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MISE AU POINT

Depuis début janvier 2004, les médias relatent largement les épidémies de grippe
aviaire dans les élevages de volaille du sud-est asiatique, leur progression et
’apparition de cas graves ou mortels de transmission de la maladie a [’lhomme.

Les maladies infectieuses sont la seconde cause de mortalité humaine dans le
monde. Pour répondre aux nouvelles infections émergentes, il est indispensable de
comprendre les interactions entre les pathogénes responsables et leurs hotes,
sachant que 75% des maladies infectieuses émergentes sont des zoonoses, c'est-a-
dire qu’elles sont adaptées a l’origine chez [’animal.

L’organisation mondiale de la santé (OMS) a lancé un message tres alarmant pour la
santé humaine au niveau planétaire. Les connaissances actuelles sur les virus
influenza A sont a méme de faire prendre la mesure d’une éventuelle pandémie de
grippe chez ’homme, c’est a dire I’émergence et la dissémination mondiale d’un
nouveau virus influenza pour lequel ’homme ne dispose d’aucune protection
immunitaire et thérapeutique.
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Les virus influenza (Hilleman 2002 [83]) font partie de la famille des
Orthomyxoviridae et constituent le genre Influenzavirus. Le genre Influenzavirus
est réparti en trois types : A, B et C, selon les différences antigéniques de
certaines protéines : la nucléoprotéine (NP) et les protéines M.

Les virus de la grippe aviaire sont tous du genre A (on parle communément de type
A). La particularité du type A vient de sa distribution chez différentes especes
animales, notamment les mammiferes et les oiseaux, et d’un pouvoir pathogene
potentiellement élevé ; il est le seul a étre subdivisé en sous-types.

e Ce sont des virus a ARN monocaténaire ou simple brin de polarité négative,
c'est-a-dire que UARN ne peut agir comme ARN messager et nécessite une
transcription a la phase initiale de la réplication. Ils apparaissent comme des
particules de 80 a 120 nanometres de diametre. En microscopie électronique, ils
se présentent comme une sphére recouverte de spicules correspondant aux deux
glycoprotéines de surface : [’hémagglutinine HA et la neuraminidase NA,
ancrées dans une bicouche lipidique qui entoure la particule virale. Sous cette
enveloppe se trouvent des protéines internes et matricielles, et au centre, une
structure moléculaire hélicoidale associant U’ARN a des complexes de
nucléoprotéines et de polymérases. Le génome est fractionné en huit segments
indépendants, chacun codant pour une (ou deux) protéine(s). Chacun des
segments est associé a quatre molécules : une nucléoprotéine qui emballe
UARN (formant une nucléocapside ou ribonucléoprotéine) et un complexe de
transcription et de réplication constitué par les trois polymérases virales PA,
PB1, PB2.

e Dix protéines sont codées de facon indépendante par les huit segments de I’ARN
monocaténaire : les glycoprotéines de surface HA et NA, des protéines
structurales internes M1, M2, NP, PA, PB1 et PB2, NS2 et non structurale, NS1.

o L’hémagglutinine HA est composée de deux sous-unités qui possedent des
sites de fixation spécifiques a certains récepteurs des cellules cibles, et des
sites de fixation pour les anticorps neutralisants et protecteurs anti-HA. La
sous-unité HA1 permet ’attachement du virus a la cellule cible ; la sous-
unité HA2 intervient dans la libération du contenu du virus dans la cellule.
L’HA s'attache a l'acide N-acétyl-neuraminique (ou acide sialique) terminal
des chaines des glycoprotéines ou glycolipides des récepteurs membranaires
de la cellule hote, permettant ainsi U’entrée du virus dans la cellule par
endocytose. L’endosome contenant la particule virale migre vers Uintérieur
de la cellule ; au cours de cette migration, le pH endosomal devient acide
(5-5,5). L’acidification du milieu provoque un changement de conformation
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de la molécule d’hémagglutinine qui permet la fusion de ’enveloppe virale
avec la membrane endosomale.

La neuraminidase est présente en moins grande quantité que U'HA a la
surface virale. Son role est complémentaire a celui de I’hémagglutinine. Elle
est dotée d’une activité enzymatique assurant le clivage des liaisons
osidiques formées entre I’HA et les résidus d’acide sialique. Cette fonction
est capitale au stade tardif de la réplication, pour permettre la libération
des virions nouvellement formés, attachés a la surface de la cellule infectée,
et empécher leur agrégation. Elle facilite également le détachement des
virions du mucus présent au niveau de ’épithélium respiratoire, tres riche en
acide sialique.

Ces deux protéines représentent les déterminants antigéniques majeurs du
virus, suscitant la formation d’anticorps protecteurs.

Jusqu’en 2004, quinze types antigéniques différents d’hémagglutinine et
neuf types de neuraminidase étaient identifiés. Un seizieme type
d’hémagglutinine a été récemment décrit chez un virus influenza A circulant
dans une population de mouettes rieuses en Suede (Fouchier, Munster et al.
2005 [66]).

La combinaison de ces deux glycoprotéines permet de définir des sous-types
de souche virale. La désignation des souches virales obéit a des regles
internationales d’écriture. La nomenclature décrit successivement le type
viral, U’hote d’origine pour les souches animales uniquement, le lieu
d’isolement, le numéro de souche, l’année d’isolement et enfin les
caractéristiques antigéniques des glycoprotéines HA et NA (exemple
A/Vietnam/1194/04 (H5N1)) (Beby-Defaux, Giraudeau et al. 2003 [22]).

Les protéines M1 et M2 se trouvent sous la couche lipidique et assurent la
cohérence de la structure.

La protéine M1 ou protéine matricielle est la plus abondante des protéines
virales. Elle s’associe a la partie intracellulaire des protéines de surface et a
la nucléoprotéine, et assure la rigidité de I’enveloppe virale.

La protéine M2 est codée par le méme segment d’ARN que M1 et insérée
dans U’enveloppe virale. Elle se comporte comme un canal ionique et régule
le pH interne du virus par le transport d’ions H+. Elle intervient dans la
maturation des glycoprotéines; elle agit en association avec
’hémagglutinine dans les processus de décapsidation et le transport des
glycoprotéines vers la surface cellulaire pour la formation de nouvelles
particules infectieuses.

Les nucléoprotéines (NP) s’associent a chaque segment d’ARN viral pour
former huit nucléocapsides a symétrie hélicoidale.

Les protéines acide PA, basiques PB1 et PB2 forment un complexe
polymérase qui s’associe avec les nucléocapsides et interviennent dans le
controle de la transcription et la réplication de I’ARN viral.

PB1 correspond a I’ARN polymérase ARN dépendante.

PB2 intervient dans le décodage lors de la formation des protéines.

PA joue un rdle dans la formation de nouveaux brins d’ARN de polarité
négative, qui sont incorporés dans les nouveaux virions.
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o La protéine NS2 assure le transport des ribonucléoprotéines nouvellement
formées du noyau vers le cytoplasme.
La protéine NS1 est produite directement dans la cellule infectée et n’est
pas incorporée dans les nouveaux virions; elle jouerait un role dans
[’échappement du virus a "action antivirale de U'interféron.

2.2 Affinité du virus vis-a-vis de I’ho6te

Elle est déterminée au niveau moléculaire par U’hémagglutinine et la
neuraminidase (Van and Manuguerra 2000 [199]). La restriction d’hote fait appel a
de nombreux mécanismes, et n’est pas totalement élucidée.

2.2.1 L’hémagglutinine

L’hémagglutinine est impliquée dans |’attachement du virus sur des récepteurs
cellulaires sialyloligosaccharidiques. L’extrémité distale de chaque sous-unité
de 'HA se fixe a l’acide sialique lié a une molécule de galactose. Les virus de
type A sont capables de reconnaitre deux variétés d’acide sialique (SA) : l’acide
N-acétylneuraminique (NeuAc) et l’acide N-glycolylneuramique (NeuGc) qui
s’attachent a une molécule de galactose voisine par deux types de liaison, a2,3
ou a2,6. Chez I’homme, les organes cibles contiennent majoritairement des
variétés NeuAc, a la différence des oiseaux et des porcs ou [’on trouve des SA de
type NeuGc. L’adaptation d’un virus a une nouvelle variété d’acide sialique
requiert son échappement a des inhibiteurs sériques : sialyl-protéines, lectines
liant le mannose, par des mutations au niveau du site de fixation a [’acide
sialique de 'HA (Parrish and Kawaoka 2005 [154]).

La présence, a la surface des cellules hotes, d’un récepteur sialoglycoconjugué,
associant une variété de SA et un type de liaison, conditionne la spécificité de
reconnaissance de ce récepteur par le virus (Suzuki, Ito et al. 2000 [187]).
L’abondance d’un ou plusieurs types de récepteurs sur les cellules cibles, aux
sites de réplication virale, exerce une pression de sélection variable sur la
spécificité d’hote.

Les cellules intestinales aviaires, site de réplication majeur du virus chez les
oiseaux, possédent uniquement des récepteurs cellulaires en 02,3. Les virus
influenza équins et aviaires reconnaissent SA lié au galactose (Gal) par une
liaison de type a2,3 (SAa2,3Gal), ce qui explique la transmission directe des
virus aviaires au cheval. Chez le porc, la présence des deux types de récepteurs
au niveau de U'épithélium trachéal explique sa sensibilité aux virus grippaux
humains et aviaires.

Les récepteurs de type SAa2,6Gal sont majoritaires au niveau des cellules
épithéliales respiratoires humaines. Les virus humains se lient
préférentiellement a des acides sialiques attachés au Gal par des liaisons de
type a2,6. Les études du tropisme cellulaire des virus influenza humains
démontrent que ’infection des cellules épithéliales respiratoires non ciliées est
indispensable a une réplication et a une transmission efficaces du virus, les
cellules non ciliées possédant majoritairement des récepteurs de type
SAa2,6Gal. Les cellules ciliées de ’épithélium respiratoire humain, possedent

-6-



W E 1 L. L E

La grippe aviaire et sa transmission chez ’homme

quant a elles des récepteurs de type SAa2,3Gal qui seraient les cibles des virus
aviaires, dans les cas ou ils infectent ’homme (Matrosovich, Matrosovich et al.
2004 [130]).

La capacité de réplication des virus grippaux A est également influencée par la
nature des acides aminés en position 226 et 228 du site de fixation de I’HA au
récepteur cellulaire. La présence de la glutamine en position 226 est associée a
la spécificité des virus aviaires pour le récepteur SAa2,3Gal ; la leucine en 226,
a la spécificité des virus humains de sous-types H2 et H3 pour le récepteur
SAa2,6Gal. D’autre part, orientation adéquate de SA au niveau du site de
fixation de ’HA au récepteur cellulaire nécessite l’existence de paires d’acides
aminés : ainsi, les virus humains possedent tous la leucine en position 226 en
association a la sérine en position 228 ; chez les virus équins et aviaires, la
glutamine en position 226 est associée a la glycine en position 228 (Baigent and
McCauley 2003 [18]).

Il est démontré qu’une simple substitution au niveau d’un des acides aminés en
position 205, 226 ou 227 de U’hémagglutinine virale suffit a modifier sa
spécificité de fixation a l'un des deux types de récepteurs (Suzuki 2001 [185])
(Suzuki 2005 [186]) (Gambaryan, Tuzikov et al. 2005 [68]). Les mutations au
niveau des acides aminés en position 190 et 225 de I’HA des virus H1 humains et
porcins sont associées a l’acquisition de la spécificité pour les liaisons de type
SAa2,6Gal et favorisent ainsi l’adaptation des virus aviaires a ’homme et au
porc (Baigent and McCauley 2003 [18]).

Ces mécanismes sont impliqués dans les variations de la spécificité d’hote : la
transmission des virus influenza entre différentes espéces aussi bien que
l’émergence de nouveaux sous-types dans la population humaine.

2.2.2 La neuraminidase

La neuraminidase est une sialidase responsable du clivage des liaisons osidiques
entre les résidus d’acide sialique et le sucre voisin au niveau du récepteur
cellulaire a ’hémagglutinine. Son réle dans la restriction d’hote des virus grippaux
est encore mal connu.

La spécificité de la neuraminidase pour les liaisons entre ’acide sialique et le
galactose (liaisons SAa2,3Gal et SAa2,6Gal) et pour les différentes especes
moléculaires d’acide sialique (forme N-acétyl et N-glycolyl) a été étudiée chez
les virus N2 : deux acides aminés en position 275 et 431 déterminent la
spécificité de reconnaissance par la NA des liaisons de type SAa2,6Gal et de la
forme NeuGc de ’acide sialique respectivement. La présence de la valine en
position 275 est associée a une haute spécificité pour les récepteurs de type
02,6, la présence de la lysine en position 451 confere un haut niveau de
spécificité pour l’acide sialique NeuGc. L’adaptation de la neuraminidase a
différents substrats ferait appel a des substitutions d’acides aminés qui
progressivement altérent la conformation de la NA au niveau et autour de son
site actif, permettant ainsi la fixation des différentes especes d’acide sialique
(Kobasa, Kodihalli et al. 1999 [106]).
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Les virus aviaires se répliquent préférentiellement dans le tube digestif des
oiseaux et sont donc adaptés a se développer dans des conditions de pH acide.
Les virus humains H3N2 isolés aprés 1971 ne possedent pas d’activité sialidase a
pH acide. Des virus réassortants porteurs du gene NA humain associé aux autres
genes viraux d’origine aviaire sont incapables de provoquer une infection
digestive aprés inoculation par voie orale (Suzuki 2005 [186]). L’activité
enzymatique de la neuraminidase des virus aviaires HIN1 est mieux conservée a
pH acide que celle des virus de méme sous-type adaptés a [’homme ou au porc
(Baigent and McCauley 2003 [18]). Deux acides aminés sont impliqués dans la
stabilité a pH acide de la neuraminidase des virus influenza A : ’arginine en
position 344 et la phénylalanine en position 466. Des substitutions a leurs
niveaux modifient "activité enzymatique (Suzuki 2005 [186]). L’activité de NA a
pH acide contribue a la restriction d’hote des virus influenza A.

