expérimentation a été utilisée la souche Lep-
tospira interrogans du sérogroupe Icterohaemorrhagiae
de la collection du laboratoire des infections zooantropo-
noses de I'Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg. L'agent
a été isolé a partir du sang du malade mort de I'infec-
tion leptospirosique. La stimulation du sang du donneur
en bonne santé avec des leptospires vivantes et mortes
a été effectuée pendant 24 heures. Les supernageants
ont été prélevés 1h, 2h, 3h, 4h, 6h, 12h et 24 heures aprés
le commencement de l'incubation. Pour la détection des
cytokines dans la matiére biologique a été utilisé I'analy-
seur «MagPix» («Millipore», USA), basé sur la technologie
XxMAP de la société Luminex (USA) avec utilisation d'un
éventail standard de 9 analytes: TNFo, MCP-1, IL-8, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-1Ra, IL-12(p70), IFNY.

Dans I'étude préliminaire a été choisie une concentration
optimum des leptospires permettant d’effectuer la stimula-
tion du sang total dans notre expérimentation. Comme on
voit sur les graphiques (Fig. 3-4) la pointe de stimulation
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Figure 2. Diagrammes classificatoires de quatre isolats des leptospires
Le niveau de significativité entre les indices de coincidence est calculé avec utilisation du test de Dunnett.
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Figure 3. Teneurs en IFNY, IL-10, IL-12(p70) dans les supernageants aprés 24 h de stimulation avec des leptospires

en différentes concentrations
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Figure 4. Teneurs en TNFq, IL-6, IL-8, MCP-1 dans les supernageants aprés 24h de stimulation avec des leptospires

en différentes concentrations

avec une incubation de 24 heures des leptospires avec le
sang total est le mieux exprimée avec la concentration des
microorganismes égale a 1 x 10° leptospires/ml.

Pendant la premiere expérimentation il a été établi que
les leptospires vivantes agissent comme inducteurs plus
puissants de production des cytokines que les mémes lep-
tospires inactivées par échauffement (pour IFNy p = 0,0156,
pour IL-12(p70) p = 0,0012, pour IL-4 p = 0,01, pour IL-8 p =
0,026, pour IL-1Ra p = 0,0012). Ainsi I'induction de la syn-
thése de IFNy avec des leptospires vivantes se déroule plus
activement qu’avec des leptospires inactivées. La pointe
de synthése de cette cytokine se situe a la 3-éme heure
de stimulation. La pointe de synthése analogue, située a la
3-eme heure, a été révélée pour IL-12(p70) au cas de stimu-
lation avec des bactéries inactivées. Au cas de stimulation
avec les agents vivants de leptospirose le niveau maximum
IL-12(p70) est observé déja vers la deuxieme heure d'incu-
bation, puis il reste pratiquement invariable.

Une dynamique semblable est observée aussi pour la
cytokine anti-inflammatoire IL-1Ra dont les pointes de syn-
thése pour les leptospires vivantes et inactivées par échauf-
fement sont observées respectivement a la deuxiéme
et a la troisieme heure d'incubation. Aprés avoir atteint
sa valeur maximum dans les deux cas le niveau de cette
cytokine reste invariable. La situation similaire s‘observe
aussi pour IL-4.

Une dynamique différente d'autres cytokines a été
également observée pour IL-8 et TNFc, dont les pointes
de synthese plus tardives que pour d'autres cytokines se
situent a la 6-éme heure. Pendant toute I'expérimentation
la concentration du MCP-1 n'a pas varié considérablement.

Ainsi a été trouvée une concentration optimum de Lep-
tospirosa interrogans pour la stimulation du sang humain
total — 1 x 10° leptospires/ml.

Pour la premiere fois sur le modéle du sang humain to-
tal a été défini I'horaire d'induction de 9 cytokines par des
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leptospires: aux premiéres heures d'incubation on assiste
aune production plus active de IFNy, IL-12(p70), IL-4 et IL-1Ra
et aux heures plus avancées (incubation de 6 heures) — IL-8
et TNFo. Le bas niveau de stimulation de IL-10 témoigne
d’une faible activité anti-inflammatoire des cytokines au
cas de leptospirose.

Les données obtenues s'accordent bien avecles résultats
de nos recherches effectuées auparavant, visant a I'étude
de la teneur de certaines cytokines dans le sérum sanguin

des personnes malades de leptospirose, ce qui peut témoi-
gner du caractere adéquat du modéle utilisé.

Il a été démontré que Leptospirosa interrogans in vitro
provoque sur le modeéle du sang humain total une pro-
duction des cytokines plus forte que celles inactivés de la
méme concentration.

L'étude a été effectuée ensemble avec O.A. Petrova,
chargée de recherche du Laboratoire d'immunologie mo-
léculaire et de séroépidémiologie de I'Institut Pasteur.
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Surveillance de poliomyélite
et des infections a entérovirus en Russie

Le Laboratoire Subnational pour la poliomyélite de I'Ins-
titut Pasteur de Saint-Pétersbourg qui fait partie du Réseau
des laboratoires poliomyélitiques de 'OMS s‘occupe de
la surveillance virologique des paralysies flasques aigués
(PFA) et de poliomyélite paralytique associée a la vaccina-
tion (PPAV) chez les enfants de moins de 15 ans (prés de
3 millions de personnes) sur 14 territoires administratifs de
Russie. Les territoires administratifs envoient les échantil-
lons 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 procé-
dé diagnostique est réalisé en accord avec le protocole de
I'OMS.

La surveillance de la circulation de poliovirus, y compris
des souches sauvages et des virus dérivés du poliovirus
vaccinal (VDPV), est indispensable pendant la période
de post-certification d'éradication mondiale de la po-
liomyélite. La surveillance virologique des cas de paralysie
flasque aigué (PFA) et de la poliomyélite paralytique asso-
ciée a la vaccination (PPAV) reste toujours le «standard d’or»
du programme d’éradication mondiale de la poliomyélite.
En méme temps le réle de la surveillance complémen-
taire (surveillance de I'environnement et surveillance des
groupes de population a risque) devient de plus en plus
important.

Au cours de la surveillance de la poliomyélite et des pa-
ralysies flasques aigués des derniéres années (2015-2016),
185 échantillons des selles ont été examinés, 14 souches
des poliovirus du type 1,2 et 3 ainsi que 7 souches des enté-
rovirus non polio (Echovirus 30, Coxsackievirus B1-6, Ente-
rovirus 71) ont été isolées. Toutes les souches des poliovirus
selon les résultats de différentiation intra typique ont été
vaccinales.

Car le risque de l'importation des poliovirus sauvages
dans les pays certifié exempt de poliomyélite existe
jusqu’a I'éradication globale de poliomyélite, le Labora-
toire de la poliomyélite de I'Institut Pasteur de Saint-Pé-
tersbourg a effectué la surveillance virologique renforcée
des groupes de population a risque, notamment, des en-
fants des familles des migrants du Tadjikistan, d'Ouzbé-
kistan et d'autres pays d'Asie Centrale récemment arrivés
a Saint-Pétersbourg.

Au cours de la surveillance des enfants des familles des
migrants les échantillons des selles de 313 enfants ont été
examinés, 2 souches des poliovirus du type 3 ont été iso-
lées. Toutes les souches des poliovirus selon les résultats de
différentiation intra typique ont été vaccinales. Les entero-
virus non polio ont été isolées chez 33 enfants examinés
(10,5%). Ce sont Echovirus 6, 11 et 30, Coxsackievirus B1-6
et Coxsackievirus A.

En deux ans sur les territoires ont été étudiés par la mé-
thode virologique 3698 échantillons prélevés chez les ma-
lades de l'infection a entérovirus. Les poliovirus vaccinaux
ont été isolés dans un nombre limité de cas chez les enfants
vaccinés contre poliomyélite. Les entérovirus nonpolio ont
été isolés dans 12,1% des échantillons avec la plus haute
fréquence pour les Coxsackievirus B1-6 en 2015 et pour
Echovirus 30 en 2016. Ont été également isolés Coxsackie-
virus A des divers sérotypes, Echovirus 6 et 9 ainsi que en
faible pourcentage des cas — Entérovirus 71 et d'autres
Echovirus des divers sérotypes.

En 2016 a été révélé |'étiologie de l'accroissement d'in-
dice de morbidité de l'infection a entérovirus dans les
régions de Kostroma et Saratov. Les cas des méningites
virales ont été provoqué par entérovirus ECHO 30. Le fac-
teur étiologique a été établi par les méthodes virologiques
et moléculaires. La part de l'entérovirus ECHO 30 a fait
50-60% de tous les entérovirus, isolés chez les malades.
Tous les entérovirus ECHO 30, isolés en 2015-2016, appar-
tenaient au génotype H qui est apparu en Russie en 2013.
L'analyse phylogénétique a démontré que les entérovirus
ECHO 30 ont été les plus proches aux souches, isolées dans
certaines provinces de Chine en 2010-2013. Probablement
les entérovirus ECHO 30 du génotype H ont été importé en
Russie du Sud-Est asiatique.

En effectuant la surveillance de l'environnement en
2015-2016 nous avons étudié 201 entérovirus (8, 9%) iso-
Iés a partir de 2254 échantillons des eaux d'égouts. Parmi
les souches isolées, 64 (31, 8%) ont été identifiées comme
poliovirus, 137 (68, 2%) ont été identifiées comme entero-
virus non poliomyélitiques. Toutes les souches isolées du
poliovirus se sont avérées vaccinales. La fréquence d'isole-
ment des enterovirus non poliomyélitiques a été de 6,1%.
La plupart des souches nonpolio de I'entérovirus apparte-
naient a Coxsackievirus B1-6 et Echovirus 30. D'autres ont
été identifiées comme étant des Echovirus des sérotypes 6,
7,11,13 et Coxsackievirus A des sérotypes différents.

Une corrélation de sérotype des entérovirus ECHO 30,
isolés a partir des échantillons de chez les malades de I'in-
fection a entérovirus, et des échantillons des eaux d'égouts
a confirme le fait d'une circulation intense des entérovirus
ECHO 30 sur les territoires des régions de Kostroma et
Saratov.

En 2016 au laboratoire virologique municipal de Saint-Pé-
tersbourg a été isolé le poliovirus du type 2 issu d’un échan-
tillon des eaux d'égouts d’un des arrondissement de la ville.
Au Laboratoire virologique subnational les poliovirus ont
été réisolés de l'isolat et du produit concentré primaire.
A été établie I'appartenance de ces virus au type 2. Au La-
boratoire national du diagnostic de la poliomyélite (Moscou)
il a été démontré que les deux poliovirus étaient vaccinaux.
Le séquencage du fragment VP1 du génome a révélé le rem-
placement du nécléotide en position 828 qui témoigne de
la transmissibilité de ce poliovirus d'un homme a un autre
homme.
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Comme les écoles et établissements préscolaires de I'ar-
rondissement étaient fréquentés d'un certain nombre d’en-
fants apatrides arrivés des pays étrangers, le Laboratoire
subnational a effectué I'examen de plus de 100 enfants des
familles des migrants résidant a Saint-Pétersbourg. L'étude
des échantillons des masses fécales n'a révélé la présence
des poliovirus chez aucun enfant, mais chez 13 enfants
(14,2%) ont été isolés les entérovirus non-polio.

Les résultats de surveillance active de I'envirionnement,
qui ont permis de détecter dans les eaux d'égouts le polio-
virus vaccinal du type 2, ont réaffirmé I'importance de cet
élément complémentaire de surveillance dans le cadre du
Programme d’éradication de la poliomyélite.

On a effectué une étude moléculaire des entérovirus iso-
Iés dans les derniéres années dans les différents groupes de
population (malades atteints de PFA et des infections a en-
terovirus, enfants des familles des migrants et enfants des
écoles maternelles). Ont été déterminées les séquences nu-
cléotidiques et ont confirmé les sérotypes de plus de 40 en-
térovirus nonpolio. On a identifié les on a isolé et identifié
virus ECHO 30, Coxsackievirus B2, B3, B4, B5, Coxsackievirus
A2, A3, A9, A10, A16 et A24, de méme que les entérovirus
75et99.

Chezles malades avec paralysie flasques aigués on a iso-
Ié et identifié Coxsackievirus A2 et A16, ainsi que Coxsackie-
virus B4 et B5. OT 60/bHbIX SHTEPOBUPYCHOW UHbEKLMeN
Chez les malades avec l'infection a entérovirus y compris
les méningites virales on a isolé et identifié les entérovirus
ECHO 30, Coxsackievirus A9 et Coxsackievirus B2, B4, B5,
qui ont servi le facteur étiologique des méningites virales.

Chez les enfants dans les écoles maternelles sur le terri-
toire du Nord de Russie B on a révélé Coxsackievirus B3 et
B4. Les enfants ont été examine au moment d’organisation
des collectifs juste apres les vacances d'été au Sud de pays.
Chez deux enfants sains résidents dans l'orphelinat au
Nord-Ouest de Russie on a isolé et identifié les entérovirus
99, qui ont été dépisté dans les années présidentes chez les
enfants des familles des migrants arrives des Républiques
de I'Asie Centrale. Lenquéte a découvert que dans cet or-
phelinat avait périodiquement résidé un enfant de Tadjikis-
tan qui pouvait étre source de contagion d’autres enfants.

A partir des enfants des migrants, arrivés des territoires
arisque d'infection, ont été isolés et identifiés aussi bien les
Coxsackievirus B3 et B4 largement répandus, que le Cox-
sackievirus A24 de l'espéce des entérovirus C qu‘avant nous
avons isolé seulement a partir des enfants des migrants is-
sus des républiques d’Asie Centrale.

Dans les échantillons des eaux d'égouts ont été détec-
tés les entérovirus Coxsackie B3 et B5 ce qui la preuve de
leur circulation étendue dans la population. La détection
fréquente des entérovirus non-polio Coxsackie B1-6, aussi
bien chez les malades atteints des infections a entérovirus
que dans les échantillons des eaux d'égouts, a confirmé la
corrélation des sérotypes des entérovirus circulant dans la
population et dans I'environnement.

Au Fig. 5 est présenté l'arbre phylogénétique de la ré-
gion génomique VP1 des Coxsackievirus B3.

L'analyse de l'arbre phylogénétique a permis d'établir
que les virus Coxsackie B3 ont été importés dans deux éta-
blissements pour enfants a partir des sources différentes
ces virus se trouvant dans des taxons différents. Dans un
établissement pour enfants, ou a eu lieu la propagation des
virus, on voit qu'ils sont proches entre eux et similaires du
virus isolé a partir d'un migrant arrivé au District fédéral

Nord-Ouest de Tadjikistan. Le Coxsackievirus B3 isolé a par-
tir d'un enfant, arrivé de I'inde, est proche du virus chinois
de 2008. Le virus isolé a partir des eaux d'égouts s’est trou-
vé proche du virus chinois de 2012.

Au Fig. 6 est présenté I'arbre phylogénétique de la ré-
gion génomique VP1 des Coxsackievirus B4.

Les Coxsackievirus B4 isoles chez les enfants sains
dans deux écoles maternelles sur le territoire du Nord de
Russie étaient trés proches entre eux et proches aux virus
de méme sérotype isoles en Europe en 2008. Par contre
les deux virus isoles chez les enfants sains qui sont arrive
a Saint-Pétersbourg de Caucase du Nord étaient proches
entre eux et proches aux Coxsackievirus B4 qui circulaient
a I'Inde en 2009. Coxsackievirus B4 isole chez I'enfant avec
paralysie flasques aigués qui habitait la région de Lenin-
grad était proche au virus isole a Nijniy Novgorod en 2010.

En 2015-2016 on a déposé a International GenBank les
séquences nucléotidiques de 35 souches des enterovirus,
qui pourront étre utilisées par d’autres chercheures étu-
diant le probleme de l'infection a enterovirus.

Durant la surveillance renforcée des enfants des familles
des migrants chez 20% d’entre eux les entérovirus non polio
des sérotypes qui n‘ont jamais circulé dans les territoires du
Nord-Ouest de Russie ont été dépistés. Ce sont Coxsackie-
virus A 13, 17, 24 et entérovirus 99, appartenant a l'espece C
selon la classification des entérovirus. Le fait important est
que les Poliovirus appartiennent a la méme espéce.

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 de la région sous la surveillance ont gardé le statut
des territoires Nord-Ouest de Russie comme exempt de
poliomyélite. Il convient de maintenir le haut niveau de
couverture par les vaccinations contre la poliomyélite des
enfants de tous les groupes d'age et assurer une bonne
qualité de surveillance épidémiologique et virologique de
la poliomyélite 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,
y compris des souches sauvages et des VDPV dans la popu-
lation et dans I'environnement. Ce qui peut garantir a la ré-
gion sous la surveillance le maintien du statut du territoire
exempt de la poliomyélite apres les cas d'importation des
poliovirus sauvages.

Perfectionnement de la surveillance
épidémiologique de la rougeole

et de la rubéole dans la période

de I’élimination de l'infection

En 2015 a été effectuée une étude de 11 échantillons
de sérum sanguin obtenus des malades de la rougeole,
50 échantillons obtenus des malades de la rubéole et 183
échantillons obtenus des malades des divers types d'exan-
thémes tous issus de 11 territoires du District fédéral Nord-
Ouest. Dans le groupe des malades au diagnostic primaire
rougeole la maladie n'a été confirmée que dans un seul
cas (9,1%), dans celui du diagnostic primaire rubéole chez
deux malades (4%) a été détectée la rougeole, dans celui
des exanthémes la rougeole n'a été détectée que dans un
seul cal (0,5%).
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Au total on a enregistré 5 cas de la rougeole chez les
adultes (indice 0,4 par 1 000 000 d’habitants) sur 3 terri-
toires (Saint-Pétersbourg, oblast de Léningrad et oblast de
Vologda). Tous les cas de la rougeole ont été confirmés par
la méthode sérologique (IFA). Un cas enregistré a Saint-Pé-
tersbourg a été importé de Kirghizstan. Dans d'autres 4 cas
la source est restée inconnue. Deux malades ont été revac-
cinés. L'étude moléculaire génétique a été menée sur le
matiéres biologiques prélevés a un malade au dignastique
primaire rougeole. Il a été détecté chez lui le virus de la
rougeole du génotype D 8 Frankfurt Main Deu/17,11. Dans
d‘autres cas les matiéres biologiques n'ont pas été prélevés,
larougeole n'étant pas diagnostiquée chez les malades. On
a réitéré les tests des personnes séronégatifs au virus de
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la rougeole dans certains groupes indiqués pour I'analyse
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Ouest. Le laboratoire du Centre régional a Saint-Péters-
bourg a refait le test de 172 échantillons de sérum sanguin
qui avaient donné le résultat IFA négatif. Les résultats des
recherches ont été confrmés dans 100% de cas sur deux
territories (République des Komis et oblast de Léningrad)
et dans 93% de cas sur un territoire (oblast de Mourmansk).

Dans le groupe de 50 malades au diagnostic primaire
rubéole la maladie a été confirmée chez deux personnes,
et dans le groupe des malades de la rougeole et des exan-
thémes la rubéole a été révélée chez 7 malades. Au total
dans le District ont été enregistrés 9 cas de la rubéole (in-
dice 0,7 par 1 000 000 d’habitants).
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A Veliky Novgorod un groupe d’étudiants de I'Universi-
té a l'age de 20-25 ans, tous originaires des pays d’Afrique,
c'est trouvé contaminé de la rubéole. Aucun des 6 ma-
lades n'a été vaccinég, et ils habitaient tous au méme foyer.
On peut supposer que la mére d’'un de ces étudiants, qui lui
avait rendu visite venant d’Afrique, a été la source de conta-
gion. Les matieres biologiques obtenues de deux malades
ont été envoyées au Centre national des recherches en mé-
decine ou a été isolé le virus de la rubéole du génotype B2
en tout similaire a celui B2 qui a été isolé en République
démocratique du Congo.

En 2016 a été effectuée une étude de 9 échantillons de
sérum sanguin des malades de la rougeole, 45 échantil-
lons — des malades de la rubéole et 290 — des malades
atteints des exanthémes. Les échantillons ont été obtenus
de 11 territoires du District fédéral Nord-Ouest.

Parmi les malades aux diagnostics primaires rougeole,
rubéole et exanthéemes le diagnostic rougeole n‘a été
confirmé en aucun cas. Un malade a été enregistré avec le
diagnostic primaire rougeole, dont deux échantillons de
sérum sanguin contenaient les anticorps IgM révélés contre
le virus de la rougeole. Apres I'examen par le test-systéme
IFA 1gG-rougeole dynamique et IgG rougeole avidité le
diagnostic a été invalidé. Les résultats de I'examen ont été
ensuite confirmés au Laboratoire national de I'Institut des
recherches en épidémiologie et microbiologie G.N. Gabrit-
chevski, Moscou. Ainsi en 2016 la rougeole n'a jamais été en-
registrée sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest.

Pratiquement sur tous les territoires du District fédéral
Nord-Ouest a été atteint I'indice prévisionnel de détection
et effectué I'examen de laboratoire des malades atteints
d’exanthemes (2 cas par 100 000 habitants). Ont été exami-
nés 288 malades (indice prévisionnel: 279 malades).

Vu le nombre élevé de personnes séronégatives au virus
de la rougeole dans certains groupes ciblés sur plusieurs
territoires du District fédéral Nord-Ouest, le laboratoire
du Centre régional a Saint-Pétersbourg a réitéré le test de
421 échantillons de sérum sanguin négatifs d’aprés les ré-
sultats du premier test IFA issus de six territoires du District.
Les résultats du premier test ont été confirmés dans 100%
de cas sur cinq territoires (Saint-Pétersbourg, République
des Komis, République de Carélie, oblast de Novgorod et
oblast de Vologda) et dans 83,3% de cas sur un territoire
(oblast de Mourmansk). Un médecin virologiste de ce terri-
toire a suivi sa formation a un poste de travail au laboratoire
virologique du Centre.

En 2016 dans le District fédéral Nord-Ouest au total ont
été enregistrés 2 cas de larubéole dans la population adulte
(indice 0,15 par 1 000 000 d’habitants). Les malades (frére et
soeur) n‘ont pas été vaccinés contre la rubéole ayant refusé
la vaccination. Chez le frére a été diagnostiquée une exan-
théme et détectés des anticorps IgM contre le virus de la
rubéole. L'examen de la soeur, qui l'a contactée et qui a subi
auparavant une exantheme, a également révélé des anti-
corps IgM contre le virus de la rubéole. Ce diagnostic a été
confirmé par le test IFA, puis les matiéres biologiques étu-
diées ont été envoyées au Laboratoire national pour l'exa-
men moléculaire génétique. Lexamen par la méthode PCR
a donné le résultat positif mais on n‘a pas réussi a établir le
génotype du virus.

