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- Département d'immunologie;

- Département de nouvelles technologies.

A l'Institut fonctionnent:
- Centre scientifique et méthodologique de surveillance des agents pathogénes
des maladies infectieuses et parasitaires de II-IV groupes de pathogénicité
dans le district fédéral Nord-Ouest de la Russie;
- Centre de district Nord-Ouest pour la prévention et la lutte contre le SIDA;
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Département de Microbiologie

LABORATOIRE DES INFECTIONS INTESTINALES

Chef du laboratoire: Lidia Kaftyreva

Chercheurs: Z. Matveeva, E. Voitenkova, A. Zabrovskaya, M. Makarova, S. Egorova, A. Porine, L. Souzhaeva

Analyse des résultats de surveillance
de la sensibilité (susceptibilité) aux
antibiotiques des souches Salmonella
des sérovars «<non-typhoides» isolées
a Saint-Pétersbourg en 2014-2019

Souches isolées de Salmonella: 746 souches Salmo-
nella des sérovars non-typhoides isolées a partir des hu-
mains; 482 souches Salmonella des sérovars non-typhoides
isolées a partir des animaux d'élevage et des denrées ali-
mentaires d’origine animale a Saint-Pétersbourg et dans
I'oblast de Léningrad.

Méthodes utilisées (EUCAST): méthode de diffusion sur
disque (Oxoid), E-test (bioMeriéux), MICE-strips (Oxoid).

Il a été révélé une vaste propagation des souches anti-
biorésistantes de Salmonella, provoquant la diarrhée chez
les humains, isolées a partir des animaux d'élevage et des
denrées alimentaires d'origine animale. La susceptibilité
a tous les antibiotiques testés a été remarquée pour 34,5%
des souches isolées a partir des humains, la résistance
a une et a plus d'une classe d'antibiotiques — chez 65,5%,
y compris 10,1% de souches multirésistantes a 3 et plus
classes (résistance multi-drogue: RMD) et 0,5% (4 souches)
super résistantes (SR) a 5-6 classes d'antibiotiques. 39,0%
des souches Salmonella isolées a partir des animaux et des
denrées alimentaires ont manifesté la susceptibilité aux
antibiotiques, 61,0% — la résistance a une et a plus d'une
classe d’antibiotiques, y compris 32,4% de souches RMD
et 0,6% de souches SR.

60,9% de souches isolées a partir des humains, 26,2%
isolées a partir des animaux et 37,4% isolées des produits
d’élevage ont manifesté la résistance aux quinolones.
La résistance de haut niveau aux fluorquinolones (CMI
de ciprofloxacine 4-32,0 mg/l) a été remarquée pour 0,3%
de souches isolées a partir des humains, 12,7% — isolées
a partir des des animaux et 13,9% — des denrées alimen-
taires. 0,9% de souches isolées a partir des humains, 33,0%
isolées a partir des a partir des humains (1,6%), 8 souches
isolées a partir des animaux (1,9%) et des produits d’élevage
(2,4%) ont fait preuve de la résistance aux céphalosporines.

Comparé a 2002-2005, en 2014-2019 a été révélé un
accroissement de l'antibiorésistance des souches de Sal-
monella, isolées a partir des humains: le taux des souches
résistantes a augmenté globalement de 4 fois de 16,7%
(95% avec l'intervalle de confiance (IC) 13,9-20,0) a 65,5%
(95% avec IC 62,1-68,9), accompagné de l'accroissement
décuple de la résistance aux quinolones de 5,9% (95% avec
IC 4,2-8,1) a 60,9% (95% avec IC 57,3-64,3) et l'accroisse-
ment sextuple au triméthoprime et a la sulfaméthoxazole
de 1,1% (95% avec IC 0,5-2,3) a 6,0% (95% avec IC 4,5-8,0).

A été analysée l'antibiorésistance des sérovars les plus
significatifs de Salmonella (S. Infantis, S. Typhimurium, S. En-
teritidis), révélée chez 69,9% de souches isolées a partir
des humains, 88,6% souches isolées a partir des animaux
d'élevage et 78,5% souches isolées des denrées alimen-

taires. Le taux des souches résistantes variait en fonction
du sérovar et de la source d'isolement. L'étude a révélé les
différences entre les indices de la résistance des souches
Salmonella caractérisant les serovars indépendamment
de la source d’isolement (humains, animaux ou denrées al-
imentaires) (Tabl. 1).

Le sérovar S. Enteritidis se caractérisait par la plus forte
sensibilité aux antibiotiques (susceptibilité antimicrobi-
enne) (prés de 30% de souches). A été remarqué le taux
le plus faible des souches MDR parmi les sérovars (2,9%
de souches isolées des denrées alimentaires, 6,7% —
isolées a partir des humains et 13,1% — isolées a partir
des animaux). Une grande partie de souches S. Enteritidis
a été isolée a partir des humains et avait le profil identique
de résistance (quinolones, chloramphénicol, tétracycline).
Les souches S. Enteritidis, isolées a partir des animaux, se
caractérisaient par le taux plus élevé des souches résistantes
aux «vieux» antibiotiques (tétracycline, aminoglycosides,
chloramphénicol, triméthoprime/sulfaméthoxazole).

Chez les souches du sérovar S. Typhimurium on a noté
les différences exprimées de résistance en fonction de la
source d'isolement. Globalement le taux des souches ré-
sistantes y a été sensiblement plus élevé que chez S. Enter-
itidis (de 42,9% de souches isolées des denrées alimentaires
jusqu'a 97,4% — isolées a partir des animaux). Le taux des
souches MDR a été de 7 a 8 fois supérieur a celui de S. En-
teritidis (21,6-88,2% en fonction de la source d'isole-
ment). La plupart des souches XDR faisaient partie de ce
sérovar. A la différence de S. Enteritidis il y est remarquée
la résistance a un plus grand nombre de classes d'antibi-
otiques: aux aminopénicillines (21,4-82,9%), tétracyclines
(28,5-77,6%), chloramphénicol (7,8-63,2%), triméthop-
rime/sulfaméthoxazole (15,7-84,2%), céphalosporines des
3-4 générations (7,8%). A la différence d'autres sérovars
S. Typhimurium ne se caractérise pas par la résistance aux
quinolones (7,1% de souches isolées des denrées alimen-
taires et pres de 13,0% — isolées a partir des animaux et des
humains), mais leur caractére de résistance aux -lactames
atteignait les valeurs maximales (aux aminopénicillines —
de 21,4 a 82,9%, aux céphalosporines — 7,8%). Les souch-
es isolées a partir des animaux possédaient les caractéres
de résistance plus exprimés: pratiquement toutes les
souches ont été antibiorésistantes, dont 88,2% avaient
la résistance multiple, en régle générale aux «vieux» antibi-
otiques: I'ampicilline (82,9%), le triméthoprime/sulfaméth-
oxazole (84,2%), la tétracycline (77,6%), les aminoglycosides
(73,7%), le chloramphénicol (63,2%).

Indépendamment de la source d’isolement les souches
du sérovar S. Infantis se distinguaient par le niveau trés élevé
d‘antibiorésistance (89,3-97,8% de souches): aux quinolo-
nes (88,9-94,4%), aux tétracyclines (82,1-97,8%), au triméth-
oprime/sulfaméthoxazole (35,6-64,3%). La majeure partie
des souches résistantes (67,9-89,0%) était composée des
souches MDR aux phénotypes identiques (les quinolones,
le triméthoprime/sulfaméthoxazole et la tétracycline).
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En comparant les souches isolées a partir des différentes
sources, seules celles du sérovar S. Infantis n‘ont pas per-
mis de déceler les différences authentiques dans leurs
caractéres de résistance. Les souches S. Enteritidis se dis-
tinguaient par leur sensibilité aux quinolones: le taux des
souches résistantes, isolées a partir des humains et des
denrées alimentaires, a été trois fois plus élevé (61,4-68,7%)
que celui des souches isolées a partir des animaux (21,1%).
Les différences en fonction de la source d’isolement étaient
les plus exprimées chez S. Typhimurium: les caractéres
de résistance a presque toutes les classes des antibiotiques
et le taux des souches MDR excédaient ceux des souches
isolées a partir des humains et des denrées alimentaires.
On a remarqué la similitude des caractéres de la résistance

des souches isolées a partir des humains et des denrées
alimentaires. Comparées aux souches isolées a partir des
humains et des denrées alimentaires, dans celles, isolées
a partir des animaux, on a constaté le taux important des
souches résistantes aux «vieux» antibiotiques (I'ampicil-
line, la tétracycline, le triméthoprime/sulfaméthoxazole, les
aminoglycosides). Les différences étaient aussi remarquées
au niveau des profils de résistance.

La plupart des souches MDR Salmonella appartenait
aux sérovars S. Typhimurium et S. Infantis, et les souches
extra-résistantes — a S. Typhimurium, S. London et S. Bre-
deney. Dans les souches, isolées a partir des animaux et des
produits d’élevage, le plus fréquent a été le profil MDR com-
posé de cing produits: le chloramphénicol, I'ampicilline,

Tableau 1. Taux des souches Salmonella résistantes aux produits antimicrobiens, isolées a partir des différentes sources

Humains (n =594) Animaux (n =38) Denrées alimentaires (n =34)
n | % | 95%a n [ % | 95%a n | % | 95%a
S. Enteritidis

Sensibles 179 30,1 26,6-33,9 12 31,6 19,1-47,5 n 324 19,1-49,2

Resistantes 415 | 699 66,1-73,4 26 68,4 52,5-80,9 23 67,6 50,8-80,9
32‘5:;2;“;;%2:5?;;65 @3etpls | 4y | 67 50-90 5] 13 58-273 1| 29 0,5-149
aminopénicillines 13 2,2 1,3-3,7 1 2,6 0,5-13,5 1 29 0,5-149
céphalosporines de la 3-4 génération 7 1,2 0,6-24 0 0 0-9,2 0 0 0-10,2
carbapénemes 0 0 0-0,6 0 0 0-9,2 0 0 0-10,2
quinolones 408 | 68,7 64,8-72,3 8 211 11,1-36,3 21 61,4 45,0-76,1
aminoglycosides 1 0,2 0-0,9 2 52 1,5-17,3 0 0 0-10,2
triméthoprime/sulfaméthoxazole 15 2,5 1,5-4,1 3 79 2,7-20,8 0 0 0-10,2
chloramphénicol 26 4,4 3,0-6,3 3 79 2,7-20,8 1 29 0,5-14,9
tétracycline 38 6,4 4,7-8,7 12 31,6 19,1-47,5 3 8,8 3,0-23,0

S. Typhimurium

Sensibles 20 39,2 27,0-52,9 2 2,6 0,7-9,1 8 57,1 32,5-78,6

Résistantes 31 60,8 471-73,0 74 974 90,9-99,3 42,9 16,3-61,2
ig‘;g::;:":r'g;isi'ts:)a”tes @3etplus | 41 16 | 125346 | 67 | 882 | 790-936 | 4 |286| 117-546
aminopénicillines 22 43,1 30,5-56,7 63 82,9 72,9-89,7 3 21,4 7,6-47,6
céphalosporines de la 3-4 génération 4 78 3,1-18,5 0 0 0-4,8 0 0 0-21,5
carbapénemes 0 0 0-7,0 0 0 0-4,8 0 0 0-21,5
quinolones 7 13,7 6,8-25,7 10 13,2 73-22,6 1 71 1,3-31,5
aminoglycosides 3 59 2,0-15,9 56 73,7 62,8-82,3 4 28,5 11,7-54,6
triméthoprime/sulfaméthoxazole 8 15,7 8,2-28,0 64 | 842 74,4-90,7 5 35,7 16,3-61,2
chloramphénicol 4 78 3,1-18,5 48 63,2 51,9-731 2 14,2 4,0-39,9
tétracycline 21 41,2 28,8-54,8 59 77,6 67,1-85,5 4 28,5 11,7-54,6

S. Infantis

Sensibles 3 10,7 3,7-27,2 1 55 1,0-25,8 1 2,2 0,4-11,6

Resistantes 25 89,3 72,8-96,3 17 94,5 74,2-99,0 44 97,8 88,4-99,6
> ‘;z:f;?;r':ﬁ'::)a”tes @3etpls 1 49 | 679 | a93-821 16 | 890 | 672969 | 36 | 800 |  662-89
aminopénicillines 2 71 2,0-22,6 0 0 0-17,6 0 0 0-79
céphalosporines de la 3-4 génération 0 0 0-12,1 0 0 0-17,6 0 0 0-79
carbapénemes 0 0 0-12,1 0 0 0-176 0 0 0-79
quinolones 25 89,3 72,8-96,3 17 94,4 74,2-99,0 40 88,9 76,5-95,2
aminoglycosides 1 3,6 0,6-17,7 3 16,7 5,8-39,2 8 17,8 9,3-31,3
triméthoprime/sulfaméthoxazole 18 | 64,3 45,8-79,3 n 61,1 38,6-79,7 16 35,6 23,2-50,2
chloramphénicol 0 0 0-12,1 0 0 0-17,6 0 0 0-79
tétracycline 23 82,1 64,4-92,1 16 89,0 67,2-96,9 44 97,8 88,4-99,6
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la tétracycline, la streptomycine et les sulfanilamides. 93,7%
des souches de ce profil appartenaient au sérovar S. Typhi-
murium, les autres — a S. Agona et S. Dublin. Les souches
Salmonella avec de tels profils ont été isolées a partir des
cochons et des produits d'élevage de porcs principalement
d'origine de l'oblast de Léningrad, auxquelles il convient
d‘ajouter quelques souches isolées des produits délevage
de porcs du Bélarus, du Brésil et du Canada. Un autre profil
de résistance fréquent est celui manifesté a I'égard des trois
produits: la tétracycline, I'acide nalidixique et la nitrofuran-
toine. Il n'a été remarqué que pour les souches S. Infantis,
isolées a partir de la volaille ou des produits d‘aviculture
aussi bien d’origine nationale qu'arrivés des pays de I'Un-
ion européenne (Allemagne, Lituanie, Portugal, France)
et du Brésil.

Mécanismes de résistance aux B-lactames

Les souches Salmonella, résistantes aux aminopénicil-
lines, ont été présentées par les sérovars S. Typhimurium
(43,1% de souches de ce sérovar), S. Enteritidis (2,2%), S. In-
fantis (7,1%), S. Kentucky (2 souches), S. Bredeney (1 souche)
et S. London (1 souche). Pour 92,7% de souches résistantes
aux aminopénicillines a été révélé le géne de B-lactamase
a spectre élargi blag,., (Tabl. 2).

Les souches résistantes aux céphalosporines a spec-
tre élargi (CSE) ont été représentés par les sérovars suiv-
ants: S. Enteritidis (7 souches), S. Typhimurium (7 souches),
S.Abony (1souche),S.Coeln (1 souche), S.Virchow (1 souche),
S. Newport (1 souche). Les souches ont produit les 3-lacta-
mases a spectre élargi (BLSE) «classiques» de la classe
moléculaire A de la famille génétique CTX-M (16 souches
sur 18) et la céphalosporinase de la classe moléculaire C
(AmpC) du groupe génétique CMY (2 souches). Parmi les
souches produisant les BLSE de la famille CTX-M dix souch-
es ont produit les BLSE du groupe génétique CTX-M1,
trois souches — CTX-M9, deux souches — CTX-M2 et une
souche — CTX-M1 et CTX-M2 simultanément.

Pratiquement toutes les souches Salmonella, produisant
les BLSE ou AmpC (17 souches sur 18), se caractérisaient par

la résistance aux classes des antibiotiques non-lactamés
1-7, le plus fréquemment — aux quinolones (16 souches sur
18). Entre les produits B-lactamés la ceftazidime/avibactam
et les carbapénemes, et parmi les produits non lactamés
la colistine et la tigécycline manifestaient une haute activité
al'égard de telles souches qui toutes étaient sensibles a ces
produits. Les souches résistantes, isolées a partir des ani-
maux, ont également produit les céphalosporinases CMY-2
(2 souches S. Kentucky et une souche S. Dublin) et les BLSE
de la famille génétique CTX-M (S. Haifa, S. Derby).

Mécanismes de résistance aux quinolones

Les fluorquinolones sont les médicaments de choix dans
le traitement des formes compliquées et sévéres de I'infec-
tion a Salmonella y compris la fievre typhoide. Cependant,
contrairement a d'autres bactéries de I'ordre des Enterobac-
terales, I'évaluation de la sensibilité des souches Salmonel-
la a cette classe des germicides présente les particularités
méthodologiques et interprétatives.

La résistance aux quinolones est révélée pour 69,1%
de souches isolées a partir des humains, étant précisé que
pour les souches S. Typhi ce taux a été 1,5 fois plus élevé que
pour les souches Salmonella des sérovars «non-typhoides»
(89,6% et 60,9% respectivement) (Tabl. 3). La résistance de la
plupart des souches (66,8%) aux fluorquinolones se car-
actérisait par son bas niveau qui est considéré comme clinig-
uement significatif pour les souches Salmonella isolées dans
les cas des infections généralisées. La résistance du haut de-
gré a été révélée principalement pour les souches S. Typhi
(7,3%). Dans la population Salmonella des sérovars «non-ty-
phoides» ont été révélées deux souches S. Kentucky (0,3%)
avec la CMI de la ciprofloxacine au-dessus de 32,0 mg/I.