Les mutations au niveau du géne de la neuraminidase participent a ’adaptation des
virus grippaux a de nouveaux hotes et en conséquence au franchissement de la
barriére d’espéces. L’adaptation a un nouvel hote nécessite néanmoins une
compatibilité entre la NA et U'HA, dans la mesure ou ces protéines ont des
fonctions complémentaires : la NA dissociant les liaisons entre SA et HA.

2.2.3 Les protéines internes

Les polypeptides du complexe de réplication

Dans les modeles animaux et les cultures cellulaires, la protéine PB2 a une forte
influence sur la spécificité d’hote. Le résidu en position 627, méme si d’autres
sont impliqués, en est le déterminant majeur. Les autres polypeptides, PB1, PA
et NP ont également leur role, et analyse de U'efficacité de la réplication de
ribonucléoprotéines reconstituées montre que la compatibilité entre les
différents polypeptides est fondamentale pour la réplication virale dans les
cellules de mammiféres. La réplication est plus performante quand PB2 et NP
dérivent de la méme souche aviaire ou humaine, ou quand PB1 est d’origine
aviaire quelle que soit sa combinaison avec d’autres genes (Baigent and
McCauley 2003 [18]). La combinaison de ces protéines intervient également sur
le caractére thermosensible de la réplication; les virus aviaires ont une
croissance optimale a 42°C, les virus humains a 37°C (Parrish and Kawaoka 2005
[154]).

Les protéines M

L’analyse des séquences d’acides aminés montre dix régions contenant des
acides aminés spécifiques des souches aviaires ou humaines, le nombre de sites
différents est plus important pour la protéine M2 (sept sites) que pour la
protéine M1 (trois sites); on ignore actuellement lesquels d’entre eux
contribuent a la restriction d’héte. Les protéines M des virus grippaux humains
ont progressivement perdu la capacité de coopérer avec ’hémagglutinine des
virus aviaires, les virus réassortants sont devenus incapables de se répliquer
efficacement (Baigent and McCauley 2003 [18]).

Les protéines NS

Il existe deux sous-types A et B du gene NS. Tous les genes NS des virus qui

-8-



v E 1| L. L E
La grippe aviaire et sa transmission chez ’homme

infectent les mammiferes sont du sous-type A (sauf pour un virus H3N8 d’origine
aviaire adapté au cheval). Il n’est pas possible cependant de différencier les
isolats aviaires des isolats humains, sur la seule base de modifications d’acides
aminés (Baigent and McCauley 2003 [18]).

La virulence est la capacité pour un microorganisme de pénétrer dans un organisme
hote, de s’y multiplier, avec pour conséquence le développement d’une maladie.
Elle dépend de linteraction entre le virus et ses composants, avec un type de
cellule, un tissu spécifique ou un organisme entier ; cette association de facteurs
lui permettant de se répliquer et de disséminer au sein de ’organisme hote.

Les oiseaux sauvages sont les hotes naturels des virus influenza A. Régulierement,
ces virus infectent les populations d’oiseaux domestiques, et le passage des virus A
de la faune sauvage a la volaille industrielle s’accompagne du développement
d’une virulence chez les nouveaux hotes. Les facteurs qui contribuent a
’apparition de cette virulence sont difficilement reproductibles en laboratoire, et
sont vraisemblablement multiples. Un certain nombre de déterminants
moléculaires de la virulence ont été identifiés :

e Le role des protéines HA et NA

La protéine HA intervient dans la fusion du virus avec la membrane endosomale
cellulaire. La fusion nécessite que ’HA soit activée et pour cela clivée en deux
sous-unités HA1 et HA2. L’extrémité N terminale de HA2 assure la fusion avec la
cellule. Le clivage de I’hémagglutinine est une condition préalable a ’initiation
de Uinfection et donc un facteur déterminant de la virulence du virus.

Les virus H1, H2, H3 contiennent un seul acide aminé, ’arginine, au site de
clivage. Le clivage est assuré par des protéases extracellulaires sécrétées par un
seul type de cellule (chez ’lhomme, les cellules de U’épithélium respiratoire).
Les souches hautement pathogenes H5N1 et H7, présentent de multiples acides
aminés basiques adjacents au site de clivage (Puthavathana, Auewarakul et al.
2005 [159]) (Govorkova, Rehg et al. 2005 [75]) (Perdue, Suarez et al. 2000 [157]).
La présence de ces acides aminés permet le clivage de I’HA par des protéases
intracellulaires ubiquitaires telles la furine ; en conséquence, le processus de
clivage est plus efficace et peut s’effectuer dans un grand nombre de cellules
(Horimoto and Kawaoka 1994 [88]).

Selon le nombre et le type d’acides aminés présents au niveau du site de
clivage, on identifie des souches virales avirulentes ou peu pathogénes et des
souches virales hautement pathogenes. Une substitution de la sérine vers
’isoleucine, au niveau de la position 227 de U'HA, diminue la virulence de la
souche hautement pathogene isolée chez I’lhomme a Hong Kong en 1997 (Hatta,
Peng et al. 2001 [79]). Un minimum de cing acides aminés a proximité d’un
hydrate de carbone est nécessaire pour un clivage optimal et le remplacement
de U’arginine par la lysine a Uextrémité C terminale de HA1 inhibe la clivabilité
de HA (Walker and Kawaoka 1993 [201]). Les virus recombinants H5N1 ne
possédant pas ces acides aminés basiques ne sont pas virulents chez la souris
(Hatta, Peng et al. 2001 [79]). Leur présence atteste donc de l’importance de
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cette caractéristique de I’hémagglutinine dans la manifestation de la virulence
des virus influenza A.

Cependant, lintensité de la virulence peut étre modulée par la présence
d’acides aminés au niveau de régions différentes de I’hémagglutinine des virus A
(H5N1). La présence de séquence polybasique au site de clivage n’est pas
toujours associée a la virulence, la composition du site de clivage et l’existence
d’un résidu acide ayant une influence sur le phénotype pathogene du virus
(Hulse, Webster et al. 2004 [92]). L’hémagglutinine du virus de la grippe
espagnole de 1918 ne présente pas de site de clivage polybasique ; les souches
humaines peu virulentes dont il est issu ont pourtant généré un virus hautement
pathogene ; on ignore quelle caractéristique lui confere une telle virulence
(Kobasa, Takada et al. 2004 [107]).

La neuraminidase joue également un role dans ’activation de ’hémagglutinine.
La présence d’un site de glycosylation supplémentaire au niveau de la structure
globulaire de NA du virus H5N1 augmente la virulence de celui-ci chez le poulet,
peut-étre par une augmentation de ’activation des protéases de la cellule hote
(Hulse, Webster et al. 2004 [92]). Le raccourcissement de la longueur de la tige
de Uenzyme, les mutations a son niveau seraient des facteurs de la
manifestation de la virulence chez ’homme (Zambon 2001 [213]). L’évolution de
souches aviaires peu pathogenes vers des souches hautement pathogeénes
s’accompagne d’une succession de mutations au niveau du géne de la
neuraminidase (Banks, Speidel et al. 2001 [20]) (Deshpande, Naeve et al. 1985

[55]).

On pense qu’un équilibre est nécessaire entre les activités de ’HA et de la NA ;
la force de fixation de UHA sur la cellule hote a la période initiale de
Uinfection, doit étre adaptée a Uefficacité de la NA dans la libération des
nouveaux virions de la surface cellulaire (Baigent and McCauley 2001 [17]).

Le role des polymérases virales

Les protéines du complexe polymérase des virus influenza A sont impliquées
dans la virulence du virus A (H5N1). Les études menées sur les souches
virulentes et avirulentes isolées chez I’lhomme au cours de l’épidémie de Hong
Kong en 1997, démontrent que le pouvoir pathogéne de chacune de ces deux
souches est déterminé par [’acide aminé en position 627 de la protéine PB2 ; la
présence de la lysine en remplacement de la glutamine augmente la capacité
réplicative du virus chez la souris (Shinya, Hamm et al. 2004 [173]) ; elle est sans
effet sur la réplication du virus dans des cellules aviaires (Hatta, Peng et al.
2001 [79]).

La souche humaine hautement pathogene A/Vietnam/1203/04 (H5N1) présente
la méme substitution a la position 627 de PB2 (Govorkova, Rehg et al. 2005
[75]). L’acide aminé en position 627 jouerait un role dans l’interaction de la
polymérase virale avec des facteurs d’hotes spécifiques (aviaires ou
mammiféres), ou déterminerait la température seuil de l’activité de [’ARN
polymérase virale, la réplication virale s’initiant a des températures différentes
chez les oiseaux et les mammiféres (Noah and Krug 2005 [146]).

Des souches de virus A (H5N1), isolées chez des canards sains en Chine, entre
1999 et 2002, ont acquis progressivement un pouvoir pathogene et létal chez la
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souris. Par génétique inverse on a pu démontrer qu’une mutation au niveau de
’acide aminé a la position 701 de la protéine PB2 est responsable du
franchissement de la barriére d’espéces et de |’acquisition de la virulence chez
la souris (Li, Chen et al. 2005 [117]).

e Le role de la protéine NS1
L’infection du porc par un virus recombinant H1N1 porteur du gene NS de la
souche A/Hong Kong/156/97 (H5N1) est responsable d’une virémie plus
importante et durable que ’infection par le virus sauvage H1IN1. La virulence du
virus réassorti requiert U’existence d’un acide glutamique en position 92 de la
protéine NS1 ; elle est interprétée comme la conséquence de la résistance du
virus a l’action antivirale des interférons et du facteur de nécrose tumorale a
sécrétés par [’hote (Seo, Hoffmann et al. 2004 [171]) (Seo, Hoffmann et al. 2002
[170]).
L’infection des macrophages dérivés de monocytes par deux souches A/Hong
Kong/97 (H5N1) isolées chez ’homme, induit une production importante de
cytokines proinflammatoires (interféron B, facteur de nécrose tumorale a)
comparativement a d’autres virus influenza A, H1IN1 ou H3N2. Un taux élevé de
cytokines circulantes contribuerait au pouvoir pathogene du virus A (H5N1)
(Lipatov, Andreansky et al. 2005 [121]).

e Le pouvoir apoptotique des virus influenza A
Les virus influenza A ont la capacité de déclencher la mort programmée de
cellules en culture. L’apoptose se caractérise par la désintégration du
cytosquelette et la fragmentation de I’ADN cellulaire. Les virus grippaux de type
A étant des parasites intracellulaires obligatoires, leurs fonctions apoptotiques
sont efficaces a la fin de la réplication, aprés utilisation de la machinerie
cellulaire.
Trois protéines virales seraient impliquées dans la mort cellulaire. La
neuraminidase joue un role initiateur du processus apoptique par ’activation du
facteur de croissance transformant B, a la différence de la protéine NS1A dont
l’absence chez un virus recombinant augmente ’activité apoptotique de celui-
ci. Ces observations corroborent I’hypothése selon laquelle la virulence du virus
A (H5N1) est en relation avec une augmentation importante des cytokines
circulantes, notamment les interférons (Cheung, Poon et al. 2002 [40]). La
troisieme protéine impliquée dans ’apoptose des cellules infectées est une
petite protéine de 87 acides aminés encodée par le gene PB1. Elle augmente
spécifiquement ’apoptose des monocytes, limitant son action aux cellules
immunitaires de I’hote (Noah and Krug 2005 [146]) (Baigent and McCauley 2003

[18]).

La virulence des virus influenza A est plurifactorielle. Des interactions
fonctionnelles sont identifiées comme déterminants au niveau moléculaire de la
virulence de certains virus, notamment du virus A (H5N1). Il est envisageable que
toute interaction entre les protéines d’origine virale et/ou cellulaire, qui optimise
’enveloppement des ribonucléoprotéines virales dans les particules virales et
’assemblage de nouveaux virions, facilite la dissémination virale et donc
potentialise la virulence de ces virus.
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La plupart des virus isolés chez les oiseaux sont avirulents, responsables d’infection
asymptomatique ou peu sévere. On a pu mettre en évidence au cours d’épidémies
de grippe, ’évolution de souches peu pathogénes vers des souches hautement
pathogenes. Ce phénoméne concerne les sous-types H5 et H7 (Banks, Speidel et al.
2001 [20]).

Tumpey et ses collaborateurs ont reconstruit par génétique inverse, le virus de la
grippe espagnole de 1918, afin de comprendre les raisons de son extréme
virulence. Les études sur des cellules épithéliales respiratoires humaines suggerent
que la présence conjointe du gene HA et des génes de la polymérase du virus de
1918 est essentielle a une réplication optimale. La comparaison du virus de 1918
avec d’autres virus recombinants exprimant un ou plusieurs génes du virus de la
grippe espagnole démontre que ces genes sont impliqués dans la virulence optimale
de ce virus (Tumpey, Basler et al. 2005 [196]).

Les souches virales A (H5N1) isolées chez I’homme et les oiseaux au cours des
flambées de 1997 et la période 2003-2004 montrent une augmentation de la
virulence des isolats humains de 2004 chez le furet (Maines, Lu et al. 2005 [127]).