A été poursuivie une étude de laboratoire de la rubéole
chez les femmes enceintes malades ou ayant eu un contact
avec un malade au diagnostic confirmé de la rubéole ou
du lupus érythémateux systémique. Au total ont été exa-

minées 9 femmes enceintes, dont quatre — sans source ni
symptomes de la rubéole (IgM + examen dans d‘autres la-
boratoires) et cing — en présence d’une source suspectée
d'étre infectée de la rubéole. Suite a 'examen le diagnos-
tic rubéole n‘a été confirmé chez aucune des femmes en-
ceintes (IgM avec anticorps négatifs contre la rubéole, IgG
avec anticorps positifs a la rubéole sans dynamique et avec
un taux élevé d'avidité des IgG-anticorps de 83,0% a 95,0%).
A été examiné un cas avec suspicion du lupus érythéma-
teux systémique. Chez la mére et I'enfant les IgM-anticorps
ont été négatifs en dynamique, le niveau des IgG-anticorps
élevé chez la mére et I'enfant (respectivement 110 mU/ml
et 130 mU/ml) et un taux élevé d'avidité des IgG-anticorps
de la mere et de I'enfant (respectivement 100% et 97%).
Le diagnostic lupus érythémateux systémique de I'enfant
a étéinvalidé.

Ainsi en 2015 I'indice d'incidence de la rougeole sur les
territoires du District fédéral Nord-Ouest a été faible —
moins d’un cas par 1 000 000 de personnes, et en 2016 les
cas de la rougeole n'ont pas été enregistrées. En 2016 I'in-
dice d'incidence de la rubéole sur les territoires du District
fédéral Nord-Ouest a été également moins d'un cas par
1000 000 d’habitants.

Le programme d’élimination de la rougeole et la rubéole
sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest est en train
d'étre réalisé avec succés.

Etude d’étiologie de la grippe
a Saint-Pétersbourg en 2015-2016

L'apparition a la fin de 2009 d'une nouvelle variante pan-
démique du virus de la grippe A/California/07/09(H1N1) et
la circulation simultanée de trois sérotypes du virus de la
grippe (A/HIN1, A/H3N2 et B des deux variantes) exigent
une étude constante de la dérive antigénique de ces virus
en but de remplacement opportun des souches dans les
produits du diagnostic et les vaccins.

Dans la période d'automne-hiver 2014-2015 on a conti-
nué I'évaluation de la situation épidémique de la grippe
a Saint-Pétersbourg. Pendant cette période a Saint-Péters-
bourg a été enregistré le dépassement du seuil épidémique
(11 045 cas par jour). En février le taux d'incidence a été le
plus élevé (de 11 941 a 13 703 nouveaux cas par jour) et en
mars il a été en baisse jusqu'a 8000-9000 nouveaux cas
par jour. En avril I'incidence est revenue vers son niveau de
départ. Les indices élevés d'incidence par catégories d'age
ont été de 5,2 par 100 personnes dans la catégorie des en-
fants de 0-2 ans, 7,6 — dans la catégorie des enfants de
3-6ans, 4,3 — dans la catégorie d'age de scolarité et 0,6 —
dans la catégorie des adultes.

L'étiologie de la grippe a été élucidée au moyen des
méthodes de recherche virologiques et sérologiques.
16 frottis nasopharyngés des malades de la grippe et des
infections respiratoires virales aigués ont été étudiés sur
les embryons de poulet et les cultures cellulaires (procédé
MDCK). On a réussi a isoler sur les cellules MDCK le virus de
la grippe B/SPb/2896/15 de la «lignée Yamagata».

L'étude sérologique des sérums couplés obtenus de 40
malades hospitalisés dans la saison d’automne-hiver 2014—
2015 a démontré la croissance des titres d'anticorps a I'an-
tigéne du virus de la grippe A(H3N2) dans 25,0% de cas et
a l'antigéne du virus de la grippe B — dans 12,5% de cas.

En hiver 2015 a Saint-Pétersbourg ont été isolées les
souches de tous les trois sérotypes du virus de la grippe.
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Figure 7. Incidence moyenne journaliére de la grippe et des infections respiratoires virales aigués a Saint-Pétersbourg
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Selon la caractéristique antigénique les souches du virus
de la grippe A(HINT1) ont été proches de la souche témoin
A/California/pdm/09(H1N1) qui circulait dans le monde et
en Russie depuis 2009. Les virus de la grippe A(H3N2) ont été
proches des souches A/Texas/50/12, A/Honcong/57138/14
et A/Suisse/9715293/13. Les virus de la grippe B faisaient
partie de la «lignée Yamagata» et étaient proches de la va-
riante antigénique B/Phuket/3073/13.

Dans la période d'automne-hiver 2015-2016 a été re-
prise I'évaluation de la situation épidémique de la grippe
a Saint-Pétersbourg. En automne on a assisté a une hausse
saisonniére d’'incidence de la grippe et des infections res-
piratoires virales aigués. Le premier dépassement du seuil
épidémique (11 045 nouveaux cas par jour) en hiver 2016
a été enregistré le 18.01.2016 quand l'incidence a constitué
11 522 nouveaux cas, puis le 19.01.2016 ont été enregistrés
12 063, le 22.01.2016 — 12 468 et le 25.01.2016 — 19 448
nouveaux cas. Le mois suivant les plus hauts niveaux d'in-

cidence ont été enregistrés le 01.02.2016 (21 739 nouveaux
cas) et 02.02.2016 (17 836 nouveaux cas). Dans les semaines
suivantes l'incidence a progressivement diminué de 15 000
a 10 000 nouveaux cas. En mars I'incidence s'est maintenue
au niveau de 9000-8000 nouveaux cas par jour qui est celui
traditionnel des périodes entre épidémies. Lincidence de
la grippe a Saint-Pétersbourg pendant la période de 2002
a 2016 est présentée au Fig. 7.

En janvier-février 2016 lintensité d'incidence de la
grippe et des infections respiratoires aigués a été au niveau
de 2013, quand le virus de la grippe A(HINT)pdm 09 a été
I'agent étiologique principal, et de 2015, quand le virus de
la grippe A/H3N2/Honcong/5738/14 a été I'agent principal.

Lanalyse d'incidence par catégories d’age a révélé son
taux le plus intense dans les groupes de 3 a 6 ans (taux maxi-
mum 12,3), de 0 a 2 ans (taux maximum 7,3) et dans celui de
7 a 14 ans (taux maximum 5,6). Lincidence dans le groupe de
15 ans et plus a été insignifiante avec le taux de 2,1 (Fig. 8).
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L'étiologie de la grippe en hiver 2016 a été élucidée en
utilisant les méthodes de recherche virologiques et séro-
logiques. A été effectué un examen des frottis nasopha-
ryngés des malades prélevés en phase aigué de la maladie
et étudiés sur les embryons de poulet et les cultures cellu-
laires (procédé MDCK).

L'étude sérologique des sérums couplés obtenus de 50
malades de la grippe et des infections respiratoires virales
aigués a démontré la croissance de quatre fois et plus des
titres des anticorps a I'antigéne du virus de la grippe B chez
8 malades (16,0% de cas) et a I'antigéne du virus de la grippe
A (HIN1) chez 4 malades (8%). La croissance des titres des
anticorps a I'antigéne du virus de la grippe A(H3N2) n'a pas
été détectée.

En hiver 2016 a Saint-Pétersbourg ont été isolées les
souches des virus grippaux de tous les trois sérotypes, a sa-
voir A(HINT)pdmO09, B de la «lignée Victoria» et A(H3N2).
Selon leur caractéristique antigénique les souches du virus
de la grippe A(HINT1) ont été proches de la souche témoin
A/California/07/09(H1N1) tout en ayant subi des modifica-
tions de dérive. Les souches du virus de la grippe B ont été
proches de la variante antigénique B/Brisban/60/80 de la
«lignée Victoria», quoique dans les années précédentes
ont circulé plutét les virus de la «lignée Yamagata». Dans
la composition des vaccins employés en automne 2015
entrait le virus de la grippe B/Phuket/3073/13 de la «lignée
Yamagata». Ainsi pendant l'accroissement épidémique de
la grippe en janvier-février 2016 a été constatée une dis-
paration entre la souche du virus de la grippe B faisant
partie du vaccin et la souche circulant dans la population.
Les souches de la grippe A(H3N2) n'ont constitué qu’une
part infime des virus circulants et ont été proches a la va-
riante antigénique A/H3N2/Honcong/5738/14.

Ainsi la croissance saisonniére de la grippe en jan-
vier-février 2016 a Saint-Pétersbourg a été due a la circu-
lation des souches du virus de la grippe A(H1N1) proches
de la variante antigénique A/California/07/09(H1N1), de
la grippe B proches de la variante antigénique B/Bris-
ban/60/80 de la «lignée Victoria» et, en moindre mesure,
de la grippe A(H3N2), proches de la variante antigénique
A/Honcong/5738/2014(H3N2).

Une souche originale du virus de la grippe B/S.Péters-
bourg/2896/15, isolée a partir du frottis nasopharyngé d'un
malade prélevé du premier passage sur les cultures cellu-
laires en procédé MDCK, a été ensuite adaptée aux em-
bryons de poulet. Le vaccin hyperimmun obtenu par im-
munisation multiple des rats a été étudié dans le test d'in-
hibition de I'hémagglutination (réaction croisée IHA) avec
les souches suivantes de la grippe B: B/Wisconsin/01/2010,
B/Massachusetts/02/2012 et B/Phuket/3073/2013 et leurs
sérums homologues. Il a été établi que la nouvelle souche
isolée de la grippe d'aprés sa caractéristique antigénique
était proche de la souche témoin B/Phuket/3073/13 tout
en ayant subi des dérives par rapport aux variantes précé-
dentes B/Wisconsin/01/2010 et B/Massachussets/02/2012.

La souche originale du virus de la grippe B/S.Péters-
bourg/2896/15 a été déposée a la Collection d’Etat des
virus (immatriculée au numéro 2871 en date du 30.06.2016).

Ainsi une haute incidence de la grippe en janvier-février
2016 a Saint-Pétersbourg s'explique par la circulation prio-
ritaire du virus de la grippe A(HIN1)pdm09 ayant une forte
virulence.

On a élucidé l'étiologie de l'accroissement saisonnier
d’incidence de la grippe a Saint-Pétersbourg en 2015-

2016 due aux souches de trois sérotypes du virus grippal:
A(H1N1), B et, en moindre mesure, A(H3N2). En 2016 le virus
de la grippe B de la «lignée Yamagata» a été remplacé par
le virus de la grippe B de la «lignée Victoria».

Une souche originale du virus de la grippe B/S.Péters-
bourg/2896/15, isolée a partir du frottis nasopharyngé d'un
malade prélevé du premier passage sur les cultures cellu-
laires en procédé MDCK, et adaptée aux embryons de pou-
let, a été déposée a la Collection d’Etat des virus.

Perfectionnement de la déontologie
éthique et juridique dans le domaine
des maladies infectieuses

et de la prophylaxie vaccinale

L'objectif prioritaire du travail du laboratoire a été de ré-
véler les problémes réels et potentiels de non-respect de
I'égalité des genres dans les recherches cliniques des nou-
veaux vaccins. Il a été établi que ces problémes peuvent
relever des facteurs culturels, religieux et socio-écono-
miques puisque les particularités de comportement des di-
vers groupes et communautés dans cette sphére peuvent
influer sur le respect des standards éthiques, notamment
lorsqu'’il s'agit d’accorder son consentement volontaire et
éclairé et répondre a tous les critéres d'inclusion/exclu-
sion de la recherche (par exemple au cas de non-respect
du droit a la procréation). La principale mission de |'étude
des vaccins étant l'obtention des données objectives sur
leur efficacité et inaucuité il convient de perfectionner le
référencement de l'influence des problémes du genre sur
I'objectivité et la composante éthique de la recherche en
explicitant I'information quantitative sur la répartition
des participants de la recherche par sexe aussi bien pour
la période du commencement de la recherche, que pour
son stade final. Lanalyse des données, fournies par la re-
cherche, doit étre accompagnée par la caractéristique de
genre présidant a son concept avec, en annexe, une inter-
prétation de I'éventuelle influence de I'équilibre de genre
sur les résultats obtenus. La condition obligatiore de four-
nir une caractéristique quantitative des participants de
la recherche tenant compte de leur sexe se rapporte en
méme mesure a la publication des articles.

Peu apres la découverte par E. Jenner du vaccin contre
la variole s’est constitué le premier mouvement contre la
vaccination. A I'époque les principaux arguments des ad-
versaires de la vaccination étaient religieux. Malgré tous
les succes de la vaccination ils continuent a étre utilisés
par les groupes de pression contre la vaccination. Le carac-
tére international de ce phénoméne a rendu nécessaire le
travail d’évaluation de I'influence du facteur religieux sur
I'adhésion de la vaccination dans le cadre d'une étude po-
lyconfessionnelle. A été étudié le point de vue de I'Eglise
orthodoxe russe en tant que confession religieuse domi-
nante en Fédération de Russie. Le fait de la mise en profit
des sentiments religieux de certaines personnes par la pro-
pagande contre la vaccination en a servi d'argument social
réel. Par la méthode d’enquéte, menée dans de différentes
cohortes (personnes adultes, enfants et leurs parents, per-
sonnel médical soignant), aucune corrélation n’a été éta-
blie entre le refus potentiel/réel de la vaccination et la pré-
sence/absence des sentiments religieux. Le plus souvent il
s'agissait d'une information fausse ou incompléte diffusée
en régle générale dans l'Internet. La position de I'Eglise
orthodoxe russe sur cette question consiste a rejeter des
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informations fausses et inexactes sur les dommages causés
par la vaccination, diffusées par les médias et les ouvrages
de vulgarisation scientifique. Pour exprimer le point de vue
officiel de I'Eglise orthodoxe russe sur la vaccination son
Département des bonnes oeuvres et du ministére social
a organisé une discussion ouverte sur le théme: «Vaccino-
prophylaxie des enfants: problémes et approches de leur
résolution». Les médecins proches de I'église orthodoxe
a plusieurs reprises ont pris la parole dans la presse et dans
d’'autres médias contre la «propagande antivaccinale» et
sur I'inadmissibilité de diffusion des ouvrages «antivacci-

naux» sur support papier, audio et vidéo dans les lieux de
culte sous contréle de I'Eglise orthodoxe russe. Sa seule
véritable préoccupation ne peut étre liée qu’a l'utilisation
des cellules souches d’embryons ou de foetus provenant
d’avortements dans la production des vaccins (notam-
ment du vaccin contre la rubéole) alternatifs, soi-disant,
«éthiques», obtenus en ingénierie génétique. L'Eglise or-
thodoxe russe constate que, dans lI'ensemble, la vaccino-
prophylaxie reste un probléme strictement médical ce qui
correspond d‘ailleurs a la position d'autres confessions reli-
gieuses mondiales.
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En 2015-2016, les recherches du laboratoire de virologie
expérimentale (ancien laboratoire des infections virales in-
fantiles) ont suivi deux axes:

1. Amélioration du suivi virologique des infections virales
par gouttelettes au cours de la réalisation du programme
d’élimination de la rougeole et de la rubéole

2. Etude préclinique de la faisabilité d'application de nou-
velles formules pharmaceutiques et immunobiologiques

Identification des cas d’infection

par parvovirus dans le systeme

du suivi epidemiologique des maladies
exanthematiques

Au cours de la réalisation du plan stratégique du Bu-
reau régional de 'OMS pour I'Europe visant a éliminer
la rougeole endémique, la rubéole et a prévenir l'infec-
tion rubéoleuse congénitale, I'incidence de rougeole et
de rubéole a abruptement baissé, mais en méme temps
I'incidence de diagnostic primaire erroné de ces formes
nosologiques a augmenté. Les maladies qui sont le plus
souvent prises pour les infections exanthématiques, sur-
tout rubéole, sont I'érythéme infectieuse et l'infection par
parvovirus (PV).

Cette maladie a également une signification médico-so-
ciale propre. A cause de 'action tératogéne de son germe,
soit parvovirus B19, l'infection par parvovirus est dange-
reuse pour les femmes enceintes et les foetus. Si la femme
est infectée pendant la grossesse le parvovirus B19 (PV B19)
peut provoquer des mortinaissances et des avortements,
des anémies et des myocardites du foetus, I'hydropisie du
foetus et autres défauts de développement. Linfection
par parvovirus est également trés importante pour la mé-
decine transfusionnelle. Comme cette infection ne figure
pas sur la liste de celles obligatoires a tester, et le virus est
résistant aux méthodes appliquées de désinfection des
produits sanguins, les composants sanguins a transfuser
peuvent contenir 'ADN de PV B19.

A I'étranger, on constate une multitude de recherches
dédiées a la dissémination, diagnostic et manifestations
cliniques d'IPV, or en Russie leur nombre n'est pas suffisant.

Cette étude offre une évaluation comparative de la dis-
sémination de I'lPV a travers le District Fédéral du Nord-
Ouest (DFNO) dans différentes années, et présente les exa-
mens in vitro permettant de dépister cette infection chez
les sujets aux maladies exanthématiques.

Materiels et methodes

Nous avons examiné 495 échantillons de sérum sanguin
des sujets atteints de maladies exanthématiques, admis au
Centre régional de Saint-Pétersbourg (CRSP) pour la sur-
veillance de rougeole et de rubéole entre 2009 et 2012 et
provenant de 11 localités de DFNO.

Nous avons également examiné 336 échantillons de
sérum sanguin des sujets atteints de maladies exanthéma-
tiques et admis au CRSP en 2015.

Dans notre étude, nous avons utilisé les échantillons nayant
pas d'anticorps IgM aux virus de rougeole et de rubéole.

Nous avons examiné 69 échantillons de sérum sanguin
des sujets aux exanthémes d'étiologie différente, admis
entre mars et mai 2016 a I'Hopital des maladies infectieuses
No. 30 de Saint-Pétersbourg.

Nous avons identifié les anticorps IgM au PV B19 a l'aide
du test ELISA de type recomWELL Parvovirus B19 IgM
(MICROGEN GmbH, Allemagne) conformément a la notice
d’emploi. La présence d’anticorps IgM au PV B19 dans le sé-
rum sanguin des malades témoignait d'une infection aigue
par parvovirus.

Les calculs statistiques des valeurs moyennes, de la dévia-
tion standard et de I'erreur standard ont été effectués a l'aide
des tableaux électroniques Excel et des bases de données
standards. Nous avons appliqué des méthodes paramé-
triques, y compris le critére de Student. La valeur de p < 0,05
est une limite acceptable de la signification statistique.

Résultats

Prévalence de l'infection par parvovirus dans le District
Fédéral du Nord-Ouest. En 2015, dans le pool de sérums exa-
minés, les anticorps IgM- ont été identifiés dans 50 sur 336
échantillons (14,9+1,94%) provenant de 9 sur 11 territoires
du District Fédéral du Nord-Ouest (a I'exception de I'Oblast
de Pskov et du District Autonome de Nénétsie). Le plus
grand nombre de test positifs a été constaté dans I'Oblast
de Leningrad (22,2+6,93%). Les tests positifs en IgM étaient
un peu moins fréquents a Saint-Pétersbourg et dans la ré-
gion de Kaliningrad (17,9+3,25% et 17,4+791%, respective-
ment). Les sérums sanguins recu des oblasts de Murmansk,
Novgorod, Arkhangelsk et de la République de Karélie pré-
sentaient des échantillons unitaires contenant les anticorps
IgM contre le PV B19. Le tableau ci-dessous présente les
données comparatives sur la prévalence de I'lPV a travers le
district pour la période de 2009-2012 et pour 2015.

En 2009-2012, la proportion moyenne de cas identifiés
d'IPV a été plus élevée (20,4+1,9%) qu’en 2015 (14,9+1,9%).
Il est confirmé que le taux de détection de sujets aux an-
ticorps IgM contre le PV B19 varie en fonction du territoire:
ainsi, en 2009-2012, les cas d’IPV ont été le plus souvent iden-
tifiés dans la République de Karélie (40,9+10,7%), les oblasts
de Kaliningrad (36,1+£8,0%) et de Leningrad (22,2+6,9%), ainsi
qu’a Saint-Pétersbourg (24,7+3,4%). Le faible pourcentage de
tests positifs est propre a la république de Komi, présentant
10+4,8% en 2009-2012 et 11,1+5,24% en 2015.

En évaluantle taux annuel de détection de cas d'IPV dans
le DFNO, nous avons constaté que le maximum de tests
positifs avait été observé en 2012 et s'élevait a 45,5+4,7%.
Au contraire, en 2009 cet indicateur a été de 5,4+2,6%.
En 2009, 2010 et 2015, la proportion de sérums sanguins
IgM-positifs au PV B19 et provenant du DFNO était mainte-
nue au niveau de 14,0-14,9%.

Identification de l'infection par parvovirus chez les su-
jets aux maladies exanthématiques. L'analyse des diagnos-
tics «primaires» chez les sujets a I'lPV confirmée in vitro,
résidant dans le DFNO, a permis de constater un nombre
d’erreurs dans le diagnostic primaire.

En 2012 (voir figure), les IgM-anticorps au PV B19 étaient
détectés, en prédominance, chez les sujets au diagnostic
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clinique de «rubéole». Les anticorps au PV B19 ont égale-
ment été identifiés dans 10,9% des cas chez les sujets au
diagnostic clinique d'infection respiratoire virale. Les su-
jets aux diagnostics primaires de yersiniose, scarlatine et
varicelle présentaient 20,4% d’erreur de diagnostic clinique
au total. Chez les sujets au diagnostic primaire de variole
I'IPV n'a été constatée dans aucun cas. En gros, chez les ma-
lades infectieux aux différents diagnostics primaires, I'IlPV
a été constatée in vitro dans 47,3% des cas. Le diagnostic cli-
nique d'érythéme infectieux ou d’infection par parvovirus
a été cliniquement posé a 7 sujets et confirmé in vitro chez
5. Dans 52,7% des cas, I'IPV a été constatée chez les sujets
aux diagnostics primaires d'origine non infectieuse, tels
qu'éruption allergique, urticaire et dermatite allergique.