Le niveau de résistance des souches Salmonella aux
quinolones dépend du mécanisme moléculaire de la ré-
sistance acquise. La résistance du bas niveau est déter-
minée par la modification de I’ADN gyrase (d’'un des deux
enzymes participant a la réplication de I'’ADN) suite a une
mutation (substitution a nucléotide unique) dans la région
déterminant la résistance aux quinolones (RDRQ) des génes

Tableau 2. Génes des -lactamases des différentes classes moléculaires révélées pour les souches Salmonella, isolées a partir

des humains

Famile génétique des

B-lactamases n | Tauxde résistants

Sérovars (nombre de souches)

Souches résistantes aux aminopénicillines

Total souches 41 100
S. Enteritidis (12), S. Typhimurium (21), S. Kentucky (2), S. Bredeney (1),
TEM 38 927 1 Y£ Infantis (1)f S.)London (1 ye v
SHV, OXA, PSE 0 0
-lactamase non identifiée 3 73 S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis
Souches résistantes aux aminopénicillines et aux CSE*
Total souches 18 100
AmpC, groupe génétique CMY-2 2 1n1 S.Newport, S. Enteritidis
ESBL: TEM, SHV 0 0 -
ESBL: CTX-M 16 889
groupes génétiques:
-CTX-M1 10 55,6 S. Typhimurium (4), S. Enteritidis (3), S. Abony (1), S. Virchow (1), S. Coeln (1)
- CTX-M2 2 1,1 S. Typhimurium (2)
- CTX-M9 3 16,7 S. Enteritidis (3)
- CTX-M1 + CTX-M2 1 55 S. Typhimurium (1)

*CSE — céphalosporines a spectre élargi
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Tableau 3. Taux des souches Salmonella avec les différents niveaux de résistance aux fluorquinolones

Niveau Total Sérovars Salmonella S. Typhi

de résistance (n=1045) «non-typhoides» (n = 746) (n=299)
ala ciprofloxacine abs. % 95% Cl abs. % 95% Cl abs. % 95% Cl
Total résistantes 722 69,1 66,2-71,8 454 60,9 57,3-64,3 268 89,6 85,7-92,6
de bas niveau:
CMI0,12-0,5 mg/I 698 66,8 63,9-69,6 452 60,6 57,2-64,2 246 82,3 77,5-86,2
de haut niveau:
CMI de 4,03 32 mg/l 24 2,3 1,5-34 2 0,3 0,1-1,0 22 73 4,9-10,9

chromosomiques gyrA ou gyrB et, sensiblement moins sou-
vent — par les mécanismes plasmidiques médiés. La ré-
sistance du haut niveau apparait d’habitude comme résul-
tat de modification des deux enzymes participant a la répli-
cation d’ADN — ADN gyrase et de topoisomérase IV (génes
parC et parE) suite a de nombreuses substitutions a nucléo-
tide unique dans les génes énumérés. Nous avons effectué
la recherche des mutations chrmosomiques des souches
résistantes de S. Typhi (105 souches) et d'autres sérovars
(39 souches) par la méthode d’analyse des séquences nu-
cléotidiques des génes gyrA, gyrB, pncA et parE en utilisant
le service ResFinder de la plateforme bio-informationnelle
CGE (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/), de méme
que le programme BLAST avec les séquences de référence
des souches sensibles aux quinolones (S. Typhimurium LT2,
GenBank CP014051.2 et S. Typhi Ty2, GenBank AE014613).

Pour les souches de résistance du bas niveau il a été
révélé une substitution a nucléotide unique dans chacun
des codons 83 et 87 du géne gyrA (Fig. 1).

Au total il a été détecté cinqg variantes de substitution
a nucléotide unique (des substitutions aminées correspon-
dantes) dont la fréquence de détection était différente.
Pour les souches Salmonella des sérovars «non-typhoides»
on adétecté toutes les cinq variantes de substitution: G259T
(Asp87Tyr) — pour 33,3% de souches; C248T (Ser83Phe) —
20,5%; G259A (Asp87Asn) — 23,1%; C248A (Ser83Tyr) —
10,3% et A260G (Asp87Gly) — 7,7%. Pour les souches S. Ty-
phiil a été détecté trois variantes de substitution: Asp87Asn
(71,4% de souches résistantes S. Typhi), Ser83Tyr (6,7%), Ser-
83Phe (0,95%). On remarque la sérovarospécificité de cer-
taines variantes de mutations: ainsi, Asp87Gly n'a été révélé
que pour les souches S. Enteritidis, Asp87Tyr — pour les

souches S. Infantis (qui est la mutation dominante de ce
sérovar). Le sérovar S. Enteritidis se caractérise par la plus
garnde variété des mutations — ont été révélées 4 sur
5 variantes de substitutions, dont la plus caractéristique
est Ser83Phe, révélée pour la moitié des souches étudiées
de ce sérovar. Le sérovar S. Infantis a été représenté princi-
palement par les souches avec la substitution de Asp87Tyr.

Pour 24 souches hautement résistantes ont été révélées
de nombreuses mutations dans les génes gyrA et parC.
Vingt-trois souches (91,7%; S. Typhi et S. Kentucky) avaient
le profil identique composé de trois substitutions — gyrA
Ser83Phe, gyrA Asp87Asn et parC G239T (Ser80lle), une
souche S. Typhi — de deux substitutions: gyrA Ser83Phe
et parC A251G (Glu84Gly).

Ainsiles phénotypes de résistance identiques des souch-
es Salmonella ont été conditionnés par les différentes sub-
stitutions a nucléotide unique (dans les différents genes,
différents codons, seules ou combinées les unes avec les
autres). L'évaluation ultérieure de la proximité phylogéné-
tique des souches a démontré que les substitutions a nu-
cléotide unique dans les génes chromosomiques peuvent
servir de marqueur épidémiologique de l'agent.

La détection de la résistance plasmido-médiée du bas
niveau pour 1045 souches a révélé la production de la pro-
téine QnrS (géne gnrS) pour trois souches (S. Typhi, S. Cor-
vallis, S. Typhimurium).

Notre recherche a démontré que le développement
de l'antibiorésistance pour les souches Salmonella en Fédé-
ration de Russie correspond a des tendances mondiales aussi
bien pour ce qui est de l'accroissement du taux des souches
résistantes qu’en ce qui concerne les mécanismes de dével-
oppement d’une résistance cliniquement significative.
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Figure 1. Substitutions a nucléotide unique dans la région QRDR des génes chromosomiques gyrA et parC, révélées pour

les souches Salmonella résistantes aux quinolones
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Evaluation de la prévalence

et de la sensibilité aux antibiotiques
des souches Campylobacter, isolées
a partir des humains et du poulet

a Saint-Pétersbourg et lI'oblast

de Léningrad

71 souche Campylobacter, isolée a partir des humains
et du poulet d'élevage;

124 échantillons du contenu intestinal des poulets.

En 2019 on a étudié 124 échantillons du contenu intes-
tinal des poulets pour détecter la présence des principaux
agents des campilobactérioses chez les humains (Campylo-
bacter jejuni et Campylobacter coli). Tenant compte du fait
qu'actuellement les commercants recoivent les produits
avicoles des différentes unités de production de volaille,
on a étudié les échantillons prélevés dans une grande
ferme de volaille assurant le cycle complet de production,
dans les petites exploitations fermiéres utilisant deux types
d’entretien des poulets (sur le sol sans changer la litiére
et dans les cages) de méme que dans les petites exploita-
tions privées.

Il a été détecté une importante contamination du con-
tenu intestinal des poulets: les campylobactéries ont été
détectées dans 60,5% des échantillons étudiés (C. jejuni —
47,6%; C. coli— 23,4%; les deux espéces — 10,5%). Le niveau
le plus élevé de contamination de la volaille a été noté dans
I'exploitation fermiere pratiquant I'entretien de la volaille
sur le sol sans changer la litiére: les campylobactéries ont
été détectées pratiquement chez tous les oiseaux éxam-
inés — 97,0% (C. jejuni — 72,4%, C. coli — 44,8%, les deux
espéces simultanément — 24,1%). Dans une grande ferme
de volaille les campylobactéries ont été détectées dans
62,1% d'échantillons (C. jejuni — 51,7%; C. coli — 17,2%; les
deux espéces — 6,9%). Dans les petites exploitations fer-
miéres avec l'entretien dans les cages le niveau d’infection
des poulets par les campylobactéries a été beaucoup plus
faible — 37,5% (C. jejuni — 25,0%; C. coli — 12,5%). Dans
les petites exploitations privées les campylobactéries ont
été détectées dans 52,9% d'échantillons (C. jejuni — 44,1%;
C. coli— 20,6%; les deux especes — 11,8%).

Ainsi le principal facteur influant la propagation de Cam-
pylobacter des poulets est la méthode de leur entretien:
le plus haut niveau d'infection des oiseaux a été con-
staté dans les cas de leur entretien sur le sol sans changer
la litiére, le plus bas — dans les cas d’entretien dans les cag-
es sans litiere.

En 2020 on a étudié la sensibilité aux antibiotiques de 71
souche de Campylobacter isolée a Saint-Pétersbourg a par-
tir des patients hospitalisés (19 souches), mais aussi du con-
tenu intestinal des poulets dans les exploitations avicoles
de l'oblast de Léningrad (52 souches) (Tabl. 4). 49 souches
étaient de l'espéce C. jejuni (69,0%) et 22 — de C. coli (31,0%).
La sensibilité des campylobactéries aux fluorquinolones
(ciprofloxacine), macrolides (érythromycine) et tetracycline
a été déterminée d’apres le gradient des concentrations.

Parmi les Campylobacter étudiés n'ont pas été révélées
les souches sensibles aux produits antimicrobiens. Toutes
les souches, indépendamment de la source de leur isole-
ment (humains, oseaux) et appartenance a une espece
donnée (C. jejuni, C. coli), ont fait preuve de leur résistance
a la ciprofloxacine. La résistance a la tétracycline est re-
marquée chez 66,2% de souches étant la plus exprimée
chez C. jejuni (83,7%) contre C. coli (27,3%). Au total le taux
des souches Campylobacter résistantes a I'érythromycine
n'excédait jamais 7,0%. Un tel phénotype de résistance
a été plus typique pour les souches C. coli (18,2%) que pour
C. jejuni (2,0%). Plus de 70,0% de souches Campylobacter se
sont avérées résistantes a plusieurs produits antimicrobi-
ens en méme temps. La plus fréquente a été la résistance
combinée a la ciprofloxacine et a la tétracycline (62,0%).
La résistance multiple a la ciprofloxacine, la tétracycline
et I'érythromycine a été révélée pour trois souches (4,2%)
ne dépendant de la source de leur isolement ni de l'ap-
partenance a une espece concrete.

Chez les souches Campylobacter de deux espéces ont
été remarquées les différences dans les principaux phéno-
types de résistance: pour C. jejuni la plus caractéristique
a été la résistance combinée a la ciprofloxacine et la tét-
racycline (64,7% des souches isolées a partir des humains,
90,6% — des poulets); pour C. coli la résistance n‘a été re-
marquée qu’a la ciprofloxacine (63,6%).

Tableau 4. Antibiorésistance des souches Campylobacter spp., isolées a partir des humains et de la volaille (nombre et taux

de souches résistantes)

Total Humains Poulets
Produit Total C. jejuni C. coli Total C. jejuni C. coli Total C.jejuni C. coli
antimicrobien | (n=71) (n=49) (n=22) (n=19) (n=17) (n=2) (n=52) (n=32) (n=20)
abs. | % |abs.| % |abs.| % |abs.| % |abs.| % |abs.| % |abs.| % |abs.| % | abs.| %

Sensibles 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Résistantes 71 100 | 49 100 | 22 100 19 100 17 100 2 100 | 52 100 | 32 100 | 20 100
ciprofloxacine 71 100 | 49 100 | 22 100 19 100 17 100 2 100 | 52 100 | 32 100 | 20 100
tétracycline 47 | 66,2 | 41 83,7 27,3 13 | 684 n 64,7 2 100 34 | 654 | 30 | 93,8 4 20,0
érythromycine 5 7,0 1 2,0 18,2 1 53 0 0 1 50,0 4 77 1 31 15,0
Phénotypes de résistance

ciprofloxacin 22 | 310 8 163 | 14 | 63,6 6 31,6 6 353 0 0 16 | 30,8 2 6,3 14 | 70,0

ciprofloxacin+ | )| )0 | 40 | 816 | 4 |182| 12 |632| 1 |647| 1 |500| 32 | 616 | 20 | 906 | 3 | 150
tétracycline

cprofloxacin+ |, |y | o | 0 | 2 91| 0| oo | 0| o 0| 2|3 00| 2 w0

érythromycine

ciprofloxacin +

tétracycline + 3 4,2 1 2,1 2 91 1 52 0 0 1 50,0 2 38 1 31 1 50

érythromycine
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Clones internationaux a haut risque

L'évaluation de la sensibilité aux produits antimicrobiens
et la détection des mécanismes moléculaires de résistance
des souches Salmonella et E. coli, isolées a partir des
malades atteints des infections intestinales aigués a per-
mis de révéler a Saint-Pétersbourg les souches des clones
internationaux polyrésistants de haut risque globalement
propagées et ayant provoqué les flambées des infections
intestinales dans les pays d’Europe et aux Etats-Unis.

Ont été identifiées deux souches S. Kentucky ayant la ré-
sistance multiple aux produits antimicrobiens (ampicilline,
streptomycine, gentamicine, chloramphénicol, sulfanila-
mides, fluorquinolones). La résistance aux fluorquinolo-
nes atteignait un haut niveau (CMI de la ciprofloxacine
excédant 32,0 mg/l) étant conditionnée par des multiples
mutations dans les genes chromosomiques gyrA (Ser83Phe
et Asp87Asn) et parC (Ser80lle). Selon les informations
du péle de référence russe de contréle des salmonelloses
chaque année en Fédération de Russie on isole les souch-
es unitaires S. Kentucky (de 2 a 8 souches par an au cours
des derniéres années), mais les données sur I'isolement des
souches du clone ST198 en Fédération de Russie sont ab-
sentes. Selon leur phénotype de résistance multiple et leur
mécanisme moléculaire de résistance aux quinolones (pro-
fil des mutations chromosomiques multiples), les souches
que nous avons isolées a Saint-Pétersbourg étaient iden-
tiques au clone international polyrésistant a haut risque
Kentucky ST198. Une des souches russes S. Kentucky ST198
a été déposée a la «Collection d’Etat des microorganismes
et des cultures cellulaires pathogenes (CEMP) — Obolensk»
sous le numéro B-9045.

A Saint-Pétersbourg a été isolée la souche S. Newport
a la résistance multiple aux produits antimicrobiens (ami-
nopénicillines, céphalosporines a spectre élargi (CSE),
chloramphénicol, tétracycline, streptomycine et sulfanila-
mides). Sa résistance aux CSE était conditionnée par la pro-
duction de 'AmpC-céphalosporinase de la famille molécu-
laire CMY-2. Le gene blacyy., se trouvait sur le plasmide
de dimension de prés de 150 kb qui avait le profil de restric-
tion Pst 1, le plus courant chez les souches du clone interna-
tional polyrésistant a haut risque S. Newport MDR-AmpC/
CMY-2. Selon les données du pole de référence russe
de contréle des salmonelloses au cours des 10 derniéres
années le sérovar S. Newport a occupé le 5-éme rang au
«classement» des sérovars Salmonella (0,5-0,9%). Chaque
année on isole a partir des humains de 100 a 200 souch-
es de ce sérovar, les données sur l'isolement des souches
du clone international étant absentes dans notre pays. Se-
lon le phénotype de sa résistance multiple, le mécanisme
moléculaire de la résistance aux CSE (AmpC-céphalospori-
nase CMY-2) et le profil de restriction du plasmide de ré-
sistance, la souche S. Newport, isolée au cours de notre
recherche, correspond au clone international polyrésistant
a haut risque S. Newport MDR-AmpC/CMY-2. La souche
a été déposée a la «Collection d’Etat des microorganismes
et cultures cellulaires pathogénes (CEMP) — Obolensk»
sous le numéro B-9044.

En Fédération de Russie E. coli 026 fait partie des agents
des affections diarrhéiques enregistrées dans la pratique
routiniére des laboratoires cliniques de diagnostic comme
ECEP (Escherichia coli entéropathogene) sans défini-
tion de H-antigeéne et des produits de la simili shiga-tox-
ine (STX). Ont été étudiées 24 souches E. coli du sérovar
026:H11, classées comme STEC (shiga-toxine produisant

E. coli), isolées a partir des patients atteints du syndrome di-
arrhéique (hémocolite) en 2014-2019 a Saint-Pétersbourg.
Toutes les souches étaient identiques: elles faisaient par-
tie d'un seul biovar enzymatique 1, se caractérisaient par
la production d’entérogémolizine et de la simili-shiga-tox-
ine STX1. Lanalyse des génomes a révélé la présence des
déterminants codant les principaux facteurs de virulence
STEC: la simili-shiga-toxine STX1 (géne stx1a) et les génes
complémentaires codés par le plasmide pVF — ehxA (en-
térogémolizine), katP (catalase-peroxidase), espP (protéase
sérique), mais aussi cba (colicine B), gad (glutamate dé-
carboxylase), cif (effecteur de sécrétion du lll-éme type),
iss (résistance a l'action bactéricide du sérum sanguin).
Les souches appartenaient au groupe phylogénétique B1
et a la séquence type 21 (ST21). 13 souches (54,2%) étaient
sensibles aux produits antimicrobiens, les 11 autres se car-
actérisaient par la résistance a I'ampicilline combinée avec
trois et plus classes de ces produits. Six souches avaient
le phénotype MDR et produisaient la B-lactamase du spec-
tre élargi appartenant a la famille moléculaire CTX-M.
Toutes les souches conservaient leur sensibilité aux car-
bapénemes (méropénem).

Ainsi les méthodes moléculaires ont permis de révéler
entre les isolats russes cliniques Salmonella enterica et Es-
cherichia coli les souches appartenant aux clones interna-
tionaux a haut risque Salmonella Kentucky ST198, Salmonel-
la Newport AmpC-MDR/CMY-2, Salmonella Typhi sous-clade
4.3.1 (haplotype H58) et E. coli 026:H11 ST21.

Conclusion

1. Plus de 60,0% de souches Salmonella, isolées a Saint-
Pétersbourg et dans l'oblast de Léningrad a partir des
humains, animaux d'élevage et denrées alimentaires
d’arigine animale, sont résistantes aux antibiotiques.
Le taux des souches résistantes aux produits utilisés
pour le traitement des salmonelloses a fait: aux quino-
lones — de 26,2% (isolées a partir des animaux) a 60,9%
(isolées a partir des humains), aux céphalosporines
a spectre élargi — 1,6-2,4%. Les souches du sérovar
S. Infantis se distinguaient par le degré tres élevé de ré-
sistance aux produits antimicrobiens (89,3-97,8%),
dont 67,9-89,0% se caractérisaient par une résistance
multiple aux quinolones, le triméthoprime/sulfamé-
thoxazole et la tétracycline.

2. Les souches Campylobacter, isolées a partir des hu-
mains et de la volaille, sont résistantes aux produits
antimicrobiens utilisés tans la thérapie des campilo-
bactérioses. La résistance aux fluorquinolones a été
remarquée pour toutes les souches étudiées, aux té-
tracyclines — jusqu'a 70%, aux macrolides pour les
souches C. coli — 18,2%, C. jejuni — 2,0%. Plus de 60,0%
de souches Campylobacter ont fait preuve de leur résis-
tance en méme temps aux fluorquinolones et a la tétra-
cycline. La résistance multiple aux fluorquinolones, a la
tétracycline et aux macrolides a été révélée pour 4,2%
de souches.

3. La résistance des souches Salmonella aux -lactames
est conditionnée par le mécanisme de résistance qui
caractérise les bactéries de la famille Enterobacteriacae:
production des B-lactamases du spectre élargi TEM-1
(90,5% de souches résistantes aux aminopénicillines),
mais aussi des céphalosporinases CTX-M (-1,-9,-2)
(88,9%) et CMY (11,1%). La production CTX-M et CMY-2
a été révélée pour les souches des sérovars S. Enteritidis,
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S. Typhimurium, S. Virchow, S. Abony, S. Coeln, S. New-
port, S. Haifa, S. Derby, S. Kentucky, S. Dublin.