Les virus influenza sont pourvus d’une grande plasticité génétique. La dérive
génétique et les réassortiments géniques sont les mécanismes connus contribuant a
leurs variations antigéniques (Abed, Hardy et al. 2002 [9]) (Van and Manuguerra
2000 [199]).

e La dérive génétique (ou glissement antigénique)

La dérive génétique est la conséquence du caractére peu fidéle de ’enzyme ARN
polymérase, ARN dépendante dont les erreurs de lecture commises au cours de la
réplication virale ne sont pas réparées ; elle résulte également de la pression de
sélection exercée par les anticorps neutralisants sur les sites antigéniques de ’HA
(Al Faress, Cartet et al. 2005 [10]). Ces erreurs aboutissent a des mutations
ponctuelles au niveau des bases nucléotidiques des génes viraux et par conséquent
a des modifications au niveau des protéines pour lesquelles ils codent.

Ces variations antigéniques sont mineures, surviennent environ tous les deux a trois
ans et apparaissent essentiellement pour ’hémagglutinine et a moindre titre pour
la neuraminidase. Tous les genes codant pour les autres protéines virales peuvent a
priori subir des mutations, dans la limite ou les protéines codées par ces genes
conservent des fonctions compatibles avec la réplication virale.

Le glissement antigénique concerne un sous-type, pour lequel apparaissent des
variants successifs qui different progressivement de la souche d’origine. Il concourt
a U'apparition d’épidémies annuelles limitées en raison de |’échappement partiel
du virus a la réponse immunitaire de [’hote. Il apparait que chaque nouveau variant
de virus grippal A, capable de réinfecter un individu préalablement exposé,
présente au moins quatre substitutions d’acides aminés au niveau d’au moins deux
sites antigéniques de ’hémagglutinine.

L’étude de ’évolution génétique de ’hémagglutinine des virus grippaux humains A
(H1N1) et A (H1N2), isolés dans le sud de la France au cours des hivers 2001 a 2004,
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met en évidence 28 substitutions d’acides aminés au niveau de la région HA1 des
virus A (HIN1) ou A (H1N2) exclusivement, voire des deux. Par ailleurs, neuf isolats
A (H1N2) présentent une substitution de |’acide aminé en position 90 ; il en résulte
introduction d’un nouveau site de glycosylation adjacent au site antigénique E de
HA, et la possibilité d’une modification de l’antigénicité du virus A (H1N2) (Al
Faress, Cartet et al. 2005 [10]).

Le taux d’évolution des virus influenza aviaires est beaucoup plus important chez
les volailles que chez I’hote naturel, représenté par les oiseaux sauvages (Suarez,
Van et al. 2000 [181]). Les erreurs dans les genes codant la neuraminidase et
’hémagglutinine sont les plus fréquentes.

e La cassure antigénique (ou saut)

Elle est rendue possible par le caractere segmenté du génome des virus grippaux et
constitue le second mécanisme de variation antigénique. Elle correspond au
remplacement complet d’un ou plusieurs genes d’une souche virale par un gene
équivalent d’une autre souche virale. Ce réassortiment génétique peut conduire a
’apparition de nouveaux sous-types de virus et étre a 'origine de pandémies de
grippe : la grippe asiatique en 1957 et la grippe de Hong Kong en 1968 (Laver and
Garman 2002 [111]).

Le virus de la grippe asiatique est issu du réassortiment entre les genes PB1, HA et
NA de la souche aviaire A (H2N2) et des cing autres genes du virus grippal humain
saisonnier A (H1N1) ; le virus de la grippe de Hong Kong possede les genes HA et
PB1 de virus aviaire A (H3) et les six autres genes du virus grippal humain circulant
A (H2N2) ; ces réassortiments génétiques ont permis |’émergence des sous-types
H2N2 et H3N2 respectivement (Russell and Webster 2005 [167]) (Kawaoka, Krauss et
al. 1989 [102]).

L’analyse phylogénétique des huit segments du génome des virus humains A
(H2N2), isolés entre 1957 et 1968 et des virus humains A (H3N2) isolés entre 1968
et 1972 montre que le sous-type A (H2N2) continue de circuler apres 1968 et
’émergence des virus A (H3N2) chez I’homme est associée a de multiples
réassortiments qui contribuent a leur diversité génétique (Lindstrom, Cox et al.
2004 [120]).

Depuis 1977, les souches circulant dans la population humaine mondiale sont de
sous-types A (H1N1) essentiellement, virus réapparu a l'occasion de la « grippe
russe », et de type A (H3N2). Cette situation est propice aux réassortiments
génétiques en cas d’infection concomitante par les deux virus. En 1983, un premier
et unique cas d’infection par un virus réassorti A (HIN2) est diagnostiqué sur un
prélevement pharyngé chez un patient coinfecté par les virus A (H1IN1) et A
(H3N2). Durant la saison grippale 2000-2001, des virus réassortis A (H1N2) ont été
isolés sur tous les continents, le virus s’étant propagé d’Asie du sud vers U’Afrique,
’Europe et ’Amérique du nord. Les études virologiques ont démontré la proximité
antigénique et génétique d’une part, de U’hémagglutinine du virus réassorti A
(H1IN2) avec celle de la souche vaccinale actuelle A (H1IN1), et de la neuraminidase
de A (H1N2) avec celle de la souche prototype A (H3N2) d’autre part. Les six autres
genes internes sont issus d’un virus A (H3N2) (Xu, Lindstrom et al. 2004 [209]).
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3.1 HOotes principaux

Les virus influenza A ont été isolés chez un grand nombre d’especes aviaires et chez les
mammiferes.

Les oiseaux sauvages sont considérés comme le réservoir naturel des virus
influenza A. Ils hébergent des virus porteurs de tous les types d’hémagglutinine
(HA) et de neuraminidase (NA) connus, méme si l’on n’a pu isoler toutes les
combinaisons possibles de sous-types. La plupart de ces virus apparaissent
adaptés a leurs hotes naturels et sont rarement responsables d’infections dans
les populations aviaires sauvages ; ils peuvent par contre disséminer a grande
échelle dans ’environnement par élimination fécale. On suppose qu’en raison
de leur large distribution, les virus influenza A quittent de facon ponctuelle cet
état d’équilibre et vont coloniser d’autres especes de vertébrés. L’hypothése
selon laquelle les virus influenza aviaires sont les précurseurs des virus grippaux
adaptés et circulants chez le cheval, le porc et ’lhomme, prévaut actuellement
(Perdue, Suarez et al. 2000 [157]).

Il en est différemment des mammiféres, pour lesquels on ne connait qu’un
nombre limité de sous-types viraux. Seulement trois sous-types de ’HA (H1, H2,
H3) et deux sous-types de la NA (N1 et N2) ont été identifiés a ce jour chez
homme. Les combinaisons A (HIN1) et A (H3N2) sont responsables
actuellement des épidémies saisonnieres annuelles dans la majorité des régions
du globe. Les mammiferes sont en fait des hotes accidentels au méme titre que
les oiseaux d’élevage.

En raison de sa capacité a héberger et a permettre la réplication des virus
influenza d’origine humaine et d’origine aviaire, le porc a été impliqué comme
hote intermédiaire servant de « creuset » a l’émergence de nouvelles souches
virales a potentiel pandémique (Taubenberger, Reid et al. 1997 [189]) (Zhou, He
et al. 1996 [214]) (Castrucci, Donatelli et al. 1993 [35]) (Kida, Ito et al. 1994
[104]). A ce titre, le porc jouerait un role particulier dans le franchissement de
la barriere d’espéces.

On qualifie de « virus influenza A aviaire », un virus isolé chez un oiseau ou dont les
séquences de génes sont semblables a celles qui circulent habituellement chez les
oiseaux et référencées comme telles dans les banques de données.

3.2 Transmission

3.2.1 Transmission des virus grippaux de type A

D’une facon générale chez les oiseaux, le virus est excrété au niveau des voies
respiratoires, de la conjonctive et des excréments ; la transmission se fait par
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contact direct avec d’autres animaux infectés, ou indirect dans un environnement
contaminé par les fientes, les plumes. La transmission verticale n’est pas établie,
méme si 'on a pu mettre en évidence la contamination d’ceufs au cours d’une
épidémie de grippe aviaire en Pennsylvanie (Cappucci, Johnson et al. 1985 [33]).
Récemment, un virus A (H5N1) proche antigénétiquement du virus de Hong Kong de
1997 a été isolé dans des ceufs de canard et d’oie sauvages (Li, Lin et al. 2006
[116]).

La transmission interhumaine des virus influenza de type A se fait par inhalation
d’aérosol de particules infectieuses, par contact direct ou peut-étre indirect, par
autoinoculation au niveau de la conjonctive et des voies respiratoires. Elle est
d’autant plus efficace en milieu confiné ou clos.

3.2.2 Transmission des virus aviaires aux mammiferes

Habituellement, les virus grippaux aviaires n’infectent pas ’homme. Cependant, le
20° siécle a connu trois pandémies de grippe, toutes dues a des virus grippaux
émergents d’origine aviaire. Les souches virales responsables des pandémies de
1957 et 1968 sont apparues en Asie du sud-est, a "occasion d’un réassortiment
entre des genes d’origine aviaire et ceux de la souche humaine circulante,
responsable des épidémies saisonniéres. Il en serait différent pour la souche
responsable de la grippe espagnole de 1918 : des études ont suggéré la
transmission directe a ’homme d’un virus aviaire avec adaptation chez ’homme ou
d’autres mammiferes (le porc par exemple qui peut héberger des virus humains et
des virus aviaires et servir d’hote intermédiaire (Taubenberger, Reid et al. 2005
[190]) (Taubenberger, Reid et al. 1997 [189]).

Depuis 1997, on a régulierement mis en évidence des cas de contamination
humaine directe et indirecte (Capua and Alexander 2002 [34]) (Banks, Speidel et al.
1998 [19]). Les premiéeres études virologiques menées dans le cadre de !’épidémie
de grippe du poulet de Hong Kong, en 1997 (Claas, De et al. 1998 [44]), ont
clairement établi le passage direct a ’homme du virus A (H5N1), totalement
d’origine aviaire.

Chez d’autres mammiferes, ’infection naturelle par les virus influenza aviaires est
peu connue. Des études antérieures datant des années 70-80 chez le chat, le furet
et le porc, ont démontré la capacité des virus d’origine aviaire a se répliquer dans
les tissus pulmonaires, sans manifestation de virulence : [’administration
intranasale de virus influenza de type A et B est responsable d’une infection
asymptomatique, avec sécrétion d’anticorps et présence de virus grippal au niveau
des voies respiratoires (Hinshaw, Webster et al. 1981 [84]).

Par contre, le pouvoir pathogéne du virus influenza A (H5N1) est documenté chez
le singe (Kuiken, Rimmelzwaan et al. 2003 [110]), la souris (Bright, Cho et al. 2003
[30]), le porc (Choi, Nguyen et al. 2005 [41]), le furet (Govorkova, Rehg et al. 2005
[75]) ; ils sont utilisés comme modeles expérimentaux dans |’étude de la pathogénie
chez ’homme (Rimmelzwaan, Kuiken et al. 2003 [163]). Les félidés étaient jusqu’ici
considérés comme résistants aux virus influenza A (Keawcharoen, Oraveerakul et
al. 2004 [103]).
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Les premiers cas connus d’infection naturelle chez le tigre et le léopard datent du
début 2004. Ils concernent quatre animaux d’un zoo de Thailande chez lesquels le
virus influenza A (H5N1) a pu étre isolé des tissus pulmonaires. Les séquences
génétiques des isolats, hormis une modification au niveau de la position 627 de la
protéine PB2, ne sont pas significativement différentes de la souche responsable
des épizooties concomitantes dans les élevages de volaille (Keawcharoen,
Oraveerakul et al. 2004 [103]). En octobre 2004, une seconde flambée de
pneumopathies séveres causa la mort de 45 tigres (sur 102 cas officiellement
répertoriés (Quirk 2004 [161])) dans un autre zoo de Thailande. L’analyse du
génome viral de deux isolats révele une proximité génétique (99,9 a 100%) avec les
virus isolés en Asie du sud-est, chez des mammiféeres (tigres, léopards et hommes)
et les volailles infectées. On y retrouve la substitution par la lysine de ’acide
aminé en position 627, présente dans le génome des virus isolés chez ’homme et
absente du virus A (H5N1), responsable actuellement des épizooties (Amonsin,
Payungporn et al. 2005 [12]) (Thanawongnuwech, Amonsin et al. 2005 [191])
(Thornley 2004 [192]).

L’enquéte épidémiologique a conclu a une contamination par ingestion de
carcasses de poulet cru infectées par le virus A (H5N1).

De méme, des cas mortels d’infection naturelle par le virus A (H5N1) ont été
reportés a plusieurs reprises chez des chats domestiques, pendant les épizooties de
grippe aviaire dans le sud-est asiatique, et plus récemment en février 2006 en
Allemagne et mars 2006 en Autriche, enfin, chez la fouine en mars 2006, en
Allemagne, pays indemne d’épizootie aviaire.

L’infection expérimentale par inoculation intratrachéale d’une souche virale
prélevée chez un patient décédé de grippe aviaire au Vietnam
(A/Vietnam/1194/04) ou par ingestion de viande de poulet infectée par ce méme
virus, provogque une pneumopathie sévere voire mortelle, une excrétion du virus au
niveau des voies respiratoires, la contamination des chats sentinelles qui
présentent le méme tableau clinique (Kuiken, Rimmelzwaan et al. 2004 [109])
(Enserink and Kaiser 2004 [60]).
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Les premiers cas d’infection humaine par des virus influenza aviaires ont été

diagnostiqués et confirmés a partir de 1997.