En 2015, suite a I'examen in vitro des sérums sanguins li-
vrés dans le Centre de Référence pour le suivi de rougeole et
de rubéole de Saint-Pétersbourg depuis les différents terri-
toires du DFNO, les immunoglobulines de classe M de PVB19
ont été identifiées dans 50 sur 336 (soit 14,0%) échantillons.
Dans 34,0% des échantillons, les anticorps IgM au PVB19 ont
été trouvés dans les sérums des sujets au diagnostic primaire
de rubéole, dans 14,0% chez les sujets a I'lRV/maladie res-
piratoire aigué et dans 8,0% chez les sujets a I'exantheme
virale. LIPV a également été constatée chez une de sept per-
sonnes a la rougeole suspectée. Linfection par parvovirus
a été cliniquement diagnostiquée chez cinq malades seule-
ment et confirmée in vitro chez trois. Le taux d’exanthémes
(virales) d'étiologie imprécise s'élevaient a 6% de diagnostics
cliniques erronés. Dans 30% des cas, les sujets a I'lPV confir-
mée in vitro présentaient le diagnostic primaire de «maladie
a étiologie imprécise». Les anticorps IgM au PVB19 ont été
identifiés chez les patients aux diagnostics suivants: toxico-
dermie dans 14% des cas, exantheme a étiologie imprécise
et dermatite allergique dans 8% des cas chacune.

Hormis I'’étude de rétrospection concernant les sérums
sanguins des sujets aux maladies exanthématiques, préle-
vés au sein du Centre régional de Saint-Pétersbourg pour le
suivi de la rougeole et de la rubéole en 2012 et 2015, notre
laboratoire a examiné les échantillons de 69 malades pris
en charge par I'Hopital des maladies infectieuses No. 30 de
Saint-Pétersbourg entre mars et mai 2016 a cause des mala-
dies a l'éruption maculopapulaire. 14 d’entre eux (soit 12,9%)
présentaient les anticorps IgM au PV B19. Dans aucun de ces
cas, le diagnostic d'infection par parvovirus ou d’érythéme
infectieux n’a été posé lors de I'examen primaire. Parmi les
erreurs du diagnostic clinique, les constats prédominants
concernaient les «exanthémes d'étiologie imprécise» (n=7).
La mononucléose infectieuse a été suspectée chez deux pa-
tients, tandis que les patients restants ont recu les diagnos-
tics préliminaires d’infection respiratoire virale, infection
herpétique, toxicodermie, arthralgie et pseudotuberculose.

Discussion

Le Centre régional de Saint-Pétersbourg pour la surveil-
lance de rougeole et de rubéole dans le District Fédéral du
Nord-Ouest, créé au sein de l'Institut Pasteur de Saint-Pé-
tersbourg, inclut un laboratoire virologique subnational de
I'OMS qui recoit les échantillons des substances cliniques des
personnes malades et saines depuis 11 territoires du DFNO.

Conformément au Décret No. 33 du 5 février 2010 du
Ministére russe de la santé «Sur I'examen des sujets exan-
thématiques et fiévreux dans le cadre de la réalisation du
Programme pour I'élimination de la rougeole», tous les sé-
rums prélevés chez les sujets a la rougeole et aux maladies

exanthématiques qui arrivent au laboratoire virologique du
centre régional sont contrélés au sujet de IgM-rougeole et
IgM-rubéole. La raison pour examiner le sérum sanguin du
malade est la présence de I'éruption maculo-papuleuse et
de la fievre (température 37,5°C ou plus).

L'augmentation de I'occurrence de la rougeole dans le
DFNO, constatée en 2012-2013, rajoute de la valeur a I'exa-
men in vitro pour les sujets aux maladies exanthématiques
présentant I'éruption maculo-papuleuse. Une place parti-
culiéere parmi elles appartient a I'infection par parvovirus
en tant que maladie de signification intrinséque pour I'obs-
tétrique, la protection de la maternité et de I'enfance, le ser-
vice de don de sang, la transplantologie etc.

L'étude réalisée a confirmé que l'infection par parvovirus
était tres répandue au Nord-Ouest de la Russie. En 2015, de
méme qu’en 2009-2012, cette maladie a été identifiée sur la
vaste majorité des territoires administratifs (9 sur 11), a forte
prédominance dans la capitale (Saint-Pétersbourg) et sur
les territoires frontaliers du district (oblasts de Kaliningrad,
de Leningrad, République de Karélie). Il est évident que la
propagation de I'IPV, ainsi que d’autres infections, est en-
gendrée par la densité élevée de la population, les proces-
sus de migration, le tourisme etc.

Nous avons constaté qu’en 2010, 2011 et 2015 la part
de sérums sanguins positifs au PVB19 sélevait a 14% en
moyenne, ainsi chaque année le nombre de cas d'IPV ob-
servés était presque identique. En 2012, la part des sujets
aux IgM-anticorps au PV B19 était plausiblement plus éle-
vée (p < 0,05), équivalant a 45,5% de la population exami-
née in vitro. Il est donc probable qu’en 2012 le DFNO vivait
une croissance épidémique de l'occurrence de l'infection
par parvovirus. Au contraire, 2009 a vu un taux tres bas
d'échantillons IgM-positifs au PV B19, soit seulement 5,4%.
Comme I'IPV se caractérise par le cycle épidémique de
4 ans, on peut présumer qu’en 2009 on observait la chute
naturelle de la morbidité suite a la croissance épidémique
antérieure qui aurait lieu en 2008 dans le DFNO.

L'étude derétrospection surles sérums sanguins des sujets
aux maladies exanthématiques, habitant les différents terri-
toires du DFNO, a démontré que l'infection par parvovirus
est le plus souvent confondue a la rubéole suite aux erreurs
de diagnostic primaire. Ceci est bien logique étant donné les
propriétés cliniques et épidémiologiques tres similaires de
ces maladies, soit: propagation par gouttelettes; explosions
au sein des communautés organisées, caractére saisonnier
(hiver et printemps); cycle épidémique de 3-4 ans; présence
de I"éruption maculo-papuleuse, prédominance des formes
asymptomatiques. Dans les conditions de propagation na-
turelle, la morbidité de rubéole et d’érythéme infectieux est
déterminée par les personnes de moins de 15 ans.

Lanalyse des diagnostics primaires des sujets pris en
charge par I'Hopital des maladies infectieuses No. 30 de
Saint-Pétersbourg a confirmé que le diagnostic de I'infec-
tion par parvovirus s'avére difficile pour les cliniciens car
I'IPV identifiée in vitro n'a été dans aucun cas diagnostiquée
cliniquement au moment de la prise en charge.

Conclusion

Linfection par parvovirus est largement répandue dans
le DFNO et était identifiée de facon stable pendant plu-
sieurs années (2009-2012, 2015) sur la vaste majorité des
entités administratives de ce district.

Linfection par parvovirus est une des principales formes
nosologiques qui exigent le diagnostic différentiel pour la
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distinguer de la rubéole, ce qui est particuliéerement im-
portant étant donné l'occurrence sporadique de cette der-
niére, et qui explique la nécessité de confirmer le diagnos-
tic de rubéole in vitro dans chacun des cas.

Etude preclinique du nanomedicament

a base de germanium en tant qu’adjuvant
dans les experiences sur les primates

de laboratoire

Les recherches sur la création d’adjuvants sont trés in-
tenses ces derniéres décennies, stimulées par le dévelop-
pement rapide des biotechnologies, surtout des vaccins
produits par ingénierie génétique. Lutilisation des adju-
vants inoffensifs et efficaces de nouvelle génération est
souvent nécessaire pour renforcer la réponse immunitaire
lors de la vaccination contre les bactéries, les virus et les
protozoaires. En général, I'utilisation des adjuvants est rai-
sonnable en cas d'immunisation:

- par les vaccins inactivés
- par les vaccins recombinants, subunitaires, peptidiques
- des groupes de risque (juniors et séniors, individus

a I'immunité affaiblie)

But de l'etude: examen préclinique de la possibilité
d'utiliser une molécule germanium-organique en tant
qu’adjuvant.

Materiels et methodes

Sujets: singes cynomolgus matures, agés de 4 a 5 ans et
pesant 2,7 a5,2 kg

Adjuvant: WDS, composé complexe bas-moléculaire
germanium-organique d‘arginine et acide citrique. Lac-
tivité adjuvante de la molécule germanium-organique a
été étudiée lors de I'immunisation isolée des singes par le
vaccin vivant atténué anti-rubéole (VVR) contenant, en tant
gu’agent actif, la souche vaccinale du virus de rubéole Wis-
tar Ra 27/3. Dose du vaccin: 1000 DICT 50/0,5 ml.

Les animaux ont été divisés en deux groupes: 1) immuni-
sés par VVR sans adjuvant: groupe de controle; 2) immuni-
sés par VVR avec adjuvant (VVR+WDS, dosage 2 mg/0,5 ml):
groupe expérimental. Les singes ont été observés pendant
60 jours suivant I'immunisation isolée. Chez les animaux
des deux groupes, on cherchait a identifier la toxicité aigué
des formules, le statut de IFN et les parametres d'immunité
cellulaire, les taux de IL-1f, IL-6, IL-10, TNFo. et protéine C
réactive, immunoglobulines de classe A, M, G, et titres d’an-
ticorps spécifiques au virus.

La numérotation sanguine des singes a été effectuée
al'aide de I'analyseur hématologique Beckman 5 diff, Etats-
Unis, et I'examen des sérums sanguins a l'aide du bio-ana-
lyseur BIOCHEM SA (High Technology Inc., Etats-Unis) avec
un set de réactifs du méme fabricant.

Les taux de cytokines et de protéine C-réactif ont été
évalués avec la méthode immuno-enzymatique, sur l'appa-
reil diagnostic ELISA fabriqué par NPO Vektor (Novossibirsk,
Russie), conformément au mode d’emploi.

Pour évaluer l'activité fonctionnelle des lymphocytes,
nous avons analysé la capacité des lymphocytes des singes
a produire de l'interféron en réponse a l'action des induc-
teurs de IFN. NDV servait d'inducteur de IFNa et Con-A
(concentration 40 pg/ml) d'inducteur de IFNY.

Pour évaluer les quantités des sub-populations de lym-
phocytes, le sang des animaux a été examiné a l'aide du
cytometre en flux Beckman Coulter Epics XL-MCL (Beck-

man Coulter, Etats-Unis) avec les anticorps monoclonaux
(fabriqués par Becton Dickinson). Lidentification des lym-
phocytes (fenétrage) se basait sur les parametres morpho-
logiques de la cellule (diffusion de lumiére), soit sur la com-
binaison de la diffusion directe et latérale. Le nombre de
cellules par fenétre s'élevait a 5000-10 000.

Limmunité humorale a été étudiée grace a la détection
d'immunoglobulines de classes différentes dans le sérum
sanguin des singes. La méthode utilisée était I'immunodif-
fusion radiale dans le gel selon Mancini a l'aide de la pré-
paration diagnostique fabriquée par I'Institut central de
recherche en immunologie (Moscou).

Les titres des anticorps a la rubéole chez les animaux im-
munisés ont été identifiés a I'aide de la réaction d'inhibition
de I'hémagglutination, avec la «Préparation diagnostique
antigénique séche de rubéole pour la RIHA» fabriquée par
I'Institut Pasteur pour I'épidémiologie et la microbiologie,
conformément au mode d’emploi de cette préparation.

Le prélevement du sang (7 ml) de la veine cubitale pour
étudier tous les parametres ci-dessus a été effectué avant
Iimmunisation, 48 heures aprés, 7, 14, 28, 45 et 60 jours apres.

Tous les examens impliquant les singes ont été effec-
tués en stricte conformité avec les exigences du Comité de
bioéthique et de la Loi fédérale russe sur la protection des
animaux de toute maltraitance (article 4 de la Loi fédérale
sur la protection des animaux de toute maltraitance du
1 décembre 1999).

Resultats

A la premiere étape de I'étude, nous avons évalué la na-
ture inoffensive des adjuvants selon les critéres suivants:

- présence/absence de réponses locales et générales
a l'introduction des produits, lors du suivi clinique des
animaux immunisés

- propriétés cliniques et biochimiques du sang périphé-
rique des animaux expérimentaux
24 heures aprés la vaccination, ainsi que pendant les

30 jours suivants, les singes n‘ont pas présenté de réponses
visibles, qu’elles soient locales ou générales, a l'introduc-
tion des produits. Tous les animaux expérimentaux ont en-
tierement conservé la quantité et la force des mouvements
des extrémités, la coordination des mouvements et la toni-
cité musculaire.

Les hématogrammes étudiées n‘ont présenté aucun
changement pathologique des cellules sanguines indi-
quant l'effet toxique des formules examinées. L'examen
biochimique du sang des animaux étudiés n‘a non plus mis
en évidence aucun changement substantif et conséquent
des indices dans les deux groupes de singes, tant avant
qu'apres 'immunisation, dans les différentes périodes. Ain-
si, les paramétres examinés ont permis de constater I'ab-
sence de toxicité aigué de la formule WDS au dosage utilisé
(2 mg/0,5 ml) pour les primates de laboratoire.

Nous avons également constaté que WDS n’avait aucun
effet sur le systéme cytokinique anti-inflammatoire (IL-1B,
IL-6, TNFo) ni sur la protéine C-réactive (Tabl. 7), ce qui in-
dique l'absence d'activation des réponses inflammatoires
non spécifiques et, donc, la basse réactogénicité du produit.
L'activation de la prouction de IL-10 peut témoigner de l'atté-
nuation de réponse type Thi, l'intensification de la proliféra-
tion des cellules B et la consolidation de la synthése de IgM
etlgG.

Les indices relevant du maillon cellulaire de I'immunité,
observés lors des examens continus de tous les singes cyno-
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Tableau 7. Influence de WDS sur le taux de cytokines pro- et anti-inflammatoires et de CRP

Nombre de cytokines (pg/ml)
Groupe de singes Prise de sang IL-1B IL-6 IL-10 TNFo CRP
N=0-11 N =0-10 pg/ml N =0-31pg/ml N =0-6 pg/ml N =0-6 mg/ml
Groupe Avant l'immunisation 08 0 7,8+2,3 0,3 5,6+0,8
de comparaison 48 heures apres 0 0 5,0+0,2 0 6,3+0,7
(VRV) 28 jours aprés 0 0 5,5+09 0 59+0,4
Groupe Avant I'immunisation 0,05 0 6,8%1,6 0,2 4,8+0,9
expérimental 48 heures apres 0 0,2 12,0£1,9 0,2 51+0,5
(VRV+WDS) 28 jours aprés 0,4 0 53413 0, 4,6+0,7

molgus cliniquement sains qui participaient a I'expérience,
variaient largement: T-lymphocytes (CD3) 53,2-80,2%,
T-helpers (CD4) 17,7-54,6%, T-suppresseurs cytotoxiques
(CD8) 20,5-44,3%, cellules NK (CD16) 5,0-34,7%, B-lympho-
cytes (CD20) 6,5-28,0%. Lexpérience n’a mis en évidence au-
cun impact de la formule sur le nombre de subpopulations
de lymphocytes CD3, CD4, CD8, CD16 a travers toute la pé-
riode d'observation (plus de 45-60 jours). Nous avons consta-
té une activation statistiquement significative (p < 0,05) de
la subpopulation de lymphocytes CD20*, qui marquent les
cellules B, sous I'influence de la CGO. En général, nous avons
confirmé la sécurité immunologique de WDS.

Le statut de IFN des singes cynomolgus était enregistré en
fonction du taux de IFNa et IFNY. Ni le produit expérimental ni
celui de contréle n'ont affecté de facon significative la généra-
tion de I'lFNy. Cependant, WDS activait la génération de I'lFNo.
en I'augmentant de 3 a 6 fois contre 2 fois dans le groupe de
comparaison. Lactivation de la production de I'lFNo témoigne
de baction directe antivirale de WDS.

Nous avons constaté une action stimulante significative
de WDS sur les facteurs d'immunité humorale. Son effet
activant est le plus fort (de facon statistiquement significa-
tive, p < 0,05) aI'égard de IgA et IgM et un peu moins fort
a I'égard de IgG. La concentration plus élevée d'immuno-
globulines provoquée par WDS était constatée assez tot,
48 heures suite a I'immunisation, et se conservait pendant
la période entiére d'observation. Quoique l'effet de WDS
sur les immunoglobulines de classe G soit moins marqué,
le titre moyen géométrique (TMG) d'anticorps spécifiques
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du virus enregistrés au RIHA au 60-éme jour suivant la vac-
cination était bien plus élevé dans le groupe VRV + WDS
que dans le sous-groupe de comparaison.

Ainsi, nous avons confirmé la possibilité d'utiliser WDS
en tant qu’adjuvant, selon les critéres suivants:
A) Nature inoffensive, soit absence de:
réponses locales et générales a I'introduction du produit;
impact sur le systéme cytokinique anti-inflammatoire et
la CRP;
impact de la formule sur le nombre de sub-populations
de lymphocytes.
B) Efficacité. Nous avons constaté I'action stimulante de
WDS sur:
- la production d’INFoy;
la concentration d’anticorps IgA, IgM et IgG;
- I'établissement du taux d'anticorps spécifiques au virus.

Conclusion

Leffet adjuvant de la molécule germanium-organique
WDS, si elle est combine avec un vaccin vivant et atténué
contre la rubéole, se manifeste surtout a travers I'activation
de I'immunité adaptative selon le type humoral (Th2) de
réponse. En plus, nous avons mis en évidence une activité
directe antivirale de WDS (stimulation de INFo). Domaines
d’application potentielles:

1. Renforcement de la réponse immunitaire aux patho-
génes extracellulaires;

2. Renforcement de l'action des vaccins antiviraux théra-
peutiques (p. ex. contre I'herpes).

1.

2.
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En 2015-2016 a été poursuivie I'étude des particulari-
tés séroépidémiologiques de contagion de la population
de Saint-Pétersbourg et du District fédéral Nord-Ouest
par H. pylori et révélée une séroprévalence élevée dans
la population (61,37%) étant précisé que la contagion par
H. pylori augmente avec I'dge des examinés: de 44,87%
parmi les personnes 20-29 ans a 73,91% parmi celles de
plus de 50 ans. L'étude des particularités génotypiques
de H. pylori a révélé la persistance d'une forte circulation
des souches toxogenes contenant cagA dans leur génome
(jusqu'a 65%).

A été poursuivie I'étude d’influence des différents pro-
duits antibactériens sur les souches de H. pylori de méme
qu’étudiée l'influence de certains probiotiques sur la
croissance de H. pylori in vitro. La résistance de H. pylori aux
produits germicides sert de facteur déterminant d'effica-
cité des schémas existants d'éradication de ce micro-or-
ganisme. Dans I'étude de sensibilité aux produits germi-
cides de 48 souches de H. pylori, isolées chez les patients
ayant une pathologie du tube digestif, nous avons établi
que 17 souches (42,5%) ont été résistantes au métroni-
dazole, 13 (27,1%) — a la lévofloxacine et 12 (25%) — a la
clarithromycine. On aidentifié 3 souches (3,6%) résistantes
a I'amoxicilline. Toutes les souches testées ont montré la
résistance a la tetracycline. 5 souches (11,1%) de H. pylori
étaient polyrésistantes (c’est-a-dire qu’elles manifestaient
une résistance a trois et a plus de trois groupes de pro-
duits germicides). Une double résistance a la clarithromy-
cine a été détectée dans 2 isolats (4,4%) et dans 4 isolats
(8,3%) — une double résistance au métronidazole et a la
Iévofloxacine. Toutes les souches résistantes a I'amoxicil-
line l'ont été aussi a la clarithromycine. Comme on voit,
sur le territoire de Saint-Pétersbourg se maintient un haut
niveau de résistance de H. pylori a la clarithromycine et au
métronidazole.

L'administration des probiotiques peut étre considérée
comme une éventuelle recette d'éradication efficace des
maladies associées a H. pylori. Cette recherche a été effec-
tuée ensemble avec I'Institut de la médecine expérimen-
tale de Saint-Pétersbourg (IME). Dans I'étude de l'action
antagoniste des probiotiques, effectuée sur la croissance
des souches de H. pylori, a été utilisée la souche de Entero-
coccus faecium L3 synthétisant 5 entérocines: EntA, EntB,
EntXa, EntXb et la lactobine. A été étudiée en outre I'in-
fluence exercée par les souches probiotiques Lactobacillus
plantarum 8R-A3 et Escherichia coli M17 sur la croissance
de H. pylori. A été confirmée une haute activité antagoniste
de Lactobaccilus plantarum 8R-A3 et Escherichia coli M17
de méme celle de la souche Enterococcus faecium L3 et de
ses métabolites, notamment de I'entérocine bi-peptidique
EntX (EntXa, EntXb). Ce qui permet d’expliquer l'efficacité
des probiotiques dans la thérapie de la maladie ulcéreuse
non seulement par la correction de la disbiose associée
a l'administration entérale d’antibiotiques, mais aussi par
I'inhibition directe de la reproduction de H. pylori. On n‘a

pas réussi a révéler les particularités de la sensibilité des
différentes souches a l'action des entérocoques et leurs
métabolites.

Ensemble avec Institut de Médicine Experimentale (Saint-
Pétersbourg) a été commencée I'étude du microbiote in-
testinal des personnes infectées et non infectées a H. py-
lori. Ont été examinés 10 patients atteints de la dyspepsie.
L'étude des isolats de la muqueuse intestinale a été effec-
tuée avec des méthodes bactériologiques et moléculaires
biologiques. Il s'est trouvé que le microbiote intestinal des
patients H. pylori positifs et H. pylori négatifs n'est pas le
méme. Les isolats de la muqueuse intestinale des personnes
H. pylori positives étaient caractérisés par une croissance ac-
centuée des bactéries opportunistes: dans les isolats de ces
patients ont été trouvées des bactéries des genres Proteus,
Klebsiella, Enterobacter, enteropathogenic E. coli. Le role du
microbiote intestinal dans le développement des patholo-
gies du tube digestif doit étre étudié ultérieurement.