La résistance des souches Salmonella aux quinolones
s'explique principalement par les mécanismes chro-
mosomiques. Il a été révélé cinq variantes de substitu-
tion a nucléotide unique dans le géne gyrA, condition-
nant le bas niveau de résistance aux fluorquinolones:
Asp87Asn (S. Typhi — 71,4% de souches résistantes;
autres sérovars — 23,1%); Ser83Tyr (6,7% et 10,3%);
Ser83Phe (0,9% et 20,5%); Asp87Tyr (33,3% — unique-
ment pour les souches S. Infantis); Asp87Gly (7,7% —
uniquement pour les souches S. Enteritidis). Le haut
niveau de résistance aux quinolones pour pratquement
toutes les souches s’explique par le profil identique des
substitutions a nucléotide unique: gyrA (Ser83Phe +
Asp87Asn) et parC Ser80lle. Le mécanisme de résistance
plasmidique (géne gnrS) a été révélé pour trois souches
(0,3% S. Typhi, S. Corvallis, S. Typhimurium).

5. En Fédération de Russie parmi les isolats cliniques

Salmonella enterica et Escherichia coli sont détectées les
souches appartenant aux clones internationaux a haut
risque de propagation pandémique ayant une préva-
lence globale dans le monde: Salmonella Kentucky ST198,
Salmonella Newport AmpC-MDR/CMY-2, Salmonella
Typhi sous-clade 4.3.1 (haplotype H58), Escherichia
coli 026:H11 ST21 et Escherichia coli 025:H4-B2-ST131.
Le séquencage génomique complet des souches, I'uti-
lisation des méthodes d'analyse standardisées et des
bases de données internationales, contenant une infor-
mation détaillée sur les caractéristiques génétiques des
agents pathogénes, permettent de détecter les clones
internationaux a haut risque et d'évaluer leur évolution
et extension géographique, provoquée par le tourisme
transfrontalier et le commerce des denrées alimentaires,
animaux d'élevage et aliments pour animaux, et révéler
le facteurs concrets de leur transmission.
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of children // Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2020; 65 (10): 638-644. (In Russ.) doi: 10.18821/0869-2084-2020-65-10-638-
644 Scopus

Brevets

1. Patent RU2707548: Egorova S.A., Kaftyreva L.A. The bacterial strain Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi B-8453 with
low-level resistance to fluoroquinolones, used as a control strain for phenotypic and molecular studies for typhoid fever diagnostics.
Applicant and copyright holder: St. Petersburg Pasteur Institute.

2. Patent RU2707640 C1: Makarova M.A., Kaftyreva L.A. An Escherichia coli strain as a control test strain for phenotypic and molecular
studies of Escherichia of serological group O144. Applicant and copyright holder: St. Petersburg Pasteur Institute.

3. Patent RU2707925: Egorova S.A., Kaftyreva L.A. Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi bacterial strain as a control strain
for phenotypic and molecular studies in the diagnostics of typhoid fever. Applicant and copyright holder: St. Petersburg Pasteur
Institute.

4. Patent RU2744203: Egorova S.A., Kaftyreva L.A. The bacterial strain Salmonella enterica subsp. enterica serovar Kentucky B-9045
of the international polyresistant Salmonella clone Kentucky ST 198, used as a control strain for phenotypic and molecular studies
in salmonellosis diagnostics. Applicant and copyright holder: St. Petersburg Pasteur Institute.

5. Patent RU2744205: Egorova S.A., Kaftyreva L.A. The bacterial strain Salmonella enterica subsp. enterica serovar Newport B-9044
of the international polyresistant Salmonella clone Newport MDR-AmpC/CMY-2, used as a control strain for phenotypic and mole-
cular studies in salmonellosis diagnostics. Applicant and copyright holder: St. Petersburg Pasteur Institute..

Attestations d’enregistrement des bases de données

1. Certificate of registration for database RUS 2019621507: Egorova S.A., Kaftyreva L.A., Porin A.A. S.Typhi-Museum: biological proper-
ties of the causative agent of typhoid fever. Applicant and copyright holder: St. Petersburg Pasteur Institute.

2. Certificate of registration for database RUS 2019622278: Egorova S.A., Kaftyreva L.A. Salmonella-Museum: antibiotic sensitivity and
mechanisms of resistance. Applicant and copyright holder: St. Petersburg Pasteur Institute.

3. Certificate of registration for database RUS 2019621937: Makarova M.A. Molecular and genetic characteristics of Escherichia coli
strains isolated in cases of extraenteric diseases. Applicant and copyright holder: St. Petersburg Pasteur Institute.

4. Certificate of registration for database RUS 2020620406: Egorova S.A., Kaftyreva L.A. S. Typhi-Museum: molecular determinants
of resistance. Applicant and copyright holder: St. Petersburg Pasteur Institute.

5. Certificate of registration for database RUS 2020620407: Suzhaeva L.V., Kaftyreva L.A. Escherichia coli in the intestinal microbiota
of children: antibiotic sensitivity and resistance mechanisms. Applicant and copyright holder: St. Petersburg Pasteur Institute.

6. Certificate of registration for database RUS 2020620513: Suzhaeva L.V., Makarova M.A., Kaftyreva L.A. Escherichia coli in the intesti-
nal microbiota of children: phenotypic characteristics, virulence genes, phylogenetic groups. Applicant and copyright holder: St. Pe-
tersburg Pasteur Institute.

7. Certificate of registration for database RUS 2020621588: Zabrovskaya A.V., Kaftyreva L.A., Makarova M.A., Egorova S.A. Opportu-
nistic pathogens isolated from animals and from animal products, their resistance to antimicrobial drugs and virulence factors.
Applicant and copyright holder: St. Petersburg Pasteur Institute.

8. Certificate of registration for database RUS 2020620404: Zabrovskaya A.V., Kaftyreva L.A., Kuzmin V.A., Khakhaev I.A., Chunin S.A.,
Antipova N.A., Redina V.E. Salmonella isolated from animals, animal products and feeds. Applicant and copyright holder: St. Peters-
burg Pasteur Institute.

9. Certificate of registration for database RUS 2020620646: Makarova M.A., Kaftyreva L.A. Molecular and genetic characteristics
of commensal Escherichia coli strains isolated from healthy (without signs of acute intestinal infection) adult residents of St. Peters-
burg. Applicant and copyright holder: St. Petersburg Pasteur Institute.

10. Certificate of registration for database RUS 2020621032: Makarova M.A., Kaftyreva L.A. Biological properties of enteropathogenic
Escherichia coli (EPEC) strains isolated from stool samples of patients with diarrheal syndrome. Applicant and copyright holder:
St. Petersburg Pasteur Institute.

11. Certificate of registration for database RUS 2020621033: Makarova M.A., Kaftyreva L.A. Biological properties of enterotoxigenic
Escherichia coli (ETEC) strains isolated from stool samples of patients with diarrheal syndrome. Applicant and copyright holder:
St. Petersburg Pasteur Institute.

12. Certificate of registration for database RUS 2020621031: Makarova M.A., Kaftyreva L.A. Biological properties of shigAtoxin-produ-
cing Escherichia coli (STEC) strains isolated from stool samples of patients with diarrheal syndrome. Applicant and copyright holder:
St. Petersburg Pasteur Institute.
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Nouvelles orientations dans le diagnostic
de laboratoire des infections des voies
respiratoires controlées par le vaccin

Actualité de I'étude. La coqueluche reste un probléme
d’actualité pour la santé publique de plusieurs pays dans
les différentes régions du monde, y compris en Fédération
de Russie. Ni la vaccination, ni la maladie subie ne procurent
pas I'immunité a vie. La coqueluche est surtout dangereuse
pour les enfants de la premiére année de vie. Ce sont les
fréres et soeurs ainés de méme que les membres de famille
plus agés qui, dans la plupart des cas, deveinnent source
d’infection pour les nourissons. La protection a part entiere
contre la coqueluche nécessitant la réalisation du cycle com-
plet de vaccination primaire, qui, selon le calendrier natio-
nal de vaccination, s'achéve pour les enfants en Fédération
de Russie a I'dage de 6 mois, les enfants de cette catégorie
d’'age ne peuvent étre protégés que par les mesures antiépi-
démiques adoptées dans leur entourage. Dans les calendriers
nationaux de vaccination de plusieurs pays est inscrite la re-
vaccination des enfants de 5-7 ans. Dans certains pays on ef-
fectue la revaccination des adolescents de 14-16 ans, on pré-
conise celle du personnel médical contactant les enfants de la
premiére année de vie et la revaccination des adultes tous
les dix ans ensemble avec la revaccination contre la diphté-
rie et le tétanos. A été également prouvée l'efficacité de la
vaccination des femmes enceintes. En Fédération de Russie
sont réalisés les programmes régionaux de revaccination des
enfants de I'age préscolaire (6-7 ans) mais actuellement au-
cune variante de revaccination complémentaire n’a été mise
en oeuvre, y compris a cause de l'absence des clauses addi-
tives correspondantes au calendrier national de vaccination.
Pour cette raison I'argumentation scientifique d‘introduction
d'une revaccination complémentaire contre la coqueluche
reste d'actualité pour déterminer la stratégie de vaccinopro-
phylaxie de cette infection en Fédération de Russie.

Pour comprendre la situation épidémiologique relative
a la diphtérie et la coqueluche il convient d’effectuer le sui-
vi systématique des souches circulantes — agents d'in-
fection. Grace a la vaccination l'incidence de la diphtérie
a décru considérablement au cours des derniéres années.
Ainsi en 2017 aucun cas de la diphtérie n'a été enregistré en
Fédération de Russie et seuls deux cas de portage de bac-
téries ont été détectés. En 2018 ont été enregistrés 4 cas
de la diphtérie et 3 cas de portage de bactéries. Les formes
légéres, facilement localisables, de l'infection dominent.
Pourtant la pertinence du probléme de l'infection diph-
térique demeure, les cas daffection, surtout parmi les
personnes non vaccinées, étant possibles dans les condi-
tions de baisse de vigilance et de possibilité d'importation
de l'infection d'autres régions. En dehors de cela, au cours
des dernieres années on enregistre les cas des formes aty-
piques de l'infection provoqués par les souches non toxi-
genes de C. diphtheriae. Il est surtout important d'étudier
I'évolution de la diffusion des différents clones des bacté-
ries tenant compte des facteurs de leur pathogénicité et ré-
sistance aux antibiotiques administrés comme thérapie au
cas de la diphtérie et de la coqueluche.

Objectif de I'étude. Etude de la séroprévalence a I'égard
de l'agent de la coqueluche dans la population de Saint-
Pétersbourg; étude de la sensibilité aux antibiotiques des
souches circulantes de Bordetella; étude des marqueurs gé-
nétiques et phénotypiques de la virulence et de I'antibioré-
sistance des souches de C. diphtheriae isolées dans le District
fédéral Nord-Ouest au cours des 25 dernieres années.

Matériels et méthodes de I'étude. Pour évaluer la séro-
prévalence a I'égard de I'agent de la coqueluche ont été
utilisés les kits IFA de détection des anticorps a la toxine
coquelucheuse (IgG, IgA). Les valeurs IgG = 40 ME/ml, IgA
> 12 ME/ml ont été adoptées en tant que niveau positif des
anticorps. La détection du niveau positif des IgG a été inter-
prétée comme marqueur de contact avec I'agent (suite a la
maladie ou a «I'immunisation latente») au cours de 1-2 der-
nieres années. Dans ces conditions le niveau élevé des IgG
(=100 Ul/ml) ou la combinaison des niveaux positifs des 1gG
et IgA ont été interprétés comme indice de la coqueluche
subie dans les 6-12 mois avant I'examen. Pour le screening
des souches de Bordetella, résistantes aux macrolides, a été
employée la méthode de diffusion sur disque et la défi-
nition de la CMI (concentration minimale inhibitrice) au
moyen des E-tests en utilisant la gélose a base de charbon
et caséine.

Dans I'étude des propriétés toxigenes des souches
de C. diphtheriae ont été utilisées les méthodes génétiques
et phénotypiques. Pour détecter le gene de toxigénicité
a été testé un nouveau kit élaboré pour Lamp-PCR (fabri-
cant «Innova-plus», Saint-Pétersbourg) sous contréle du kit
certifié de détection du géne de toxigénicité en temps réel.
Les toxines produits ont été révélées par Elek-test phéno-
typique. La capacité de filmogénicité a été étudiée avec
utilisation du microscope fluorescent. La sensibilité aux
antibiotiques a été définie par la méthode de diffusion sur
disque conformément aux indications méthodologiques
(MYK) 4.12.1890-04 (Moscou, 2004) et indications méthodo-
logiques «Définition de la sensibilité des microorganismes
aux produits antimicrobiens» (EUCAST, 2018).

Principaux résultats. Pour évaluer la séroprévalence
a I'égard de I'agent de la coqueluche en 2019 on a exa-
miné 200 personnes adultes. Les IgG a la toxine co-
quelucheuse ont été révélés chez 32 personnes (16%).
Chez 10 personnes (5%) parmi ces 32 ont été révélés les
marqueurs sérologiques de la coqueluche récemment
subie. A été examiné le personnel de la maternité (78
personnes): les anticorps détectés chez 15,4% de méde-
cins, y compris chez 5,1% — les marqueurs sérologiques
de la coqueluche récemment subie. Lexamen du peson-
nel médical du réseau ambulatoire (51 personne) a ré-
vélé 27,5% de personnes séropositives, y compris 5,9%
portant les indices de la coqueluche récemment subie.
Par la méthode de diffusion sur disque ont été étudiées
100 souches de Bordetella isolées a partir des malades
et personnes de contact a Saint-Pétersbourg en 2000-
2010. Toutes les souches ont manifesté leur sensibilité
a I'érythromycine, I'amoxicilline et la céfotaxime. Pour 20
souches on a déterminé la CMI de I'érythromycine dont
la moyenne était de 0,06 ug/ml.
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Il est établi que les souches de C. diphtheriae, isolées dans
le District fédéral Nord-Ouest dans les 5 dernieres années,
ne révélaient pas leurs propriétés toxigenes dans les tests
phénotypiques. Pourtant 40% de souches indiquées sont
porteuses du géne de toxigénicité révélé par Lamp-PCR
et confirmé par la méthode PCR classique. Ainsi, contraire-
ment aux souches, isolées pendant I'épidémie de la diph-
térie en 1993-1995, celles de C. diphtheriae, circulant actuel-
lement, sont beaucoup plus souvent porteuses du géne
«muet» de toxigénicité (13% et 40% respectivement). La ca-
pacité a la production des biofilms a été notée chez 30%
de souches de C. diphtheriae isolées au cours des 5 derniéres
années. A été notée, en outre, une résistance croissante
chaque année des souches C. diphtheriae aux antibiotiques
choisis pour le traitement de la diphtérie. Ainsi, si la résis-
tance des souches C. diphtheriae, isolées en 1993-1995,
s'est révélée dans 0,12% de cas, celle des souches isolées en
2015-2019 I'était dans 59% de cas. La méme situation s'ob-
serve aussi a I'égard de la tétracycline (0,06% de souches ré-
sistantes en 1993-1995 et 83% — en 2015-2019).

Portée pratique. A la suite de I'étude effectuée a été ré-
vélée une vaste implication du personnel médical, y com-
pris celui procurant les soins aux enfants de la premiére
année de vie, au processus épidémique de l'infection co-
quelucheuse, ce qui témoigne de la nécessité de revaccina-
tion de cette catégorie professionnelle. A été révélée la ten-
dance inquiétante a I'augmentation du taux des souches
C. diphtheriae porteuses du gene «muet» de la toxigénicité
et résistantes a I'égard des produits antibactériens admi-
nistrés au cas de l'infection diphtérique. A été testée une
nouvelle Lamp-PCR permettant d'effectuer le screening
des souches et du matériel biologique obtenu des patients
pour détecter la présence des souches toxigénes de C. di-
phtheriae méme dans les conditions d'un faible équipe-
ment du laboratoire bactériologique.

Prospects for further research into the topic. On pour-
suivra le séromonitorage de l'infection coquelucheuse
chez les enfants, adolescents et adultes pour argumenter
les recommandations a la revaccination contre la coque-
luche dans les groupes de risque. On poursuivra égale-
ment I'étude de la sensibilité aux antibiotiques des souches
de Bordetella circulant a Saint-Pétersbourg.

Il est nécessaire de continuer I'étude des divers facteurs
de pathogénicité des souches de C. diphtheriae qui circu-
laient sur le territoire du District fédéral Nord-Ouest pen-
dant les 25 derniéres années. On poursuivra également
I'épreuve de plusieurs méthodes du diagnostic accéléré
de la pathogénicité des souches — agents de la diphtérie.

Perfectionnement du suivi microbiologique
de Yersinia pseudotuberculosis basé

sur l'utilisation des nouvelles méthodes

de génotypage

Actualité de I'étude. La pseudotuberculose est enre-
gistrée sur la majeure partie du territoire de la Fédération
de Russie. Par ailleurs, la nosogéographie de cette mala-
die est caractérisée par l'existence des aréales en Extréme
Orient, en Sibérie, en Oural et au Nord-Ouest du pays ayant
d’'une maniére durable un niveau élevé d’incidence excé-
dantde 2 a5 fois et plus la moyenne fédérale. Actuellement
I'incidence de la pseudotuberculose en Russie se manifeste
essentiellement sous forme des cas sporadiques les flam-
bées épidémiques étant rares.

Aux fins du suivi microbiologique des souches circu-
lantes de Y. pseudotuberculosis il est prometteur d'utiliser
les systemes CRISPR-Cas (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated proteins)
a titre de marqueur moléculaire informatif. La haute réso-
lution de génotypage sur la base des séquences espaceurs
des locus CRISPR est un avantage précieux dans I'étude des
souches de Y. pestis.

L'objectif de I'étude est la caractérisation génotypique
des souches de Y. pseudotuberculosis des différentes ori-
gines géographiques fondée sur la révélation des facteurs
de pathogénicité et I'analyse de la composition locus des
systemes CRISPR-Cas.

Matériels et méthodes de I'étude. Ont été étudiées
167 souches de Y. pseudotuberculosis, isolées a partir des
humains et animaux (y compris les oiseaux), malades de la
pseudotuberculose et des eaux de lavage des légumes
sur le territoire de la Fédération de Russie (127 souches),
de plusieurs pays limitrophes (Ukraine, Bélarus, Abkhasie,
Turkménistan) et de certains autres pays (Grande-
Bretagne, Suede, Mongolie) (40 souches) au cours de 80
derniéres années (1935-2014). On a déterminé la présence
des principaux facteurs de pathogénicité des souches: les
génes chromosomiques du superantigene YPM, les «ilots
de pathogénicité» YAPI, HPI et les génes plasmidiques
pYV 46 MDa et pVM82. Les amorces pour I'amplification
des locus CRISPR ont été élaborées précédemment avec
utilisation de l'application en ligne NCBI Primer-BLAST sur
le fondement de 15 séquences compléetes des génomes
Y. pseudotuberculosis déposées dans les bases de données
GenBank et RefSeq NCBI. Lidentification des systemes
CRISPR dans les génomes des souches de Y. pseudotuber-
culosis a été effectuée au moyen des programmes en ligne
«CRISPRone» et «CRISPRFinder».