En mars 1997, le premier cas documenté d’infection humaine a été recensé a
Hong Kong (Claas, Van et al. 2000 [45]) (Boibieux, Bouhour et al. 1998 [27])
(Subbarao, Klimov et al. 1998 [183]), sous la forme d’une pneumopathie grave,
ayant atteint 18 personnes et provoqué la mort de six d’entre elles (Institut
Pasteur, Réseau national de santé publique et al. 1998 [94]). Cet épisode était
contemporain d’une épidémie de grippe aviaire provoquée par une souche A
(H5N1) hautement pathogene, dans les élevages de volailles de Hong Kong. Les
études génétiques des prélevements chez ’homme et l'animal ont permis
d’établir lidentité des souches virales. C’est le premier cas avéré de
transmission directe du virus grippal aviaire a ’homme.

En 1999, deux cas humains de grippe dus au virus A (H9N2) faiblement
pathogene sont confirmés virologiquement chez deux enfants a Hong Kong
(Peiris, Yuen et al. 1999 [156]) (Butt, Smith et al. 2005 [32]) (Lin, Shaw et al.
2000 [119]). C’est la premiéere fois que ce sous-type viral est isolé chez ’homme.
L’origine exacte de l'infection est inconnue, mais la responsabilité des oiseaux
d’élevage est fortement évoquée. Plusieurs autres cas d’infection humaine a
influenza A (HIN2) ont été diagnostiqués en Chine en 1998-1999.

En 2002, en Virginie, au décours d’une flambée de grippe du poulet due au virus
A (H7N2), une personne a présenté une sérologie positive pour ce virus.

En février 2003, une nouvelle flambée de grippe A (H5N1) a Hong Kong est
responsable de deux cas d’infection dont un mortel, au sein de la méme famille.
L’enquéte épidémiologique n’a pas pu déterminer le mode de contamination. En
décembre 2003, un cas de grippe A (HIN2) a été confirmé chez un enfant
présentant une forme bénigne.

En 2003, aux Pays-Bas, une épidémie de grippe aviaire A (H7N7) hautement
pathogene débute dans des élevages de volaille. Quatre-vingt neuf personnes,
professionnels exposés et leurs familles, développeront une forme bénigne de la
maladie. Un seul décés sera a déplorer (Fouchier, Schneeberger et al. 2004 [67])
(Koopmans, Wilbrink et al. 2004 [108]). Aucun autre cas d’infection humaine par
le virus A (H7N7) n’a été reporté depuis.

En novembre 2003, a New York, une personne est infectée par un virus aviaire A
(H7N2).

En février 2004, des flambées de grippe aviaire dues au virus hautement
pathogene A (H7N3) déciment les élevages de poulet en Colombie britannique
(Canada) et sont responsables d’infections humaines a type de conjonctivites
chez le personnel avicole.

En janvier 2004, les études virologiques confirment la présence de la souche A
(H5N1) du virus influenza aviaire chez quatre patients hospitalisés pour une
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pneumopathie grave, a Hanoi (Vietnam), puis chez deux enfants en Thailande.
Ce sont les premiers cas déclarés de grippe A (H5N1) depuis février 2003 ; ils
surviennent dans un contexte d’épizooties de grippe aviaire A (H5N1) qui
sévissent dans les élevages de poulets.

4.2 EXxposition de 'homme aux virus influenza A aviaires

4.2.1 Matieres contaminantes

Elles sont représentées par les sécrétions respiratoires et surtout les matiéres
fécales qui peuvent contenir un taux important de particules infectieuses.

La contamination peut étre directe, par la manipulation d’oiseaux infectés, ou
indirecte, par contact avec la nourriture, 'eau, le matériel et les vétements
contaminés. Les virus influenza sont particulierement résistants dans les tissus et
’environnement (notamment dans |’eau) et peuvent survivre plus de 30 jours a 0°C
et indéfiniment dans le cas de matiéres congelées. En raison de ces capacités de
survie, d’autres modes de transmission sont théoriquement possibles. L’ingestion,
Uinoculation directe par voie nasale ou conjonctivale d’eau contaminée par le
virus, notamment au cours de baignades, est a considérer (Beigel, Farrar et al.
2005 [23]).

Le risque lié a la consommation alimentaire de viandes infectées est estimé de nul
a négligeable. Les souches virales hautement pathogenes qui disséminent dans tout
’organisme, notamment au niveau des tissus musculaires, sont détruites tres
rapidement a des températures supérieures a 60°C. Dans l’éventualité d’une
ingestion de viande crue, le virus serait détruit par le milieu acide de l’estomac.
Les mémes arguments seraient valables pour la consommation des ceufs. La
consommation de sang de canard et de viande de poulet insuffisamment cuite a
néanmoins été impliquée dans des cas de contamination humaine (Beigel, Farrar et
al. 2005 [23]).

En février 2006, I’AFSSA a remis ses conclusions sur la probabilité de contamination
du consommateur par ingestion de viande infectée par les virus influenza A
hautement pathogenes (HPAI) A (H5) et A (H7) dans I’hypothese de la présence ou
non sur le territoire francais d’épizooties dans les élevages de volailles, en fonction
de ’espece consommée, et de son mode de consommation.

On ne connait pas les doses infectieuses chez ’homme.
4.2.2 Populations exposées

Le risque potentiel varie en fonction des conditions d’exposition, de la nature des
especes aviaires, de la fréquence et de la durée des contacts, des modes de
transmission décrits ci-dessus ; il est donc difficile a quantifier.

Les professionnels sont les catégories les plus exposées, qu’ils soient au contact
d’oiseaux sauvages (chasseurs, ornithologues..), d’oiseaux de compagnie (éleveurs,
commerce animalier..) ou encore d’oiseaux d’élevage (volaille).

Durant les épizooties de grippe aviaire, le personnel avicole est le plus a risque ; il
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évolue dans un environnement massivement contaminé, voire confiné, en raison de
la densité de population des élevages. Les personnels impliqués dans les opérations
de décontamination des lieux d’élevage et d’élimination des animaux malades ou
suspectés d’étre infectés, sont considérés également a risque. A ce propos, |’AFSSA
a édité une liste des taux d’exposition aux matieres virulentes des professionnels
avicoles en fonction des catégories professionnelles et des situations d’exposition.

L’exposition dans le cadre d’activités de loisir, ou de contact domestique avec des
oiseaux de compagnie serait a moindre risque.

Il n’y a, a ce jour, aucun cas documenté de grippe d’origine aviaire lié a la
manipulation d’oiseaux sauvages ; un cas de contamination au contact d’oiseau de
compagnie a été décrit.

4.2.3 Epidémiologie de la transmission des virus aviaires

e Transmission de ’animal a ’homme
Les investigations menées dans le cadre des premiers cas humains de grippe
aviaire A (H5N1) a Hong Kong en 1997 (Bridges, Lim et al. 2002 [29]) (Mounts,
Kwong et al. 1999 [139]), et de grippe A (H7N7) aux Pays-Bas en 2003
(Koopmans, Wilbrink et al. 2004 [108]), ont confirmé le contact direct avec des
volailles infectées, comme facteur de risque déterminant de transmission des
virus HPAI, dans le cadre d’activités professionnelles avicoles, vétérinaires, ou a
’occasion de la fréquentation des marchés de volailles vivantes (Hayden and
Croisier 2005 [80]).

e Transmission interhumaine
La transmission interhumaine a été évoquée pour la premiere fois a Hong Kong
en 1997, a la suite d’une étude de séroprévalence aupres des personnels de
santé exposés a des patients contaminés par le virus A (H5N1) : 3,7% des
personnes exposées professionnellement ont une sérologie positive pour le virus
(Bridges, Katz et al. 2000 [28]). En 2004, une enquéte sérologique sur un
échantillon plus restreint de soignants s’est montrée négative (Apisarnthanarak,
Erb et al. 2005 [13]) (Liem and Lim 2005 [118]) (Schultsz, Dong et al. 2005 [169]).

Par la suite, elle a fait 'objet d’enquétes systématiques pour certains cas de

clusters familiaux. On définit un cluster comme le regroupement au sein d’une

méme famille d’au moins deux personnes présentant une infection au méme
virus, confirmée biologiquement, ou, atteintes d’une pneumonie sévere ou
décédées dans un tableau de détresse respiratoire, et chez une desquelles au

moins le diagnostic a été confirmé en laboratoire (Olsen, Ungchusak et al. 2005

[149]) :

0 Le premier cluster a été décrit aux Pays Bas en 2003. Il concerne trois
personnes d’une méme famille chez lesquelles on a mis en évidence une
sérologie positive pour le virus A (H7) et une notion de contact avec un
fermier exposé professionnellement (Koopmans, Wilbrink et al. 2004 [108]).

o En 2004, en Thailande, un cas de transmission d’un enfant a sa mere et a sa
tante est suspecté. L’enquéte épidémiologique n’a retrouvé aucune notion
de contact avec la volaille malade. Les prélevements réalisés chez les
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adultes ont révélé la présence d’un virus A (H5N1) dont le séquencage a
montré la proximité génétique avec la souche A (H5N1) responsable des
épizooties (Ungchusak, Auewarakul et al. 2005 [197]).

o De janvier 2004 a juillet 2005, 109 cas humains de grippe A (H5N1) ont été
déclarés par ’OMS. Pendant cette période, 15 clusters familiaux ont été
identifiés : 11 au Vietnam, deux en Thailande, un au Cambodge et un en
Indonésie. La taille des clusters varie de deux a cinq personnes. Dans 60% des
cas, la présence du virus A (H5N1) est confirmée virologiquement chez au
moins deux personnes et témoigne d’une transmission interhumaine probable
mais limitée. Pour les autres clusters, les informations épidémiologiques sont
insuffisantes pour évoquer la transmission interhumaine (Olsen, Ungchusak
et al. 2005 [149]).

4.3 Evolution de la situation épidémiologique

4.3.1 Les épizooties aviaires

Les souches hautement pathogénes du virus influenza A aviaire (HPAI) sont isolées
principalement chez les poulets et les dindons. Elles appartiennent aux sous-types
H5 et H7 de ’hémagglutinine (Alexander, Van et al. 2000 [11]). Des épizooties dues
a ces HPAI ont été signalées aux Etats-Unis, en Australie, au Pakistan, au Mexique,
plus récemment aux Pays-Bas. Néanmoins, tous les sous-types H5 et H7 ne sont pas
hautement pathogenes, c’est notamment le cas pour le virus influenza A (H5N1)
mis en cause actuellement.

Ces épizooties étaient relativement rares avant 1990. Depuis 1959, seulement 21
flambées de grippe aviaire hautement pathogene ont été signalées dans le monde,
principalement sur le continent américain, en Europe et en Australie. Depuis
l’épidémie de Hong Kong en 1997, des virus HPAI ont été régulierement isolés en
Asie, a ’occasion des prélevements systématiques effectués dans le cadre de la
surveillance de la grippe. Vers le milieu de "année 2003, des foyers de grippe
aviaire apparaissent en Asie ; ils ne feront pas l’objet d’investigations immédiates
ni de communications a ’OMS. Les premiers cas référencés datent de la fin de
’année 2003.

e En décembre 2003, deux tigres et deux léopards meurent de facon inattendue
dans un zoo de Thailande ; les études virologiques ultérieures identifient le
virus A (H5N1) dans les prélevements effectués sur les animaux.

e Le 15 décembre 2003, la république de Corée confirme lexistence d’une
épidémie de grippe aviaire due a une souche hautement pathogene A (H5N1) du
virus influenza, dans un élevage de poulets au sud de Séoul.

e L’épizootie a influenza A (H5N1) va s’étendre rapidement au cours du mois de
janvier 2004 pour atteindre successivement le Vietnam, le Japon, la Thailande,
le Cambodge, le Laos, U’Indonésie et la République populaire de Chine, début
février 2004.
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e D’autres épidémies de grippe aviaire sont signalées a Taiwan et au Pakistan ;
elles sont dues aux sous-types A (H5N2) et A (H7) respectivement, moins
virulents que la souche A (H5N1).

Début 2004, la situation est particulierement préoccupante pour le Vietnam, la
Thailande, ’Indonésie, ou les épizooties ne sont pas controlées ; celles-ci touchent
67%, 46% et 38% des provinces de ces pays, et, surtout, des premiers cas humains
de grippe aviaire sont observés, au Vietnam et en Thailande. Ailleurs, I’épidémie
est soit limitée, soit controlée.

e En aolt 2004, la grippe aviaire fait son apparition dans les élevages de volaille
en Malaisie.

e En aolt-septembre 2004, apreés une période d’accalmie, une seconde vague
d’épizooties resurgit en République populaire de Chine, en Indonésie, en
Thailande et au Vietnam, alors que la République de Corée et le Japon se
déclarent indemnes de grippe aviaire aupres de U'OIE (Office International des
Epizooties ou organisation mondiale de la santé animale).

e En avril 2005, des milliers d’oiseaux sauvages sont retrouvés morts au bord d’un
lac en République populaire de Chine ou la grippe aviaire va devenir endémique
des octobre 2005.