Le laboratoire a obtenu le brevet d'invention No. 2595422
«Souche de test du microorganisme Helicobacter pylori
(B-7215, Collection d’Etat des microorganismes pathogéenes
Obolensk) pour détection et identification de Helicobacter
pylori dans les échantillons de biopsie de la muqueuse de
I'estomac ou du duodénumy. La souche est destinée a étre
utilisée dans les études épidémiologiques et microbiolo-
giques de méme que dans la biotechnologie médicale pour
la conception des test-systémes diagnostiques. Le brevet
enregistré dans la Collection d’Etat des microorganismes
pathogenes et cultures cellulaires Obolensk est déposé sous
le numéro B-7215. La souche posséde un ensemble de déter-
minants de pathogénicité (UreC; Urel; CagA; VacA) et a une
mutation du géne S rRNA — T2182C responsable de la résis-
tance a la clarithromycine. Elle peut étre proposée comme
souche de test dans l'identification de H. pylori et dans la dé-
finition de son génotype et sa résistance aux antiobiotiques.

En 2015-2016 a été poursuivie I'étude de prévalence
des infections a Chlamydia et a herpés-virus dans le dis-
trict Nord-Ouest de la Fédération de Russie. De nouvelles
données ont été obtenues sur la prévalence des infections
a herpes-virus parmi les patients atteints des maladies on-
cologiques. On a effectué une recherche d'étude de I'acti-
vité virucide des produits probiotiques sur la culture cellu-
laire Vero.

En 2015 les résultats obtenus ont été présentés aux
conférences internationales a Copenhague et a Rome.

Au cours de I"étude de prévalence des virus du groupe
herpétique (HHV6, EBV, CMV, HSV) dans la population de
Saint-Pétersbourg et du district Nord-Ouest de la Fédéra-
tion de Russie ont été examinés en temps réel avec appli-
cation de la méthode PCR 3804 échantillons des produits
bilogiques. LADN des agents des infections a herpés-virus
a été détecté dans 717 cas, qui constituent 19%. Pour la
contenance et les caractéristiques quantitatives dans ce
groupe dominait I'herpés-virus du type 6 dont I’ADN a été
détecté dans 42,5% d’échantillons. Les enfants ont consti-
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tué une part significative de la cohorte infectée par ce
virus. D'autre part ils avaient aussi une charge virale suf-
fisamment élevée. Chez 23% des patients examinés a été
détecté I’ADN du virus d’Epstein-Barr (EBV), 6,5% d’échan-
tillons contenaient le virus cytomégalique et 0,5% d’échan-
tillons — Herpés simplex virus (HSV).

Dans I'étude de prévalence du virus du papillome hu-
main (VPH) dans la population de Saint-Pétersbourg et du
district Nord-Ouest de la Fédération de Russie a été utilisée
la méthode PCR doublement formulée. Dans la premieére
formulation la détection de I'ADN et I'identification du gé-
notype du VPH ont été effectuées en définissant l'apparte-
nance a un des groupes phylogénétiques (A5, A6, A7 et A9).

Lexamen des résultats de cette formulation a démon-
tré que le VPH des groupes A9 (17%) et A7 (12%) a été dé-
tecté le plus fréquemment dans la cohorte étudiée. Chez
les femmes a Saint-Pétersbourg a été souvent détectée la
contamination avec deux et plus que deux virus des diffé-
rents groupes phylogénétiques. Ainsi les combinaisons des
virus des groupes phylogénétiques A5, A6 avec ceux des
groupes A7 et A9 a été détectée respectivement dans 8%
et 5% de cas. Dans 4,0% de cas a été révélée une association
des virus des trois groupes phylogénétiques (A5, A6, A7 et
A9). On a noté une tendance a I'augmentation du nombre
des infections virales mixtes chez les femmes de I'dge de
fécondité, ce qui peut augmenter le risque de développe-
ment des dysplasies dans cette catégorie de la population.

Prés de 50% d'échantillons des matériels biologiques
contenaient une concentration cliniquement significative
du VPH. Chez les personnes ayant une charge virale chro-
nique la part de détection du VPH a fait pres de 28%. Dans
le groupe des patients atteints des pathologies urogéni-
tales 'ADN du VPH a été détecté dans 24% d'échantillons.

La fréquence de détection des genotypes du virus
fortement cancérigénes a fait de 14,0% a 20,0% chez les
hommes et de 18,0% a 34% chez les femmes.

Pendant l'utilisation de la deuxieme formulation de la
PCR en temps réel a été définie I'appartenance a un groupe
phylogénétique concret, révélé le génotype du VPH et
donné une évaluation quantitative de contenance de '’ADN
viral. Au total ont été examinés 138 échantillons des ma-
tériels biologiques prélevés chez les habitants de Saint-Pé-
tersbourg et du District Nord-Ouest de la Fédération de
Russie. Dans 36 échantillons (26%) a été détecté le virus
du papillome humain a haut risque cancérigéne et une
concentration cliniquement significative de '’ADN. Chez 16
porteurs de virus on a détecté deux et plus génotypes du
VPH avec une charge virale suffisamment élevée (44%).

A été determinée la fréquence d'isolement du EBV
a partir des organes du tractus urogénital des femmes ma-
nifestant un déroulement lourd de I'herpés génital avec le
processus infectieux récidivant d'une maniére monotone.
L'analyse des résultats obtenus a démontré que I'évolution
récidivante de I'herpes genital crée des conditions pour
I'isolement subclinique dans les matériels biologiques
d’encore un représentant de la famille des herpés-virus —
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EBV. Ce phénomene s'observe aussi bien pendant les ré-
cidives de la maladie qu’en périodes de rémission. Ce qui
crée la possibilité de transmission sexuelle non seulement
du VPH des types 1 et 2, mais aussi de I'EBV, soulignant ainsi
la nécessité de I'étude ultérieure des particularités patho-
géniques de cette maladie.

Pour la premiére fois en Russie a été produite une éva-
luation d’ensemble de contamination de la population
avec des herpés-virus de 6 types (1, 2, 4 (EBV), 5 (Cytome-
galovirus — CMV), 6, 8). A été révélé le caractére massif de
prévalence de la chlamydiose et ses corrélations avec I'age
des patients, quand on observe une augmentation inter-
mittente des contaminations en adolescence (jusqu’a 20%).
Cet indice est de plusieurs fois plus faible chez les enfants
plus jeunes.

Pour la premiere fois a été établi le fait de contamination
de plus de 30% de donneurs de sang par tous les 6 types de
I'herpes-virus et, dans ce cadre, — le risque de transmission
hémotransfusionnelle de ces virus, surtout aux récipients
atteints des aphylaxies.

Ont été données des preuves a l'appui de la nécessité
d'améliorer le diagnostic des infections herpétiques et ses
pistes: introduction du systéme des protocoles uniques ré-
glementant I'usage d’'un ensemble de méthodes diagnos-
tiques (sérologique, moléculaire génétique); diagnostic
différencié des herpés-virus du 1-er et du 2-eme types avec
utilisation des test-systémes correspondants; screening du
virus-herpés humain (HHV) dans le sang transfusé.

Ensemble avec le Centre panrusse de médecine extré-
male et radiologique A.N. Nikiforov ont été effectuées des
recherches hors plan visant a la détection de l'infection
a Chlamydia pneumoniae chez les malades souffrant du
syndrome coronarien aigu auxquels, selon les indications
médicales, avaient été effectuées la coronarographie et
I'angioplastie. Suite aux examens cliniques de laboratoire
il a été démontré que le syndrome coronarien aigu peut
étre associé a l'infection chronique ou aigué a Chlamydia
pneumoniae suivant une évolution du type séropositif ou
séronégatif. Ainsi l'infection a Chlamydia pneumoniae peut
servir d'un facteur de risque de commencement d’'un déve-
loppement, évolution et progression instable de I'athéros-
clérose non moin important que la maladie hypertensive,
le diabéte sucré ou le tabagisme, qui confirme une fois de
plus l'opportunité des études ultérieures de cette infection
chez les malades atteints d’athérosclérose.

Au cours de la recherche a été étudié l'effet inhibiteur
produit par un ensemble de médicaments sur la croissance
des microorganismes des espéces Ureaplasma urealyticum
et Mycoplasma hominis dans le cadre d'un systéme modele
invitro, ce qui peut contribuer a I'amélioration d’'une thérapie
étiotrope des infections associées a ces microorganismes.
Deux demandes de brevet d'invention ont été déposées.

A été enregistré un nouvel article médical pour la Rus-
sie — «Ensemble de réactants pour détection de l'agent
de la chlamydiose par la méthode d'immunofluorescence»
No. P3H 2016/4035.

1. Rustamov M.N., Baryshnikova N.V., Svarval A.V. Various probiotic strains in the eradication of Helicobacter pylori: in vitro and in vivo
efficacy // Experimental and clinical gastroenterology. 2016; 5 (129): 28-31.

2. Tarasov A.V, Khirmanov V.N., Drygina L.B., Kulyashova L.B. Possibilities of diagnosis of Chlamydia pneumoniae infection in patients
with ischemic heart disease // Medical alphabet. 2016; 13 (276). Modern laboratory. 2: 57-61.

3. Zakharova N.V, Simanenkov V.1, Savilova I.V., Svarval A.V. Helicobacter pylori-isotope diagnosis of infection and resistance testing //

Pharmateka. 2016; 2: 23-27.
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Chef du laboratoire: Areg Totolian

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

A. Semenov, |. Khamitova, M. Tchurina

Le laboratoire d'immunologie moléculaire a été institué
al'Instituten octobre 2010. Le laboratoire est dirigé par I'aca-
démicien de ’Académie des Sciences de Russie, docteur en
médecine, professeur Areg Totolian. En 2011 sur la base du
laboratoire d'immunologie moléculaire et du laboratoire
central de diagnostic clinique a été déployé le Péle a usage
collectif de I'Institut Pasteur. Son potentiel technique de re-
cherche comprend de tels équipements modernes, comme
le cytofluoromeétre utilisant le principe de la cytométrie de
flux FACS Canto Il (Beckton Dickinson), I'analyseur multi-
plex sur la base de la technologie xMAP (Luminex) MagPix
(Millipore), le spectrométre de masse a temps de vol et a la
désorption-ionisation laser assistée par matrice MALDI-TOF
Microflex (Brucker Daltonics), I'ensemble d’'imprimante et
de scanner de micropuces BioOdissey Calligrapher MiniAr-
rayer (BioRad), I'analyseur génétique GenomelLab XP (Beck-
man Coulter) et le systeme d'analyse génétique Pyromark
Q24 (Qiagen), les équipements d'électrophorése bidimen-
sionnelle Ettan IPGphor 3 IEE System et Ettan DALTsix Large
Vertical System (GE Healthcare), le systéme automatique
Biomek 4000 (Beckman Coulter) et d'autres équipements
modernes.

La jeune équipe du laboratoire réalise ses propres pro-
jets tout en participant aux recherches collectives menées
ensemble avec les laboratoires de I'Institut Pasteur et avec
d’autres organismes.

Léquipe du laboratoire participe aux projets
de recherche suivants:

- Diagnostic immunologique et moléculaire biologique
des déficits immunitaires primaires. Sur la base du Péle
a usage collectif a été crée le Centre de diagnostic et de
traitement des déficits immunitaires primaires, DIP (Pri-
mery Immunodeficiency Center, PID Center). Cet établis-
sement effectue ses recherches utilisant la méthode de
cytofluorimétrie chromatique avec détection des petites
sous-populations lymphocytaires. Pour révéler les muta-
tions dans la confirmation du diagnostic DIP sont utilisées
les méthodes moléculaires génétiques. On effectue le
séquencage des genes btk, ragl, rag2, cybb. Dans l'algo-
rithme diagnostique de détection du DIP est incorporée
la méthode de détection quantitative des molécules TREC
et KREC comme méthode screening de détection des DIP.
L'activité de recherche et du diagnostic du Centre DIP est
combinée avec le travail clinique menée au département
des consultations externes de I'Institut Pasteur.

— Une theése de doctorat a été écrite sur I'étude des mar-
queurs immunologiques de la progression de I’hépatite
virale C (HVC) chronique (N.A.Arsentieva). L'étude a été
couronnée de la soutenance réussie de la these et le
grade universitaire de docteur en biologie a été attribué
a N.A. Arsentieva. On effectue I'étude et I'analyse com-
parée du taux des cytokines et des chimiokines dans le
sang des malades atteints de I'HVC, impliquées dans la
réponse immune antivirale, y compris dans les groupes
des patients souffrant de la fibrose hépatique a des dif-
férents stades. A été élaborée une méthode non invasive

de définition des stades de la fibrose hépatique d'apres
la concentration des chimiokines/cytokines dans le plas-
ma sanguin. Le brevet d’invention a été obtenu selon les
résultats de cette recherche.

Une autre thése de doctorat a été écrite et soutenue suite
a l'étude des mécanismes de passage de I’'HVC au stade
chronique et aux particularités de la réponse immune
a cette infection. Dans cette these est étudiée l'expres-
sion des récepteurs des chimiokines dans des diffé-
rentes sous-populations lymphocytaires (D.S. Elezov).
La conception d'un panel chromatique pour cytométrie
de flux a permis de révéler les particularités d’expression
des récepteurs des chimiokines CXCR3 et CCR6 chez les
patients atteints de I'HVC chronique. L'étude ultérieure de
I'expression des récepteurs des chimiokines et marqueurs
d‘activation a la surface des cellules ponctuées du sys-
téme immun, participant au controle de I'infection virale,
permettra de mieux comprendre le mécanisme d'interac-
tion entre le microorganisme et le systéme immun.
L'écriture et la soutenance d’encore une these de docto-
rat est prévue sur I'étude de la contenance des cytokines/
chimiokines dans le plasma sanguin des malades atteints
de I'hépatite virale B (HVB) avec utilisation de la méthode
innovante de définition des cytokines/chimiokines sur la
base des particules magnétiques Luminex. A été congu
un panel chromatique pour étudier I'expression des ré-
cepteurs des chimiokines chez les patients atteints de
I'HVB dans des différentes sous-populations lymphocy-
taires par la méthode de cytométrie de flux.

On effectue également une recherche de définition du
taux des cytokines/chimiokines dans le plasma sanguin
des malades atteints des hépatites auto-immunes du
foie. Les résultats de cette recherche ont été présentées
a des différentes conférences scientifiques.

On mene toujours la recherche des marqueurs de labo-
ratoire signalant les lésions hépatiques des différentes
étiologies. Ce projet est prévu pour plusieurs années et
comprend deux approches méthodiques: génomique et
protéomique. A été élaboré et testé un test-systeme pour
définition quantitative de I'ADN circulaire clos de fagon
covalente (ADNccc) du VHB dans le tissu hépatique. On
étudie aussi I'incidence de I'hépatite B non détectée par la
méthode routiniere chez les personnes infectées parle VIH.
Le laboratoire poursuit les recherches d’incidence des
variantes alléliques du génotype CCR5 dans la popula-
tion de Saint-Pétersbourg. Le CCR5 joue un role impor-
tant dans la réaction inflammatoire lors de la contagion.
La définition de la fréquence des délétions dans le gene
CCR5 permet de préciser la prévisibilité de I'incidence
du SIDA dans le District fédéral Nord-Ouest.
Parallélement a I'étude de prévalence de I'hétéromor-
phisme du géne CCR on poursuit la détection de I'hé-
téromorphisme d’encore un gene protectif — CCR2 —
dans la méme cohorte qui a été étudiée au sujet de I'hé-
téromorphisme de CCR5. A été élaborée une méthode
originale de définition de I'état allélique du géne CCR2
par pyroséquencage.
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Ensemble avec d’autres laboratoires de I'Institut
Pasteur on effectue des recherches dans le cadre
des projets suivants:

- Analyse du génome des souches du virus de I'hépatite B

circulant sur le territoire du District fédéral Nord-Ouest
de Russie (ensemble avec le laboratoire des hépatites
virales). On effectue le séquencage et I'analyse phylo-
génique des souches du VHB. La définition des séquen-
cages des régions génomiques Cor/preCor et preS/S du
VHB permet de génotyper le virus détecté et étudier la
résistance primaire et secondaire du VHB aux produits
virucides. L'accumulation des données en épidémio-
logie moléculaire du VHB est une part du programme
d‘élimination de I'hépatite virale B aigué sur le territoire
du District fédéral Nord-Ouest. Selon les résultats de
séquencage des souches du VHB a été écrite et actuel-
lement préte a la soutenance une thése candidate au
grade universitaire de docteur en biologie.

Dans le cadre du projet de recherche «Elaboration de
la méthode d'identification rapide des souches patho-
genes de Leptospira sur la base de l'analyse de spec-
trométrie de masse MALDI-TOF» (ensemble avec le la-
boratoire des infections zooantroponoses de I'Institut
Pasteur) a été établie une base de données des spectres
de masse de référence des protéines a partir des lysats
des cellules des souches de Leptospira spp. provenant de
la collection de I'Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg.
Une étude des sérums sanguins des patients ayant subi
la leptospirose est effectuée par la méthode d'analyse
multiplex. Dans le cadre de cette étude on détermine
aussi le taux des chimiokines et des cytokines, y compris
lors des formes graves et fatales de la leptospirose. A été
donnée la caractéristique des souches de Leptospira sp.
en 16S pARN.

On poursuit I'identification des bactéries des especes
Yersinia enterocolitica-like avec la méthode de spectro-
métrie de masse MALDI-TOF. La grande diversité des es-
péces Yersinia rend difficile leur identification selon les
caractéres phénotypiques. En absence d'un nombre né-
cessaire de tests dans les test-systemes commercialisés
elles sont souvent regroupées sous le nom générique
de Y. enterocolitica. Le laboratoire a crée sa propre biblio-
théque des spectres de masse des souches de référence
Yersinia spp. qui font partie de I'ensemble servant a la
mise en oeuvre du test de microagglutination. La bi-
bliothéque sert également au contréle d'uniformité de
composition des pointes spécifiques dans les spectres
de masse des souches de référence Yersinia lors des
réensemencements de la collection.

Ensemble avec certains organismes externes on méne
des recherches selon les projets suivants:

- Etude du taux des cytokines et chimiokines dans le sang

périphérique des femmes enceintes souffrant de I'asthme

Publications

Zhebrun D.A., Maslyansky A.L., Titov A.G., Patrukhin A.P., Kostareva A.A., Goltseva l.S., Arsentyeva N.A., Lyubimova N.E., Totolian A.A.
Levels of angiogenesis-regulatory chemokines in the synovial fluid of patients with rheumatoid arthritis. Rheumatology Science and

1.

Practice. 2015; 53 (1): 58-62. doi: 10.14412/1995-4484-2015-58-62

bronchique (en collaboration avec I'Institut de recherches
en pneumologie de I'Université d'état de médecine
I.P. Pavlov de Saint-Pétersbourg). Un important groupe
de femmes enceintes a l'dge gestationnel différent et
au différent degré de sévérité d'évolution de l'asthme
bronchique dans les périodes de rémission et d’aggrava-
tion est étudié par la méthode d’analyse multiplex du taux
des chimiokines et des cytokines dans le sang périphé-
rique. Létude vise a la détection des marqueurs diagnos-
tics signifiants d’aggravation de I'asthme bronchique.

- Etude des caractéres spécifiques de production des
chimiokines dans la membrane synoviale au cas de
I'arthrite rhumatoide (en collaboration avec le Centre
fédéral de cardiologie, hématologie et endocrinologie
V.A. Almazov). L'étude cherche a connaitre les régulari-
tés de variation de I'équilibre des chimiokines angiogé-
niques et angiostatiques provoquant le développement
delaréaction inflammatoire des articulations synoviales.

- Etude duréle du polymorphisme 894G>T du gene NOS3
dans la formation de la vasoconstriction périphérique
(en collaboration avec I'Etablissement fédéral d’ensei-
gnement supérieur d’Etat relevant du budget public
«Université d'Etat de médecine du Nord» (Arkhangelsk)
du Ministere de la santé de la Fédération de Russie).

Le PAle a usage collectif maintient une collaboration
dans les recherches avec les organismes suivants:

- Etablissement fédéral d’Etat relevant du budget pu-
blique «Institut de recherche en médecine expérimen-
tale» de la Filiale Nord-Ouest de I'Académie des Sciences
de médecine de Russie (département d'immunologie),
Saint-Pétersbourg;

- Etablissement d'éducation d’Etat d’enseignement pro-
fessionnel supérieur relevant du budget publique
«Université d’Etat de médecine pédiatrique de Saint-
Pétersbourg (département des maladies infectieuses
des adultes et d'épidémiologie), Saint-Pétersbourg;

- Etablissement d'éducation d’Etat d’enseignement pro-
fessionnel supérieur relevant du budget publique «Uni-
versité d’Etat de médecine I.P. Pavlov de Saint-Péters-
bourg» (départements des maladies infectieuses, de
pneumologie, d'otorhinolaryngologie, Centre de la mé-
decine moléculaire), Saint-Pétersbourg;

- Etablissement d’éducation d’Etat d’enseignement pro-
fessionnel supérieur relevant du budget publique «Uni-
versité d’Etat russe de médecine» (departement de pé-
diatrie), Moscou;

- Etablissement fédéral militaire d’Etat d’enseignement
professionnel supérieur relevant du budget publique
«Académie de médecine militaire S.M. Kirov du Ministére
de la défense de la Fédération de Russie» (département
des maladies infectieuses), Saint-Pétersbourg.

Dans le plan de travail du laboratoire est prévue en outre

I'écriture et la soutenance de deux theses candidates au

grade universitaire de docteur en biologie.

Arsent’eva N.A., Semenov A.V,, Lyubimov N.E., Basina V.V., Esaulenko E.V., Kozlov K.V., Zhdanov K.V., Totolian A.A. Contents cytokines
and chemokines in blood plasma of patients with chronic viral hepatitis C // Russian Journal of Immunology. 2015; 9 (18), 1: 83-92.