Principaux résultats. La recherche effectuée a démon-
tré que toutes les souches étudiées possédent le systéme
CRISPR-Cas qui inclue de 1 a 3 locus. La taille du locus
YP1 est de 400-3500 p.n. (paires de nucléotides), du locus
YP2 — 250-500 p.n., du locus YP3 — 400-2000 p.n.

Conformément aux résultats de révélation des principaux
facteurs de pathogénicité, les souches étudiées de Y. pseu-
dotuberculosis font partie de quatre génogroupes: G1 (HPI+
YPM+) — 4 souches, G2 (HPI+YPM-) — 42 souches, G3 (HPI-
YPM+) — 111 souches, G6 (HPI-YPM-) — 10 souches.

La plupart (144 souches, soit 86,2%) se caractérisent par
le systeme CRISPR-Cas composé de trois locus, alors que
les souches du génogroupe G3 sont les plus homogénes:
95% de souches de ce génogroupe possedent trois locus
CRISPR. Selon leur composition de locus les souches du gé-
nogroupe G2 sont les plus variables — on leur a révélé cinq
combinaisons de types de locus CRISPR.

Il a été démontré que la longueur du locus YP3 forme une
corrélation statistiquement authentique avec la présence
des principaux facteurs de pathogénicité des souches: génes
chromosomiques du superantigéne YPM, «ilots de pathogé-
nicité» YAPI, HPI et genes plasmidiques pvVM82 (Fig. 2).

La majeure partie des souches étudiées des différentes
origines (n=91) a été isolée sur le territoire du District fédéral
de la Sibérie — une des régions de la Fédération de Russie
qui se caractérise par le plus haut niveau d'incidence de la
pseudotuberculose. A titre de comparaison ont été étudiées
les souches obtenues du District fédéral d’Extréme-Orient
(n=17) et du District fédéral Nord-Ouest (n = 12) se caracté-
risant également par les taux élevés d'incidence.

Rapport D’Activites 2019-2020 13



Département de microbiologie

Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg

Il a été démontré que sur le territoire du District fédé-
ral Nord-Ouest dominent les souches du sérotype O:1b du
génogroupe G3 (88 souches, soit 97%) subdivisé en sous-
groupes en fonction de la présence du plasmide pVM82, de
«l'flot adhésif de pathogénicité» YAPI (y compris le géne tcp).
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Figure 1. Longueurs moyennes des locus YP1, YP2 et YP3

en fonction de la présence des principaux facteurs

de pathogénicité: A— HPI; B— YPM; C — pvM82; D — YAPI,
y compris du E — géne tcp. absent — absence du caractere,
present — présence du caractére

YP3

Les souches du génogroupe G3 provoquent la pseudotuber-
culose ayant les symptémes de la fievre scarlatiniforme d’Ex-
tréme-Orient: exanthéme, exfoliation, «langue cramoisie»,
|ésion des articulations. Les souches dominantes (43 souches,
soit 47%) sont celles du sous-groupe génétique 3c (HPI-
YPM-+YAPI+pVM82+). Il a été détecté chez elles une variante
du systeme CRISPR-Cas incluant les locus CRISPR YP1 2000
p.n./YP2 300 p.n./YP3 2000 p.n. (Fig. 3, classe I). Le District fé-
déral Nord-Ouest est caractérisé également par les souches
du sous-groupe génétique 3a (HPI-YPM+YAPI-pVM82-) (28
souches, soit 31%), dont les tailles des locus CRISPR se situent
dans les limites de YP1 1500-2000 p.n./YP2 300 p.n./YP3 800-
1000 p.n. (Fig. 3, classe II).

Sur les territoires des Districts fédéraux d’Extréme-Orient
et Nord-Ouest on rencontre aussi les souches Y. pseudo-
tuberculosis du génogroupe G3, tandis qu'une partie
d'elles sur ces territoires font partie du sous-groupe 2a
du génogroupe G2 (HPI+YPM-YAPI-pVM82-), qui est ty-
pique pour les agents pathogénes rencontrés principa-
lement en Europe. Cependant dans le District fédéral
d’Extréme-Orient toutes les souches du sous-groupe 2a
appartiennent au sérotype O:la. Ces agents provoquent
I’évolution de la maladie sans traits typiques pour le reste
du territoire de la Russie, se caractérisant essentiellement
par les symptomes gastro-intestinaux sans manifestations
cliniques de la fievre scarlatiniforme d’Extréme-Orient.
Les souches du génogroupe G2, isolées sur les territoires
des Districts fédéraux d’Extréme-Orient et Nord-Ouest, se
distinguent par la longueur de leurs locus des systémes
CRISPR-Cas des souches du génogroupe G3 typiques pour
le territoire du District fédéral de la Sibérie.

Parmi les souches russes ont été également détec-
tées quatre souches faisant partie du génogroupe rare G1
(HPI+YPM+) et une souche du génogroupe G6 (HPI-YPM-)
dont les symptomes cliniques doivent étre encore précisés.

Les souches étrangéres étudiées se distinguent de celles
russes par l'ensemble de leurs facteurs de pathogénici-
té: elles font essentiellement partie du génogroupe G2,
sous-groupe 2a (HPI+YPM-YAPI-pVM82-) (24 souches, soit
60%), de méme que G6 (HPI+YPM+) (9 souches, soit 23%).
Les souches étrangéres se caractérisent par la composi-
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Figure 2. Répartition des longueurs du locus YP3 en fonction de la présence des principaux déterminants de la pathogénicité:

pVM82, YPM, HPI et YAPI, y compris du géne tcp

14 Rapport D'Activites 2019-2020



Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg

Laboratoire de bacteriologie medicale

tion variable de leurs locus des systémes CRISPR-Cas et par
lalongueur des locus CRISPR, différente de celle des souches
russes.

Il na pas été détecté de corrélation entre la composi-
tion des séquences espaceurs des locus et les séquences
types des souches, mais une nette répartition des souches
en clades «asiatique» et «européen» en fonction du type
de CRISPR-cluster [T. Seecharran et al., 2017]. Suite a I'étude
effectuée a été révélé le lien entre les longueurs du locus
YP3 et l'existence des principaux déterminants de patho-
génicité des souches: génes chromosomiques du super-
antigéne YPM, «ilots de pathogénicité» YAPI, HPI et genes
plasmidiques pvM82.

D’autre part, la présence des différents groupes phylo-
génétiques sur un territoire suppose I'existence des méca-
nismes dans la population visant a restreindre la transmis-
sion du matériel génétique (enzymes de restriction-modi-
fication, systéeme CRISPR-Cas) [T. Seecharran et al., 20171].
Le systeme CRISPR-Cas de Y. pseudotuberculosis, dont la ré-
gulation est effectuée par multiples mécanismes, peut par-
ticiper a la constitution d'un génotype bien concret de la
souche, ce qui, a son tour, détermine les manifestations
cliniques de la pseudotuberculose.

Conclusion. Ont été obtenues des nouvelles données
sur la structure des systémes CRISPR-Cas de Y. pseudotu-
berculosis isolés sur le territoire de la Fédération de Russie
et de certains pays étrangers. A été effectuée I'analyse de la
composition locus des systemes CRISPR-Cas des souches
de Y. pseudotuberculosis des diverses origines géogra-
phiques et sources d'isolement.

Publications

On a comparé les variantes des systemes CRISPR-Cas
(composition des locus, longueur des locus CRISPR) avec les
données sur l'origine géographique des souches, les résultats
de sérotypage et I'appartenance aux groupes (sous-groupes)
génétiques selon la présence des principaux facteurs de pa-
thogénicité. Il en résulte la révélation des variantes géné-
tiques dominant sur les différents territoires concrets.

Il a été démontré que la longueur du locus CRISPR YP3
forme une corrélation statistiquement authentique avec
la présence des principaux facteurs de pathogénicité des
souches: génes chromosomiques du superantigene YPM,
«ilots de pathogénicité» YAPI, HPI et génes plasmidiques
pvM82.

Les caractéristiques génotypiques obtenues des souches
de Y. pseudotuberculosis provenant des différentes régions
de Russie et d'autres pays du monde, qui incluent les don-
nées sur I'ensemble des principaux facteurs de pathogéni-
cité, composition de locus des systémes CRISPR-Cas et lon-
gueur des locus CRISPR peuvent étre utilisées dans les re-
cherches phylogénétiques et le suivi des souches circulantes
pour détecter les agents des variantes génétiques connues
et celles neuves atypiques pour le territoire observé.

La détection sur le territoire de Russie des souches Y. pseu-
dotuberculosis du sous-groupe génétique 2a, provoquant
la maladie évoluant, principalement, sous forme de la gas-
tro-entérite accompagnée de la fiévre et/ou du développe-
ment de la lymphadénite mésentérique, I'appendicite aigué
ou l'iléite terminale justifie la nécessité d’examiner au sujet
de la pseudotuberculose les malades ayant les symptémes
d'une infection intestinale aigué d'étiologie inconnue.
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LABORATOIRE DES ZOOANTROPONOSES

Chef du laboratoire: Nikolay Tokarevitch

Chercheurs: N. Stoyanova, O. Freylikhman, Yu. Panfyorova, E. Syuzyumova, R. Baimova, O. Blinova

En 2019-2020 on été poursuivis les travaux de per-
fectionnement des technologies de surveillance épidé-
miologique des infections a foyer naturel sur la base des
approches moléculaires-génétiques et immunologiques.
Dans le cadre de cette option le laboratoire a oeuvré a la
résolution des problémes suivants.

Optimation des méthodes du diagnostic
de laboratoire en but de perfectionner
la surveillance épidémiologique des
infections zooantroponoses

Elaboration du test-systéme de détection
de Coxiella burnetii dans les matiéres biologiques
par la méthode PCR

L'actualité de la poursuite des travaux de modélisation
des test-systéemes PCR pour détection de C. burnetii dans
les matieres biologiques, déja commencés par le labora-
toire avant, s'explique par la nécessité d’'améliorer leur sen-
sibilité et spécificité. Au cours des travaux présents a été
élaboré le test-systéme (assemblage composé des amorces
et d’'une sonde fluorescente) pour détection de C. burnetii
dans les matiéres biologiques utilisant I'amplification d'un
fragment du géne higA, codant la protéine, associée a la
virulence, de la bactérie C.burnetii, par la méthode PCR en
temps réel (PCR-TR) selon la technologie TagMan. Le géne
higA satisfait les exigences envers les cibles génétiques
pour PCR-TR selon les indices de conservatisme, variabili-
té, activité antigénique de la protéine codée et de son lien
avec les caractéristiques de virulence de l'agent.

La PCR-TR avec le test-systeme élaboré a été soumise
a l'optimation des composants et conditions de détection
de l'agent de la fievre Q, d'appréciation de sa spécificité
et sensibilité. Les résultats obtenus permettent de conclure
que le test-systéme, élaboré par notre laboratoire, est plus
efficace que celui commercialisé actuellement (basé sur
I'amplification du fragment du géne groEl). Les résultats
des essais cliniques et techniques effectués sur ce test-sys-
téme témoignent en faveur de la possibilité de son usage
étendu et enregistrement a Roszdravnadzor comme pro-
duit médical. On a obtenu les résultats positifs des essais
opérés sur notre test-systéme dans I'Etablissement fédéral
de la santé relevant du budget d’Etat — Centre principal
d’hygiene et d'épidémiologie de I'Agence fédérale mé-
dico-biologique de Russie (Acte des résultats des essais
No. 01. A-007/03.20 du 16 mars 2020).

Perfectionnement de la PCR-TR pour la détection des
leptospires dans les matiéres biologiques

Le principal défaut des assemblages existants pour dé-
tection des ADN des leptospires par la méthode de la PCR-
TR est leur sensibilité insuffisante due a la grande variété
intraspécifique et intragénétique des leptospires. La haute
variabilitt du génome des leptospires sert souvent
de cause d'incompatibilité des séquences nucléotidiques
des amorces et des sondes de la séquence nucléotidique
recherchée utilisée comme cible.

La recherche effectuée vise la création de I'assemblage
composé des amorces oligo-nucléotidiques et de la sonde
fluorescente pour détecter par la méthode PCR en temps
réel le fragment spécifique (avec le degré de similitude
100%) du génome des leptospires appartenant aux es-
péces génomiques Leptospira interrogans s.l. et L. biflexa
s.l. du genre Leptospira, faisant partie du groupe des lep-
tospires pathogénes (L. santarosai, L. kirschneri, L. noguchii,
L. alexendari, L. interrogans, L. alstoni, L. weilii, L. borgpeterse-
nii) et intermédiaires (L. kmetyi, L. mayottensis, L. inadai,
L. fainei, L. licerasiae, L. wolffii, L. broomii).

A titre de cible est choisi le gene 16S rRNA codant
la synthése 16S de la sous-unité de I’ARN ribosomique des
leptospires.

Le choix des amorces a été accompagné d'une série
d'impératifs empiriques requis dont le respect permet
d’atteindre une haute spécificité et efficacité d’amplifica-
tion. Pour I'évaluation de la spécificité et la sensibilité des
amorces a été utilisé I'ADN de 48 souches de Leptospira
interrogans, y compris I'espéce génomique Leptospira in-
terrogans des sérogroupes Pomona (7 souches), Canicola
(10 souches) et Icterohaemorrhagiae (21 souche), espece
génomique Leptospira kirschneri du sérogroupe Grippo-
typhosa (6 souches), espece génomique Leptospira borg-
petersenii du sérogroupe Tarassovi (4 souches) conser-
vés dans la collection des souches de I'Institut Pasteur
de méme que les échantillons de I'’ADN total provenant
des matiéres biologiques: organes (reins, foie, rate), pe-
tits mammiferes sauvages, sang des donneurs en bonne
santé, sang des malades au diagnostic leptospirose
confirmé par I'examen de laboratoire, sang des cobayes
intacts. A été utilisé également I'ADN des microorga-
nismes hétérologues (Escherichia coli, Borrelia burgdor-
feri s.l., Rickettsia prowazekii, Rickettsia conorii, Brucella
abortus, Mycoplasma genitalium, Mycoplasma hominis,
Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis, Ureaplas-
ma urealiticum, Ureaplasma parvum, Gardnerella vagina-
lis, Candida albicans, Klebsiella oxytoca, Coxiella burnetii).
La définition des indices d'efficacité de I'assemblage a été
effectuée a I'aide des courbes d’accumulation du signal
de fluorescence, obtenues par l'effet d’amplification,
de méme qu’a l'aide des courbes standard. Lanalyse
a démontré un haut degré de spécificité et de sensibili-
té de la PCR-TR avec utilisation de I'assemblage construit
avec les amorces et la sonde, ce qui permet de détecter
dans le produit concentré jusqu’a 10 gEq/ml de matiéres
biologiques (Fig. 4). Lassemblage universel élaboré, com-
posé des amorces et de la sonde, et les conditions de la
PCR-TR adaptées a son utilisation permettent d’amélio-
rer I'efficacité et la précision d’identification de l'agent
de leptospirose par la visualisation du matériel génétique
L. interrogans dans les échantillons d’origine biologique
avec la méthode PCR-TR.

Le 03 mars 2021 au Registre national des brevets a été
enregistré le Brevet d’invention No. 2744186 de l'assem-
blage construit des réactants pour détection de l'agent
de la leptospirose dans les matieres biologiques par la mé-
thode de la PCR-TR.
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Figure 4. Courbes de fluorescence des dilutions décuplées de 'ADN Leptospira interrogans strain Hond Utrecht IV
1 — 10° des équivalents génomiques, 2 — 10* des équivalents génomiques, 3 — 10° des équivalents génomiques, 4 — 10* des équivalents génomiques.

L'image est présentée par V.G. Dedkov

Construction du test-systéme immuno-enzymatique
pour détection des IgG-anticorps a C. burnetii dans
les sérums sanguins humains

Pour I'élaboration de ce systéme de diagnostic a été ob-
tenu l'antigéne inactivé C. burnetii, dépuré des ingrédients
tissulaires, a été définie la concentration optimum de cet
antigéne pour I'adsorption des plaques et les dilutions op-
timum des molécules conjuguées des différents fabricants
et choisi l'aspect optimum des plaques pour effectuer
la recherche. Comparée a la réaction de fixation du com-
plément et a la réaction d'immunofluorescence indirecte,
a été établie une plus haute sensibilité du test-systéme im-
muno-enzymatique élaboré. L'étude des sérums sanguins
des donneurs apparemment bien portants a démontré
la spécificité satisfaisante du test-systéme immuno-enzy-
matique. A été réunie la documentation normative pour
la fabrication et I'utilisation du test-systéme immuno-en-
zymatique pour détection des IgG-anticorps a C. burne-
tii. A été obtenu le certificat d’enregistrement (No. P3H
2019/8718 du 06.08.2019) du test-systeme de détection des
anticorps a C. burnetii dans le sérum sanguin humain pour
la premiére fois élaboré en Russie.

Suivi sérologique des infections transmises
par les tiques et les moustiques dans
le District fédéral Nord-Ouest de la Russie

Il est établi la contamination des habitants du District
fédéral Nord-Ouest par les pathogénes transmissibles,
y compris par ceux qui provoquent les maladies pratique-
ment non diagnostiquées sur les territoires étudiés. En font
partie I'erlichiose monocytaire humaine (dans les oblasts
d’Arkhangelsk et de Pskov), I'anaplasmose granulocytaire
humaine (dans I'oblast de Léningrad), la fievre Q (dans les
oblasts d’Arkhangelsk et de Léningrad, a Saint-Pétersbourg
et en République Carélie) et les fievres provoquées par les
arbovirus du sérogroupe Californie (en Républiques Komi
et Carélie).