A partir de juillet 2005, les rapports officiels communiqués a U’OIE mettent en
évidence une propagation et une expansion géographique du virus A (H5N1), pour
une part en relation avec les flux migratoires des oiseaux sauvages :

e A la fin de U’été 2005, le virus A (H5N1) va étre identifié chez de nombreux
oiseaux migrateurs en Mongolie, au Koweit, puis sur le continent européen
durant U"hiver 2005-2006 : en Azerbaidjan, en Bulgarie, en Grece, en ltalie, en
Slovénie, en Autriche, en Allemagne, en Pologne, en Slovaquie, en Bosnie
Herzégovine, en Georgie, Suede, en Suisse et en Serbie. Le 19 février 2006, la
France déclare un cas de grippe aviaire A (H5N1) chez un canard sauvage.

e Des juillet 2005, le virus A (H5N1) apparait dans les élevages de volaille, sur le
continent européen, successivement en Russie (Sibérie), au Kazakhstan, en
Turquie, en Roumanie, en Ukraine, puis début 2006, en Iraq, en Albanie. Le 25
février 2006, la France confirme la présence du virus dans un élevage de dindes,
dans le département de U’Ain, représentant ainsi le premier cas de grippe
aviaire domestique au sein de ’Union Européenne.

e En février 2006, ’Egypte, le Niger, 'Inde et Israél déclarent des épizooties de
grippe A (H5N1) dans leurs élevages d’oiseaux domestiques.

Les rapports officiels des pays faisant état d’épizooties aviaires sur leur territoire
sont communiqués a U’OIE.

4.3.2 Les cas humains

e Les autorités sanitaires vietnamiennes déclarent le premier cas humain de
grippe aviaire le 11 janvier 2004. Les prélevements proviennent de deux enfants
et d’un adulte hospitalisés pour une pneumopathie grave et confirment la
présence d’une souche A (H5N1). Depuis octobre 2003, quatorze personnes,
dont treize enfants, étaient hospitalisées dans la région de Hanoi pour les
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mémes symptomes ; au 13 janvier 2004, treize d’entre elles étaient décédées.

Le 23 janvier 2004, le ministere de la santé thailandais informe U'OMS de
’existence de deux cas de grippe A (H5N1) chez deux enfants.
Jusqu’au début du mois de février 2005, le Vietnam et la Thailande sont les
seuls pays ou la grippe aviaire A (H5N1) est diagnostiquée chez I’homme. Le
Vietnam totalise 51 cas humains (17 cas pédiatriques) dont 32 mortels, et la
Thailande 17 cas (8 cas pédiatriques) dont 12 mortels.

e Les épizooties de grippe aviaire vont s’étendre dans tout le sud-est asiatique ;
début 2005, des cas humains de grippe aviaire sont diagnostiqués au Cambodge
et en juillet 2005, les premiers cas sont signalés en Indonésie.

Fin octobre 2005, ’OMS confirme au total 121 cas de grippe humaine A (H5N1),
parmi lesquels 62 furent mortels. Ils sont recensés dans les quatre pays sus-cités
(91 cas au Vietnam, 19 en Thailande, 7 cas en Indonésie et 4 au Cambodge). La
République populaire de Chine ne déplore a cette date aucun cas humain, bien que
la grippe aviaire y soit endémique.

e Le 17 novembre 2005, la République populaire de Chine déclare ses premiers
cas humains de grippe aviaire (16 cas au 24/03/2006).

e Fin janvier 2006, c’est au tour de U’lraq de notifier ses premiers cas humains a
’OMS (2 cas au 24/03/2006).

e En mars 2006, sept pneumopathies graves mortelles sont confirmées étre en
rapport avec le virus A (H5N1) en Azerbaidjan.

Au 24 mars 2006, le nombre cumulé de cas de grippe humaine due au virus A
(H5N1) dans le monde s’éleve a 186 cas dont 105 mortels. Aucun nouveau cas
humain n’a été signalé depuis le début de l’année 2006 au Vietnam et en
Thailande.

L’ensemble des déclarations a I’OMS des cas humains de grippe aviaire, la
cartographie des infections chez ’homme, la chronologie de la propagation des
épizooties dans les différentes régions du monde et des cas humains de grippe due
au virus A (H5N1) sont consultables sur le site de ’OMS.

4.4 Aspects cliniques et diagnostiques - Traitement

4.4.1 La symptomatologie

Elle se limite aux cas décrits chez des patients hospitalisés, lors des épisodes de
grippe humaine d’origine aviaire depuis 1997. En fonction du sous-type de virus,
différentes formes cliniques sont décrites. La grippe aviaire touche
préférentiellement les enfants.

4.4.1.1 Les infections a virus influenza A (H5N1)

Elles représentent les cas le plus fréguemment diagnostiqués, les aspects cliniques
les plus largement décrits. La symptomatologie est variée, des formes bénignes aux
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formes mortelles (de Jong and Hien 2006 [52]) (Yuen and Wong 2005 [212]) (Grose
and Chokephaibulkit 2004 [76]).

e L’incubation est courte, de un a trois jours, pouvant aller jusqu’a une semaine,
voire dix jours ; la moyenne étant de deux a quatre jours apres ’exposition.

e La période initiale est caractérisée dans la quasi-totalité des cas par un
syndrome grippal.

Au cours de la premiere épidémie de Hong Kong, en 1997 (Chan 2002 [36]), les
malades présentent essentiellement une fiévre élevée, avec céphalées, malaise
général, et myalgies, une pharyngite, toux et rhinite ; plus rarement des
troubles gastro-intestinaux et une conjonctivite.

En 2004, au Vietnam (Tran, Nguyen et al. 2004 [194]) et en Thailande
(Chotpitayasunondh, Ungchusak et al. 2005 [43]) (Chokephaibulkit, Uiprasertkul
et al. 2005 [42]), les cas décrits font état également d’un syndrome grippal,
avec dyspnée et diarrhée chez la moitié des patients.

La fievre est souvent le premier signe clinique, la symptomatologie est
essentiellement respiratoire, la dyspnée apparait en moyenne vers le cinquieme
jour apres le début des troubles.

e La période d’état est dominée par des signes d’atteinte des voies respiratoires
hautes dans les formes bénignes et des voies respiratoires basses dans les
formes séveres.

Le tableau clinique est classiquement celui d’une pneumopathie le plus souvent
grave avec détresse respiratoire, tachypnée et crépitants.

e L’évolution se fait en regle générale vers une insuffisance respiratoire aigué,
nécessitant une assistance ventilatoire.

Le stade ultime d’insuffisance organique multiple avec insuffisance rénale et
insuffisance cardiaque est fréquent (Beigel, Farrar et al. 2005 [23]).

La durée moyenne d’évolution dans les formes mortelles, varie de huit jours
(Cambodge, 2005) a 23 jours (Hong Kong, 1997) (Beigel, Farrar et al. 2005 [23]).

La mortalité est tres élevée, de U'ordre de 55%, d’aprés le nombre de cas
déclarés a ’OMS.

La quasi-totalité des sujets infectés par le virus A (H5N1) présente un tableau de
pneumonie plus ou moins sévere, avec des troubles digestifs fréquemment associés.

En Thailande, un cas d’infection a virus influenza A (H5N1) sans troubles
respiratoires a été rapporté en 2004 : le diagnostic posé étant celui d’une diarrhée
fébrile (Apisarnthanarak, Kitphati et al. 2004 [14]) (Wiwanitkit 2005 [206]).

Au Vietnam, d’autres cas atypiques ont été décrits, sous forme d’encéphalite
mortelle, compliquant une diarrhée sévere initiale, sans aucune manifestation
respiratoire (de Jong, Bach et al. 2005 [51]). La neurovirulence du virus A (H5N1)
est documentée chez les mammiferes (Keawcharoen, Oraveerakul et al. 2004 [103])
(Rowe, Cho et al. 2003 T[166]), son neurotropisme a été démontré
expérimentalement chez la souris (Tanaka, Park et al. 2003 [188]) (Iwasaki, Itamura
et al. 2004 [96]).

Il est donc important, pour faire le diagnostic, de ne pas se focaliser sur la
présence ou non de manifestations respiratoires.
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Ces formes graves sont observées chez des individus sains auparavant, sans facteur
de risque particulier.

L’existence de formes asymptomatiques et de formes paucisymptomatiques passées
inapercues est réelle, en témoignent les différentes études sérologiques effectuées
dans le cadre des infections humaines dues au virus A (H5N1), a Hong Kong. La
présence d’anticorps sériques anti-H5 a été démontrée chez des personnes
exposées professionnellement et chez des sujets contacts de cas confirmés de
grippe A (H5N1) (Katz, Lim et al. 1999 [101]) (Bridges, Katz et al. 2000 [28])
(Bridges, Lim et al. 2002 [29]).

4.4.1.2 Les infections a virus influenza A (H7)

e Les études sérologiques menées en 2003, en Italie, a la suite des épizooties a
virus A (H7N3) dans les élevages de volaille, montrent a I’évidence le caractere
asymptomatique des infections a virus A (H7N1) et A (H7N3) chez les personnes
exposées professionnellement ; un seul cas séropositif a présenté une
conjonctivite (Puzelli, Di Trani et al. 2005 [160]).

e En mars 2003, aux Pays-Bas, une épizootie de grippe aviaire due au virus
hautement pathogene A (H7N7) touche les élevages de volaille. Une enquéte
épidémiologique et virologique est alors effectuée aupres de tous les employés
et intervenants de l’industrie volaillere et de leur famille, afin d’enregistrer les
symptomes présentés au cours de cette période (Koopmans, Wilbrink et al. 2004
[108]).

18,32% des personnes ayant rapporté un probleme de santé ont une infection a
A (H7N7) confirmée virologiguement. La conjonctivite est la manifestation la
plus fréquente (87,64%), en association avec un syndrome grippal dans 5,6% des
cas.

L’évolution est bénigne dans la quasi-totalité des cas. Un seul cas mortel a été
signalé chez un vétérinaire présentant un syndrome de détresse respiratoire
aigué (Fouchier, Schneeberger et al. 2004 [67]), similaire a celui des infections
graves a virus A (H5N1).

Les études de séroprévalence ont mis en évidence des anticorps spécifiques
anti-H7 chez 49% des personnes exposées professionnellement et chez 64% des
sujets contacts, et témoignent de U’existence de formes asymptomatiques
(Meijer, Valette et al. 2005 [135]).

4.4.1.3 Les infections a virus influenza A (H9N2)

e Les premiers cas ont été diagnostiqués a Hong Kong, en 1999. Ils concernent
deux enfants en bas age. Les caractéristiques cliniques se résument a un
syndrome grippal (fievre, malaises, manifestations respiratoires hautes)
accompagné de troubles gastro-intestinaux (anorexie, vomissements, douleurs
abdominales, diarrhée). Un autre cas pédiatrique diagnostiqué en 2003,
également a Hong Kong, a fait récemment l’objet d’une description (Butt, Smith
et al. 2005 [32]). L’évolution est simple et favorable (Uyeki, Chong et al. 2002
[198]).
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e A coté de ces cas cliniques sporadiques s’ajoutent vraisemblablement des
infections asymptomatiques ; des actions de surveillance séroépidémiologique
ont mis en évidence des anticorps spécifiques dirigés contre le virus A (HIN2)
chez des habitants du nord-est et du sud de la République populaire de Chine,
et chez des personnes exposées professionnellement aux élevages de volaille a
Hong Kong (Cheng, Liu et al. 2002 [39]) (Peiris, Yuen et al. 1999 [156]).

4.4.2 Les signhes paracliniques

Ils ont été essentiellement étudiés dans les formes graves des infections a virus
grippaux A (H5N1).

e Les signes biologiques incluent une leucopénie avec lymphopénie, une
thrombopénie, une anémie (Wiwanitkit 2005 [206]), une atteinte de la fonction
hépatique avec élévation des transaminases sériques et augmentation des temps
de coagulation, une atteinte de la fonction rénale avec augmentation de la
créatinémie (Chotpitayasunondh, Ungchusak et al. 2005 [43]) (Beigel, Farrar et
al. 2005 [23]).

e Les signes radiographiques, dans le cas d’atteinte des voies respiratoires basses
sont ceux d’une pneumonie ; la radiographie pulmonaire montre des images
d’infiltrats clairsemés, localisés ou diffus, des infiltrations interstitielles, de
distribution lobaire, plurilobaire, unilatérale ou bilatérale.

Au fur et a mesure de ’évolution, les poumons prennent un aspect en verre
dépoli, de facon diffuse et bilatérale. En Thailande, le délai d’apparition de ces
images a été étudié : il est en moyenne de six jours a compter du début des
symptomes (Chotpitayasunondh, Ungchusak et al. 2005 [43]).

Les pneumothorax sont rares et plutot le fait de complications liées a la
ventilation artificielle.

4.4.3 Le diagnostic

4.4.3.1 Diagnostic clinique
En dehors des zones d’épizooties a virus aviaires hautement pathogenes

Suite a l’épidémie de grippe aviaire aux Pays-Bas en 2003, la Direction Générale de
la Santé dépendant du Ministere francais de la santé, avait émis une directive le 7
juillet 2003, réactualisée le 22 mars 2006, a lintention des professionnels de
santé. Cette note définit «le cas humain suspect de grippe a influenza A
hautement pathogene », notamment a A (H5N1). Les définitions de cas, possible,
probable et confirmé de grippe aviaire ont été élaborées par ’OMS et tiennent
compte de l’évolution de la situation épidémiologique mondiale.

Cas possible (ou suspect) :

e toute personne présentant un syndrome respiratoire aigu fébrile, ayant eu dans
les sept jours précédant les symptomes :
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0 une exposition professionnelle a des cas humains ou animaux, avérés ou
présumés, de grippe aviaire, ou a tout lieu ou matériel biologique avéré ou
présumé contaminé par le virus A (H5N1) ;

0 ou un contact direct, prolongé, répété, ou a moins d’un métre dans les pays
avec épizooties et cas humains de grippe A (H5N1), avec des oiseaux vivants
ou morts, sauvages ou domestiques, ou leurs fientes ;

0 ou un contact proche et répété avec une personne infectée par un virus
influenza A (H5) ou fortement suspectée de ’étre.

toute personne présentant un syndrome grippal avec détresse respiratoire

aigue :

o de retour d’un pays atteint par les épizooties de grippe aviaire A (H5N1),
depuis moins de sept jours ;

o de retour d’un pays ou le virus A (H5N1) a été détecté chez les oiseaux
sauvages et qui a eu un contact direct avec des oiseaux sauvages malades ou
morts.