Sivolodskii E.P., Zueva E.V., Kunilova E.S., Bogumiltchik E.A., Domakova T.V. The identification of clinical strains of Pseudomonas fulva
using techniques of MALDI-TOF mass spectrometry and common analysis // Russian Clinical Laboratory Diagnostics, 2015; 1: 46-50.
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LABORATOIRE D’EPIDEMIOLOGIE DES MALADIES INFECTIEUSES

ET NON INFECTIEUSES

Chef du laboratoire: Liudmila Lyalina

Chercheurs permanents: J. Terentieva, |. Ovsyannikova, O. Shataeva, V. Vetrov

En 2015-2016 le Laboratoire d'épidémiologie des maladies
infectieuses et non infectieuses a pris part a la réalisation des
travaux de recherche selon les thématiques suivantes:

— Perfectionnement du systeme de contréle épidémio-
logique des infections virales géré par les moyens de
vaccinoprophylaxie aux stades de leur éradication, éli-
mination et baisse d'incidence (poliomyélite, rougeole,
rubéole et parotidite épidémique);

- Développement du systéme de surveillance et vaccino-
prophylaxie de I'infection au virus du papillome et des
néoformations malignes, associées au virus du papil-
lome humain (VPH);

- Réalisation du programme d’élimination de I'hépatite
virale B sur les territories du District fédéral Nord-Ouest;

- Optimation du systeme de controle épidémiologique
de la tuberculose;

- Caractéristique épidémiologique des infections intesti-
nales aigués dans les différentes régions de la Fédération
de Russie.

Les chercheurs permanents du Laboratoire ont pris part
alaréalisation de deux programmes nationaux: éradication
de la poliomyélite et de la rougeole et la rubéole en Fédé-
ration de Russie et d'un programme régional d’élimination
de I'hépatite virale B aigué sur le territoire du District fédé-
ral Nord-Ouest. Une mission a I'étranger a été effectuée en
2015: participation et intervention a la 30-eme Conférence
internationale a Lisbonne (Portugal), consacrée au pro-
bleme de I'infection au virus du papillome. En 2015-2016
les chercheurs du Laboratoire se sont déplacés 5 fois sur
le territoire de la Fédération de Russie pour préter aide en
méthode et contrdle de réalisation des manifestations de
surveillance et prévention de la rougeole, la rubéole, la
poliomyélite et des infections intestinales non polio. 16 in-
terventions ont été faites par les chercheurs du Laboratoire
aux conférences, congrés internationaux et rencontres, 17

ouvrages publiés, une rencontre régionale des médecins
épidémiologues, infectiologues et virologistes organisée
sur le theme «Résultats de la premiére étape de réalisation
du programme d’élimination de I'hépatite virale B aigué
sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest de Russie
et objestifs pour les années 2016-2018». A été effectuée la
tutelle des recherches de 10 boursiers de thése.

Rougeole

En 2015 dans le District fédéral Nord-Ouest de Russie
ont été enregistrés 5 cas de la rougeole I'indice d'incidence
étant 0,04 par 100 000 habitants (Fig. 9). La maladie a été
révélée dans la population adulte sur 3 territoires du Dis-
trict qui compte 11 territoires au total: 3 cas a Saint-Péters-
bourg, 1 — dans l'oblast de Léningrad et encore 1 — dans
I'oblast de Vologda. Lindice d'incidence sur chacun de ces
territoires a fait 0,06 par 100 000 habitants.

A Saint-Pétersbourg il y a eu un cas enregistré ou la
rougeole a été importee de Kirghizie (génotype D8V de la
lignée génétique Mvi/Villipuram.IND/03,07). Deux autres
cas étaient locaux et n'étaient pas lies entre eux la source
de l'infection n'étant pas établie. Dans un cas a été isolé le
génotype du virus de la rougeole D8RoK de la lignée gé-
nétique MVs/Republic of Komi.Rus/35,13. Dans l'oblast de
Léningrad et I'oblast de Vologda la rougeole a été révélée
lors des examens de laboratoire des personnes présentant
les symptémes des exanthemes. Les deux cas ont été lo-
caux la source de l'infection n'étant toujours pas établie.
Les résultats de I'étude du statut vaccinal des malades de la
rougeole ont révélé que dans 3 cas les patients avaient été
doublement vaccinés contre cette infection, chez 2 autres
personnes les données de vaccination étaient absentes.
En 2016 aucun cas de la rougeole n'a été enregistré sur le
territoire du District fédéral Nord-Ouest.
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Figure 9. Incidence de la rougeole sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest de ala Russie, 2000-2016
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Figure 10. Incidence de la rubéole dans le District fédéral
Nord-Ouest de Russie, 2009-2016

Rubéole

En 2015 dans le District fédéral Nord-Ouest de Russie ont
été enregistrés 9 cas de la rubéole I'indice d'incidence étant
0,07 par 100 000 habitants (Fig. 10). La maladie a été révélée
sur 2 territoires: 3 cas a Saint-Pétersbourg (indice d'incidence
0,06 par 100 000 habitants) et 6 cas dans l'oblast de Novgo-
rod parmi les étudiants de l'université locale (indice d'inci-
dence 0,96 par 100 000 habitants). La rubéole a été diagnos-
tiquée dans la population adulte dans les categories d’age
suivantes: 4 cas dans la catégorie de 20-24 ans et 5 cas dans
celle de 25-29 ans. Sétant renseigné sur le statut vaccinal des
malades on a appris que 4 personnes avaient été vaccinées
contre la rubéole, 'anamnése vaccinale de 5 autres restant
inconnue. A Veliky Novgorod on a isolé chez les malades le
génotype du virus de la rubéole 2B proche des souches du
virus circulant en République démocratique du Congo.

En 2016 ont été révélés 3 cas de la rubéole I'indice d'in-
cidence étant 0,02 par 100 000 habitants. La maladie a été
enregistrée sur 2 territoires: 1 cas a Saint-Pétersbourg et 2
cas dans l'oblast d’Arkhangelsk. La rubéole a été diagnos-
tiquée dans la population adulte dans les catégories d'age
suivantes: 1 cas dans la catégorie de 18-19 ans et 2 cas dans
celle de 20-24 ans. Les patients de l'oblast d’Arkhangelsk
n'ont pas été vaccinés contre la rubéole, I'anamnése vacci-
nale du malade de Saint-Pétersbourg restant inconnue.
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Pendant la période de 2015-2016 sur les territoires du
District fédéral Nord-Ouest on n'a pas révélé les cas de la
rubéole chez les femmes enceintes et du syndrome de la
rubéole congénitale chez les nouveaux-nés.

Les résultats de la surveillance épidémiologique de la
rougeole et la rubéole dans le District fédéral Nord-Ouest
en 2015-2016 ont prouvé que le programme d’élimination
des ces infections est en train d'étre réalisé avec succés. On
observe une baisse d'incidence: en 2015 son indice pour la
rougeole a été < 1 par 1 000 000 d’habitants et en 2016 les
cas de rougeole n'ont pas été enregistrés. Depuis 2007 I'in-
dice d'incidence de la rubéole est < 1 par 1 000 000 d’habi-
tants. Les cas de la rubéole chez les femmes enceintes et le
syndrome de la rubéole congénitale chez les nouveaux-nés
ne sont pas révélés. Les éclosions spontanées de ces mala-
dies ne sont pas enregistrées. Tous les cas de la rougeole et
la rubéole sont confirmés au laboratoire. Les indices de vac-
cination contre la rougeole et la rubéole chez les enfants et
les adultes par catégories d'age, fixés par le calendrier natio-
nal des vaccinations préventives, sur tous les territoires du
District fédéral Nord-Ouest correspondent aux critéres pré-
conisés par I'OMS pour I'étape d’élimination de I'infection.

Infection au virus du papillome

La vaccination contre l'infection au virus du papillome
est effectuée en Fédération de Russie depuis 2007 mais elle
n'est pas inclue au calendrier national des vaccinations pre-
ventives. En 2015-2016 a été poursuivie I'étude des particu-
larités régionales de propagation des différentes formes de
cette infection. Au Fig. 11 est présentée la structure étiolo-
gique des infections sexuellement transmissibles (IST) sur
un territoire du Nord-Ouest de la Russie.

Parmi les IST, passibles d'enregistrement obligatoire en
Fédération de Russie, les condylomes ano-génitaux, pro-
voqués principalement par le virus du papillome humain
(VPH) des génotypes 6 et 11, sur le territoire de l'oblast de
Léningrad occupent le troisieme rang apres la trichomo-
nose et la chlamydiose. En 2015 et 2016 la part des condy-
lomes ano-génitaux a fait respectivement 14,9 et 16,1% avec
les différences statistiquement insignifiantes (p > 0,05).

En 2015-2016 les taux d'incidence des condylomes
ano-génitaux sur ce territoire ont été supérieurs a ceux

2016
n=1837

3,2%

7,2%

10,5%

41,1%
16,1%

21,9%

|:| Condylomes ano-génitaux

[l Infection gonococcique

Figure 11. Proportion des condylomes ano-génitaux dans la structure des infections sexuellement transmissibles dans

I'oblast de Léningrad, 2015-2016
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Figure 12. Incidence des condylomes ano-génitaux chez
les hommes et les femmes dans I'oblast de Léningrad,
2014-2016

de 2014 avec l'indice de 19,3-17,3 par 100 000 habitants
(Fig. 12). Lincidence chez les femmes a été caractérisée
par un niveau plus élevé: 22,3-18,5 par 100 000 habitants
contre 15,9 par 100 000 habitants chez les hommes.

L'incidence des condylomes ano-génitaux a été enre-
gistrée dans toutes les catégories d’age. Les cas unitaires
ont été détectés méme chez les enfants (Fig. 13). Lessen-
tiel groupe de risque est composé de jeunes gens de 18
a 29 ans. En 2015 et 2016 les indices d'incidence dans cette
catégorie d'age ont fait respectivement 10,9 et 9,6 par
100 000 habitants (en 2014 — 7,0 par 100 000 habitants).
Parmi les patients de I'dge de 30-39 ans I'indice d'incidence
des condylomes ano-génitaux a été a peu pres 2 fois infé-
rieur (4,5-3,6 par 100 000 habitants). Parmi les adolescents
de 15-17 ans les indices d’incidence variaient entre 1,5 en
2014 et 2,1 en 2015 par 100 000 personnes de cet age.

A la différence de Saint-Pétersbourg et de certains
autres territoires de Russie, dans l'oblast de Léningrad la
vaccination contre l'infection au virus du papillome n‘a
pas été faite. Pour cette raison les données présentées sur
I'incidence des condylomes ano-génitaux caractérisent la
situation dans la période pré-vaxinale et peuvent étre utili-
sées pour fonder la nécessité d'immunisation contre cette
infection et évaluer son efficacité a l'avenir.

Le Fig. 14 présente les résultats d’étude de prévalence
du VPH a haut risque cancérigéne (16 génotypes globa-
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Figure 14. Prévalence du VPH (génotypes 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 55, 56, 58, 59, 68, 73, 83) parmi les patients d'un
dispensaire anivénérien a Saint-Pétersbourg, 2012-2016
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Figure 13. Incidence des condylomes ano-génitaux dans
les différentes categories d'age de l'oblast de Léningrad,
2014-2016

lement) parmi les patients d’'un dispensaire antivénérien
a Saint-Pétersbourg. Les résultats de I'étude ont démontré
qu’en 2015-2016 la fréquence de détection du VPH a fait
respectivement 24,4 et 24,9 par 100 personnes examinées
n'étant pas trés différente de celle de 2014. Pour le diagnos-
tic de laboratoire ont été utilisés les test-systemes fabri-
qués en Russie.

La prévalence des génotypes concrets du VPH dans cette
catégorie des patients est présentée au Fig. 15 (la cohorte
étudiée n'a été composée que des femmes). Le premier
rang pour la prévalence a Saint-Pétersbourg, dans d’autres
régions de Russie et dans d'autres pays revient au VPH du gé-
notype 16: 10,3 par 100 personnes examinées. Le deuxiéme
et le troisiéme rang reviennent au VPH des génotypes 18 et
33: respectivement 7,7 et 7,2 par 100 personnes examinées.
Ensuite on trouve selon la fréquence d’incidence le VPH des
génotypes 45,31, 51,39 et 56. Le VPH des génotypes 52 et 58
n'ont pas été détectés dans cette étude.

Dans d'autres territoires de la Fédération de Russie, ou
on a fait des recherches pareilles, les indices de prévalence
des génotypes concrets étaient différents, ce qui témoigne
de la nécessité d'étudier ces données localement dans
chaque région dans les intéréts d'actualisation du pro-
bleme, de sa portée sociale et d’évaluation de I'éficacité de
la vaccination contre l'infection au virus du papillome au
niveau des groupes de population.
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Figure 15. Prévalence du VPH des différents génotypes
parmi les patientes femmes d'un dispensaire antivénérien
a Saint-Pétersbourg, 2014-2016 (n = 195)
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Figure 16. Incidence de I’'hépatite virale aigué B, I'hépatite virale chronique B, la carcinome hépatocellulaire et couverture
de la population de I'oblast de Léningrad par les vaccinations préventives contre I'hépatite B, 2005-2016

Réalisation du programme d’élimination
de I’hépatite virale aigué B sur le territoire
du District fédéral Nord-Ouest de Russie

Le programme a été élaboré par les chercheurs de I'Ins-
titut Pasteur de Saint-Pétersbourg sous la conduite de son
directeur professeur A.Jebroun en 2010-2012 et validé en
2013 par le responsable du Service fédéral de supervision
dans la sphere de protection des droits des consomma-
teurs et du bien-étre de I'homme.

La réalisation de ce programme a exigé un important
travail logistique et de méthode. Grace a la vaccination de
la population contre I'hépatite B on a réussi a diminuer sen-
siblement I'incidence de I'hépatite virale aigué B sur le terri-
toire de la Fédération de Russie en général et du District fé-

Publications

déral Nord-Ouest en particulier. En 2015 et 2016 les indices
d’incidence dans le District ont été respectivement 0,69 et
0,58 par 100 000 habitants (1,16 par 100 000 habitants en
2014). Cependant I'incidence de I'hépatite virale chronique
B diminue beaucoup plus faiblement et sur certains terri-
toires n'a aucune tendance a la diminution (Fig. 16).

Parmi les principaux objectifs dans la réalisation du pro-
gramme pour les années suivantes on peut citer le maintien
du niveau élevé de couverture de la population des enfants
et adultes par les vaccinations contre I'hépatite B conformé-
ment au calendrier national des vaccinations préventives,
I'étude des causes de la haute incidence de I'hépatite virale
chronique B, I'étude moléculaire génétique du virus, révéla-
tion de la prévalence réelle de la carcinome hépatocellulaire
et ses associations avec les virus de I'hépatite B, Cet D.
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Chef du laboratoire: ELena Essaoulenko

Chercheurs permanents: M. Poniatichina, A. Soukhorouk, I. Levakova, E. Litchnaia, A. Bouchmanova, N. Ivanova

En 2015-2016 les recherches ont été effectuées confor-
mément au plan établi se focalisant sur les pistes suivantes:

Hépatite E: étude de la structure immune
des migrants, arrivés a Saint-Pétersbourg,
au virus de I'hépatite E (reconnue parla
présence d’'IgM anti-VHE), définition du
nombre de cas de I’hépatite E aigué a Saint-
Pétersbourg et étude des particularités
d’évolution clinique de la maladie

Afin d'étudier la circulation dissimulée du VHE dans le
milieu des migrants arrivés a Saint-Pétersbourg en 2015-
2016 on a recueilli 100 échantillons de sérum sanguin.
Les anticorps contre le VHE ont été identifés par I'analyse
immuno-enzymatique utilisant un test-systeme congu
par la société «Diagnostitcheskiyé systemy» (Systémes de
diagnostic) de Nijni Novgorod. Dans la population des mi-
grants (catégorie d'age 20-22 ans) la fréquence de détec-
tion de HEVADbIgG a fait en moyenne 12,5%. Les anticorps
ont été positifs dans les sérums sanguins des migrants
d'Ouzbekistan, Turkmenistan et Guinée, la prévalence de
HEVADbIgG dans leur milieu étant de 18,6%.

38 patients patients avec le diagnostic confirmé HE ai-
gué ont été hospitalisés dans I'Etablissement publique de
la santé relevant du budget d’Etat «Hopital clinique infec-
tieux S.P. Botkine». Le diagnostic était censé étre confirmé
en détectant par la méthode IFA la présence de HEVAbIgM
et HEVAbIgG dans les sérums sanguins. Dans la plupart
des cas les malades étaient des migrants provenant du
Sud-Est asiatique et, en moindre mesure, les personnes
residant en permanence a Saint-Pétersbourg qui ne fré-
quentaient pas avant les régions endémiques de cette in-
fection. La présence des cas détectés de la maladie chez
les habitants de vieille souche, qui ne quittaient pas la ville
pendant plusieurs années, témoigne de l'existence du I'HE
«autochtone». L'analyse rétrospective et prospective des
anamneses a démontré que le tableau clinique de I'HE se
caractérisait par une courte période prodromique et une
évolution moyennement grave de la maladie avec la prédo-
minance de ses formes franches et cholestase sévere.

Hépatite B: recherche moléculaire
épidémiologique. Etude de la variété
génétique du virus de I’hépatite B sur les
territoires du District fédéral Nord-Ouest
et de la Yakoutie (malades de I’hépatite B
aigué, hépatite chronique B, patients sous
hémodialyse)

Au cours des années 2015-2016 a été effectuée I'identi-
fication des génotypes/sous-types du VHB, la présence des
mutations dans les zones pre-core et basal core promoter
(BCP) du génome du virus, de méme que les mutations
dans la région du géne de la polymérase responsables de
la résistance de I'agent aux médicaments chez les malades
atteints de I'hépatite B chronique (HBH), qui ne recevaient

pas la thérapie étiotropique, en République Sakha (Yakou-
tie) et a Saint-Pétersbourg. Les échantillons du sang des
patients avec le diagnostic confirmé HBH et la présence
de I'ADN du VHB ont été étudiés utilisant les test-systémes
INNO-LIPA HBV Genotyping, INNO-LIPA PreCore, INNO-
LIPA HBV Multi-DR (Innogenetics, Belgique), de méme que
par la méthode de séquencage du fragment du génome
preS/S (861 nt) avec l'analyse phylogénétique ultérieure
des données.

Chezles malades atteints de I'HBH en Yakoutie dans I'en-
semble ont été révélés 3 génotypes du VHB: A, D et C. Chez
77,8% de personnes examinées les isolats du virus étaient
du génotype D, chez 3,7% — du génotype A et chez en-
core 3,7% — du génotype C. Dans les échantillons de 14,8%
de patients a été détectée la présence simultanée de deux
génotypes du virus: A+B (11,1%), D+C (3,7%). Prés de 40%
de patients (tous ayant le génotype D) avaient des muta-
tions dans la zone pré-core et dans cortex prémoteur (BCP)
(T1762/A1764) en variante isolée, soit en variantes asso-
ciées. Dans 2 échantillons seulement sur 127 (1,6%) ont été
révélées des mutations responsables du développement
de la résistance aux médicaments dans la région du géne
de la polymérase.

Les échantillons du sérum sanguin obtenus de 690 per-
sonnes (83 — personnel soignant et 607 — patients) des
services d’hémodialyse des établissements médicaux de
Saint-Pétersbourg ont été examinées au sujet de HBsAg
avec la méthode IFA au moyen des test-systemes congus et
commercialisés par la société «VektorBest». LADN du virus
a été ensuite révélé dans 30 échantillons (tous patients des
services d’'hémodialyse) sur 46 échantillons HBsAg-positifs
au total. Pour l'analyse phylogénétique ont été obtenues
20 séquences nucléotidiques. 95% d’isolats du virus étaient
du génotype D (sous-types D1 et D2). Les rapports géné-
tiques entre les différents isolats du virus du génotype D
témoignent de leur proche filiation et éventuelle transmis-
sion du virus d’un patient a l'autre.

Etude de la variété génétique du virus de I'HB dans le
District fédéral Nord-Ouest, circulant chez les patients
atteints de I'hépatite B aigué

Pour effectuer une étude moléculaire génétique du
virus dans le cadre du programme «Elimination de I'hépa-
tite B dans le District fédéral Nord-Ouest» ont été collectés
des échantillons de 11 territoires. On a effectué le séquen-
cage de 85 échantillons. Le virus de I'hépatite B (VHB) a été
génotypé avec la méthode d'amplification «en grappes»
suivie de séquencage. A la deuxiéme étape de la PCR ont
été utilisés des couples d'amorces flanquant quatre régions
du génome du virus, y compris celle recommandée pour le
sous-génotypage du VHB région Pre-S1/Pre-S2/S positions
2848-3182. 1-835 nt, conformément a l'isolat Mart-B47
(HE974377.1), présenté dans la base de données internatio-
nale GenBank. Lanalyse des résultats d‘identification des
genotypes du virus de I'hépatite B a démontré que sur le
territoire du District Nord-Ouest de la Fédération de Rus-
sie circulent deux génotypes, A et D, avec prédominance
du génotype D (95,8%). Une étude génétique approfondie

36 Rapport D’Activites 2015-2016



Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg

Laboratoire des hépatites virales

du genotype D a permis d'établir ses sous-types et la fré-
quence d’incidence de chacun d’eux sur le territoire du Dis-
trict, c'est-a-dire des sous-types D1, D2 et D3.

Lidentification des mutations de la région pre-core du
virus de I'hépatite B parmi les patients hospitalisés au sujet
de I'hépatite B aigué du degré de gravité avancé et l'ana-
lyse comparée d'efficacité de la thérapie étiotropique avec
utilisation des analogies nucléotidiques chez les patiens
contaminés par une variété sauvage et mutante du virus.

L'étude moléculaire biologique du VHB comprenait la
détection de I'ADN du VHB dans le plasma sanguin, de la
charge virale (CV) par la méthode de la réaction en chaine
par polymérase et des mutations de la région pre-core par
amplification des fragments du génome du virus. Ont été
examinés 25 patients: chez 12 personnes a été détectée la
variété sauvage du virus et chez 13 — la variété mutante.
Chez la majorité des patients le VHB a été identifié comme
celui du génotype D et chez deux seulement — du géno-
type A. Lefficacité des analogues nucléotidiques a été éva-
luée en dynamique, ce qui permet de conclure d’une lente
décroissance de la charge virale en cas de contamination
par une variété mutante du VHB.