Nouvelles données sur I'écologie d’Ixodes
ricinus au Nord-Ouest de la Russie et son
role dans l'accroissement de l'incidence
de I'encéphalite a tiques et des borrélioses
transmissibles par les tiques ixodes

Pendant plusieurs années on a cru que les sommets
du nombre de tiques adultes au printemps et en au-
tomne sur le territoire européen de la Russie sont sépa-
rés par la période de leur quasi totale absence en mi-été.
Nos études prouvent que dans les conditions du District
fédéral Nord-Ouest de la Russie la période active des tiques
adultes s'étend d’avril a octobre. Leur nombre maximum
est enregistré en juillet-aoGt. Pendant toute la période
d'activité dominent les tiques d'une seule génération
nées en ao(t — début septembre de I'année précédente.
Au commencement de la période active (avril-juin) dans
leurs populations peuvent se trouver les tiques de la gé-
nération précédente (jusqu'a 17%) qui étaient actifs dans
I'année passée. A la fin de la période active dans les col-
lectes peuvent se trouver de 30% a 60% de spécimens de la
nouvelle génération. Chez les nymphes, tout comme chez
les tiques adultes, la période active est constituée de deux
générations. Les résultats d'étude des tiques par la mé-
thode PCR-TR (sur la base d’amplification des fragments
des génes 16SrRNA et Hbb) témoignent de ce que la conta-
mination des tiques adultes par Borrelia burgdorferi s.| dimi-
nue simultanément au vieillissement de la population.

Les premiers cas de morsures des tiques sont enre-
gistrés dans les régions véritablement arctiques ayant
la température moyenne de l'air dans l'année proche
a zéro. La croissance exponentielle du taux d’incidence
de morsures des tiques (TIMT)* est observée dans les ré-
gions a la température allant de +0.5°C a +4°C. Les condi-
tions de la «saturation», quand avec la hausse de la tempé-
rature de l'air cesse la croissance du TIMT, sont observées
lorsque la température moyenne dans I'année est supé-
rieure a +4°C.

*Taux d'incidence de morsures des tiques (TIMT) indique le nombre de victimes des tiques par 100 000 habitants.
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La valeur du TIMT proche a 1000 sur 100 000 habitants
peut étre considérée comme valeur de «saturation», ce
qui signifie qu‘au fur et a mesure de la hausse de tempé-
rature de l'air dans la région, causée par les changements
climatiques, le TIMT atteint le niveau de 1000, le dépassant
parfois mais tendant ensuite a rester a ce niveau sans crois-
sance ultérieure. On peut en tirer la conclusion préalable
que la population des tiques quantitativement reste aussi
stable et naugmente pas avec la hausse de la température.

Il est démontré qu’en République Komi (RK) de méme
que dans les régions voisines de la partie nord-européenne
de Russie se poursuit une expansion des tiques ixodes
vers les territoires nordiques. Comme nous l'avons établi
avant, l'explication principale de I'élargissement de la zone
d’habitation des tiques est la hausse de la température
de l'air, surtout pendant la période de leur activité. La cir-
culation des pathogenes transmis par les tiques ixodes et,
par conséquent, I'ncidence des infections dont elles sont
porteuses, sont en grande partie tributaires des facteurs
environnementaux qui agissent par I'intermédiaire de |'or-
ganisme vecteur. Il est démontré dans la recherche pré-
sente qu'a coté des changements climatiques l'altération
de la couverture végétale dans certaines zones de la RK,
provoquée par la coupe d'arbres dans les foréts, peut étre

Publications

a l'origine d'une croissance locale du nombre d'Ixodes per-
sulcatus sur certains territoires.

L'accroissement rapide de l'incidence de l'encépha-
lite virale et des borrélioses a tiques est provoqué par un
ensemble de causes: expansion des tiques vers les «nou-
veaux» territoires, augmentation de leur nombre et de leur
prévalence comme porteurs des infections au virus de I'en-
céphalite a tiques et de Borrelia burgdorferi, concernant aus-
si bien les spécimens cueillis depuis I'herbe sur la toile que
ceux enlevés des humains et des animaux de méme que
prolongation de la période d’activité des tiques. Les fac-
teurs sociaux comme activité professionnelle des habitants
de la RK, usage actif des ressources forestiéres par les ado-
lescents, coupe des arbres et autres facteurs contribuent
probablement a l'accroissement de l'incidence de I'ence-
phalite virale a tiques.

Les nouvelles connaissances relatives a des caractéris-
tiques écologiques et épidémiologiques de l'encéphalite
virale et de la borréliose a tiques en RK justifient la nécessi-
té d'effectuer la prévention ciblée tenant compte des parti-
cularités locales. A notre avis les territoires nordiques de la
RK, ou les cas de morsures des tiques ont été signalés ces
derniéres années, doivent étre envisagés comme potentiel-
lement endémiques.

1. Gnativ B.R., Tokarevich N.K. Results of long-term monitoring of tick-borne viral encephalitis and tick-borne borreliosis in the Komi

2.

Republic // Russian Journal of Infection and Immunity. 2021; 11 (4): 707-722. (In Russ.)

Grigoryeva L.A., Tokarevich N.K., Freilikhman O.A., Samoylova E.P., Lunina G.A. Seasonal changes in of sheep tick, Ixodes ricinus
(L., 1758) (Acari: Ixodinae) in natural biotopes of St. Petersburg and Leningrad province, Russian Federation // Syst. Appl. Acarol. 2019;
24 (4): 701-710. doi: 10.11158/saa.24.4.14

Panferova Yu.A., Freilikhman O.A., Tokarevich N.K., Naidenova E.V., Senichkina A.M., Agafonov D.A., Konstantinov O.K. Detection
of Coxiella burnetii in ticks collected from cattle on the territory of some provinces of the Republic of Guinea // Epidemiology and
Infectious Diseases. 2019; 4 (5-6): 234-2020. (In Russ).

Samoilov A.E., Stoyanova N.A., Tokarevich N.K., Evengard B., Zueva E.V., Panferova Y.A., Ostankova Y.V., Zueva E.B., Valutite D.E., Kova-
lev E.V,, Litovko A.R., Goncharov A.U., Semenov A.V., Khafizov K., Dedkov V.G. Lethal outcome of Leptospirosis in Southern Russia: cha-
racterization of Leptospira interrogators isolated from a deceased teenager // Int. J. Environ. Res.Public Health. 2020; 17 (12): 4238.
doi: 10.3390/ijerph17124238

Syuzyumova E.A., Telnova N.V.,, Shapar A.O., Stoyanova N.A., Tokarevich N.K. Ecological and epidemiological characteristics of tick-
borne encephalitis in St. Petersburg // Russian Journal of Infection and Immunity. 2020; 10 (3): 533-542. (In Russ.) doi: 10.15789/2220-
7619-EAE-924

Tronin A., Tokarevich N., Blinova O., Gnativ B., Buzinov R., Sokolova O., Evengard B., Pahomova T., Bubnova L., Safonova O. Study
of the relationship between the average annual temperature of atmospheric air and the number of tick-bitten humans in the North
of European Russia // Int. J. Environ. Res. Public Health. 2020; 17 (21): 8006. doi: 10.3390/ijerph17218006

Tronin A.A., Tokarevich N.K., Gnativ B.R. Abundance of Ixodes persulcatus ticks in Komi Republic as a function of an air temperature //
Russian Journal of Infection and Immunity. 2019; 9 (5-6): 811-816. doi: 10.15789/22207619201956-811-816

Rapport D’Activites 2019-2020 19



Département de virologie

LABORATOIRE D’ETIOLOGIE ET DE CONTROLE DES INFECTIONS VIRALES

Chef du laboratoire: Maina Bichurina

Chercheurs: N. Romanenkova, N. Rozaeva, N. Zheleznova, O. Kanaeva, O. Kubar

Surveillance de poliomyélite et des
infections a entérovirus

Le Laboratoire Subnational du diagnostic de la po-
liomyélite, crée a Saint-Pétersbourg sur la base de I'Institut
Pasteur, fait partie du réseau des Laboratoires poliomyéli-
tiques de I'OMS. Dans le cadre du Programme d'éradica-
tion globale de la poliomyélite il effectue la surveillance
de cette maladie et des paralysies flasques sur 14 territoires
administratifs de la Fédération de Russie. Le Laboratoire re-
coit les échantillons des matiéres biologiques des enfants
jusqu'a I'age de 15 ans ayant le syndrome de «paralysie
flasque aigué» (PFA), des personnes qui les contactaient, des
malades atteints des «infections a entérovirus» et des en-
fants issus des groupes de risque, y compris des familles des
migrants arrivées des territoires sensibles a la poliomyélite.
Le Laboratoire effectue la surveillance de la circulation des
poliovirus et des entérovirus non polio dans les différents
groupes de la population et I'étude des échantillons préle-
vés dans l'environnement en but d'y détecter la présence
des poliovirus et des entérovirus non polio.

Toutes les recherches, qui constituent le «standard d'or»
du Programme d'éradication de la poliomyélite et les études
moléculaires s'effectuent conformément aux protocoles
de I'OMS avec respect des requis relatifs a lI'enveloppe
de protection. Chaque année le Laboratoire remplit les tests
d’aptitude professionnelle, envoyés par 'OMS, et subit la pro-
cédure d'accréditation de 'OMS. Tous les ans les chercheurs
du Laboratoire établissent les rapports généralisés de main-
tien du statut «libre de la poliomyélite» pour 14 territoires ad-
ministratifs de Russie. Ces rapports sont envoyés au Service
fédéral de Rospotrebnadzor pour établir le rapport national
de la Fdération de Russie a 'OMS afin de certifier la Fédéra-
tion de Russie comme «pays libre de la poliomyélite.

Pendant la période de 2019 a 2020 ont été étudiés 204
échantillons obtenus des malades ayant le syndrome de la
«PFA». Au cours de ces études ont été isolés 3 polioviris
du type 3 (PV3), qui, selon les résultats de la différenciation
intra-type, étaient vaccinaux. On a obtenu aussi des ma-
lades, atteints de la PFA, 8 entérovirus non polio, y compris
Coxsackievirus A2, Coxsackievirus B1-6, Echovirus 11.

En 2019 a été enregistré un cas de la poliomyélite para-
lytique associée au vaccin chez un enfant de 10 mois. Selon
les documents recus depuis le lieu de la vaccination, I'enfant
a obtenu la premiére dose du vaccin contre le poliovirus, qui
était le vaccin trivalent inactivé «Polymilex». Accompagné
de sa meére, 'enfant A.D. a été admis au Centre des mala-
dies infectieuses de I'Agence médico-biologique fédérale
a Saint-Pétersbourg. Au Laboratoire des deux échantillons
des selles de I'enfant on a isolé le PV3 vaccinal. Les examens
des selles de la mere ont donné les résultats négatifs. Dans
la premiere portion du sérum sanguin de I'enfant ont été dé-
tectés les anticorps aux poliovirus dans les titres: PV1 — 1:256,
PV2 — < 1:8, PV3 — 1:64. L'absence des anticorps au polio-
virus du type 2 pouvait signifier I'utilisation pour la vaccina-

tion de I'enfant du vaccin oral contre le polivirus ne contenant
pas le poliovirus du type 2, suivie d'une mention erronée dans
les documents sur la vaccination. Dans la deuxieme portion
du sérum sanguin de I'enfant, prise 21 jour apres la premiére,
a été révélée une augmentation octuple du titre des anticorps
au PV3 — 1:512 qui était le facteur étiologique manifeste de la
maladie. Au 60-eme jour on observait chez I'enfant malade
les symptomes résiduels de la paralysie. Son diagnostic défi-
nitif signalait la «poliomyélite paralitique associée au vaccin
chez le récipient/personne de contact».

Dans le courant de 2019-2020 au Laboratoire a été ef-
fectuée I'étude des matiéres biologiques obtenues des en-
fants des familles des migrants en vue de la recherche des
poliovirus et des entérovirus non polio. En 2019-2020 au La-
boratoire du Centre régional de Saint-Pétersbourg ont été
étudiées les matieres biologiques obtenues de 375 enfants
en bonne santé des familles des migrants arrivées de Ta-
djikistan, Ouzbékistan, Kazakhstan et Ukraine, de méme
que des territoires sensibles a la poliomyélite en Fédéra-
tion de Russie (Républiques de Tchétchénie et République
de Daghestan). Pendant I'étude des matiéres biologiques
obtenues des enfants en bonne santé ont été isolés cinq
poliovirus vaccinaux (1,3%), dont trois ont été classés type 1
(PV1), et deux — type 3 (PV3). Ont été également isolés 16
(4,3%) entérovirus non polio. Les poliovirus ont été obtenus
des matiéres biologiques des enfants arrivés de Tadjikistan
et de la République de Tchétchénie, et les entérovirus non
polio — des enfants en bonne santé des familles des mi-
grants arrivées des différentes régions.

Une partie constitutive importante de la supervision
pour confirmer le statut de la Fédération de Russie comme
«pays libre de la poliomyélite» est I'’évaluation de I'inten-
sité de I'immunité collective de la population aux polio-
virus (conformément aux Indications méthodologiques
3.1.2943-11). Actuellement en conformité au Calendrier
national de vaccination en Fédération de Russie est ap-
pliqué le schéma de la vaccination graduelle contre la po-
liomyélite. Les enfants obtiennent les deux premiéres vacci-
nations au vaccin inactivé entier, tandis que pour les quatre
vaccinations suivantes est utilisé le vaccin poliovirus oral.

On a effectué une analyse comparée de I'état de I'im-
munité collective aux poliovirus dans la population des en-
fants sur un des 14 territoires administratifs de la Fédération
de Russie. Jusqu'en 2016 pour I'immunisation des enfants
on a utilisé le vaccin trivalent polio oral. Aprés I'exclusion
du poliovirus du type 2 (PV2) de la composition du vaccin,
a partir de 2017 la vaccination était effectuée avec le vaccin
bivalent polio oral. Ont été étudiés 1300 échantillons des
sérums sanguins obtenus des enfants des catégories d'age
de 3-4 ans et de 1617 ans (Tabl. 5).

Les résultats obtenus témoignent d'une tendance né-
gative dans I'acquisition de I'immunité collective au polio-
virus du type 2 pendant la période d'utilisation du vaccin
bivalent polio oral. En 2012-2014 n’a été révélé aucun sé-
rum séronégatif aux poliovirus des types 1 et 2. A I'étape
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Tableau 5. Résultats d’étude des sérums sanguins des enfants pour détecter la présence des anticorps aux poliovirus sur

le territoire en 2012-2014 et 2017-2019

Taux de sérums séronégatifs aux poliovirus
Type . Années I\,lombre Enfants de 3-4 ans Enfants de 14-15 ou de 16-17 ans
de vaccin d’enfants

PV 1 PV 2 PV3 PV1 PV 2 PV3
0PV 2012 203 0 0 1% 0 0 12%
(vaccin oral 2013 222 0 0 2% 0 0 74%
anti-polio) 2014 269 0 0 5,3% 0 0 6,0%
b OPV 2017 204 0 0 2,0% 0 0 13,0%
(vaccin oral 2018 202 0 1% 2% 1% 2% 8%
anti-polio) 2019 200 0 2% 1% 0 6% 19%

initiale d’utilisation du vaccin bivalent polio oral (2016-
2017) il n'y avait toujours pas de sérums sanguins des en-
fants séronégatfs aux poliovirus du type 2. En 2018 ily a eu
1% de sérums séronégatifs dans la catégorie d'age de 3-4
ans et 2% de sérums séronégatifs dans la catégorie de 15-
17 ans. En 2019 le taux de tels sérums a augmenté respec-
tivement jusqu’a 2% dans la catégorie des enfants cadets
et jusqu’a 6% dans celle des ainés. Labsence des anticorps
au poliovirus du type 2 chez les enfants vaccinés est un
signe inquiétant qui appelle a une étude approfondie.

En 2019-2020 sur 14 territoires administratifs du District
fédéral Nord-Ouest de Russie ont été étudiés 8320 échan-
tillons des matiéres biologiques obtenues des malades at-
teints de l'infection a entérovirus. La fréquence de détec-
tion des poliovirus y a été faible (0,1-0,2%) et dans tous les
cas les poliovirus ont été isolés dans les matieres obtenues
des enfants vaccinés peu avant avec le vaccin oral anti-po-
lio. Selon les résultats de la différenciation intra-type tous
les isolats des poliovirus se sont avérés vaccinaux. En 2020
la situation était différente de celle des années précé-
dentes. Le nombre d’examens effectués a diminué consi-
dérablement a cause de la pandémie de coronavirus.

Le panorama des entérovirus non polio isolés chez les ma-
lades atteints de l'infection a entérovirus en 2018 et 2019 est
présenté sur le Fig. 5. Les entérovirus Coxsackievirus A des
différents sérotypes ont été isolés chez ces malades avec
un haut pourcentage (40%). Les entérovirus Coxsackievirus
B1-6 ont été isolés dans 19-20% de cas. Il convient de dé-
noter le taux assez élevé de I'entérovirus ECHO 30 (11-12%)
dans la structure générale de tous les entérovirus.

Autres ECHO
EV71 12%  NPEV
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ECHO 11,13, 18 39,8%
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ECHO 7,9
1,7%

CoxB 1-6
19,4%

2018

Le taux des entérovirus ECHO 6 a été élevé (18,5%) en
2018 et a baissé jusqu’a 5,6% en 2019. Le taux de l'entéro-
virus 71 a augmenté de 4,6% en 2018 a 8,9% en 2019. Pen-
dant la période analysée les entérovirus non polio d‘autres
sérotypes ont été rarement isolés chez les malades atteints
des infections entérovirales (IEV).

En 2020 ont été étudiés 702 échantillons obtenus des
malades IEV. Les poliovirus vaccinaux ont été isolés chez
0,6% d’enfants vaccinés peu avant avec le vaccin oral po-
lioviral. Tout comme dans les années précédentes, parmi
les entérovirus isolés dominaient les Coxsackievirus A des
différents sérotypes (51,3%), dont la majeure partie était
composée des Coxsackievirus A6 et A16. Le taux de I'enté-
rovirus Coxsackievirus B1-6 a été a peu pres le méme que
dans les années précédentes (18,9%). La moitié de ces virus
a été attribuée au sérotype Coxsackievirus B5. Le taux des
entérovirus ECHO 30 a fait 11%.

Les entérovirus ECHO 30, isolés en 2008-2009 dans
le District fédéral Nord-Ouest de Russie, étaient du géno-
type eC2 dont les entérovirus circulaient a I'époque dans
les pays de I'Europe occidentale. Depuis 2013 jusqu’a 2017
sur plusieurs territoires de Russie circulaient largement les
virus ECHO 30 du génotype h, qui n’étaient pratiquement
jamais révélés avant, étant importés en Russie du Sud-Est
asiatique. En 2018 en Russie ont été importés de Turquie les
virus ECHO 30 du génotype eC2 qui circulent actuellement
sur plusieurs territoires administratifs de Russie, y compris
dans le District fédéral Nord-Ouest (Fig. 6).

Pendant toute la période de surveillance le processus
épidémique de I'lEV s'est développé d'une maniéere auto-

Autres EV
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Figure 5. Structure des entérovirus non polio isolés dans les échantillons des matiéres biologiques obtenues des malades IEV

en 2019-2019
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nome sur les territoires administratifs de Russie. Les flam-
bées d'incidence de I'lEV correlaient, en régle générale,
avec le changement des principaux sérotypes ou géno-
types des entérovirus. Les formes cliniques de I'lEV se ca-
ractérisent par une grande variété. Sur différents territoires
dominaient les différentes formes cliniques de l'infection.
L'évolution grave de la maladie pouvant étre imputée au
développement de la méningite entérovirale (MEV) pro-
voquée, en regle générale, par les entérovirus du type B.
Les formes exanthématiques de la maladie se caractéri-
saient d’habitude par une évolution clinique légére étant
dues aux entérovirus du type A.