L’analyse des cas possibles se fait en fonction des listes des pays atteints par la

grippe humaine d’origine aviaire et par les épizooties de grippe A (H5N1) ; ces

listes sont actualisées en permanence et sont disponibles respectivement sur le
site de ’OMS (OMS 2006 [6]) et le site de U'OIE.

En zone d’épizooties a virus grippal aviaire hautement pathogéene

Dans les pays ou une activité grippale aviaire est suspectée ou identifiée, le
diagnostic de grippe humaine d’origine aviaire fait partie du diagnostic différentiel
des pneumonies aigués séveres. Le contexte d’épidémie de grippe saisonniere en
rapport avec des virus influenza A/H1, A/H3 ou B, ou de tout syndrome grippal en
relation avec d’autres pathogenes des voies respiratoires rend le diagnostic
clinique difficile.

L’OMS a édité un guide de prise en charge des personnes susceptibles d’étre
infectées par le virus influenza A (H5N1) (OMS 2004 [3]).

Cas possible :

pendant les sept jours précédant les symptomes, toute personne ayant été en

contact avec :

o des oiseaux sauvages ou de la volaille domestique, vivants ou morts, a une
distance de moins d'un métre ;

o des élevages de volaille domestique ayant fait ’objet d’un confinement dans
les six semaines précédentes ;

0 toute personne faisant l’objet d’une suspicion ou d’un diagnostic de grippe A
(H5N1) ;

o toute personne décédée a la suite d’une pneumopathie aigué inexpliquée.

toute personne exposée professionnellement a des isolats cliniques humains ou

animaux de virus influenza hautement pathogénes, pendant les sept jours

précédant le début de la symptomatologie.
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e Tout cas possible doit faire l’objet d’investigations virologiques.
e Le diagnostic clinique est subordonné au diagnostic biologique.

4.4.3.2 Diagnostic biologique (de Jong and Hien 2006 [52])
Le diagnostic direct

Il est virologique (Beby-Defaux, Giraudeau et al. 2003 [22]) (Playford and Dwyer
2002 [158]) (OMS 2005 [5]). Il repose sur la mise en évidence du virus grippal, ou de
ses antigenes, sur différents prélevements : écouvillonnage nasopharyngé,
aspiration nasale, expectoration, liquide de lavage nasal. Les prélévements doivent
étre effectués des le début des symptomes, avant quatre a cing jours chez
’adulte, Uexcrétion virale diminuant rapidement. Par contre, chez le jeune
enfant, excrétion virale se fait sur une plus longue période et les prélevements
sont justifiés et utiles au-dela de cing jours. Des échantillons respiratoires
multiples sur plusieurs jours sont hautement recommandés.

e Détection rapide de I’antigéne viral : les résultats sont obtenus en 15 a 30

minutes (Beigel, Farrar et al. 2005 [23]).

o L’immunofluorescence est une méthode largement utilisée et d’une bonne
sensibilité ; elle permet de diagnostiquer soit la grippe A ou la grippe B, soit
la grippe A/B parmi cinq autres virus respiratoires. L’identification du sous-
type par les kits commerciaux a montré ses limites, les anticorps
monoclonaux dirigés contre ’influenza A/H1 donnent une réaction croisée
avec le sous-type H5. Les résultats doivent donc étre confirmés par le kit
OMS qui contient un pool d’anticorps monoclonaux spécifiques du type A/H5,
un pool dirigé contre le type A et B et un pool spécifique de A/H1 et A/H3.

0 Les méthodes immunoenzymatiques (comme U’ELISA) permettent la mise en
évidence du virus influenza A uniquement (par la nucléoprotéine NP). Elles
ont une sensibilité équivalente a l’immunofluorescence, mais sont plus
faciles a mettre en ceuvre, et moins subjectives dans leur interprétation.

o L'’utilisation de ces tests rapides n’est en général pas recommandée par
’OMS pour le diagnostic des infections humaines dues a un virus grippal
aviaire. Ils permettent le diagnostic d’une grippe de type A ou B. Ils ne
permettent pas la différenciation certaine du sous-type et un résultat
négatif ne peut exclure la présence d’une infection. Ils peuvent étre utilisés
uniqguement dans le cas ou la confirmation peut étre apportée par un test de
RT-PCR (voir ci-dessous), disponible localement, ou dans le cas contraire,
par ’envoi des prélévements a un laboratoire de référence national ou du
réseau de ’OMS.

e Technique de RT-PCR ou technique d’amplification en chaine par
polymérisation apres transcription inverse. Elle permet d’amplifier le génome
viral, de détecter spécifiquement un ARN viral et donc d’identifier le type et le
sous-type viral (Coiras, Aguilar et al. 2001 [46]) (Ellis and Zambon 2001 [58]). Les
résultats sont disponibles en quelques heures.

Elle utilise la transcription inverse de [’acide ribonucléique (ARN) viral en ADN
complémentaire (ADNc). Elle requiert une paire d’amorces oligonucléotidiques;

-27-



E 1 L. L E
La grippe aviaire et sa transmission chez ’homme

les amorces sont basées sur les séquences connues de la protéine HA et N1 des
virus influenza A et permettent d’amplifier spécifiquement un sous-type.
Récemment, des tests multiplex appliqués a la détection du virus A (H5N1) sont
apparus (Payungporn, Chutinimitkul et al. 2006 [155]), ciblant de facon
simultanée :

(0]

(0]

deux régions différentes du géne HA du virus A (H5N1)(Ng, Cheng et al. 2005
[143]) ;

ou des séquences des genes M, H5 et N1 en seul passage (single set) ; les
amorces sont sélectionnées a partir de 75 séquences conservées répertoriées
du gene de la protéine M et de 50 régions invariables connues, spécifiques
des génes H5 et N1(Amonsin, Payungporn et al. 2005 [12]).

L’OMS recommande |’utilisation des amorces pour ’amplification des genes
H5, H9 et N1.

C’est une technique qui tend progressivement a remplacer les méthodes
traditionnelles ; elle bénéficie d’une excellente sensibilité, la spécificité est
dépendante de la pertinence des amorces utilisées ; elle ne nécessite pas de
virus vivant et peut donc s’opérer en laboratoire de niveau de sécurité
classique.

L’OMS a mis en place un comité technique dont le travail consiste a
développer et actualiser les amorces en fonction de |’évolution antigénique
des virus.

e |[solement du virus

(o]

Tout

L’inoculation se réalise soit sur ceufs de poule embryonnés d’une dizaine de
jours (peu utilisé actuellement), soit sur culture de cellules rénales de chien
(cellules MDCK) et donne des résultats en deux a dix jours. Pour des raisons
de biosécurité, ’isolement des souches hautement pathogenes doit étre
réalisé en laboratoire de confinement de niveau trois ou supérieur.

Les cultures positives peuvent exhiber ou non des effets cytopathogenes,
c'est-a-dire des modifications morphologiques des cellules infectées, par
exemple une rétraction des cellules qui apparaissent réfringentes et de
tailles inégales, et, surtout, la multiplication virale permet la mise en
évidence de U’hémagglutinine par hémadsorption (fixation des globules
rouges sur la couche cellulaire).

L’identification du virus s’obtient par technique d’immunofluorescence des
cellules infectées, d’inhibition de |’hémagglutination du supernatant, a
’aide d’anticorps monoclonaux spécifiques.

La culture virale est considérée comme le « gold standard » car elle permet
a la fois lidentification du virus, sa caractérisation et ’étude de sa
variabilité antigénique et génétique, notamment par technique de RT-PCR,
la réalisation des tests de sensibilité médicamenteuse et la préparation de
vaccins (Collins, Ko et al. 2002 [47]).

diagnostic d’infection par le virus influenza A, suspect d’étre d’origine

aviaire, doit étre confirmé par un laboratoire de référence pour la grippe aviaire
de 'OMS, en période d’alerte interpandémique ou pandémique.

Les laboratoires n’ayant pas la capacité d’effectuer le sous-typage du virus
influenza A se doivent d’adresser les échantillons a un centre national pour la
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grippe ou a un laboratoire de référence pour le virus H5, mis sur pied par 'OMS et
d’informer toute instance régionale, nationale ou internationale de I’OMS de la
destination des prélévements et isolats viraux.

Chez l’oiseau, on évalue la virulence de la souche obtenue en culture par injection
intraveineuse chez des poulets. Les virus influenza aviaires hautement pathogénes
sont définis dans la directive européenne 92/40/CEE, et au Journal Officiel Arrété
du 8 juin 1994.

Il est important de mener les études d’épidémiologie moléculaire de facon
parallele chez l’animal et I’homme, en cas d’épizootie concomitante, afin de
suivre |’évolution de U'infection humaine et sa propagation, soit directe a partir des
oiseaux, soit inter-humaine.

La souche H5N1, isolée chez ’lhomme au Vietnam a été en partie séquencée et a
révélé que tous les génes sont d’origine aviaire.

La sérologie présente peu d’intérét en pratique clinique ; elle est trés importante a
posteriori dans les enquétes épidémiologiques sur les flambées épidémiques.
L’identification sérologique du virus influenza A (H5N1) repose sur la mesure
d’anticorps spécifiques par méthode immunoenzymatique, inhibition de
’hémagglutination ou test de neutralisation.

Les anticorps neutralisants apparaissent une dizaine de jours apres la
contamination.

e L’inhibition de I’hémagglutination est ’examen de référence pour la détection

des anticorps dirigés contre les virus grippaux humains, mais dans sa forme
standard, il a montré ses limites dans le diagnostic des infections a virus
aviaires.
Récemment (Stephenson, Wood et al. 2003 [179]), une modification du test
classique qui utilise des érythrocytes de cheval en remplacement des
érythrocytes de dinde, a montré une sensibilité équivalente au test de micro-
neutralisation dans les études sérologiques des personnes exposées aux virus A
(H7N7) en 2003, aux Pays-Bas. La présence des liaisons galactose/acide sialique
de type a(2,3) a la surface des érythrocytes de cheval explique U'affinité de
’hémagglutinine des virus aviaires pour ce type de récepteur (Meijer, Valette et
al. 2005 [135]) (Puzelli, Di Trani et al. 2005 [160]).

e La technique ELISA nécessite des antigenes hautement purifiés ; de plus, une
réactivité croisée a été signalée entre des différents sous-types
d’hémagglutinine.

e Le test de micro-neutralisation est le test de choix pour la mise en évidence
d’anticorps dirigés contre les virus aviaires hautement pathogenes. Il permet la
détection d’anticorps spécifiques anti-HA, a des titrages que ne permettent pas
les techniques d’inhibition de I’hémagglutination.

Le principe repose sur inhibition, par les anticorps sériques neutralisants anti-
HA, des effets cytopathogenes provoqués par le virus sur des cellules MDCK en
culture. Aprés une incubation du virus en présence de dilutions progressives de
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sérum, la protéine NP du virus influenza A est mise en évidence par technique
ELISA au niveau des cellules infectées. Les résultats sont observables en 48
heures.

En raison de la manipulation de virus vivant, ces tests sont effectués en
laboratoire de niveau trois de confinement.

e Des études récentes ont éprouvé la performance de l’association de différentes
techniques sérologiques. L’utilisation des tests de micro-neutralisation ou ELISA
avec confirmation par des méthodes de western-blot a fait ses preuves en
termes de sensibilité et spécificité dans les études séroépidémiologiques des
infections a A (H5N1) (Rowe, Abernathy et al. 1999 [165]).

4.4.4 Le traitement

4.4.4.1 Les antiviraux

On dispose actuellement en pratique clinique, de deux classes d’antiviraux qui
agissent a des stades différents de la réplication virale (Oxford, Bossuyt et al. 2003
[152]) (Luscher-Mattli 2000 [124]) (Cooper, Sutton et al. 2003 [48]) (Monto, Osterhaus
et al. 2003 [137]) (de Jong and Hien 2006 [52]).

e La premiére génération est représentée par les inhibiteurs de la protéine

virale M2.