Hépatite A

Dans le cadre d’'une étude randomisée a été effectuée
une analyse rétrospective de 259 dossiers médicaux des
malades hospitalisés avec le diagnostic hépatite A. L'étio-
logie de la maladie a été confirmée par la détection des
marqueurs au virus de I'hépatite A, B, C utilisant la mé-
thode d’analyse immuno-enzymatique. A été déterminée
la fréquence d'incidence de I'hépatite A-mixte dans des
différentes périodes et fonction de l'intensité du pro-
cessus épidémique — 20%. On a également identifié la
structure étiologique de I'hépatite A-mixte: combinaison
de I'hépatite A + hépatite chronique virale B — 74,0%,
hépatite A + hépatite chronique virale B + hépatite chro-
nique virale C — 11,0%, hépatite A + hépatite chronique
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virale C — 8,0%, hépatite A + hépatite chronique d’étio-
logie inconnue — 7,0%. Ont été révélées des différences
dues a l'age dans les groupes des patients atteints de
I'hépatite A identifiée comme infection mono- et mixte
(respectivement 35,5+11,74 et 40,7+13,72 ans; p = 0,026).
Pour le degré de gravité I'hépatite A a évolué en forme
moyennement lourde indépendamment de la contamina-
tion par d’'autres virus hépatotropes, mais la progression
grave de la maladie chez un patient atteint de I’'hépatite
chronique virale B en stade de cirrhose a eu |'évolution |é-
tale. Le tableau clinique de I'hépatite A identifiée comme
infection mono- et mixte se caractérisait par une symp-
tomatologie typique. Les modifications révélées dans la
composition du sang par les analyses biochimiques se ca-
ractérisaient par une activité cytologique plus élevée, une
hypoalbuminémie et une diminution insignifiante du taux
de l'urée. A été déterminée la caractéristique génotypique
du virus chez les patients contaminés sur le territoire de
Saint-Pétersbourg — 1A.

Hépatite C — étude des indices
immunologiques chez les patients atteints
de I’hépatite chronique C en fonction

des régimes de la thérapie antivirale

Au cours de la thérapie antivirale chez les patients, qui
développent une réponse virologique rapide et une ré-
ponse virologique précoce, on a observé 'augmentation de
la présence des cellules T dans le sang périférique, portant
sur leur surface des chimiorécepteurs CXCR3, aux dépens
des T-helpers et des lymphocytes CTL. Ce qui témoigne du
role clé de la réponse immune des cellules T dans I"élimina-
tion du virus de I'hépatite C de I'organisme. De la méme fa-
¢on on assiste a l'activation des cellules NK avec récepteur
CXCR3. L'activation du maillon des cellules T de I'immunité
et une baisse du taux des lymphocytes B avec récepteur
CXCR3 est un facteur positif dans le pronostic d'efficacité
de la thérapie a l'interféron.
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LABORATOIRE D’EPIDEMIOLOGIE MOLECULAIRE
ET DE GENETIQUE EVOLUTIVE

(Laboratoire de microbiologie moléculaire — jusqu’au 14 septembre 2016)

Chef du laboratoire: Igor Mokrousov
Chercheurs permanents: O. Narvskaya, O. Kalinina, A. Vyazovaya, A. Gerasimova, E. Lichnaya (mi-temps)

Projets de recherche

Tuberculose et autres mycobactéries

«Open Collaborative Model for Tuberculosis Lead
Optimisation», 2011-2015. Projet financé par |'Union
européenne FP7-HEALTH-2010-single-stage, project
#261378 (Consortium de 12 partenaires, coordonné
par GSK-Espagne; responsable de projet de partenaire
russe — O. Narvskaya).

«Evolution du potentiel pathogénétique des lignées phylo-
génétiques de Mycobacterium tuberculosis», 2014-2018.
Projet financé par Russian Science Foundation; projet #14-
14-00292 (responsable de projet I. Mokrousov).
«Caractéristiques spécifiques des protéines exprimées
par Mycobacterium tuberculosis Beijing BO cluster in
vitro et in vivo», 2014-2016. Projet financé par Russian
Science Foundation, projet #14-15-00689 (responsable
de projet E. llina, Institute of Physico-Chemical Medicine,
Moscow).

«Systeme de surveillance épidémiologique moléculaire
pour le contréle de la transmission nosocomiale des
souches de Mycobacterium tuberculosis», 2015-2016.
Projet financé par Aitkhozhin Institute of Molecular
Biology and Biochemistry, Almaty, Kazakhstan (co-res-
ponsables de projet — Y. Skiba, I. Mokrousov).

«Analyse moléculaire des isolats Mycobacterium avium
en Russie», 2015. Projet financé par Kobe Institute of
Health, Japon (co-responsables de projet — T. Iwamoto,
O. Narvskaya).

«Conséquences médicales et sociales de la co-épidémie
de tuberculose et d'infection a VIH en Sibérie», 2016.
Projet financé par Omsk State Medical University (co-res-
ponsables de projet — O. Pasechnik, I. Mokrousov).

Hépatites virales

«Déterminants génétiques qui influencent la stabilité de
la circulation du VHC dans une population, des tactiques
de traitement et des résultats de maladies». Financé par
Russian Science Foundation, projet No. 14-15-00546,
2014-2016 (responsable de projet — N. Yushchuk,
Université de médecine de I'Etat de Moscou et dentis-
terie).

«Surveillance moléculaire séroépidémiologique et ca-
ractéristiques génétiques des variantes des virus de
I'hépatite B, D et C au Vietnam», 2012-2017, financé par
le Centre tropical vietnamien russe, Hanoi (responsable
de projet — O. Kalinina).

«Réseau Baltique pour le contréle et la prévention
de la maladie de la vie», financé par Swedish Institute,

No. 09272_2013, en 2013-2016 (10 partenaires coordon-
nés par Karolinska Institutet, Stockholm, Suéde).

e «Diagnostic de laboratoire du virus de bhépatite C en

Guinée», financé par Rospotrenbadzor (Service fédéral
de surveillance sanitaire et épidémiologique, Moscou),
2015-2017; responsable de projet russe — O. Kalinina.

Collaborations actuelles

Tuberculose et autres mycobactéries:

Nationale:

Institut de recherche de phthisiopulmonologie (Saint
Petersbourg).

Institut central de recherche en épidémiologie (Moscou).
State Université de médecine (Omsk).

Centre scientifique de santé familiale et problemes de
reproduction (Irkoutsk).

Institut de recherche de phthisiopulmonologie (Ekaterin-
bourg).

Institut de biologie chimique et médecine fondamen-
tale (Novosibirsk).

Le dispensaire anti-tuberculose (Kaliningrad).

Le dispensaire anti-tuberculose (Petrozavodsk).
International:

Nord Estonian Medical Center, Tallinn, Estonie

Latvian Biomedical Research and Study Centre, University
of Riga, Lettonie

Hospital General Universitario Gregorio Mararién, Madrid,
Espagne.

Aitkhozhin Institute of Molecular Biology and Bio-
chemistry, Almaty, Kazakhstan.

Beijing Children’s Hospital, Capital Medical University,
Chine.

Kobe Institute of Health, Japon.

Hépatites virales

National:

Hopital Botkin de maladies infectieuses de Saint-
Pétersbourg

Centre de prévention et de lutte contre le SIDA et les ma-
ladies infectieuses de Saint-Pétersbourg

Institut central de recherche en épidémiologie (Moscou);
Université de médecine et de médecine dentaire
(Moscou).

Institut de recherche anti-peste de Russie «Microbe»
(Saratov)

International:

Baltic Network for control and prevention of life-
threated disease

Centre tropical vietnamien russe (Hanoi, Vietnam).
Institut de Recherche en Biologie Appliquée de Guinée
(Kindia, Guinée).

Le Rapport d’activite 2015-2016 de notre laboratoire sur «Tuberculose et d’autres mycobacteries» (en anglais;
les figures en couleur) est disponible en-ligne: https://www.pasteurorg-en.ru/laboratory-of-molecular-epidemiolog
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Principales directions de recherche
et résultats obtenus

Tuberculose

Dominance du génotype de Beijing chez les souches
XDR Mycobacterium tuberculosis en Russie

L'apparition et la propagation de la tuberculose multi-
résistante (MDR) et plus récemment ultra-résistante (XDR)
constituent une préoccupation majeure de la santé pu-
blique qui entrave la lutte efficace contre la tuberculose.
Ce projet a été réalisé en collaboration avec le laboratoire
de mycobactériologie de I'Institut de phthisiopulmonolo-
gie de Saint-Pétersbourg qui sert de centre de référence
au nord-ouest de la Russie (11 provinces, 1 700 000 km?,
population de 13,5 millions). En outre, ce laboratoire recoit
des souches provenant d’autres régions de la Russie. Cette
étude visait a effectuer une caractérisation moléculaire des
isolats de Mycobacterium tuberculosis XDR récupérés chez
des patients atteints de tuberculose dans le nord-ouest de
la Russie pendant la période de 2011-2013.

Matériaux et méthodes. Les isolats de M. tuberculosis
provenant principalement de patients tuberculeux pul-
monaires (TB extrapulmonaire, n = 7) ont été identifiés et
caractérisés en utilisant des méthodes biochimiques tradi-
tionnelles, y compris des tests de sensibilité pour 11 médi-
caments antituberculeux (streptomycine, isoniazide, rifam-
picine, ofloxacine, kanamycine, amikacine, capreomycine,
éthambutol, éthionamide, pyrazinamide et acide PAS).
Les tests de sensibilité aux médicaments ont été effectués
selon une méthode de concentration absolue et/ou BAC-
TEC MGIT 960. Les isolats ont été soumis a un spoligoty-
page suivi d'une comparaison avec les bases de données

SITVIT_WEB et MIRU-VNTRplus. La famille LAM a été définie
par lI'analyse SNP Rv0129c.

Résultats. Au total, 115 isolats XDR de M. tuberculosis ont
été inclus dans cette étude. lls ont présenté 41 différents
modeles de résistance aux médicaments. Le XDR a été
complété par une résistance a la streptomycine (n = 114) et/
ou a I'’éthambutol (n = 93), a I'éthionamide (n = 80), au py-
razinamide (n = 43) ou a l'acide PAS (n = 40). Parmi les trois
médicaments injectables, le XDR était principalement d
ala résistance a la kanamycine seule (n = 39, 34%), suivie de
la résistance combinée a la kanamycine et a I'amikacine (n =
13), a la résistance a 'amikacine et a la capreomycine (n =
11), a la kanamycine et a la résistance a la capromycine (n =
9). Le spoligotypage a attribué les isolats a 3 familles gé-
nétiques: Beijing (98; 87%), LAM (SIT42, n = 6; SIT252, n = 2;
SIT496, n = 2) et Ural (SIT262, n = 7). SIT1 était prédominant
chez les isolats de Beijing. La proportion d’isolats résistant
al'un des 5 médicaments (y compris la streptomycine, l'iso-
niazide, la rifampicine, I'ofloxacine et/ou la kanamycine,
I'amikacine et la capreomycine) était de 1,7% (n = 2), de
6 médicaments — 7,8% (n = 9), A 7 médicaments — 19,1%
(n = 22), a 8 médicaments — 26,9% (n = 31), a 9 médica-
ments — 25,2% (n = 29), a 10 médicaments — 12,1% (n =
14). Huit isolats du génotype de Pékin étaient résistants aux
11 médicaments testés.

Conclusions. La population de XDR M. tuberculosis dans
le nord-ouest de la Russie est fortement dominée par les
isolats de génotype Beijing (87%).

Des clones émergents de Mycobacterium tuberculosis
en Russie et en Eurasie

Mycobacterium tuberculosis a une structure de popu-
lation clonale tandis que ses différentes lignées (sous-lig-
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Figure 17. Distribution des spoligotypes LAM SIT252 et SIT266 dans la partie européenne de ex-URSS (Vyazovaya et al., 2015;

Mokrousov et al., 2016a)
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et SIT264. B) Vue schématique du locus DR/CRISPR des spoligotypes SIT264 et SIT266 et la souche de référence H37Ryv,
déduite des données NGS. Reproduit de Mokrousov et al., 2016a. Copyright © Centers for Disease Control and Prevention, USA

nées) sont marquées par des voies évolutives différentes,
et certaines ont subies une diffusion mondiale dramatique.
De plus, des clusters compacts cliniquement/épidémio-
logiquement significatifs ont été identifiés par un géno-
typage a haute résolution. Nous avons examiné certains
clones émergents de M. tuberculosis de différentes familles
(Beijing, LAM, Ural) qui ont commencé a attirer I'attention
au cours des derniéres décennies et méme des années en
Russie et dans d’autres pays de I'ancienne Union soviétique.

Dans le génotype Beijing, il s'agit de deux grands
groupes clonaux 94-32 et BO/W148. Le BO/W148 a déja été
défini comme un clone russe «réussi» de M. tuberculosis
(Mokrousov, 2013). Initialement, il a été désigné BO (Narv-
skaya, 2003) et W148 (Bifani et al., 2002) basé sur 1S6110-
RFLP. Le groupe Beijing BO/W148 est associé a la TB-MDR
(TB multiresistante) et est une force majeure de I'épidémie
de la tuberculose en Russie. Il est épidémique a travers la
Russie (mais pas dans lI'ancienne Asie centrale soviétique)

et est probablement originaire de Sibérie. Des études ré-
centes ont indépendamment «redécouvert» ces souches et
les ont nommées «East European sublineage» (Casali et al.,
2014), groupe européen résistant (de Beer et al., 2014), «East
Europe 2» (Luo et al., 2015), complexe clonal CC2 (Merker et
al., 2015). Le type «asiatique/russe» Beijing # 94-32 est éga-
lement appelé clone CC1 (défini par le clustering 24-MIRU-
VNTR) et correspond au cluster A0 défini par 1S6110-RFLP
(Narvskaya, 2003; Mokrousov et al., 2008). Il est répandu
dans I'ex-Asie centrale soviétique et est I'un des deux sous-
types importants de genotype Beijing en Russie (Skiba et
al., 2015, Merker et al., 2015, Luo et al., 2015).

La famille LAM (Latin-American Mediterranean) dans les
pays de la FSU est dominée par la branche RD115/LAM-RUS.
Deux spoligotypes MDR ont récemment attiré l'attention.
Spoligotype SIT252 émerge en Russie européenne et en
Europe de I'Est et a déja été décrit dans des isolats rares en
Oural et au Kazakhstan. Le Spoligotype SIT266 est toujours
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Figure 19. Changements dans la prévalence du génotype Mycobacterium tuberculosis NEW-1 (SIT127) en Iran et dans

les pays voisins

Les valeurs montrent le pourcentage de prévalence de NEW-1 dans les études anciennes (2005-2008) et récentes (2014-2016). Le rouge représente une
association significative avec la multirésistance. Reproduit de Mokrousov, 2016. Copyright © Elsevier Ltd.
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limité géographiquement a la Biélorussie (Zalutskaya et al.,
2013) et a été décrit dans le nord-ouest et le centre de la
Russie et en Lettonie.

La famille URAL était traditionnellement considérée
comme peu virulente, peu transmissible et non liée a la
MDR (Mokrousov, 2012). Cela peut expliquer sa faible pré-
valence (< 15%) et une dispersion limitée, encore princi-
palement en Eurasie centrale. Cependant, des rapports

récents ont décrit les souches de MDR Ural dans certaines
parties de I'Europe de I'Est (Moldavie, Lituanie) et le nord-
ouest de la Russie (Mokrousov, 2015). Lanalyse du génome
de souches URAL a divisé ces souches en deux grands
grappes: (i) groupe ancestral, petit et diversifié et (ii)
groupe moderne, homogéne et plus abondant. Une pré-
dominance significative des souches pansusceptibles dans
le groupe «ancestral» (p < 0,05) a été trouvée.
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Figure 21. Graphe MDS de 25 populations de LAM de M. tuberculosis basée sur 12 loci MIRU-VNTR.

Reproduit de Mokrousov et al., 2016b. Copyright © Elsevier Inc.
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Les raisons de la réussite de différents clones émergents
peuvent étre différentes dans chaque cas particulier et étre
liées aux programmes de lutte contre la tuberculose et aux
propriétés de la contrainte. Une forte association avec la
MDR a été montrée pour la souche russe Beijing BO/W148.
La capacité différente de certains groupes clonaux relati-
vement homogenes a développer des propriétés particu-
lieres de nature pathologique peut étre un facteur décisif
pour la dissémination dans la méme population humaine
ol des souches parentales moins dangereuses circulent.

En plus des clones émergents dans les pays de ex-URSS,
nous avons attiré |'attention sur un génotype apparemment
sous-estimé de M. tuberculosis. Jusqu’a récemment endé-
mique dans le sud de I'lran, il a commencé une propagation
pluslarge en Asie de'Ouest et du Sud, déja en tant que souche
résistante aux médicaments multiples. Phylogénétiquement,
il fait partie du grand super-lignée Euro-Américain (lignée 4)
de M. tuberculosis. Il détient toujours une désignation bizzare
de «<NEW-1» en MIRU-VNTRplus.org. Sa signature moléculaire
pratique repose sur un profil de spoligotypage caractéristique
avec des signaux absents 2, 29-31, 33-36 (prototype spoligo-
type SIT127). Son spécificité phylogéographique pour I'lran,
plus précisément I'lran du Sud a été suggerée (Mokrousov,
2012). Cependant, sa dispersion en Asie de I'Ouest depuis
15-20 ans a connu des changements remarquables a la fois en
volume (augmentation de la prévalence en Iran) et en conte-
nu (association avec MDR). Des flux de migration de réfugiés
particuliers font de ce clone des préoccupations épidémiolo-
giques et cliniques particuliéres qui risquent de compromettre
les programmes de lutte contre la tuberculose dans différents
pays. Une analyse pathogénomique approfondie de ce clone
potentiellement pandémique est pertinente.
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Figure22. Distribution des génotypes de M. tuberculosis
dans la Carélie et régions voisines. Reproduit de Mokrousov
etal., 2015. BMC Microbiology (© Mokrousov et al., 2015)

Lignée Latino-Américaine-Méditerranéenne (LAM)
de Mycobacterium tuberculosis

Nous avons organisé une étude multicentrique de
la famille LAM et nous avons élaboré la phylogénie de
cette lignée et nous avons proposé I'hypothése que sa
phylogéographie était influencée par la démographie la
migration et humaine. Lanalyse phylogénétique des iso-
lats de LAM de tous les continents basée sur 24 loci VNTR
et d’autres marqueurs a identifié trois sous-lignée distri-
buées globalement mais avec certaines affinités géogra-
phiques et définies par de grandes deletions génomiques
RD115, RD174 et par spoligotype SIT33. Une sous-lignée
mineure définie par le spoligotype SIT388 est endémique
au Japon. Les signatures VNTR ont été détectées pour des
sous-lignées particuliéres et ont servi pour leur cartogra-
phie géographique. Nous suggérons que la famille LAM
est originaire de la Méditerranée occidentale. Le RD115
est le plus répandu et semble étre la sous-lignées la plus
ancienne, qui comprend des branches génétiquement
et géographiquement distantes sur tous les continents,
y compris branche KZN extrémement résistant aux mé-
dicaments en Afrique du Sud et LAM-RUS homogéne
récemment répandu dans I'Eurasie du Nord. La sublinée
RD174 a probablement commencé sa propagation active
au Brésil; sa branche antérieure est relativement dominée
par des isolats d’Amérique du Sud alors que la branche
dérivée — par les isolats portugais et celles d’Afrique du
Sud/Sud-Ouest. En plus de la sous-lignée SIT388 japonais,
d’autres sous-lignées endémiques de LAM peuvent exis-
ter encore a découvrir.

Nous estimons également que les loci VNTR supplémen-
taires au-dela du format 24-loci devraient étre évalués pour
mieux discriminer les isolats de LAM avec différents spo-
ligotypes mais des profils 24-VNTR identiques. Une étude
de consortium multicentrique est necessaire pour obtenir
une phylogénie de consensus de LAM basée sur des ana-
lyses de novo et in silico. Etude sur I'ancienne ADN pourrait
éventuellement résoudre les spéculations sur le temps et le
lieu d'origine de la LAM et ses sous-lignées, mais une telle
étude serait un défi, pour des raisons techniques connues
liées a la mauvaise conservation de I'ADN dans les condi-
tions climatiques (sous)tropicales.

Epidémiologie moléculaire de la tuberculose phar-
macorésistante en République de Carélie, Fédération
de Russie

La tuberculose en Russie reste un probleme de santé na-
tional majeur. La République de Carélie est située a la fron-
tiere russe-finlandaise et contient la plupart des terres his-
toriques de Carélie habitées par des Carels autochtones et
des Russes immigrés plus récemment. Bien que I'incidence
de la tuberculose dans la Carélie diminue, elle reste élevée
(45,8/100 000 en 2014), le taux de multirésistance (MDR)
chez les nouveaux patients de tuberculose est 46,5%. De-
puis I'effondrement de I'URSS, la migration de la popula-
tion a travers la frontiére finlandaise-carélienne a été inten-
sifiée, ce qui peut avoir un impact sur I'épidémiologie de la
tuberculose en Finlande ausssi.

Notre étude visait a caractériser génétiquement les iso-
lats de Mycobacterium tuberculosis obtenus a différents
moments de temps de patients atteints de tuberculose de
Carélie afin de mieux comprendre la spécificité phylogéo-
graphique des génotypes circulants et d'évaluer les ten-
dances dans I'évolution des sous-populations résistant aux
médicaments.
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L'échantillon comprenait 150 isolats de M. tuberculosis:
78 isolés en 2013-2014 (collection «nouvelle») et 72 isolés
en 2006 (collection «ancienne»).