Au coursdes cingderniéresannées sur certains territoires
administratifs de Russie dominaient les maladies ayant les
manifestations cliniques de la MEV. Dans I'ensemble des
IEV leur part excédait authentiquement (p < 0,05) celle
des formes exanthématiques des IEV a Saint-Pétersbourg,
en République Carélie, dans les oblasts d’Arkhangelsk
et de Saratov. Les principaux facteurs étiologiques des IEV
étaient les virus faisant partie du type B des entérovirus —
ECHO 30, ECHO 6 et Coxsackievirus B1-6. Sur d'autres terri-
toires administratifs (en République Komi, dans les oblasts
de Léningrad, Mourmansk et Vologda) dominaient avec un

haut degré d'authenticité (p < 0,05) les IEV ayant les mani-
festations cliniques de I'exanthéme viral de la cavité buccale
et des extrémités (abbréviation angl. HFMD) ou de I'angine
herpétique. Les virus faisant partie du type A des entéro-
virus (Coxsackievirus A6, A10 et A16) étaient les principaux
facteurs des formes exanthématiques de la maladie.

La surveillance de l'environnement par I'examen des
échantillons des eaux d'égouts afin d'y détecter les polio-
virus et les entérovirus non polio sert d’'un des éléments
clé du controle de la circulation des poliovirus et des enté-
rovirus non polio dans la population au cours de la phase
finale du Programme d'éradication de la poliomyélite.

En 2018-2019 sur le territoire du District fédéral Nord-
Ouest de Russie ont été étudiés 3590 échantillons des eaux
d'égouts. Dans la strucure des entérovirus, isolés de ces
échantillons, dominaient les poliovirus, ce qui s'expliquait
par la vaccination planifiée continue des enfants avec
le vaccin oral polioviral. Selon les résultats de la différen-
ciation intra-type tous les poliovirus se sont avérés vacci-
naux. Parmi les entérovirus non polio dominaient ceux
de Coxsackievirus B1-6 dont le taux a fait 27-29%. Ces virus
peuvent étre facteur étiologique de la MEV se caractéri-
sant, en outre, par le portage sans symptémes cliniques.
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Figure 6. Interactions phylogénétiques de I'entérovirus ECHO 30 du génotype eC2, révélées sur le territoire

de Russie en 2018-2019
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Figure 7. Structure des entérovirus non polio isolés des échantillons des eaux d’égouts en 2018-2019

La part des entérovirus ECHO 30 et ECHO 6, qui peuvent
eux aussi provoquer la MEV, a fait respectivement 8-9%
et 3-11% (Fig. 7).

En 2020 dans les conditions de la pandémie de l'in-
fection a coronavirus le nombre d'échantillons des eaux
d’égouts étudiés a diminué d’environ trois fois: 663 échan-
tillons étudiés par la méthode virologique. Il a été isolé 50
poliovirus (7,5%) qui, selon les résultats de la différenciation
intra-type, étaient tous vaccinaux, dont 8 étaient attribués
au type 1 et 42 — au type 3.

Au stade de post-certification de I'Eradication globale
de la poliomyélite le perfectionnement de la surveillance
de la poliomyélite et des PFA revét une importance déci-
sive. Le controle virologique renforcé des malades de la
PFA, combiné avec les principaux types de surveillance
complémentaire de I'lEV et de I'environnement, tels que
surveillance des enfants des groupes de risque, permettra
de maintenir le statut des territoires administratifs de la
Russie et du pays globalement comme «libres de la po-
liomyélite», et d'assurer la réalisation du Programme d’éra-
dication globale de la poliomyélite. Les connaissances ac-
quises sur les particularités de la circulation des entérovirus
non polio dans la population sur certains territoires dans
les différentes périodes et sur I'évolution des entérovirus
permettront de mieux comprendre les généralités et les
particularités du développement du processus épidémique
provoqué par cette infection, de méme que contribuer au
perfectionnement de la prévention de I'lEV pour minimiser
son incidence.

1,2

En 2020 au GenBank ont été déposées les séquences nu-
cléotidiques de 58 souches des entérovirus qui pourront étre
utilisées par d'autres chercheurs étudiant le probleme de I'lEV.

Perfectionnement de la surveillance
épidémiologique de la rougeole

et de la rubéole a I'étape d’élimination
de ces infections

En 2019 au Laboratoire ont été étudiés 332 échantillons
de sérum sanguin des malades de la rougeole, 72 échantil-
lons obtenus des malades de la rubéole et 331 échantillon
obtenu des malades atteints des formes exanthématiques
des maladies, le tout recueilli sur 11 territoires du District
fédéral Nord-Ouest de la Russie. En 2019 le taux d’incidence
de la rougeole a fait 0,96 par 100 000 habitants réalisant un
hausse de 1,2 fois par rapport a 2018 (Fig. 8).

La rougeole a été enregistrée sur 6 territoires du District
avec, au total, 132 cas révélés (Fig. 9).

Les personnes adultes ont constitué 65,9% de malades,
les enfants de moins de 18 ans — 34,1%. La structure était
la méme en 2018.

Selon leur statut vaccinal les personnes non vaccinées
et les malades a 'anamnése inconnue ont constitué a peu
prés le méme pourcentage (respectivement 41,7% et 43,9%).
Les personnes vaccinées ont constitué 5,3% et les personnes
revaccinées 9,1% des malades (Fig. 10). Les examens de labo-
ratoire ont confirmé 99,2% de cas (le cas d'un malade épidé-
miologiquement était lié a une personne atteinte).
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Figure 8. Taux d’incidence de la rougeole sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest de la Russie en 2000-2020

(par 100 000 habitants)
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Figure 9. Répartition des cas de la rougeole sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest de la Russie en 2019

En 2020 ont été étudiés 112 échantillons de sérum san-
guin obtenus des malades de la rougeole, 29 échantillons
des malades de la rubéole et 84 échantillons des malades
atteints des divers types d’exanthemes.

63 cas de la rougeole ont été enregistrés en 2020 sur
deux territoires du District fédéral Nord-Ouest de la Russie
et le taux d'incidence a constitué 0,45 par 100 000 habitants
réalisant une baisse de 1,7 fois par rapport a celui de 2019.
Sur ces 63 cas 49 ont été enregistrés a Saint-Pétersbourg
et 14 dans I'oblast de Léningrad.

La répartition des malades par catégories d'age a chan-
gé. Si dans les années précédentes les personnes adultes
et les enfants étaient atteins presque en méme proportion,
en 2020 les adultes n‘ont constitué que 28% des malades.
Le statut vaccinal des patients a également changé. Parmi
les malades de larougeole les non vaccinés et les personnes
a 'anamnése inconnue ont fait 97%. Seuls 3% pouvaient
fournir une information authentique sur leur vaccination.

A été déchiffrée I'étiologie de 6 foyers de la rougeole
a Saint-Pétersbourg qui avaient les origines domestiques
et familiales avec le nombre de cas de maladie de deux
a quatre, et deux foyers d'origine familiale avec deux
cas de maladie dans l'oblast de Léningrad. Seul un foyer
a Saint-Pétersbourg en janvier 2020 a été provoqué par
le virus de la rougeole du génotype D8 Gir Somnath. Tous
les autres cas de la rougeole a Saint-Pétersbourg et dans
I'oblast de Léningrad ont été conditionnés par un seul
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Figure 10. Répartition des malades de la rougeole
sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest de la Russie
en fonction de leur statut vaccinal en 2019

génotype — B3 Kabul. Le dernier cas de la rougeole dans
le District fédéral Nord-Ouest a été enregistré en mai 2020.

En 2020 aucun cas de la rougeole importée de I'étranger
n‘a été enregistré. Il y a eu 3 personnes malades arrivées
d‘autres territoires administratifs de la Fédération de Rus-
sie, les 60 autres cas étant locaux.

En 2019 sur les territoires du District fédéral Nord-Ouest
a augmenté l'incidence de la rubéole. Ont été enregistrés
18 cas de la maladie composant le taux d’incidence 0,13 par
100 000 habitants (Fig. 11). La totalité des cas a été enregis-
trée a Saint-Pétersbourg.

Sur 18 cas de la rubéole il y a eu un cas importé du Cam-
bodge et encore un cas de malade arrivé de la République
Mari El en Fédération de Russie.

La part des malades non vaccinés contre la rubéole
et n‘ayant pas d'information crédible sur leur vaccination
a fait 94,4%. Un seul malade pouvait valablement confir-
mer sa vaccination par le vaccin a dose unique.

En 2019 se sont constitués 2 foyers de propagation
de l'infection dont un a été enregistré dans un foyer d'étu-
diants a Saint-Pétersbourg ou deux étudiants algériens sont
tombés malades. Le second foyer avec quatre cas de mala-
die a été enregistré dans un groupe de personnes adultes
selon leur lieu de travail. Chez les malades dans ce dernier
foyer a été identifié le virus de la rubéole du génotype 1E.

En 2020 a Saint-Pétersbourg a été enregistré un cas de la
rubéole chez une personne adulte non vaccinée. Le taux
d’incidence a fait 0,007 par 100 000 habitants. La faible inci-
dence de la rubéole dans le District fédéral Nord-Ouest en
2017-2020 et les données de I'examen moléculaire adéquat
des matiéres biologiques obtenus des malades confirment
la these selon laquelle ce territoire administraif se trouve
actuellement dans la phase d’élimination de la rubéole.

On a effectué le travail de détection de la rubéole
chez les femmes enceintes et des cas de syndrome de la
rubéole congénitale. En 2019-2020 ont été examinées
7 femmes enceintes avec soupcon de cette infection ou
ayant été en contact avec une personne dont le diagnostic
de la rubéole était confirmé par I'examen de laboratoire.
Le diagnostic «rubéole» a été exclu chez 6 femmes. Chez
une femme, qui était a la 25-éme semaine de sa grossesse,
le diagnostic a été confirmé sur le fondement d'un triple
examen dynamique des IgM-anticorps (en croissance),
IgG-anticorps (en croissance) et du faible taux d’avidité des
IgG-anticorps (6,9%).
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Figure 11. Incidence de la rubéole sur le territoire du District fédéral Nord-Ouest en 2009-2020

Etude d’étiologie de la grippe
a Saint-Pétersbourg en 2019-2020

A été poursuivie I'observation pluriannuelle d’incidence
de la grippe et des infections respiratoires aigués virales
(IRAV) a Saint-Pétersbourg (Fig. 12).

A Saint-Pétersbourg presque chaque année on obser-
vait les montées du taux d’incidence de la grippe et des
IRAV. En 2019 l'intensité d’incidence de la grippe et des
IRAV a été élevée, presque égale au taux de 2018. En 2020
I'incidence a considérablement baissé et depuis le mois
de mars elle s'est stabilisée au niveau interépidémique.
Les enregistrements des cas de la grippe et des IRAV se sont
trouvés fortement influencés par la pandémie de COVID-19
commencée en Russie.

En 2019 le seuil épidémique d'incidence de la grippe
et des IRAV a Saint-Pétersbourg (11 045 cas par jour) a été
franchi le 09.01.2019.

Le nombre maximum de cas (14 245) a été enregistré
au cours de la 8-eme semaine. En mars le dépassement
du seuil a été enregistré plusieurs fois avec la valeur maxi-
male de 11 335 cas suivie d'une baisse jusqu’a 8000-9000
cas par jour vers la fin du mois, tout comme dans la période
interépidémique.

L'analyse de la structure d'incidence par catégories
d’'age a révélé le taux élevé dans la catégorie de 3 a 6 ans
(maximum 7,03 par 100 enfants de cette catégorie). Dans

10000

la catégorie d'agede 0 a2 ansetde 7 a 14 ans le taux a été
plus faible avec les valeurs respectives de 4,76 et 3,87.
Le taux d’incidence dans la catégorie des adultes a été insi-
gnifiant — 0,56 (Fig. 13).

Afin d’étudier la structure étiologique de [l'infection
a partir de la 46-éme semaine de 2018 jusqu’a la 18-éme se-
maine de 2019 aux malades accédés a I’'Hopital clinique des
maladies infectieuses S.P. Botkine on a prélevé les frottis
nasopharyngés pour leur examen ultérieur par la méthode
PCR TR et par la méthode virologique.

569 échantillons ont été étudiés au total par la méthode
PCR au moyen des test-systemes concus pour étudier les
virus de la grippe des types A et B, paragrippe des types |,
Il et lll, adénovirus, RS-virus, coronavirus, rhinovirus et mi-
coplasma pneumoniae. Ont été révélés 312 échantillons
positifs constituant 52,0% avec forte domination des virus
de la grippe (260 échantillons positifs).

Tout comme dans la saison épidémique de 2018 les virus
dela grippe A(H3N2) dominaient et la fréquence de leur dé-
tection a fait 47,7%. Pour la fréquence de détection le virus
de la grippe A(HINT1) a été a la deuxiéme place — 32,1%.
Il'y a eu aussi les cas isolés de détection des virus de la
grippe B.

Pendant I'examen des écouvillons nasopharyngés sur
la culture cellulaire MDCK, obtenus de 36 malades de la
grippe et des IRAV chez lesquels a été détecté I'ARN
du virus de la grippe, on a isolé 24 souches du virus. Dans
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Figure 12. Incidence quotidienne moyenne mensualisée de la grippe et des infections respiratoires aigués

virales a Saint-Pétersbourg
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Figure 13. Incidence de la grippe et des IRAV a Saint-Pétersbourg pendant la montée épidémique en 2019 dans les différentes

catégories d'age

50% des cas ont été identifiés les virus de la grippe du séro-
type A(H1NT) apparentés a la variante pandémique pdm09
du virus de la grippe A(HIN1) et a la souche vaccinale A/
Michigan/45/15. Une partie des isolats (41,7%) apparte-
nait au sérotype A(H3N2) et s'apparentait a la souche A/
Singapore/16-0019/16.

Il a été isolé des malades hospitalisés pendant la saison
épidémique un virus de la grippe B de la lignée Victoria
dont les propriétés antigéniques ne correspondaient pas
a celles de la souche vaccinale B/Colorado/06/17. La souche
du virus de la grippe B/SPb/22/19, isolée au laboratoire,
a interagi jusqu'a 1/16 du titre homologique avec l'antisé-
rum de rat préparé pour la souche vaccinale de la grippe
B/Colorado/06/17. Isolée en 2019, la souche du virus de la
grippe B, qui avait 3 délétions, représentait un autre groupe
antigénique qui ne circulait pas avant en Russie. La souche
du virus de la grippe B/SPb/22/19 de la lignée Victoria pour
ses propriétés antigéniques était sensiblement différente
de la souche faisant partie de la composition du vaccin
grippal inactivé.

En 2020 le dépassement du seuil épidémique a été
enregistré trois fois en février avec le nombre maximum
de 12 533 cas par jour.

Lors de lanalyse de la structure d'incidence de la
grippe et des IRAV par catégories d'age il a été établi que,
tout comme en 2019, le taux le plus élevé a été enregis-
tré dans la catégorie de 3 a 6 ans (maximum 5,63 par 100
personnes de cette catégorie d'age). Dans la catégorie
de 0 a2 ans le taux maximum était 4,05 et dans la catégorie
de 7 a 14 ans — 3,99. Le taux d'incidence dans la catégorie
des adultes a fait au maximum 0,59.

En 2020 a été poursuivie I'étude de la structure étio-
logique des maladies provoquées par les infections res-
piratoires virales. A partir de la 46-éme semaine de 2019
jusqu’a la 22-eme semaine de 2020 aux malades accédés
a I'Hopital clinique des maladies infectieuses S.P. Botkine
on a prélevé les frottis nasopharyngés pour leur examen
ultérieur au sujet de détection du matériel génétique des
virus respiratoires. Au total 1580 échantillons ont été étu-
diés, dont 727 (46,0%) se sont avérés positifs.

Pendant la saison épidémique 2020 la part des virus de la
grippe parmitous les virus respiratoires a fait 57,6%. Les virus
de la grippe B dominaient avec la fréquence de leur détec-

tion 29,7%. Les virus de la grippe B lignée Yamagata étaient
détectés le plus souvent laissant a la deuxieme place ceux
de la grippe A(H1N1) — 23,5%. Dans un petit nombre de cas
ont été détectés les virus de la grippe A(H3N2) et les virus
non typés de la grippe A. En dehors des virus de la grippe
ont été identifiés certains autres virus respiratoires.

En 2020 par la méthode virologique sur la culture cellu-
laire ont été étudiés les écouvillons nasopharyngés de 40
malades chez lesquels par la méthode PCR ont été détectés
les virus de la grippe, qui étaient isolés et identifiés dans 23
cas. Leur répartition a été la suivante: A(H3N2) — 1 souche,
A(HTIN1) — 13 souches, et encore 9 souches de la grippe B
lignée Victoria. Il n'a été isolé aucune souche du virus de la
grippe B lignée Yamagata.

La caractéristique antigénique des souches isolées
du virus de la grippe a été la suivante: 1) le virus de la grippe
A(H3N2) SPb/16/20 qui s‘apparentait a la souche de ré-
férence A/Singapore/16-0019/16, a interagi jusqu'a 1/4
du titre homologique avec le sérum préparé pour la souche
de référence; 2) les virus de la grippe A(HIN1)pdmO09 anti-
géniquement étaient proches de la souche vaccinale A/
Brisbane/02/18 et ont interagi a 1-1/2 du titre homologique
avec le sérum préparé pour la souche vaccinale; 3) les virus
de la grippe B lignée Victoria antigéniquement étaient
proches de la souche de référence B/Victoria/02/19 et ont
interagi a 1-1/2 du titre homologique avec le sérum prépa-
ré pour la souche de référence.

Ainsi en 2019-2020 a été déchiffrée I'étiologie des
montées épidémiques de la grippe a Saint-Pétersbourg.
La présence dans la circulation des deux souches du virus
de la grippe B, — lignée Yamagata (2019) et lignée Victo-
ria (2020), — de méme que l'imprévisibilité de leur appari-
tion appellent, lors des vaccinations, a une utilisation plus
étendue du vaccin a quatre composants contenant les virus
de la grippe B des deux lignées.