0 Mode d’action et indications
La protéine M2 agit comme une pompe a protons qui régule le pH interne du
virus ; U'acidification du virus étant nécessaire a son encodage, le blocage de
la protéine M2 entraine ’arrét de la réplication virale au stade précoce de
Uinfection.
Deux molécules dérivées de |’adamantane sont disponibles depuis une
quarantaine d’années : ’amantadine et la rimantadine.
Elles ont une action significative in vitro sur tous les virus influenza A, les
infections expérimentales chez la souris et, chez ’homme, leur efficacité
thérapeutique et prophylactique est démontrée dans les infections a virus A
(H1N1), A (H2N2) et A (H3N2). L’apparition de résistance dans le traitement
de la grippe commune est documentée (Masuda, Suzuki et al. 2000 [129])
(Fleming 2001 [65]). En pratique, les inhibiteurs de la protéine M2 ne sont pas
utilisés actuellement dans le cadre des infections a virus influenza d’origine
aviaire. Méme si les études in vitro effectuées sur un isolat clinique A (H5N1)
en 1997 ont montré la sensibilité du virus A (H5N1) a ’amantadine et la
rimantadine (Subbarao, Klimov et al. 1998 [183]), les données sur leur
activité sont trop peu nombreuses et leur toxicité neurologique limite leur
utilisation. La rimantadine est moins toxique que l’amantadine, mais elle est
indisponible dans la plupart des pays, notamment en France.

o Résistance aux inhibiteurs de la protéine M2
Les déterminants moléculaires de la résistance a l’amantadine ont été
identifiés au niveau de quatre régions du domaine transmembranaire de la
protéine M2, correspondant aux acides aminés 26, 27, 30, 31.
La fréquence de I’émergence de souches virales résistantes aux adamantanes
varie selon le sous-type de l’hémagglutinine, la localisation géographique et

-30-



E 1 L. L E
La grippe aviaire et sa transmission chez ’homme

la période étudiée. Elle est en augmentation chez les souches saisonniéres
(Bright, Medina et al. 2005 [31]). L’analyse de 60 et 74 virus aviaires a
potentiel pandémique, isolés respectivement dans le sud-est asiatique et en
Amérique du Nord, pendant les périodes 1979-1983 et 2000-2004 démontre
’apparition d’une résistance a l’amantadine et la rimantadine, pendant la
seconde période, pour les sous-types H5, H9 des souches asiatiques. 31,1%
des souches H5 et 10,6% des souches H9 portent des mutations
caractéristiques au niveau du gene de la protéine M2. Seules 16,4% des
souches H7 nord-américaines présentent des variations au niveau de M2
(Ityushina, Govorkova et al. 2005 [93]). Les souches résistantes possedent des
substitutions d’acides aminés a ’'une des trois positions identifiées : 27, 30,
31, la substitution en position 31 étant la plus fréquente.

Dans le cas du virus influenza A (H5N1), ’analyse des séquences aminoacides
de la protéine M2 montre que tous les isolats viraux de génotype Z, circulant
en 2003 et en 2004 en Thailande et au Vietnam montre une mutation
correspondant a l’acide aminé en position 31 (substitution de la sérine par
’asparagine) ; cette mutation confére invariablement la résistance a
’amantadine. La résistance est croisée avec les autres inhibiteurs de la
pompe a protons M2 (Puthavathana, Auewarakul et al. 2005 [159]).
L’amantadine et la rimantadine ne sont pas une option thérapeutique
valable dans le cadre des infections humaines dues au virus influenza A
(H5N1).

e Les inhibiteurs de la neuraminidase

(o]

(0]

Mode d’action (Dreitlein, Maratos et al. 2001 [56])

Lors de la réplication, les nouvelles particules virales sont fixées a la surface
cellulaire par une liaison entre ’hémagglutinine et les résidus d’acide
sialique du récepteur cellulaire. Les inhibiteurs de la neuraminidase
bloquent la neuraminidase virale au niveau de son site de clivage,
empéchant la coupure de la liaison et la libération des virions qui restent
attachés a la cellule. La réplication s’arréte. La conception de ces molécules
est devenue possible avec la connaissance de la localisation précise et de la
structure 3D du site catalytique de ’enzyme. La cristallographie a montré la
conservation du site actif de ’enzyme et de sa séquence d’acides aminés
dans les différents sous-types de la NA (Oxford, Bossuyt et al. 2003 [152]).
Molécules

Le zanamivir (Relenza®) est un dérivé de ’acide sialique par addition d’un
groupement guanidino de charge positive ; il se fixe aux acides aminés
chargés négativement du site actif de la neuraminidase virale et agit comme
inhibiteur sélectif. Il a été synthétisé en 1989 et commercialisé en 1990. Il
est administré directement dans les voies respiratoires, par inhalation. Des
effets secondaires, a type de bronchospasme et altération de la fonction
respiratoire, ont été signalés chez des patients porteurs de broncho-
pneumopathie obstructive chronique et d’asthme. Sa voie d’administration
limite son utilisation chez certains patients.

L’oseltamivir (Tamiflu®) est une molécule similaire, agissant au méme site
de fixation de la neuraminidase virale. A la place du groupe guanidino, il
possede un groupement hydrophobe qui se lie fortement a la région

-31-



E 1 L. L E
La grippe aviaire et sa transmission chez ’homme

(0]

(o]

hydrophobe de ’enzyme et l'inactive. La nature hydrophobe de la molécule
limite son absorption gastro-intestinale. Un promédicament administrable
par voie orale, ’oseltamivir phosphate, a été synthétisé, par incorporation
d’une chaine lipophile dans la molécule ; aprés hydrolyse par les estérases
hépatiques, il se transforme en un métabolite actif [’oseltamivir carboxylate
(Oxford, Bossuyt et al. 2003 [152]).

Activité de ’oseltamivir in vitro

La spécificité de ’oseltamivir pour les neuraminidases d’origine grippale est
grande. Les tests de sensibilité in vitro ont démontré Uefficacité de la
molécule sur les souches A (H5N1) et A (H9N2) circulant a Hong Kong en 1997
(Leneva, Roberts et al. 2000 [113]) et sur la souche A/Vietnam/1194/04
(H5N1) circulant actuellement dans le sud-est asiatique.

L’antiviral est actif, a priori, sur tous les sous-types de la NA, en raison du
caractere hautement conservé du site actif de la neuraminidase virale.
Activité de ’oseltamivir et du zanimivir chez ’animal in vivo

Des études chez la souris ont montré ’efficacité du zanamivir (par voie orale
a des doses de 1 et 10 mg/kg/jour) et de l"oseltamivir (par inhalation) dans
la prévention et le traitement des infections expérimentales par les souches
de virus influenza A/Hong Kong/156/97(H5N1) et A (HIN2) responsables des
cas humains de grippe aviaire en 1997, a Hong Kong. La charge virale est
diminuée au niveau des poumons, et indétectable au niveau cérébral (Ward,
Small et al. 2005 [202]) (Leneva, Roberts et al. 2000 [113]).

Une étude récente a démontré un effet dose réponse de l’oseltamivir dans
Uinfection expérimentale de la souris par une souche A/Vietnam/1203/04
(H5N1) isolée en 2004 au Vietnam chez un patient décédé. La survie est
significativement augmentée pour une posologie de 10 mg/kg/jour pendant
huit jours. La dose efficace prophylactique de l’infection par la souche A
(H5N1) de 1997 ne protege pas de facon équivalente de la méme dose
contaminante de la souche virale A/Vietham/1203/04(H5N1) (Yen, Monto et
al. 2005 [211]).

Données cliniques (Cooper, Sutton et al. 2003 [48]) (Roberts 2001 [164])
(McNicholl and McNicholl 2001 [134]) (Dreitlein, Maratos et al. 2001 [56])
(Kaiser 2001 [98]) (McClellan and Perry 2001 [131]) (McKimm-Breschkin 2005
[133]).

Des essais cliniques ont démontré Uefficacité du zanamivir et de
Uoseltamivir dans le traitement des grippes saisonnieres. On observe un
raccourcissement de la durée des symptomes, de trois a quatre jours, une
diminution de la sévérité de la maladie, une baisse de la fréquence des
complications, notamment des surinfections bactériennes des voies
respiratoires basses (pneumonies, bronchites, otites moyennes chez
’enfant), et par dela, une réduction de la prescription d’antibactériens et
des hospitalisations (Oxford 2005 [151]).

Le facteur déterminant de U'efficacité est le délai d’initiation du traitement.
Idéalement, il doit étre instauré dans les 12 premieres heures suivant
’apparition de la fievre, auquel cas la maladie est raccourcie de plus de
trois jours (Moscona 2005 [138]).
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Dans la prise en charge des cas de grippe aviaire dus au virus A (H5N1), les
patients recoivent un inhibiteur de la neuraminidase. Il n’existe pas d’essais
cliniques controlés qui pourraient avaliser les recommandations
thérapeutiques qui se limitent a des extrapolations a partir des résultats des
traitements de la grippe saisonniére. Au vu des données expérimentales
récentes chez les mammiferes, la dose optimale et la durée du traitement
ne sont pas vraiment codifiées, mais la souche circulant actuellement
nécessite des doses plus importantes d’oseltamivir sur une plus longue durée
par rapport a la souche isolée en 1997 (Yen, Monto et al. 2005 [211]).

L’OMS recommande le traitement par oseltamivir, a la dose de 75 mg chez
’adulte, deux fois par jour, pendant cing jours et a doses adaptées en
fonction du poids, chez U’enfant de plus de un an, ceci dans les formes
modérées. Dans les formes graves, des doses de 150 mg/jour pendant sept a
dix jours ont été suggérées, chez l’adulte, mais des études cliniques sont
nécessaires. Le traitement doit débuter dans les 48 heures suivant
’apparition de symptomes pour espérer atteindre un bénéfice clinique
notable. Le zanamivir en inhalation n’a jamais été utilisé dans les cas de
grippe A (H5N1).

En France, oseltamivir a une autorisation de mise sur le marché pour le
traitement de la grippe chez ’adulte et U’enfant de plus de un an, aux
mémes doses que celles définies ci-dessus.

Les données cliniques concernant utilisation de |’oseltamivir chez les
premiers patients atteints par le virus influenza A (H5N1) au Vietnam, fin
2003, début 2004, ne sont pas concluantes : cing patients sur dix furent
traités, au mieux au cinquiéme jour de la maladie, trois d’entre eux sont
décédés (Tran, Nguyen et al. 2004 [194]).

Les observations faites dans les 12 cas confirmés, entre janvier et mars 2004,
en Thailande montrent que quatre des sept patients traités par oseltamivir
qui ont récupéré, ont démarré le traitement plus tot (en moyenne quatre
jours et demi) que les patients décédés (neuf jours en moyenne)
(Chotpitayasunondh, Ungchusak et al. 2005 [43]).

Aucune conclusion ne peut étre tirée a ce jour quant a Uefficacité des
inhibiteurs de la neuraminidase dans la grippe A (H5N1).

Effets secondaires

En général, le zanamivir est bien toléré (Cooper, Sutton et al. 2003 [48])
(Moscona 2005 [138]). Les premiers essais cliniques ont montré des effets
secondaires mineurs, essentiellement respiratoires (sinusites) et gastro-
intestinaux (nausées, diarrhée) a des taux équivalents aux groupes placebo.
Des rapports de pharmacovigilance ont signalé des cas de toux, de
bronchospasme, d’altération de la fonction respiratoire chez des patients
souffrant de maladies respiratoires chroniques (asthme, broncho-
pneumopathies obstructives chroniques) (McNicholl and McNicholl 2001 [134])
(Dreitlein, Maratos et al. 2001 [56]). Son utilisation est déconseillée en cas de
pneumopathie chronique. Plus récemment, un essai clinique en double
aveugle, sur des patients hospitalisés pour grippe sévere a démontré
Uexcellente tolérance du zanamivir en inhalation (Ison, Gnann et al. 2003
[95]). Des manifestions cutanées a type de rash ont également été rapportées
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chez un patient porteur d’un carcinome hépatocellulaire (Kaji, Fukuda et al.
2005 [99]).

En 2003, une importante étude rétrospective a été publiée sur les effets
secondaires de l’oseltamivir (Dutkowski, Thakrar et al. 2003 [57]) a partir de
résultats d’essais cliniques, des données d’une compagnie d’assurance
maladie américaine et des éléments de pharmacovigilance, portant sur plus
de 11 000 patients et émanant d’Europe, d’Amérique du Nord et des pays de
’hémisphere sud, sur une période de cing ans. L’oseltamivir montre un
profil de toxicité faible. Les effets indésirables se résument essentiellement
en des troubles gastro-intestinaux (céphalées, nausées, douleurs
abdominales, vomissements, diarrhée) et des réactions cutanées a type de
rash, d’urticaire, d’eczéma, quelques cas exceptionnels de syndrome de
Stevens-Johnson et d’érytheme polymorphe (Ward, Small et al. 2005 [202]) ;
la responsabilité de l’oseltamivir dans ces manifestations cutanées n’est pas
clairement établie, une étude antérieure avait conclu a son innocuité
(Nordstrom, Oh et al. 2004 [147]). L’oseltamivir n’a pas d’incidence sur la
fonction respiratoire, notamment chez les enfants asthmatiques.

La toxicité neurologique, peu évoquée jusqu’alors, a type de vertiges et
d’insomnies, a été signalée chez des handicapés mentaux (McGeer, Lee et
al. 2004 [132]). Elle a récemment été posée dans le rapport du 18 novembre
2005 de U'Office des Médicaments Pédiatriques (Office of Pediatric
Therapeutics), instance de la FDA. (Agence américaine du médicament).
Dans ce rapport, l’oseltamivir est mis en cause dans la mort de 12 enfants et
dans la survenue de manifestations neuropsychiatriques a type
d’hallucinations, de confusion, de convulsions et de troubles du
comportement ; des cas d’encéphalite sont cités. Toutes ces complications
sont répertoriées au Japon, le plus gros prescripteur mondial de Tamiflu (24
millions de doses) et s’inscrivent dans une période de surveillance renforcée
des effets secondaires du médicament. Il est impossible pour le moment
d’établir une relation directe entre ces complications et l’oseltamivir, la
grippe étant responsable de manifestations neurologiques, certes rares, mais
également graves voire mortelles. La FDA maintient la vigilance.

On ne dispose pas de données suffisantes actuellement, pour évaluer le
risque tératogene de ’oseltamivir, ni sa toxicité au cours de ’allaitement :
’oseltamivir et son métabolite actif sont excrétés dans le lait chez la rate
allaitante, U’extrapolation a U’homme estime de 0,01 a 0,3 mg/jour
respectivement les quantités excrétées dans le lait maternel (Ward, Small et
al. 2005 [202]).