Résultats. Les spoligotypes les plus importants étaient
SIT1 (famille de Beijing, n = 42) et SIT40 (famille T, n = 5).
La famille de Beijing était la plus grande (n = 43) suivie de
T (n =11), Ural (n = 10) et LAM (n = 8). Le clone russe réussi,
Beijing BO/W148, a été identifié dans 15 (34,9%) de 43 iso-
lats de Beijing. Tous les isolats BO/W148 étaient résistants
aux médicaments. Sept des 8 isolats de LAM appartenaient
a la branche RD115/LAM-RUS, 1 — a la lignées LAM RD174/
RD-Rio. Multirésistance a été trouvé dans des genotypes:
Beijing (32/43), Ural (3/10) et LAM (3/8). En revanche, tous
les isolats T étaient pansusceptibles. La comparaison des
sous-groupes résistant aux médicaments des collections
nouvelles et anciennes a montré une prévalence crois-

sante du groupe clonal BO/W148, de 18,0% (principalement
polyrésistant) en 2006 a 32,6% en 2014 (principalement
MDR et pré-XDR). Le gradient croissant Ouest-Est est ob-
servé pour le génotype Ural qui peut étre défini comme
une souche «russe». En revanche, le spoligotype SIT40 de
la famille T semble étre une souche carélienne historique.
Conclusions. Malgré l'incidence décroissante de la tu-
berculose en Carélie au cours des derniéres années, la si-
tuation avec une tuberculose résistant aux médicaments
continue de s'aggraver. Les souches et les clones les plus
dangereux (Beijing BO/W148 étant la principale menace)
dominés par les isolats MDR et pré-XDR, se propagent de
plus en plus dans la population. Des patterns phylogéogra-
phiques contrastés ont été révélés pour le génotype Ural et
le spoligotype SIT40; ils peuvent refléter une histoire démo-
graphique complexe de Carélie au cours du 20eme siecle.
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Département des nouvelles technologies

Chef du département: Vlyatcheslav Verbov

Chercheurs permanents: O.A. Freilikhman, A.l. Vaganova, O.V. Zaroutcheinova, V.V. Roka, E.L. Savelieva, 1.V. Likhatchey,

N.V. Mikhailov, S.V. Borisenko, O.Yu. Kouznetsova

Le Département des nouvelles technologies comprend
le laboratoire des spéciemens biologiques (chef du labo-
ratoire — Vyatcheslav Verbov), laboratoire des technolo-
gies biologiques moléculaires (chef du laboratoire — Olga
Freilikhman) et laboratoire des technologies immuno-
chimiques (chef du laboratoire — Olga Zaroutcheinova).

En 2015-2016 les travaux de recherche ont été effectués
par le département suivant les axes principaux suivants.
Chaque activité inclut la commercialisation des spécimens
élaborés précédemment et I'élaboration de nouveaux pro-
duits de diagnostic.

1. Analyse immuno-enzymatique (IFA)

1.1. Produits commercialisés

Sur la base de ses propres élaborations conceptuelles le
département produit les test-systemes IFA suivants:
- test-systeme immuno-enzymatique pour détection des
anticorps IgG a I'agent de la tuberculose (IFA-anti-TUB);
- test-systéme immuno-enzymatique pour détection des
anticorps IgM a I'agent de la leptospirose (IFA-anti-LEP-M);
- test-systeme immuno-enzymatique pour détection des
anticorps des Q-rickettsia burnetii (IFA-Q-ANTIGENE);
- test-systeme immuno-enzymatique pour détection des
anticorps IgG a I'agent de la Q-rickettsiose (IFA-anti-Q).

1.2. Elaborations scientifiques

Dans I'évaluation de lI'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 concu sur le mesurage quantitatif
de l'interféron gamma induit par l'antigéne ne peut pas
étre utilisé pour I'examen des malades atteints des infec-
tions associées: tuberculose + VIH. Ceci est d0 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.

2, Réaction d’hémagglutination passive
(RHGP)

2.1. Produits commercialisés
Sur la base de ses propres élaborations conceptuelles
faites auparavant, le département produit les test-sys-
témes RPGA suivants:
- diagnostic érythrocytaire antigénique secdelarougeole
pour la réaction d’hémagglutination passive (DER-90);
- diagnostic érythrocytaire Vi-antigénique sec pour la
reaction d’hémagglutination passive (DES).

2.2. Elaborations scientifiques

Il a été élaboré le diagnostic RHGP suivant:
- diagnostic érythrocytaire sec du tétanos pour la réac-
tion d’hémagglutination passive.

L'élaboration a été effectuée sur la base de l'anatoxine
tétanique purifiée. Pour le stade de sensibilisation des glo-
bules rouges de poulet sont optimisés les principaux para-
métres physico-chimiques.

3. Diagnostic des cultures

3.1. Produits commercialisés

Sur la base de ses propres élaborations conceptuelles
le département produit les test-systémes suivants utilisés
pour le diagnostic des cultures:

- kitderéactants pour la détection visuelle de Mycoplasma
hominis (MICOPLASMA-50);

- kit de réactants 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;

- 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 si-
multanés des bactéries du groupe des genres Proteus,
Providencia et Morganella (PROTEUS PPM);

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

3.2. Elaborations scientifiques

Ont été élaborés les nouveaux ensembles de réactants
suivants:

- kit de réactants pour définition de la sensibilité des
champignons du genre Candida aux antimycotiques.
L'ensemble de réactants pour définition de la sensibilité

des champignons du genre Candida aux antimycotiques

est congu sur la base d’'un milieu de culture chromogene
original. Son utilisation permet de recenser les résultats
visuellement. L'étude des isolats cliniques de Candida al-
bicans a prouvé qu’ils sont hautement sensibles a vori-

conazole (100%), ketoconazole (96%), fluconazole (84%),

myconazole (78%), amphotéricine B, itraconazole (78%) et

moins sensibles a clotrimazole (54%).
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4. Méthode de diffusion sur disque

4.1. Produits commercialisés.

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

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

4.2. Elaborations scientifiques.

Ont été concgus les disques de diagnostic pour identifi-
cation des vibrions.

5. Analyse néphélométrique

5.1. Elaborations scientifiques

Ont été élaborés les ensembles de réactants suivants:
— kit de réactants pour le screening des urines visant a la

Publications:

détection de la bactériurie par la méthode de néphélo-

métrie de fluctuation cohérente;

- kit de réactants pour la détection des quantités rési-
duelles des antibiotiques par la méthode de néphélo-
métrie de fluctuation cohérente.

La méthode de néphélométrie de fluctuation cohérente
possede plusieurs avantages par rapport a la néphélométrie
traditionnelle. Le principal avantage consiste en possibilité
d'utiliser pour cuvettes des fioles cylindriques en verre de
5 ml. Il est prouvé qu’en utilisant les kits de réactants élabo-
rés on peut flablement enregistrer la croissance bactérienne
a partir de la concentration de 10°+10* UFC/ml.

6. Méthode de la réaction
de polymérisation en chaine

6.1. Elaborations scientifiques

Il a été élaboré un kit de réactants pour le diagnostic de
la Q-rickettsiose par la méthode de la réaction de polymé-
risation en chaine en temps réel.

1. Vasileva E.V., Kudryavtsev LV., Ilvanovsky V.B., Kovelenov A.Y., Isaeva G.N., Verbov V.N., Totolian A.A. The search of informative bio-

markers for early imnmunological diagnosis of tuberculosis in patients with HIV infection // HIV infection and immunosupressions.
2016; 8 (2): 118-119.
Vasileva E., Maximov G., Kudryavtsev I., Serebryakova M., Verbov V., Totolian A. Impaired peripheral blood T cell differentiation in HIV

Guryev A.S., Kuznetsova O.Yu., Pyasetskaya M.F., Smirnova I.A., Belyaeva N.A., Verbov V.N., Volkov A. Yu. Rapid screening of urine on
a bakteriuria at children with use of the microbiological analyzer combining in itself methods of photometry and a coherent fluctua-

Vasilyeva E.V., Panteleev A.M., Verbov V.N., Totolian A.A. Value of the QuantiFERON test and IP in diagnosis of tuberculosis at patients

2.

patients with pulmonary tuberculosis // Tuberculosis. 2016: 201.
3.

tion nephelometry // Infection and immunity. 2016; 6: 395-398.
4.

with HIV infection // Medical Immunology. 2015; 17: 195.
5.

Vasilyeva E.V.,, Verbov V.N., Totolian A.A. Immunological methods in differential diagnosis of active tuberculosis of lungs and a latent
tuberculosis infection // Medical Alliance. 2015; 1: 92-93.
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LABORATOIRE D'IMMUNOLOGIE ET VIROLOGIE

DE L'INFECTION PAR LE VIH

Responsable du centre: N. Beliakov

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

Chef du laboratoire: A. Semenov

Chercheurs permanents: V. Rassohin, E. Yastrebova, V. Raiskaya, V. Fedotova, Yu. Chornoguz, M. Churina, E. Yakubovskaya,

|. Khamitova

Evolution du processus épidémique
de lI'infection par le VIH dans le District
fédéral Nord-Ouest de la Fédération
de Russie en 2015-2016

L'étude et la généralisation des données sur le processus
épidémique de I'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. Lin-
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 contréle 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 min de per-
sonnes (9,5% de la population de Russie). Comparée a 2014,
en 2015 la population du District fédéral Nord-Ouest a aug-
menté de 5069 personnes. La croissance de la population
a été enregistrée dans les oblasts de Léningrad, Kaliningrad
et Pskov, de méme que dans la ville de Saint-Pétersbourg.

Comparée a 2014, en 2015 |'étendue du screening des ci-
toyens de la Fédération de Russie visant a la détection des
anticorps a VIH a augmenté de 3,5%. La cohorte qui a subi
I'examen de détection de l'infection par le VIH dans le Dis-

trict fédéral Nord-Ouest se décompose de maniére suivante:
citoyens de la Fédération de Russie — 2 280 382 personnes,
ressortissants étrangers — 365901 personne. La cohorte
des ressortissants étrangers examinés en 2015 (365 901 per-
sonne) a diminué de 23,4% par comparaison a lI'année 2014
(477 889 personnes). En 2015 la part des ressortissants étran-
gers a constitué 13,8% de toutes les personnes examinées.

En 2015 dans les groupes vulnérables, qu'on appelle aus-
si groupes risque (toxicomanes, homosexuels, personnes
atteintes des maladies sexuellement transmissibles ou se
trouvant dans des lieux de détention) globalement pour
I'ensemble du District fédéral du Nord-Ouest on observe
une baisse monotone des volumes, qui est due a plusieurs
facteurs y compris au caractére volontaire de I'examen et
al’hermétisme de ces catégories sociales a tout test (Fig. 23).

Lindice moyen de décelabilité dans le District fédé-
ral Nord-Ouest (code 100) en 2015 a constitué 304,9 par
100 000 personnes examinées (303,8 en 2014), qui té-
moigne d'une augmentation globale de 0,4% dans le Dis-
trict fédéral Nord-Ouest.

En 2015 I'analyse d'efficacité du screening par groupes
(selon les codes du Formulaire 4) dans le District fédéral
Nourd-Ouest a révélé un haut indice de décelabilité dans
le groupe des toxicomanes (code 102) — 3,6%, qui a va-
rié en bande étroite au cours des dix dernieres années
jusqu'a 5,2% (Tabl. 8).
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Figure 23. Evolution du nombre de personnes examinées par années au sujet de I'infection par le VIH dans le District fédéral

—— Nombre de citoyens de la Fédération de Russie, ayant passé le test
de détection de I'infection par le VIH selon les codes du Formulaire 4
des principaux groupes risque (codes 102, 103, 104, 112)

Nord-Ouest, choisies parmi les plus actives dans leurs groupes risque (codes 102, 103, 104, 112) en 2006-2013
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Tableau 8. Interprétation des codes adoptés pour I'examen de la population a risque de I'infection par le VIH

Cohortes examinées Codes des cohortes examinées
Citoyens de la Fédération de Russie 100
Donneurs (de sang, des liquides biologiques, des organes et tissus) 108
Personnel médical contactant les malades atteints de I'infection a VIH ou le matériel infecté 15
Toxicomanes 102
Homo- et bisexuels 103
Personnes atteintes des maladies sexuellement transmissibles 104
Personnes se trouvant dans des lieux de détention 112
Personnes examinéees selon les indications cliniques 113
Femmes enceintes (donneuses du sang placentaire et d'avortement) 109
Autres 18
Personnes examinées dans le cadre d’'une enquéte épidémiologique 120
Ressortissants étrangers 200

Dans le groupe des personnes, testées selon le code
120, cet indice a constitué 3876 par 100 000 personnes exa-
minées (3746 en 2014; 3798 en 2013; 8121 en 2011; 7161 en
2010; 7376 en 2008; 4770 en 2006).

Lindice de décelabilité dans le groupe, composé des
personnes se trouvant dans des lieux de détention (code
112) a constitué 2,8% en 2015, qui ne différe pas de 2014,
2013 et 2012, mais est inférieur a celui de la période de
2011-2008 (4,6-3,6%)

En 2015 I'indice de décelabilité dans le groupe d’hommes
homo- et bisexuels du District fédéral Nord-Ouest (code
103) a quelque peu baissé pour faire 3,9% (5,6% en 2014;
4,6% en 2013; 6,7% en 2012). Les études pilotes faites au-
paravant témoignent pourtant d’une grave situation infec-
tieuse dans ce groupe [3].

En 2015 I'indice de décelabilité de I'infection par le VIH
dans la cohorte des ressortissants étrangers a diminué de
51% constituant 144,6 par 100 000 d’examinés (152,1 en
2014; 169,3 en 2013; 166,9 en 2012).

Pendant toute la période d'observation jusqu’a la fin 2016
sur le territoire du District fédéral Nord-Ouest ont été enre-
gistrés 123 169 cas de l'infection par le VIH ce qui est 0,6%
de moins qu'en 2015 (Fig. 24). Ce qui représente 11,5% du
nombre total des personnes infectées par le VIH enregistrées
a cette date en Fédération de Russie (1 114 815 personnes).
L'augmentation du nombre de nouveaux cas de l'infection
par le VIH est relevée sur cinq territoires du District fédéral

16 000

Nord-Ouest peu atteints jusque la: oblast d’Arkhangelsk
(57,4%), oblast de Vologda (22,6%), oblast de Pskov (21,6%),
oblast de Mourmansk (9,8%) et district autonome de Nénét-
sie (16 personnes en 2016 contre 9 en 2015) (Tabl. 9).

Excepté les décédés (24 445 personnes) qu'il faut dé-
duire du nombre total des cas enregistrits, vers la fin de
I'année 2016 dans le District fédéral Nord-Ouest résidaient
98 740 personnes infectées par le VIH.

Pendant plusieurs années d'observation l'incidence de
I'infection par le VIH dans le District fédéral Nord-Ouest
excédait celle moyenne de la Russie (jusqu’a 1,5 fois). Mais
a partirde 2009 on a vu se dessiner une tendance a la baisse
de l'incidence et en 2013 son indice a été déja au-dessous
de la moyenne nationale (respectivement 44,7 et 54,3 pour
100 000 habitants). En 2016 cet indice a été de 43,1 dans
le District fédéral Nord-Ouest contre 70,6 de la moyenne
nationale (Fig. 25).

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

En 2015 dans la répartition par catégories d'age et par
sexe les plus hauts indices de morbidité, aussi bien chez les
hommes que chez les femmes, ont été observés dans la caté-
goriede 30-34 ans (respectivement 184,4 et 119,5 par 100 000
habitants). Malgré les indices de morbidité relativement peu
élevés, les adolescentes et les jeunes femmes restent une ca-
tégorie la plus vulnérable pour l'infection par le VIH.
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Figure 24. Evolution du nombre de nouveaux cas de I'infection par le VIH détectés dans le District fédéral Nord-Ouest (années

1996-2016)
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Tableau 9. Enregistrement des nouveaux cas de I'infection par le VIH sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest en 2016

comparé a 2015
Territoire 2015 2016 Hausse/baisse (%)

Oblast d’Arkhangelsk 197 310 574
Oblast de Vologda 248 304 22,6
Oblast de Kaliningrad 513 494 =37
République de Carélie 193 172 -10,9
République des Komis 491 474 -3,5
Oblast de Léningrad 1379 1388 0,7

Oblast de Mourmansk 348 382 9,8

Oblast de Novgorod 340 293 -13,8
Oblast de Pskov 74 90 21,6
District autonome de Nénétsie 9 16 77,8
Saint-Pétersbourg 3148 2977 -54
District fédéral Nord-Ouest 6940 6900 -0,6

En 2013 pour la premiére fois en 18 ans d'observation de
la situation épidémiologique dans le District fédéral Nord-
Ouest dominait la transmission sexuelle. Cette tendance
s'est maintenue en 2015: la transmission du virus au cours
des contacts hétérosexuels a été enregistrée dans 59,5% de
cas (moyenne nationale — 44,0%), dans les injections in-
traveineuses des drogues — dans 35,2% de cas (moyenne
nationale — 53,6%).

Tout comme au niveau national, les cing derniéres an-
nées d'observation de la situation épidémiologique de I'in-
fection par le VIH dans le District fédéral Nord-Ouest ont
montré la forte dominance du groupe d’hommes homo- et
bisexuels qui a atteint en 2015 le niveau de 4,3% (3,2% en
2014; 2,5% en 2013).

En méme temps on observe une féminisation de I'épi-
démie étant donné l'augmentation constante de la part
des femmes dans la structure générale de la cohorte des
personnes infectées par le VIH. En 1995 la part des femmes
parmi les malades enregistrés comme atteints de I'infec-
tion par le VIH a fait 19%; 26% en 2000; 41,5% en 2015.

Les femmes ont été plus souvent infectées par le VIH
dans les contacts hétérosexuels. Parmi les femmes infec-
tées par le VIH en 2014 la transmission sexuelle comme
principal facteur de risque de contamination a été enregis-

trée dans 75,3% de cas et déja dans 78,7% de cas en 2015
(dans 45,6% de cas en 2005). En 2015 chez les hommes la
transmission sexuelle comme facteur de risque de conta-
mination a été confirmée dans 47,% de cas (dans 13,5% de
cas en 2005), dans les injections intraveineuses des dro-
gues — dans 44,9% de cas (dans 85,0% de cas en 2005).

Chaque année augmente le nombre d’enfants nés des
méres infectées par le VIH. Depuis le début des inregistre-
ments des personnes infectés par le VIH en 1987, dans le
District fédéral Nord-Ouest au total chez 14 753 enfants ont
été enregistrés des contacts périnataux avec l'infection par
le VIH. Ainsien 2000 a été enregistré 101 cas de tels contacts;
1476 — en 2012; 1353 — en 2013; 1367 — en 2014; 1379 —
en 2015. Vers la fin de 2015 le nombre total d’enfants, ayant
le diagnostic confirmé de l'infection par le VIH par suite
d’une transmission périnatale, a été de 767. En 2015 86,6%
de couples mére-enfant obtenaient la chimioprophylaxie
compléte a trois étapes contre transmission du VIH de mére
a I'enfant, ce qui a permis de diminuer le taux de contami-
nation périnatale des enfants jusqu’a 1%.

Pendant plus de dix ans la situation épidémiologique
dans le District fédéral Nord-Ouest se caractérisait par
I'augmentation du nombre de déces des personnes infec-
tées par le VIH. Vu la détection et la demande tardive d'aide
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Figure 25. Incidence de I'infection par le VIH en Fédération de Russie et dans le Distrct fédéral Nord-Ouest, 1995-2016
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médicale, augmentation du nombre de malades atteints
des maladies concomitantes, les cas de décés avec le dia-
gnostic SIDA devenaient plus fréquents. En 2016 on a ob-
servé une importante augmentation du nombre de tels
déces (Fig. 26).

En 2016 dans le District fédéral Nord-Ouest 1247 per-
sonnes infectées par le VIH sont décédés pour raisons di-
verses sans rapport a cette infection. Ont été enregistrés
1326 cas de déces avec le diagnostic SIDA, ce qui fait plus
de la moitié de tous les cas contrairement a la premiere pé-
riode épidémique quand cet indice n'excédait jamais 1/4.

Chaque année dans le District fédéral Nord-Ouest aug-
mente le nombre de personnes infectées par le VIH pla-
cées sous la surveillance des dispensaires dans les Centres
pour la prévention et la lutte contre le SIDA. Pour la la fin
de 2015 dans 11 Centres territoriaux pour la prévention et
la lutte contre le SIDA a été observé 63 131 patient infec-
té par le VIH. 26 071 malades infectés par le VIH ont recu
en 2015 une thérapie antirétrovirale spécifique, qui repré-
sentent 87,0% du nombre de patients nécessitant le trai-
tement ou 27,6% du nombre total de personnes infectées
par le VIH (Fig. 27).

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 2015-2016 ont été effectuées 314 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).

Toutes ces mutations résultent de la thérapie par les pro-
duits antirétroviraux. A été également effectuée une etude
du niveau de résistance primaire des personnes infectées
par le VIH dans le District fédéral Nord-Ouest, qui ne rece-
vaient pas la thérapie. Comparés a 2009-2014, en 2015-2016
ont été détectés les cas de résistance primaire aux produits
énumérés dans le géne RT — 5,1%, PR — 3,7%.

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 sept ans entre
2009 et 2016.

Une option promettrice des recherches est I'identifica-
tion des marqueurs génétiques de résistance a la contami-
nation par le VIH et des marqueurs de progression de I'in-
fection par le VIH.

En 2015-2016 on a fait progresser les recherches d’iden-
tification 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 labo-
ratoire présente un intérét particulier pour le District fédé-
ral Nord-Ouest puisque génétiquement cette région fait
partie des zones de prévalence maximale 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 re-
présente 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.
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Figure 27. Nombre de personnes atteintes par le VIH dans le District fédéral Nord-Ouest. Nombre de patients infectés
par le VIH, placées sous la surveillance des dispensaires et obtenant une thérapie antirétrovirale, 2007-2015

Conclusion On observe des changements qualitatifs dans la popu-

lation infectée par le VIH: I'épidémie atteint les couches

Les tendances épidémiques de l'infection par le VIH  ge population aisées, vieillissement de la population, aug-

dans le District fédéral Nord-Ouest dans leur ensemble mentation du nombre d’anomalies et maladies d'origine
sont identiques a celles nationales et se caractérisent par somatique et psychique, invalidité.

I'aggravation de la situation épidémique. Les recherches On remarque une augmentation de la fréquence de dé-
témoignent de ce que le nombre de personnes infectées  tection des isolats du VIH avec une résistance multiple aux
par le VIH continue a croitre malgré une augmentation, agents antirétroviraux (ARV) ce qui pourra exiger sous peu
certes insignifiante, de I'étendue des tests aussi bien dans  de produire des modifications dans I'algorithme d’examen

les groupes risque hautement vulnérables au VIH que glo-  de laboratoire des patients détectés comme porteurs de
balement dans la population. I'infection primaire par le VIH.
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Centre JMF de diagnostic et de traitement
du déficit immunitaire primaire

a Saint-Pétersbourg

Les déficits immunitaires primaires (DIP) sont des ma-
ladies graves, génétiquement conditionnées, provoquées
par des troubles d’'un ou de plusieurs mécanismes immuni-
taires de défence (phagocytose, éléments humoral et cellu-
laire, systémes du complément), suite a quoi peut étre rom-
pue la production d’'un ou de plusieurs types de cellules du
systéme immunitaire, des protéines accessoires, la régula-
tion des différents ségments du systéme immunitaire etc.