Composante éthique du contréle
du processus épidémique

Pendant la période décrite une attention soutenue
a été prétée a I'étude ultérieure de la composante éthique
du controle et de la gestion du processus épidémique avec
I'accent mis sur la sphére des situations d'urgence. Parmi
ces études il convient de dénoter celles relatives a la liqui-
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dation globale des infections et a la rédaction du proto-
cole éthique de la pandémie de COVID-19. Les conditions
extrémes de telles situations sont dues, pour beaucoup,
a leurs circonstances inconnues et imprévisibles qui ap-
pellent a une approche pertinente, opérationnelle et équi-
librée aussi bien a I'égard d’'une personne prise en particu-
lier qu'a I'égard de la société civile toute entiére.

L'élément clé de la compréhension du fond éthique dans
la réalisation des programmes de I'OMS de liquidation des
infections gérables est I'étude du réle de I'instrument uni-
versel de défense des droits de 'homme et de la dignité
humaine qui est le consentement éclairé. Une importance
particuliere dans ce travail a été accordée a la participa-
tion directe des laboratoires subnationaux de I'OMS et leur
participation d'auteur en statut de membre du Comité in-
ternational de bioéthique de 'UNESCO aux programmes
del’'OMS de liquidation globale de la poliomyélite et d"élimi-
nation de la rougeole et la rubéole. En dehors de la concer-
tation au niveau global la réalisation des programmes de li-
quidation et d'élimination des infections exige l'utilisation
du potentiel scientifique et des ressources économiques,
but inaccessible sans I'appui de la société entiere. Qui, plus
est, doit étre confortée par les activités correspondantes
dans I'éducation, I'égal accés a la formation des cadres
et la transparence dans la vie publique, ce qui, a son tour,
suppose l'ouverture, l'objectivité, I'accessibilité, le retour
d’'information et la réaction rapide pour atteindre un juste
équilibre informationnel profit/risque et exclure toute dé-
sinformation et désorientation. Pendant la réalisation des
mesures concretes de liquidation des infections l'intégrité
éthique a été atteinte sur la base d'assimilation du pro-
gramme «Mémoire institutionnelle et enseignement tiré»
de méme que de la prise en compte de la diversité des si-
tuations relatives au statut culturel, social, religieux, écono-
mique et psychologique différent des populations concer-
nées. Ces circonstances supposent un attachement aux
principes ethiques de reconnaissance de la vulnérabilité

Publications

de I'homme, du respect de la diversité culturelle, de la jus-
tice, de I'équité, de I'égalité en droits et da la pluralité des
opinions. Le réel progres peut étre atteint sur le fondement
de I'étique des pratiques transnationales de l'interaction
dont le respect contribue a I'échange des nouvelles tech-
nologies, formations générales et professionnelles et infor-
mations dans le domaine de la bioéthique globale.

Pendant la période en cours une attention particuliere
doit étre concentrée sur la recherche de l'algorithme des
décisions et des actes éthiquement corrects dans les condi-
tions de la pandémie de COVID-19, qui ne peut étre trouvé
que dans le suivi consécutif et la rédaction du commen-
taire éthique a la pandémie. Des son début (mars 2020) ont
été signalés et analysés les principes éthiques directeurs
et procéduraux clés significatifs pour la planification des
travaux dans les conditions de la pandémie d’'une maladie
infectieuse en but d’adopter les décisions éthiques pon-
dérées. Au cours de la validation dynamique de la compo-
sante éthique de la situation épidémique, conditionnée par
COVID-19, a été exprimée l'opportunité du contréle d'effi-
cacité des standards recommandés et de la révélation des
conflits éthiques imprévus, des causes et conséquences
de constitution de la crise éthique face a COVID-19 et des
possibilités de sa prévention. Trois impératifs de prévision
et résolution des problémes éthiques dans I'organisation
des activités au moment de la pandémie sont au centre
de l'attention de la société: planifier, protéger et diriger.
En résumant les matériels sur I'étique de la recherche, réu-
nis dans cette communication, on peut constater que toute
réponse sensée du point de vue de la santé publique com-
mence dans les conditions de crise par la science, la morale
et la responsabilité civile. Lintégrité conceptuelle des dé-
cisions et des actes a tous les niveaux de la gestion dans
la situation d'urgence est vérifiée par sa capacité de créer
des nouvelles conditions anticipantes pour le développe-
ment de la science et de I'éthique combinées et intégrées
aux idéaux et aux besoins de la société civile.
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Perfectionnement de la surveillance
virologique des infections virologiques
diffusées par gouttelettes pendant

la réalisation du programme d’élimination
de la rougeole et de la rubéole

en Fédération de Russie

Pendant la réalisation du programme de 'OMS d‘élimi-
nation de la rougeole et de la rubéole dans les différentes
régions du monde, y compris en Fédération de Russie,
il convient d'effectuer un diagnostic de laboratoire de ces
maladies et d’autres maladies exanthématiques, parmi les-
quelles l'infection a parvovirus (IPV) revét une importance
médicale particuliére.

Pourtant I'absence de la statistique officielle des cas
de I'IPV en Fédération de Russie ne permet pas d'évaluer
en pleine mesure I'étendue de l'infection a parvovirus
B19 (PVB19). Lexistence d'un taux important (50% et plus)
de formes asymptomatiques contribue a la propagation
de l'infection, y compris dans les groupes de risque par-
mi les receveurs de sang, des tissus et des organes, ma-
lades atteints des maladies infectieuses et oncologiques
chroniques. Les informations sur I'influence de I'infection
a PVB19 sur I'évolution de la maladie principale dans ces
groupes des patients sont peu nombreuses et contradic-
toires. Les données sur les variantes génétiques de PVB19,
circulant dans la région, sont limitées.

Dans la période de 2019-2020 ont été obtenus des nou-
veaux résultats et généralisés les résultats obtenus précé-
demment en but de caractériser la propagation et les parti-
cularités moléculaires et génétiques de I'agent de I'lPV parmi
les personnes en bonne santé et dans les groupes de risque
du District fédéral Nord-Ouest.

Objectifs de la recherche:

1. caractériser la propagation de I'IPV sur les territoires ad-
ministratifs du District fédéral Nord-Ouest;

2. evaluer la fréquence des erreurs du diagnostic primaire
de l'lPV;

3. etudier 'immunité collective au PVB19 parmi les habi-
tants de Saint-Pétersbourg, dans les groupes organisés
(donneurs de sang) et parmi les travailleurs migrants;
apprécier l'influence de l'infection a PVB19 sur |'évolution
des maladies principales dans les groupes de risque (per-
sonnes atteintes des maladies onco-hématologiques);

5. obtenir les isolats du PVB19 circulant sur les territoires
du District fédéral Nord-Ouest et effectuer leur analyse
philogénétique.

Matériels et méthodes de la recherche

Matériels de la recherche

Il a été étudié au total 2093 échantillons de sérum et/
ou plasma sanguin des personnes hypothétiquement en
bonne santé de méme que des personnes atteintes des
maladies exanthématiques et onco-hématologiques agées
de 7 mois a 70 ans et résidant sur les territoires administra-
tifs du District fédéral Nord-Ouest.

Les échantillons obtenus provenaient des collections
du laboratoire virologique du Centre régional de super-
vision de la rougeole et de la rubéole du District fédéral
Nord-Ouest, du laboratoire de virologie de I'Institut Pasteur,
de I'établissement public de la santé «Hopital municipal
clinique No. 30» et de la clinique de «I'Institut de recherche
en oncologie pédiatrique, hématologie et transplantolo-
gie R.M. Gorbatcheva» a Saint-Pétersbourg. Toutes les per-
sonnes examinées ont accordé leur consentement éclairé
écrit a la participation a la recherche. La caractéristique des
groupes des personnes examinées est présentée au Tabl. 6.

Les diagnostic, I'examen clinique des malades, I'examen
hématologique complet, I'analyse urinaire générale, I'ana-
lyse biochimique sanguine ont été effectués par les spécia-
listes des établissements médicaux concernés.

Il a été effectué au total 3187 tests de laboratoire. 1162
échantillons ont été étudiés pour identifier la présence des
IgM, 931 échantillons — pour identifier la présence des
IgG-anticorps et 1087 échantillons — pour identifier la pré-
sence de I’ADN PVB19. 7 échantillons ont été séquencés.

Tableau 6. Caractéristique statistique des groupes examinés au laboratoire

Caractéristique du groupe LI
9 group de personnes

Echantillons de sang des personnes hypothétiquement en bonne santé résidant a Saint-Pétersbourg 817
Echantillons de sang des travailleurs migrants des Républiques de Tadjikistan et d’Ouzbékistan séjournant en Fédération 14
de Russie en vertu de leurs visas de travail
Echantillons de sang des malades ayant des manifestations exanthématiques du processus infectieux et résidant 1044
sur les territoires administratifs du District fédéral Nord-Ouest
Echantillons de sang des malades atteints de I'lPV, hospitalisés a «I'Hopital municipal clinique No. 30» 64
Echantillons de sang des patients ayant subli la greffe allogénique (allogreffe) des cellules souches hématopoiétiques (GCSH)
provenant de «l'Institut de recherche en oncologie pédiatrique, hématologie et transplantologie R.M. Gorbatcheva» 54
(Saint-Pétersbourg)
TOTAL 2093
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Tableau 7. Séquences nucléotidiques des amorces utilisées
en complément pour le séquencement de la région NS1/VP1
PVB19

Amorce Séquence nucléotidique 5'>3’
PVB19 1F CAATTGTCACAGACACCAGTA
PVB19 1R ACTTAGCCAGTTGGCTATACCT
PVB19 2F CCCGCGCTCTAGTACGCCCA
PVB19 2R TTGCGGGGGCCCAGCTTGTA

Méthodes de la recherche

Analyse immuno-enzymatique. La détection qualita-
tive des IgM-anticorps au PVB19 a été effectuée en utilisant
I'ensemble de réactants du test-systéme «Anti-Parvovirus
B19 ELISA IgM» (EUROIMMUN, Allemagne) en conformité
aux priscriptions du fabricant. La présence des IgM-an-
ticorps au PVB19 dans le sérum sanguin a été interprétée
comme IPV en stade aigu.

La détection quantitative et qualitative des IgG-an-
ticorps au PVB19 a été effectuée en utilisant I'ensemble
de réactants pour diagnostic «Anti-Parvovirus B19 ELISA
IgG» (EUROIMMUN, Allemagne) en conformité aux priscrip-
tions du fabricant.

Méthodes moléculaires génétiques. Lextraction des
acides nucléiques (ADN) a partir du plasma sanguin a été
effectuée en utilisant I'ensemble de réactants commerciali-
sé pour diagnostic <AmpliPrime Ribo-prep» (Institut central
de recherches en épidémiologie de Rospotrebnadzor, Mos-
cou) en conformité aux priscriptions du fabricant.

Réaction en chaine par polymérase (PCR). La détection
et/ou l'estimation quantitative de I'ADN PVB19 et I'éva-
luation de la charge virale des échantillons et pools dans
I'analyse de la sensibilité de la méthode élaborée ont été
effectuées par la méthode PCR avec détection hybridisée
fluorescente en temps réel en utilisant 'ensemble de réac-
tants commercialisé pour diagnostic «<AmpliSens® Parvo-

virus B19-FL» (Institut central de recherches en épidémio-

logie de Rospotrebnadzor, Moscou) en conformité aux pris-

criptions du fabricant au format qualitatif ou quantitatif.

Pour I'amplification et le séquencement du produit ont
été utilisées les amorces spécifiques (Sintol, Russie). Les sé-
quences des amorces et des sondes fluorscentes ont été em-
pruntées des sources publiées de méme qu’a l'aide du pro-
gramme NCBI/Primer-BLAST conformément aux recomman-
dations universellement admises (Tabl. 7).

La purification des produits d’amplification et de la ré-
action de séquencement a été effectuée faisant recours
a deux méthodes:

1. utilisant I'ensemble de réactants commercialisé Qiaquick
PCR Purification kit (Qiagen, Germany) en conformité aux
prescriptions du fabricant;

2. par précipitation alcoolique en présence de l'acétate
de sodium.

La qualité de purification des produits d’amplification
a été analysée en diluant le précipité dans 30 pl de la so-
lution tampon TE et visualisée dans le gel d'agarose.
La concentration de I’ADN a été mesurée selon la méthode
standard recommandée par le fabricant — par le fluoro-
meétre Qubit 2.0.

Séquencement de I'ADN PVB19. PPour le séquence-
ment ont été utilisés les échantillons de plasma sanguin
ayant la charge virale de non moins 10? Ul/ml. Le fragment
purifié de I'’ADN ayant la concentration 50-100 ng a été
utilisé pour les réactions de séquencement a partir des
amorces directes et inverses dans trois réitérations pour
chaque couple damorces de chaque échantillon. Pour
la réaction ont été utilisées les amorces PVB19 permettant
d‘analyser la région NS1/VP1 (locus NS1 — VP1u) recom-
mandées pour le géno- et sous-génotypage du PVB19 de la
longueur de prés de 994 paires de base (pb) en conformité
a l'isolat J35 (AY386330) présenté dans la base de données
internationale GenBank, ensemble avec d'autres amorces
complémentaires.

Tableau 8. Détection des IgM-anticorps au PVB19 dans le sérum sanguin des malades atteints des maladies exanthématiques
sur les territoires administratifs du District fédéral Nord-Ouest (2014-2017)

Année 2016 2017 2018 2019 Total
dont IgM+
el dont igM+ dont igM+ dont igM+ dont igM+
* 0
Territoire n PV B19 n PV B19 n PV B19 n PVEB19 n PV B19/%
Mim
République Carélie 1 0 13 2 19 6 15 5 48 13/27146,4
République Komi 2 0 36 4 19 4 21 4 78 12/15,4+4,1
Oblast d'Arkhangelsk 0 0 22 1 23 2 23 0 68 3/4,4£2,5
Oblast de Vologda 12 7 30 3 32 5 25 2 99 17/17,2+3,8
Olkrs 6 3 3 4 20 2 19 4 68 13/19,144,8
de Kaliningrad
Oblast de Léningrad 10 1 36 8 29 7 32 10 107 26/24,314,2
(OIShE 1 1 13 2 17 4 16 0 47 7/149452
de Mourmansk
Oblast de Novgorod 0 13 1 16 3 29 7 58 11/18,945,1
Oblast de Pskov 0 10 0 13 1 13 2 36 3/8,3+4,6
Saint-Pétersbourg 37 " 139 25 135 21 123 29 434 86/19,8+1,2
District autonome
de Yamalo-Nénétsie 0 0 ! 0 0 0 0 0 ! Lo
Chiffres | g9 23 336 50 323 55 316 63 1,044 191
TOTAL absolus.
% M+m 33,3+5,7 14,9+1,9 17,0£2,01 19,9+2,3 18,3£0,3
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Pour le contréle complémentaire des échantillons on
a fait recours a deux systemes analytiques avec deux réac-
tants correspondants utilisés conformément aux prescrip-
tions du fabricant: analyseur génétique GenomeLab GeXP
(Beckman Coulter Inc., USA) et analyseur génétique ABI
PRISM 3500 (Applied Biosystems, USA).

Analyse phylogénétique. Pour attribuer les isolats
du PVB19 a des génotypes a été choisi le fragment du gé-
nome incluant le fragment conservé des séquences NS1
et VP1 des génes (locus NS1T— VP1u), 994 pb. Lanalyse pri-
maire des fragments obtenus au cours du séquencement
a été effectuée a l'aide du programme NCBI Blast confronté
avec les séquences nucléotidiques des échantillons de ré-
férence présentés dans la base de données imternationale
GenBank.

L'homogénéisation des séquences nucléotidiques a été
effectuée dans le programme MEGA 7.0 utilisant I'algo-
rithme ClustalW. Pour la construction des arbres phylo-
génétiques et I'analyse phylogénétique ultérieure ont été
évalués les distances entre les séquences obtenues par
la méthode d'addition des voisins (Neighbour-joining) per-
mettant d'effectuer I'optimation de I'arbre conformément
au critére de «l’évolution minimum équilibrée» utilisant
le modeéle «Maximum Composite Likelihood». Pour I'éva-
luation de l'authenticité des arbres construits a été effectué
le bootstrap de 1000 répétitions.

Le traitement statistique des données a été effec-
tué a l'aide du package de logiciels MS Excel, Prizm 5.0
(GraphPad Software Inc). A été utilisé le critére ? de Pear-
son. La valeur du critere x? a été comparée avec les valeurs
critiques pour le nombre correspondant de degrés de li-
berté. Au cas, ou la valeur obtenue du critere y? excédait
la valeur critique, on pouvait conclure de l'existence d'un
lien statistique réciproque entre le facteur de risque étudié
et I'issue au niveau correspondant de signification.

A titre d'indice du lien étroit entre les exposants quan-
titatifs x et y, ayant une distribution normale, a été utilisé
le coefficient de corrélation r,, de Pearson. L'évaluation
de la signification statistique du lien correlé a été effectuée
al'aide du critére t. Les valeurs du coefficient de corrélation
r,, ont été interprétées conformément a I'échelle Chedoke.
A titre du seuil d’authenticité des différences a été choisie
la valeur de probabilité p < 0,05.

Résultats

1. Détection des cas de I'IPV sur les territoires
administratifs du District fédéral Nord-Ouest,
manifestations cliniques de l'infection et erreurs
du diagnostic clinique

La détection des cas de I'lPV sur les territoires adminis-
tratifs du District fédéral Nord-Ouest en 2016-2019 permet
de conclure sur I'étendue de la propagation de I'infection
au Nord-Ouest de la Fédération de Russie et confronter ces
résultats avec ceux obtenus auparavant (2009-2012). Ce dis-
trict est composé de 11 sujets de la Fédération de Russie.

Globalement en 2016-2019 les anticorps spécifiques
IgM PVB19 ont été détectés dans 18,9% d'échantillons étu-
diés. Suivant les années la fréquence de détection des cas
de I'lPV aigué était différente. Le taux minimum de ma-
lades (14,9%) a été enregistré en 2017, le taux maximum
(33,3%) — en 2016. Les échantillons positifs provenaient
de dix territoires administratifs sur onze, exception faite
pour le District autonome de Yamalo-Nénétsie (Tabl. 8).

Le plus souvent les IgM-anticorps au PVB19 ont été dé-
tectés dans le sérum sanguin des malades dans la Répu-
blique Carélie et I'oblast de Léningrad: 27,1% et 24,3% res-
pectivement, le moins souvent — dans les oblasts de Pskov
(8,3%) et Arkhangelsk (4,4%). Ces données sont en corré-
lation avec celles obtenues en 2009-2012 et témoignent
d’une vaste propagation de I'lPVB19 dans le District fédéral
Nord-Ouest.

Le niveau des détections positives le plus élevé est en-
registré dans le District en 2012 et 2016 (33,3% et 45,5%
respectivement), qui excéde largement ceux de 2009,
2010 et 2011 (5,4%, 14,5% et 14,0% respectivement) mais
aussi ceux de 2017, 2018 et 2019 (14,9%, 17,0% et 19,9%).
Ces chiffres permettent de supposer qu’en 2012 et 2016 on
a été en présence d'une montée épidémique de I'lPV sur les
différents territoires du District fédéral Nord-Ouest, ce qui
correspond au cycle épidémique de 3-6 ans typique pour
la propagation naturelle de I'infection.