Jusqu’a 90% d’enfants russes souffrant des formes
graves du déficit immunitaire meurent non diagnosti-
qués. Il y a plusieurs raisons a cela. Premiérement, a la
différence de certaines autres pathologies héréditaires,
d’habitude les DIP ne se remarquent pas dans l'aspect ex-
térieur de l'enfant: les enfants atteints de cette maladie
peuvent paraitre absolument normaux. Deuxi€émement,
on présente la faible santé de I'enfant responsable des
infections traditionnellement fréquentes. Troisiemement,
les DIP étant des maladies rares, la connaissance de cette
pathologie dans la communauté médicale et dans le mi-
lieu des malades est trés faible. Ce qui aboutit au diagnos-
tic tardif et traitement inadéquat des patients souffrant
des déficits immunitaires primaires, a une forte mortalité
des malades, de méme qu‘aux frais élevés de I'état pour
la traitement des complications des déficits immunitaires
primaires et paiement des certificats d'arrét de travail. Ac-
tuellement une thérapie opportune et adéquate permet
aux patients non seulement de vivre jusqu’a I'age adulte
sans invalidité, mais aussi d’avoir un mode de vie actif.

Jeffrey Modell Foundation (JMF, USA) est un organisme
mondial sans but lucratif, fondé en 1987 par Vicki and Fred
Modell en mémoire de leur fils Jeffrey, qui souffrait du DIP et
est mort de pneumonie a I'age de 15 ans. La Fondation est
créée pour server dappui aux recherches fondamentales et
cliniques, au développement d'un réseau de laboratoires
d'immunologie, a la formation des médecins, a l'octroi
d‘aide aux patients et leurs familles, a I'amélioration et a la
diffusion de la connaissance de la maladie dans la société.

Le réseau des centres JMF couvre plusieurs pays (Etats-
Unis avec sa partie Centre-Est, Canada, Europe, plusieurs
régions de I'Asie) et s’accroit systématiquement. Il est
composé des services de diagnostic et de recherche JMF
de méme que des centaines d’experts immunologues tra-
vaillant dans les hopitaux et écoles de médecine. Grace
a la Fondation on est en train de créer une base globale
de données sur les patients atteints des DIP, on octroit et
on obtient une aide sous forme des informations pour la
recherche des spécialistes en immunologie, on méne une
campagne de médiatisation des connaissances sur le DIP
parmi les médecins d'autres spécialisations.

Le réseau des centres JMF s'étend continuellement, et
en décembre 2011 entre la Fondation JMF et I'Institut Pas-
teur de Saint-Pétersbourg a été signé un accord sur l'or-

ganisation du «Centre des défi-

® cits immunitaires primaires» qui
Jeffrey Modell @ commencé ses activités en jan-
Foundation vier 2012.

Le Centre JMF de Saint-Pétersbourg est un organisme
unique qui a réuni 3 structures hospitaliéres et de re-
cherche pour étudier ensemble le probleme des DIP:
Centre médical de I'Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg,
Centre consultatif de I'Université de médecine pédiatrique
d'état de Saint-Pétersbourg et le Centre national russe de
médecine d’'urgence et médecine radiologique A.M. Nikifo-
rov du Ministere des situations d’'urgence de Russie.

Structure du Centre JMF de Saint-Pétersbourg pour
le diagnostic et la thérapie des déficits immunitaires
primaires

Le Centre est dirigé par Areg Totolian, docteur en mé-
decine, professeur des universités, membre correspondant
de I'Académie des sciences de Russie, adjoint du directeur
pour la recherche a I'Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg;
professeur de la Premiére université de médecine d'état
I.P. Pavlov a Saint-Pétersbourg, responsable du cours de
I'immunologie clinique de l'unité d’enseignement et de
recherche en médecine générale; chef spécialiste extérieur
en immunologie clinique du Comité de la santé du Gouver-
nement de Saint-Pétersbourg.

Le Centre est composé de deux services: de cure am-
bulatoire et de laboratoire. Le service de cure ambulatoire
fonctionne comme centre de consultation et de diagnostic.
Les immunologues et médecins des différentes spécialisa-
tions consultent les patients envoyés au Centre par les diffé-
rents établissements de cure et de prévention médicale de
Saint-Pétersbourg, de méme que des différents territoires
du District fédéral Nord-Ouest de la Fédération de Russie.

Depuis 2013 les Centre octroit une part de ses services
dans le cadre de I'Assurance médicale obligatoire. Ce qui
signifie qu’un patient, envoyé au Centre par le spécialiste
immunologue d'un district ou d'un arrondissement et do-
micilié a Saint-Pétersbourg, profite des consultations d’'un
immunologue, travaillant dans un hopital, et des examens
immunologiques de laboratoire selon les indications mé-
dicales cliniques, y compris sur le compte du Fonds d'assu-
rance médicale obligatoire dans les limites du financement
octroyé.

Service de cure ambulatoire

Le diagnostic des DIP est basé en premier lieu sur I'ana-
lyse de I'historique de la maladie et de la vie du patient,
I'anamnése familiale, les manifestations cliniques de I'im-
munodéficience et le diagnostic du défaut du systeme im-
munitaire (Tabl. 10).

D’habitude le déficit immunitaire primaire débute clini-
quement en jeune age, quoiqu’un début plus tardif de ma-
nifestation de certaines formes des
DIP est aussi possible, notamment
de limmunodéficience générale
variable. Néanmoins dans le groupe ° e I

des malades du DIP dominent les JK)/

Centers Network
enfants et la catégorie du jeune age.
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Tableau 10. Quantité de visites consultatives
et de recherches de laboratoire dans le Centre du DIP

Service médical 2015 | 2016
Consultation de I'immunologue de I'hdpital 370 410
Analyses d'immunologie de laboratoire 4430 | 4980

Les médecins du Service de cure ambulatoire du Centre

consultent aussi bien les enfants que les adultes.

Chercheurs du Service de cure ambulatoire

Natalia Kalinina — docteur en médecine, professeure
des universités, chef chargée de recherche du service de
laboratoire du Centre national de médecine d'urgence
et médecine radiologique A.M. Nikiforov du Ministere
des situations d’'urgence de Russie

Marina Guseva — médecin de catégorie supérieure,
immunologue-allergologiste de I'Université d'état de
médecine pédiatrique de Saint-Pétersbourg, médecin
immunologue du Centre de consultation et de diagnos-
tic; médecinimmunologue-allergologiste du Centre mé-
dical de I'Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg; adjointe
au responsable du cours de Iimmunologie hospitaliére
de l'unité d’enseignement et de recherche en médecine
générale de la Premiére université de médecine d'état
I.P. Pavlov

Raissa Kuznetsova — agrégée en médecine, méde-
cin immunologue-allergologiste du Centre médical de
I'Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg, assistante du
cours de I'immunologie hospitaliére de I'unité d’ensei-
gnement et de recherche en médecine générale de la
Premiere université de médecine d’état I.P. Pavlov
Natalia Davydova — agrégée en médecine, méde-
cin immunologue-allergologiste du Centre national
de médecine d'urgence et médecine radiologique
A.M. Nikiforov du Ministere des situations d'urgence de
Russie

Angelika Militchkina — Médecin en chef du Centre
médical de I'Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg

Service de laboratoire

Le Service de laboratoire effectue des tests cliniques

généraux (hématologiques, biochimiques), des examens
immunologiques complets et des analyses génétiques de
vérification. D'autre part, actuellement on y méne le travail
de mise en pratique des tests de laboratoire pour le scree-

n

ing de 'immunodéficience des cellules T et B.

Chercheurs du Département de laboratoire

Alexandre Semenov — agrégé en biologie, chef de
laboratoire a I'Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg;
chargé de cours de I'immunologie hospitaliére de I'unité
d’enseignement et de recherche en médecine générale
de la Premiére université de médecine d'état I.P. Pavlov
Irina Khamitova — responsable du Laboratoire central
de diagnostique clinique de I'Institut Pasteur de Saint-
Pétersbourg

Youlia Ostankova — chargée de recherches du
Laboratoire d'immunologie moléculaire et de séroépi-
démiologie de I'Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg
Natalia Arsentieva — attachée de recherches du
Laboratoire d'immunologie moléculaire et de séroépi-
démiologie de I'Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg

Natalia Lubimova — agrégée en biologie, chargée de
recherches du Laboratoire d'immunologie moléculaire
et de séroépidémiologie de I'Institut Pasteur de Saint-
Pétersbourg

Répertoire des recherches en immunologie

WROeNOUHWN =

_
o

12.
13.
14.
15.
16.

17.

18.
19.

20.

21.

22.

23.

24,
25.

. Measurement of serum

Serum IgG, IgA, and IgM analysis

Serum IgG subclasses (IgG1, 1IgG2, 1gG3, IgG4)

Serum IgE and specific IgE analysis

Secretory IgA analysis

Immunoglobulin light chain (k and A\)

Measurement of total antibodies to Pneumococcus
Measurement of antibodies to Tetanus toxoid
Measurement of antibodies to H. influenzae type B
Measurement of antibodies to H. pylori IgG and IgM
with ELISA

immunocomplexes with
spectrophotometry

. Antinuclear, antimitochondrium, antismooth muscle,

antistomach parietal cell, antiliver-kidney microsome,
antiendothelial antibodies

Serum C3 and C4 analysis

Measurement of serum C1 esterase inhibitor

Serum CRP analysis

T lymphocytes panel (see below)

NK cells

B lymphocytes panel (see below)

Nitroblue tetrazolium (NBT) test

Superoxid-anion production by granulocytes and
monocytes/macrophages

Phagocytosis and killing of S. aureus by granulocytes
and monocytes/macrophages

Phagocytosis and killing of E. coli by granulocytes and
monocytes/macrophages

Phagocytosis and killing of C. albicans by granulocytes
and monocytes/macrophages

Phagoburst-test by flow cytometry

Intracellular cytokine staining, flow cytometry
Cytokine release by PBMC, ELISA, Luminex

Lymphocyte immunophenotyping (FACS Canto Il)

T lymphocytes panel

1.

2
3.
4

15

17.

T-lymphocytes (CD45+CD3+)

. T-cytotoxic cells (CD45+CD3+CD8+)

T-helper cells (CD45+CD3+CD4+)

Regulatory T-lymphocytes
(CD45+CD4+CD25+CD127-)

Double-positive T-lymphocytes
(CD45+CD3+CD4+CD8+)

Double-negative T-lymphocytes
(CD3+CD4-CD8-TCRaf+)

y&T-lymphocytes (CD45+CD3+ySTcR+)
affT-lymphocytes (CD45+CD3+afTcR+)

Naive T-helper (CD45+CD4+CD45R0-CD45RA+)

. T-helper cells activated/

memory (CD45+CD4+CD45R0+CD45RA+)

. TNK-cells (CD45+CD3+CD16-CD56+)

. NK-cells (CD45+CD3-CD16+CD56+)

. Cytolytic NK-cells (CD45+CD3-CD16+CD56dim)

. NK-cytokine-producing cells (CD45+CD3-CD16 (-or

low)CD56bright)

. HLA-DR+lymphocytes (CD45+HLA-DR+)
16.

CD25+lymphocytes (IL-2 receptor) (CD45+CD25+)
Index CD4/CD8

5
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B lymphocytes panel

1. B-lymphocytes (CD45+CD19+)

2. Naive B-cells (CD19+IgM+IgD+CD27-)

3. Bl-lymphocytes (CD45+CD19+CD5+CD27-)
4. B2-lymphocytes (CD45+CD19+CD5-CD27-)
5. Memory B cells (CD45+CD19+CD5-CD27+)
6. Memory B cells (CD19+CD27+)

7. Memory B cells marginal zone

(CD19+IgM+IgD+CD27+)
8. lIsotype switched memory B cells
(CD19+IgM-1gD-CD27+)
9. Transient B-lymphocytes (CD19+CD38"s"+IgMPish+)
10. CD21"" B-lymphocytes (CD19+CD21'°*CD38'")
11. Plasmoblast cells (CD38+++IgM-)

Examen de génétique moléculaire

Le diagnostic précoce des DIP est d’'une grande impor-
tance. Au jour d’aujourd’hui sont connues plus de 250 va-
riétés des troubles génétiques, conduisant aux divers types
d'immunodéficience, et plus de 300 génes responsables du
développement des maladies de ce groupe. Actuellement
les possibilités du Centre JMF de Saint-Pétersbourg per-
mettent d'effectuer les examens génétiques moléculaires
de I'ampleur suivante:

e Détection des mutations dans les génes Btk, RAG1/RAG2,
WAS, CYBB, ICOS, TACI, BAFF-R, CD19, TYK 2, DOCK 8,
STAT-3.

e Mise en pratique de la méthode de définition quantita-
tive de TREC/CREC pour le screening des DIP.

e Le projet pilote «Informativité du test de définition de
TREC/CREC pour le screening des nouveaux-nés au su-
jet des DIP» a débuté a Saint-Pétersbourg en septembre
2014 en collaboration avec:

- le Centre municipal d'immunologie et d‘allergologie
infantiles de Moscou (responsable — docteur en méde-
cine, professeur Andrei Petrovitch Prodeus);

- I'Institut de recherche en gynécologie et obstetrique
D.O. Ott de Saint-Pétersbourg (directeur — académi-
cien de I'Académie des sciences de Russie Edouard
Karpovitch Ailamazyan).

e En projet pour le futur prochain: séquencage ciblé et
exomique complet.

Registre des malades des déficits
immunitaires primaires

Tous les patients au diagnostic établi sont fichés au
Registre des malades du DIP de Saint-Pétersbourg. Ceci
est indispensable, avant tout, au patient méme, car, de-
puis le moment de son immatriculation au Registre il est
régulierement observé par le médecin immunologue et
a le droit a la médicalisation par les immunoglobulines in-
traveineuses (au cas d’invalidité régularisée) en qualité de
traitement substitutif. Le nombre de patients observés au
Centre JMF de Saint-Pétersbourg augmente chaque année
et constitue actuellement 450 personnes. L'analyse de la
structure montre que la catégorie des immunodéficiences
avec anomalie dominante de fabrication des anticorps est
la plus nombreuse (73,3%), suivie des immunodéficiences
des cellules T et B (9,7%), défauts des cellules phagocytaires
(9,7%), défauts du systeme du complé ment (0,9%), immu-
nodéficiencesinclassables (6,4%). Par la suite les patients du
Registre DIP de Saint-Pétersbourg sont enregistrés au Re-
gistre européen des malades du DIP. A ce jour sur la base du

Centre Médical de a I'Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg
ont été détectés 14 cas de 'oedeme aigu angioneurotique.
L'évolution positive dans le diagnostic de cette maladie est
due a I'élargissement du spectre des examens de labora-
toire. Actuellement sur la base du laboratoire de I'Institut
sont utilisées des méthodes modernes de diagnostic de
I'oedéme angioneurotique héréditaire qui correspondent
aux standards internationaux (définition de I'inhibiteur de
la C1 estérase dans le sang, de son activité fonctionnelle,
définition des niveaux C3, C4 des composants du systéeme
du complément, examen génétique).

Collaboration

Grace a ses solides contacts avec les collégues, depuis
son institution le Centre a établi une collaboration avec les
structures analogues en Hongrie, en France, en Bélarus,
a Moscou, Ekaterinbourg et Rostov-sur-le-Don. Ce qui per-
met de réaliser des projets communs dans larecherche et la
formation, mais aussi d’élargir les possibilités de diagnostic.
- Hongrie, Debrecen, Université de Debrecen, Centre de

recherche médicale, Unité d’enseignement et de re-

cherche en immunologie infectionniste et pédiatrique

(directeur de l'unité — docteur en médecine, professeur

Laszlo Marodi);

- France, Paris, Institut national de la santé et de la re-
cherche médicale (INSERM), Hopital Necker — Enfants
malades, Centre des immunodéficiences primaires (doc-
teure en médecine, professeure Anne Durandy);

- Centre de la génétique moléculaire de I’Académie des
sciences de Russie (responsable — docteur en biologie,
professeur Alexandre Polyakov);

- Centre JMF a Minsk sur la base du Centre républicain
de recherche pratique en oncologie, hématologie et
immunologie infantiles, République Bélarus (respon-
sable — adjoint au directeur pour la recherche Mikhail
Belevtsev);

- Centre JMF a Moscou sur la base du Centre de recherche
public «Institut d’immunologie» de I'’Agence médi-
co-biologique fédérale de Russie et du 7-éme hopital
clinique municipal (responsable — docteure en méde-
cine, professeure, médecin émérite de la Fédération de
Russie Tatiana Latycheva);

- Centre JMF a Moscou sur la base du Centre clinique
fédéral de recherche en hématologie, oncologie et im-
munologie infantiles Dmitri Rogatchev (responsable —
docteure en médecine, professeure Anna Sherbina);

- Centre JMF a Rostov-sur-le-Don sur la base de I'Institut
de recherche en immunologie hospitaliere de I'Eta-
blissement éducatif a financement public d’enseigne-
ment professionnel supérieur «Université d'état de
médecine de Rostov-sur-le-Don» du Ministere de la
santé de la Fédération de Russie (responsable — doc-
teure en médecine, professeure, médecin émérite de
la Fédération de Russie, directrice de I'Institut de re-
cherche, directrice de I'unité d'enseignement et de re-
cherché en immunologie hospitaliere et allergologie
de la Faculté de formation permanente du systeme de
la FFA, chef immunologue-allergologiste extérieur du
Ministére de la santé de I'oblast de Rostov-sur-le-Don
et du District fédéral Sud — Ludmila Sizyakina);

- Centre JMF a Ekaterinbourg sur la base de I'Hopital pé-
diatrique clinique régional No. 1, Centre d'immunologie
hospitaliere (responsable — docteure en médecine,
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professeure, chef immunologue extérieur du Ministere
de la santé de l'oblast de Sverdlovsk, directrice du
Centre d'immunologie hospitaliere de I'oblast, chargée
de recherche chef du Laboratoire d'immunologie des
inflammations de I'Institut d'immunologie et de phy-
siologie de la Filiale d’Oural de I’Académie des sciences
de Russie — Irina Touzankina);

Service d'immunologie hospitaliere de I'Hopital pé-
diatrique clinique de Russie (responsable — docteure
en médecine, professeure de l'unité d'enseignement
et de recherche de la Faculté de biologie médicale de
I'Université nationale des recherches en médecine de
Russie — Irina Kondratenko);

Centre municipal d'immunologie et allergologie infan-
tiles de Moscou (responsable — docteur en médecine,
professeur Andrei Prodeus);

Premiere université de médecine d'état I.P. Pavlov
a Saint-Pétersbourg, unité d’enseignement et de re-
cherche en médecine générale (responsable — doc-
teure en médecine, professeure Natalia Chaporova).

Essentielles manifestations dans
la recherche et la formation, organisées
durant le temps d’existance du Centre

2012

Quatre sessions «Diagnostic, prise en charge et thé-
rapie des malades atteints des déficits ummunitaires
primaires» au lll-eme Cours National russe avec par-
ticipation étrangére en immunologie hospitaliere
«Immunologie pour les médecins» (Oblast de Pskov,
Pouchkinkiyé Gory, 29 janvier-5 février 2012), 150 parti-
cipants.

Symposium «Immunodéficiences primaires» au Congres
des pédiatres «Lectures Vorontsov» (Saint-Pétersbourg,
2-3 mars 2012).

Symposium «Immunodéficiences primaires dans la
pratique thérapeutique» au XI-éme Congrés des théra-
peutes (Saint-Pétersbourg, 20-21 mars 2012).
Conférence pléniere «Traitement par les immunoglo-
bulines intraveineuses» et séance «Immunothérapie»
au Congres des pharmacologistes hospitaliers (Saint-
Pétersbourg, 13 octobre 2012).

Symposium «immunodéficiences primaires dans les ma-
nifestations des maladies internes» au Congres médical
S.P. Botkine (18 octobre 2012).

2013

Symposium «Immunodéficiences primaires» au IV-eme
Cours National russe avec participation étrangére en

immunologie hospitaliére «ilmmunologie pour les mé-
decins» (Oblast de Pskov, Pouchkinskiyé Gory, 27 jan-
vier-2 février 2013), 125 participants.

Session de la Société scientifique des thérapeutes de
Saint-Pétersbourg «Nouvelles possibilités du diagnos-
tic et du traitement des déficits immunitaires primaires.
Présentation du Centre des déficits immunitaires pri-
maires de Saint-Pétersbourg» (Saint-Pétersbourg, 25 sep-
tembre 2013).

2014

Trois sessions «Déficits immunitaires primaires et infec-
tion» au V-éme Cours National russe avec participation
étrangére en immunologie hospitaliére «lmmunologie
pour les médecins» (Oblast de Pskov, Pouchkinskiyé
Gory, 2-8 février 2014), 189 participants.

Conférence «Déficits immunitaires primaires pour les
médecins praticiens» (Saint-Pétersbourg, 28 mai 2014),
95 participants.

Conférence pléniére «Déficits immunitaires primaires
dans la pratique du médecin interniste» au Congres mé-
dical Nord-Ouest (Saint-Pétersbourg, 20 juin 2014).

2015

VI-eme Cours National russe avec participation étran-
gére en immunologie hospitaliere «kmmunologie pour
les médecins»(oblast de Pskov, Pouchkinskiyé Gory,
1-7 février 2015), 163 participants

Atelier «<Approches optimales pour un traitement par les
immunoglobulines intraveneuses»

Atelier «Lieu dimmunoglobulines intraveineuses en
thérapie des maladies humaines»

XV Russian Forum with international participation in
memory of academician V.I. loffe «immunology Days
in Saint-Petersburg» (St. Petersburg, June 1-4, 2015),
540 participants.

Satellite Symposium «Primary Immunodeficiency»
(International educational project on PID — J-Project)
2 sessions.

Round Table «Diagnosis and treatment of primary im-
munodeficiencies»

2016

VIl-éme Cours National russe avec participation étran-
gére en immunologie hospitaliere «lmmunologie pour
les médecins»(oblast de Pskov, Pouchkinskiye Gory,
31 janvier-6 février 2016), 180 participants

Atelier «<Nouvelles possibilités du traitement des déficits
immunitaires primaires»

Atelier «Variété d'immunodéficits primaires — appro-
ches modernes du diagnostic et du traitement»
Symposium «Déficits immunitaires primaires.
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