Parmi les personnes malades dominaient les enfants
de3a6ansetde7a14ans: 25,3% et 33,3% respectivement
du nombre de personnes examinées dans ces catégories
d'age. Parmi les personnes de plus de 30 ans I'IPV statis-
tiquement a été détectée avec authenticité plus fréquem-
ment (p < 0,05) chez les femmes que chez les hommes
(17,2% et 8,7% respectivement).

Pour évaluer le degré de sévérité et la fréquence des
manifestations cliniques de la maladie on été envisagés
les principaux symptémes cliniques et syndromes des pa-
tients adultes atteints de I'lPV (dge moyen 35,2 ans) accédés
a I'Hépital clinique des maladies infectieuses de Saint-Pé-
tersbourg. Il est établi que dans 78,6% de cas la mala-
die avait une évolution de gravité modérée, dans 14,3%
de cas — sans gravité, et dans un cas (7,1%) — tres grave
(Tabl. 9).

Chez toutes les personnes hospitalisées a été notée
la présence du syndrome d’intoxication infectieuse gé-
néralisée, principalement d’expression modérée. La fievre
a été observée chez 92,2% et I'exanthéme détectée chez
85,7% de patients. Les délais d’apparition de I'éruption
variaient dans les limites du 1-er au 14-éme jour de la ma-
ladie. L'éruption sur le revétement cutané portait princi-
palement le caractére maculopapulaire, accompagnée
dans 14,3% de cas des éléments hémorragiques. Chez une
partie des malades a été observée la présence des syn-
dromes respiratoires sous forme de rhinite (26,8%), pha-

Tableau 9. Fréquence et durée des principaux symptomes
cliniques et syndromes au cas de I'lPV

Main clinical symptoms | Frequency (in %) | Duration (days),
and syndromes of occurrence Mtm,
Fiévre (durée) 92,9 6,8+1,08
Fievre fébrile 85,7 7,31,05
ctouse généraide. 100 712099
Rhinite 28,6 4,7%1,89
Pharyngite 85,7 4,4+0,87
Bronchite 14,3 8,0+1,0
Toux 14,3 8,5£1,5
Exantheme 85,7 10,3+2,02
Hépatomégalie 571 -
Splénomégalie 429 -
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ryngite (85,7%) et bronchite (14,3%). A I'admission a I'h6-
pital selon les résultats de I'examen et de I'échographie
de la cavité abdominale chez une partie des patients ont
été révélées I'hépatomégalie (57,1%) et la splénomégalie
(42,9%).

La fréquence des complications au cas d’IPV a fait 28,6%.
Dans leur structure dominaient les pneumonies (14,3%)
et les complications relatives aux organes ORL: sinusite
(14,3% de patients) et eustachite aigués (7,1% de cas).

Chez tous les enfants examinés I'évolution de la mala-
die se déroulait en forme légére. Le tableau clinique res-
tant le méme: température subfébrile, éruption d’abord
sur le visage (syndrome des «joues gifflées»), ensuite sur les
extrémités, plus exprimée a l'effort physique. Aucune com-
plication n‘a été détectée.

Dans aucun cas de la maladie le diagnostic «infection
a parvovirus» ou «érytheme infectieux» n'a été établi a I'is-
sue de I'examen primaire. Parmi les erreurs du diagnostic
clinique dominait la formule «exanthéme d’étiologie obs-
cure» (chez 46% de patients).

Lanalyse de la structure des diagnostics primaires
de 192 malades atteints de I'lPV a démontré que les clini-
ciens éprouvent des difficultés pour diagnostiquer I'lPV.
Au cours de la période d'observation le diagnostic clinique
correct n‘a été établi que dans 4% de cas. Les diagnostics
erronés les plus fréquents ont été la rubéole (34%) et les
infections respiratoires aigués (20%), de méme que les in-
fections virales d'étiologie obscure (14%). Aussi erronés
et fréquents (22%) ont été les diagnostics caractérisant
I'affection comme non infectieuse et n‘appelant pas a des
manifestations antiépidémiques: «toxidermie», «dermatite
allergique», <exanthéme d'étiologie obscure».

2. Détection des marqueurs de I'lPV dans
les échantillons de sang des habitants

de Saint-Pétersbourg hypothétiquement
en bonne santé

Tenant compte du fait que la prévention spécifique
de I'lPV n'est toujours pas élaborée, on peut juger de la
propagation de I'IlPV dans une population seon les indices
de I'immunité humorale. LADN du PVB19 se conserve dans
le sang aussi assez longtemps (de quelques semaines
a quelques années). Ces deux marqueurs de laboratoire
peuvent servir aussi bien pour évaluer I'immunité collec-
tive d'une population (IgG-anticorps), que pour détecter les
cas de maladie subie assez récemment (I’ADN du virus).

Les échatillons de sang des habitants de Saint-Péters-
bourg hypothétiquement en bonne santé (n = 317) ont été

Tableau 10. Détection des IgG spécifiques au PVB19 dans
les échantillons de sang des habitants de Saint-Pétersbourg
hypothétiquement en bonne santé dans les différentes
catégories d'age

A Nombre Dont IgG + au PVB19

ge

(nombre At Nomb T. 0

d'années) d’échantillons OIILIE aux (%),
étudiés absolu Mim

18-20 18 6 33,3411,11

21-30 68 40 58,8+5,97

31-40 78 40 51,3+5,66

41 et plus 153 111 72,5+3,61

TOTAL 317 197 62,1+2,72

obtenus des personnes agées de 18 a 87 ans (age moyen
42,3+12,09, age médian 39,0 ans) et réparties en 4 catégo-
ries d'age. Les anticorps 1gG spécifiques au PVB19 ont été
détectés dans toutes les catégories d’age (Tabl. 10).

Il a été détecté au total 62% de personnes séropositives
au PVB19 avec tendance a augmentation de leur taux dans
les catégories d’'age ainées (r = 0,164, p = 0,003). Il est établi
la prédominance des échantillons contenant 'ADN parmi
les personnes de 18-30 ans chez lesquelles ont été enre-
gistrées aussi les échantillons a titre de copies le plus élevé,
ce qui témoigne de la circulation plus active du virus dans
la catégorie de moins de 30 ans.

Limmunité collective au PVB19 dans un collectif de tra-
vail composé des professeurs et étudiants d’'un des établis-
sements d'éducation supérieure de Saint-Pétersbourg s'est
constituée autrement. Ont été étudiés 500 échantillons
de sang des personnes agées de 18 a 60 ans (dge moyen —
25,2 ans, age médian — 21 ans). Un nombre élevé de per-
sonnes séropositives au PVB19 y a été enregistré déja par-
mi les étudiants de 18-20 ans. Leur taux a fait 85,2+2,38%
et s’est maintenu ensuite sans changements statistique-
ment significatifs dans toutes les catégories d’age exami-
nées (df = 3, ¢ = 3,966, p = 0,266).

Le plus grand nombre d’ADN des échantillons positifs au
PVB19 a été obtenu dans la catégorie d'age de 18 a 20 ans
(11,1£7,41%). Dans la méme catégorie ont été enregistrées les
valeurs maximum de la teneur d’ADN PVB19 (= 10¢ Ul/ml).

Ainsi dans les conditions du contact prolongé la consti-
tution intense de I'immunité collective au PVB19 a eu lieu
déja parmi les personnes de la premiére catégorie d'age
(18-20 ans) due a la circulation cachée de I'agent dans cette
population. Cette hypothése est confirmée par le fait que
dans I'échantillon de sang contenant I'ADN au PVB19 en
concentration 1,1 x 108 Ul/ml ont été détectés les anticorps
IgM et IgG spécifiques au virus. Le taux des étudiants de 18-
20 ans séropositifs au PVB19 (85,2%) excédait sensiblement
I'indice de séroprévalence dans la méme catégorie d'age
des habitants de Saint-Pétersbourg hypothétiquement en
bonne santé (33,3%).

3. Détection des marqueurs de I'lPV dans

les échantillons de sang des travailleurs migrants
d’Asie Centrale, résidant temporairement

a Saint-Pétersbourg

Dans ce chapitre sont présentés les résultats d'étude
de I'immunité humorale au PVB19 chez les travailleurs mi-
grants d'Asie Centrale titulaires du visa de travail, résidant
a Saint-Pétersbourg, effectuée pour évaluer I'importance
de cette population dans la propagation de I'lPV.

Pour la détection des marqueurs de laboratoire de I'lPV
ont été étudiés 114 échantillons de sang des travailleurs
migrants des Républiques d'Ouzbékistan et de Tadjikis-
tan a I'age de 18 a 56 ans (&ge moyen — 33,4 ans, age mé-
dian — 33,5 ans).

Au total le nombre et le taux d'échantillons IgG positifs
a fait 54 sur 114 soit 47,4+4,68%. Les échantillons de sang
ont été répartis en 3 catégories d'age. Les anticorps IgG
spécifiques ont été détectés dans chacune d'elles (Tabl. 11).

Les échantillons 1gG-positifs, obtenus des personnes
de 18 a 30 ans, ont constitué 38,0+6,8% du nombre global
d’échantillons étudiés. Dans la catégorie d’age de 40 ans
et plus ont été authentiquement révélées les différences
(p = 0,05) de séroprévalence entre les travailleurs migrants

32 Rapport D’Activites 2019-2020



Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg

Laboratoire de virologie expérimentale

d'Asie Centrale résidant temporairement a Saint-Péters-
bourg (47,4%) et les habitants de la ville y résidant de ma-
niere permanente (72,5%).

4. Etude de l'influence de I'infection au PVB19 sur
I'évolution de la maladie principale chez les malades
atteints des affections onco-hématologiques

On apprend de la littérature spécialisée que I'lPV peut
aggraver I'évolution des maladies accompagnées d'immu-
nodéficience (oncologiques, hématologiques et autres).

L'objectif principal, tel que décrit dans ce chapitre, a été
I'identification de la charge virale PVB19 par la méthode
PCRTR chez les patients avant la greffe allogénique des cel-
lules souches hématopoiétiques (allo-GCSH) et peu apres
elle, de méme que I'analyse des liens avec les niveaux des
anticorps au PVB19 chez les patients aprés allo-GCSH.

Au total on a examiné 54 patients a I'age médian 7,2 ans
(0,6-19 ans) auxquels a été effectuée l'allo-GCSH. La plu-
part des malades (51 sur 54) de ce groupe a été obser-
vée pendant 2 mois apres l'allo-GCSH. La majeure partie
du groupe examiné a été composée des malades de la leu-
cémie myéloblastique aigué (n = 20; 37%) et de la leucose
aigué a lymphoblastes (n = 14; 26%). Un tiers de patients
(33%) a été au stade de rémission apres le traitement ef-
fectué auparavant. 'hémogramme, l'uroscopie, I'analyse
biochimique du sérum sanguin etc faisaient partie des exa-
mens de laboratoire. La détection de I’ADN du PVB19, des
virus herpétiques (CMV, EBV, HSV) et des poliomavirus (BK,
JQ) a été effectuée avant I'allo-GCSH (0 jours) mais aussi 30
et 60 jours aprés la greffe.

La teneur moyenne de I’ADN et les niveaux des IlgG-an-
ticorps au PVB19 au moment de la greffe n’étaient pas en
corrélation avec I'age des patients examinés ni avec le sta-
tut de la maladie, I'état général des patients ou la présence
des infections virales complémentaires.

La comparaison des niveaux moyens de la charge virale
de I'ADN PVB19 ou de la concentration des IgG-anticorps
au parvovirus pendant 30-60 jours apreés la thérapie in-
tensive et l'allo-GCSH n‘a révélé aucun changement dans
le temps. La corrélation existe pourtant entre les résultats
de ces examens de laboratoire et les manifestations cli-
niques chez les patients. Par exemple, les valeurs signifi-
catives de la charge virale ont été enregistrées avant l'al-
lo-GCSH chez 28% de patients et 30 et 60 jours apres l'al-
lo-GCSH chez 29% et 30,4% respectivement, c'est-a-dire
pres de 70% de patients ont manifesté les résultats négatifs
pendant la période aprés l'allo-GCSH. Avant l'allo-GCSH
les IgG au PVB19 ont été révélés chez 37 patients (68,5%),
apres 30-éme jour — chez 41 patient (80,4%) et aprés 60-
éme jour — chez 38 patients (77,6%). La révélation de 'ADN
PVB19 aussi bien avant qu‘aprés l'allo-GCSH ne s'accompa-
gnait pas de la détection des IgM-anticorps a aucune étape
d’'observation.

La corrélation positive authentique a été remarquée
entre la charge virale et les niveaux des IgG-anticorps au
PVB19 selon tous les parametres d'observation (r = 0,357;
p = 0,000008), étant maximale dans le délai de 60 jours
aprés l'allo-GCSH. Ainsi est démontrée la corrélation hau-
tement authentique entre la charge virale initiale (avant
I'allo-GCSH) et les niveaux des IgG-anticorps au parvovirus
dans les différents délais d'observation (Fig. 14).

Il convient de remarquer qu’au niveau élevé des IgG
au PVB19 on observe les problemes de compatibilité

Tableau 11. Détection des IgG spécifiques au PVB19 dans
les échantillons de sang des travailleurs migrants d’Asie
Centrale dans les différentes catégories d’age

Nombre DontigG + au PVB19
Age
(nombre absolu Nomb Taux (%)
d'annges) | déchantillons ombre aux (%),
atudiés absolu Mim
18-30 50 19 38,0£6,86
31-40 33 18 54,5+8,67
41 et plus 31 17 54,8+8,94
TOTAL 14 54 47,4+4,68

du greffon qui, généralement, se révelent plus fréquem-
ment 60 jours apres l'allo-GCSH (r = 0,315; p = 0,034; n = 46).

D’autre part, est authentiquement démontrée la corré-
lation entre la faible teneur en neutrophiles et thrombo-
cytes (en moindre mesure — des hématies) dans le sang
des malades et la concentration élevée des IgG-anticorps
spécifiques au virus (Fig. 15A, B, C). Ce qui trahit le lien entre
la persistance prolongée du parvovirus et le rétablissement
ralenti d’hématopoiése dans le délai de 30-60 jours apres
I'allo-GCSH.

Les corrélations analogues (moins exprimées) sont aus-
si remarquées entre la présence initiale du parvovirus et le
rétablissement ralenti du taux d’hématies et de thrombo-
cytes dans les sang (respectivement r =-0,281; p = 0,02; r =
-0,303, p =0,01).

La présence de I'ADN B19 virale dans le sang au 30-éme
jour aprés I'allo-GCSH dans 100% de cas (14/14) a été asso-
ciée a neutropénie fébrile, tandis qu’en absence de 'ADN
du parvovirus la neutropénie fébrile a été constatée chez
68% de malades (23/34) (p = 0,016; RR = 1,478; 95% Cl:
1,172-1,865).

Ainsi la présence de I'ADN du PVB19 dans les sang des
enfants avant la greffe des cellules hématopoiétiques a été
accompagnée d'acroissement du niveau des IgG-anticorps
dans les sang a tous les moments de l'observation aprés
la greffe étant associée a la neutro- et la trombopénie sur-
venant aprés la réalisation de I'allo-GCSH.
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Figure 14. Corrélation entre la charge virale initiale PVB19
(jour 0) et la concentration des IgG-anticorps au parvovirus
B19 au 60-éme jour (r=0,461; p = 0,0004)

Sur I'axe d'abscisses — concentration du PVB19 (copies/ml), sur I'axe

de coordonnées — niveaux des IgG-anticorps 2 mois apres I'allo-GCSH.

Rapport D’Activites 2019-2020 33



Département de virologie

Institut Pasteur de Saint-Pétersbourg

A T T T T T T T B T T T T T T c T T T T T T
100 4 i
o o o
1002 4 100 | o . °©
o o
80 -
o
804 <] i 80 o) i
@) o
© © %
60 o =
6. © 5 o o
@ 60 o - @ 60 g = o
~ - - o
m R ) . )
> o > ) = o
o o o 40 H i
2 4 0% J 2 00 | )
©) o o (L) o o O
_m %o o > (=)
- o o o i o
& o
© o 20+ gjo R, -
20+ 5 PN C-5 - 204 o 800 5 i 3 o o &6 <;O 5
o © ) ° o ©
0.0 o e
o7 % i o 9% o, ) % "o ’ ©
On O (e} o o o
od ° °© ®o:° o | o] o B ° i, 5 o | o °By o 4 )
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 OO SO 200 SO 00 o 1 2 3 4 5 6 0 2 4 6 8 10

Platelet counts, D+60

Neutrophil counts, D+60

Neutrophil counts, D+30

Figure 15. Corrélation entre les caractéristiques hématologiques et le niveau des IgG PVB19 chez les patients aprés I'allo-GCSH
A. Dépendance du nombre de thrombocytes dans le sang au jour +60 aprés |'allo-GCSH et les niveaux des lgG-anticorps au PVB19 au jour +60 (r = -0.422; p =
0.001). B. Corrélation négative entre le nombre de neutrophiles dans le sang au jour +60 et les niveaux des IgG-anticorps au PVB19 au jour +60 (=-0.422; p =
0.002). C. Dépendance du nombre de neutrophiles dans le sang au jour +30 des niveaux des IgG-anticorps au PVB19 au jour +30 (r =-0.380; p = 0.003).

5. Caractéristique moléculaire génétique
des isolats PVB19, obtenus des échantillons
de sang des habitants de Saint-Pétersbourg
et de l'oblast de Léningrad

Pour l'obtention des isolats circulant sur les territoires
de la Fédération de Russie il a été étudié 9 échantillons
de sang des personnes d'age différent, hypothétiquement
en bonne santé, indépendamment de leur sexe, résidant
a Saint-Pétersbourg et dans I'oblast de Léningrad. Les sé-
quences génétiques ont été déposées dans la base de don-
nées internationale GenBank sous les numéros: MH534950,
MH166338, MG779501, MG779500, MG711455, MF481196,
MF408298, MF405142, MT543168. Tous les échantillons ana-
lysés étaient du génotype 1 sous-type 1A. Pour révéler les
liens phylogénétiques ont été utilisés 7 isolats PVB19. Ces sé-
quences nucléotidiques peuvent étre divisées en deux sous-
groupes: 6 isolats (85,7%) faisaient partie du sous-groupe
1A2 et un isolat (14,3%) — du sous-groupe 1A1. Les relations
phylogénétiques entre les isolats étudiés et les séquences
de référence sont représentées sur le Fig. 16.

Les séquences obtenues dans cette recherche sont étroi-
tement liées avec celles détectées auparavant en 2010-
2011 sur les territoire du District fédéral Nord-Ouest et en
2005-2011 sur 