Résistance aux inhibiteurs de la neuraminidase

Il n’y a aucune évidence de Uexistence d’une résistance primaire a
’oseltamivir. Les tests réalisés sur les isolats cliniques avant tout traitement
antiviral n’ont jamais montré d’altération de la sensibilité a l’oseltamivir.
Les résistances apparaissent a une fréquence peu élevée pendant le
traitement, et plutdt tardivement, jamais avant le quatrieme jour, en
concordance avec les études in vitro. Elles sont spécifiques du sous-type, la
mutation H274Y est identifiée sur le gene N1, les mutations R292K et E119V
sur le gene N2. Dans les échantillons cliniques, la population des virus
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sauvages domine toujours celle des virus porteurs de la mutation.
L’évolution clinique des patients infectés par un virus résistant ne différe pas
de celle de patients atteints par un virus de type sauvage.

En juillet 2004, ’incidence de la résistance a l’oseltamivir a été estimée a
0,33% chez I’adulte et I’adolescent, a 4% chez ’enfant, avec un taux global
de 1,26% (Ward, Small et al. 2005 [202]).

Au Japon, des études récentes ont néanmoins rapporté des taux élevés de
résistance, de l'ordre de 18% et 16% des cas pédiatriques traités par
oseltamivir pour une grippe a A (H3N2) ou A (H1N1) ; ces taux pourraient
s’expliquer comme le résultat d’une exposition a une dose d’antiviral
insuffisante, favorisant |’apparition de résistance (Kiso, Mitamura et al. 2004
[105]).

L’analyse des séquences des genes de la neuraminidase et les tests de
sensibilité aux INA effectués sur des isolats cliniques humains A (H5N1) en
2005 au Vietnam, ont mis en évidence, chez un patient, un virus
A/Hanoi/30408/2005 (H5N1) a phénotype mixte, correspondant a une
population de virus de type sauvage et de virus résistants, présentant le
phénotype 274Y, phénotype de résistance a l’oseltamivir. Le patient avait
été traité par oseltamivir (de Jong, Tran et al. 2005 [53]). L’infection
expérimentale de furets par des clones viraux hautement résistants issus de
la souche isolée a montré ’efficacité du zanamivir en diminuant la charge
virale. Il n’y aurait pas de résistance croisée entre les INA (Le, Kiso et al.
2005 [112]).

La résistance des virus aux inhibiteurs de la neuraminidase (INA) peut
s’acquérir par le biais de modification au niveau de la neuraminidase (NA) ou
d’altération des propriétés de fixation de l’hémagglutinine au niveau des
récepteurs cellulaires. Les mutations mises en évidence en pratique clinique
correspondent a des substitutions des acides aminés en position 292 ou 119
sur la neuraminidase N2 ou en position 274 sur N1. H274Y correspond a la
substitution de U’histidine par la tyrosine, E119V, la substitution de ’acide
glutamique par la valine et R292K, la substitution de [’arginine par la lysine.

Les capacités d’adaptation des virus porteurs de la mutation R292K sont
réduites dans la grippe expérimentale H3N2 chez le furet et ’on n’observe
aucune transmission avec les animaux contacts, dans des conditions ou le
type sauvage provoque une transmissibilité de 100% (Ward, Small et al. 2005
[202]). Par contre, les virus porteurs de la mutation E119V ou de la mutation
H274Y infectent le furet et se transmettent aux animaux contacts ;
cependant, dans ce dernier cas, la dose infectante est de 100 fois supérieure
a celle de la souche sauvage et la transmission est plus lente (Herlocher,
Truscon et al. 2004 [82]). Ces résultats ont été confirmés dans une étude
récente, a l’aide de virus recombinants générés par génétique inverse : la
mutation R292K est associée a une diminution des capacités de réplication in
vitro et de transmissibilité in vivo, alors que les virus présentant la mutation
E119V ont une croissance et une capacité de transmission identiques a la
souche sauvage (Yen, Herlocher et al. 2005 [210])

En général, les substitutions au niveau de la neuraminidase virale
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s’accompagnent d’un déficit de la virulence dans les modéles animaux
d’infection. En pratique clinique, le risque de transmission de virus résistant
aux INA est faible. Il n’existe pas a ce jour de systéeme de culture fiable pour
le dépistage des résistances aux INA sur des isolats cliniques : le méme virus
peut, selon le type de culture dans lequel il est propagé, révéler un
phénotype sensible ou résistant (Gubareva 2004 [77]).

4.4.4.2 Les traitements associés

Les antibactériens a large spectre sont associés au traitement antiviral pour la
prévention des surinfections bactériennes pulmonaires, et les corticoides sont
utilisés fréquemment avec des résultats incertains qui nécessitent des essais
cliniques approfondis afin d’établir des recommandations d’usage.

4.4.4.3 Perspectives thérapeutiques

Le peramivir, inhibiteur de la neuraminidase, a des propriétés inhibitrices plus
puissantes que [’oseltamivir et le zanamivir in vitro et in vivo chez la souris et le
furet dans la prévention de l’infection expérimentale par le virus influenza A
(Mishin, Hayden et al. 2005 [136]). Les essais cliniques phase | et Il chez ’homme
ont montré son excellente tolérance et une bonne efficacité en diminuant la
charge virale apres administration orale. Mais, en raison de sa faible
biodisponibilité par voie orale, le développement de cette forme galénique a
été stoppé et une forme a usage parentéral, par voie intramusculaire ou
intraveineuse a donné d’excellents résultats et est en cours d’évaluation
préclinique (Bantia, Arnold et al. 2005 [21]). Des essais cliniques phase | du
péramivir par voie intraveineuse ont démarré en février 2006. En raison de la
longueur des procédures d’autorisation de mises sur le marché, délivrées par la
FDA américaine, il est prévu d’utiliser le péramivir uniguement dans le contexte
d’'une pandémie de grippe. L’administration par voie parentérale est
particulierement intéressante dans le cas de patients critiques, chez lesquels
’utilisation de la voie orale n’est pas possible (UPMC 2005 [8]).

Les composés diméres du zanamivir, conjugués a des molécules de 14 a 18
atomes au niveau du groupe hydroxyle en position C7, ont une activité antivirale
jusqu’a 100 fois supérieure a celle du zanamivir in vitro et in vivo chez le rat,
avec pour une dose unique, un maintien de taux thérapeutiques efficaces, de
’ordre d’une semaine, au niveau des tissus pulmonaires (Macdonald, Watson et
al. 2004 [126]). D’autres diméres ont été synthétisés, par modification de la
structure des molécules de liaison Ces nouvelles molécules ont démontré leur
efficacité antivirale sur de nombreux types de virus influenza A, et pour
certaines, sur la souche aviaire A (H5N1) isolée en 2004 au Vietnam (Macdonald,
Cameron et al. 2005 [125]). Des triméres et tétrameres du zanamivir ont été
également synthétisés et testés avec succes pour certains d’entre eux, en raison
de leur activité sur les virus grippaux A et B (Watson, Cameron et al. 2004 [203]).
Les dérivés hétérocycliques de la thiourée ont montré des propriétés inhibitrices
in vitro sur une souche A (H1N1) et pourraient représenter une nouvelle classe
d’antiviraux (Sun, Huang et al. 2006 [184]).
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L’activité antineuraminidase des dérivés du cyclopentane fait I’objet d’études
in vivo chez la souris, par voie orale et nasale (Chand, Babu et al. 2004 [37])
(Chand, Bantia et al. 2005 [38]).

L’activité biologique de la viramidine (précurseur ou prodrogue de la ribavirine)
a été étudiée sur un panel de virus influenza A (HIN1, H3N2, et H5N1) in vitro
et in vivo chez la souris. Son efficacité est comparable a celle de la ribavirine
(index thérapeutique équivalent), mais sa toxicité moindre, notamment
hématologique, pourrait en faire un candidat potentiel dans le traitement de la
grippe humaine (Sidwell, Bailey et al. 2005 [175]).

Depuis sa découverte récente en 1998, Uinterférence par UARN a montré ses
potentialités comme nouvelle classe d’antiviraux. L’interférence par U’ARN
repose sur la propriété qu’ont des ARN double brin de dégrader les ARN simple
brin présentant les mémes séquences. Il suffit d’introduire dans les cellules des
petits ARN double brin (ARN interférents) qui ont la méme séquence que I’ARN
messager du gene a inhiber ; on dit qu’ils interféerent avec ’ARN. L’utilisation
d’ARN interférents, spécifiques de régions conservées des genes de virus
influenza A, en particulier, les nucléotides 1496 a 1516 de la nucléoprotéine NP,
les nucléotides 2097-2107 de U’ARN transcriptases PA et les nucléotides 2257-
2277 de la polymérase PB1 a démontré une activité inhibitrice de la réplication
virale in vitro (Bennink and Palmore 2004 [24]). Ces mémes séquences ont un
effet prophylactique et thérapeutique dans l’infection expérimentale par un
virus grippal A chez la souris, en diminuant la charge virale au niveau des tissus
pulmonaires (Ge, Filip et al. 2004 [72]) (Ge, Eisen et al. 2004 [71]) et protégent
contre une dose contaminante létale de virus hautement pathogénes de sous-
type H5 et H7 (Tompkins, Lo et al. 2004 [193]). Ces résultats sont plein de
promesse pour le traitement d’infections virales émergentes ; l’optimisation des
séquences cibles et des systemes de délivrance est nécessaire.

Les effets théoriques des inhibiteurs de protéases, antirétroviraux utilisés dans
le traitement du sida, commencent a étre explorés. Ils se basent sur l’existence
probable d’une protéase a activité chymotrypsine-like dans la région C
terminale de la sous-unité PA de la RNA directed RNA polymerase des virus
influenza de type A. Les inhibiteurs de protéases pourraient inhiber les
fonctions protéolytiques ou endonucléolytiques de la sous-unité PA. Ces
fonctions sont indispensables a la transcription de ’ARN viral en ARN messager
et leur blocage entraine une réduction de la réplication virale (Savarino 2005
[168]). Ces recherches sont a un stade embryonnaire et constituent une base a
des études urgentes in vitro. La détermination de la structure 3D de la sous-
unité PA par cristallographie est impérative au développement de molécules
inhibitrices spécifiques.

Les premiers cas avérés d’infection humaine grave voire mortelle due aux virus
HPAI datent de 1997, a Hong Kong, pendant les épizooties de grippe aviaire qui
dévastent les élevages de volaille. L’élimination de toutes les volailles met fin a la
flambée. Bien que le virus A (H5N1) continue de circuler chez les oiseaux
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d’élevage, aucun nouveau cas humain ne sera signalé entre 1999 et février 2003.
Le séquencage des segments viraux effectué sur les isolats cliniques A (H5N1) de
1997 montre la proximité avec les virus qui circulent chez les volailles et les
oiseaux sauvages et met en évidence des facteurs de virulence que l’on retrouvera
ultérieurement au cours des flambées de 2003 a 2005 (Beigel, Farrar et al. 2005
[23]) :

e les acides aminés basiques multiples au niveau du site de clivage de
’hémagglutinine lui permettent d’étre activée par de nombreuses protéases
cellulaires ;

e la substitution de la glutamine en position 627 par la lysine, au niveau de la
protéine PB2 augmente la capacité réplicative du virus ;

e la substitution de ’asparagine en position 92 par la glutamine, au niveau de la
protéine NS1, accroit la résistance du virus a l’activité antivirale des interférons
et du facteur nécrose tumorale a in vitro.

Les études antigéniques et phylogénétiques d’isolats A (H5N1) aviaires et humains
prélevés en 2004 et 2005 en Asie (WHO Global Influenza Program 2005 [205]),
montrent une proximité étroite du gene de [’hémagglutinine des spécimens
humains avec ’HA des virus aviaires (taux de divergence <=1%) et U’existence de
deux linéages (ou clades) différents pour ’HA, appelés clade 1 et clade 2 :

e le clade 1 est isolé chez les oiseaux et ’homme au Vietnam, en Thailande et au
Cambodge, uniquement chez les oiseaux au Laos et en Malaisie ;

e le clade 2 est isolé chez les oiseaux uniquement en Chine, en Indonésie, au
Japon et en Corée du sud ;

e ils sont différents des virus isolés chez les oiseaux et ’homme a Hong Kong en
2003 et 1997 qui appartiennent a des clades différents : 1’ et 3
respectivement.

La comparaison des séquences d’acides aminés de U'HA des isolats humains de
clade 1 et 2 avec ceux des cas mortels de 1997 et 2003 a Hong Kong, montre des
variations au niveau de U’HA des virus 2004-2005 (WHO Global Influenza Program
2005 [205]) :

e la substitution de la sérine vers la leucine a la position 126 est associée a une
modification de la capacité de fixation du virus au récepteur cellulaire ;

e la substitution de l’adénosine vers la tyrosine a la position 156, entraine une
glycosylation de Lasparagine a la position 154. Cette modification est
habituellement associée a une adaptation du virus aux oiseaux terrestres et une
accentuation de la virulence chez ces oiseaux.

De nombreuses modifications des acides aminés de I’hémagglutinine apparaissent
dans les trois premiers mois de 2005 par rapport aux isolats de 2004. Les plus
fréquentes sont localisées pres du site de fixation au récepteur cellulaire (WHO
Global Influenza Program 2005 [205]).

L’arbre phylogénétique des genes de la neuraminidase NA est semblable a celui des
genes de ’HA, avec une évolution paralléle des deux genes de ’enveloppe virale.
Les genes des isolats de Thailande semblent diverger des génes de virus isolés au
Vietnam, pour former un groupe distinct. Les geénes de la NA des isolats humains et
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aviaires de 2003 a 2005 ainsi que ceux du clade 3 présentent des délétions au
niveau de la tige de ’enzyme, correspondant aux acides aminés de la position 49 a
68 dans les clades 1 et 2, de la positions 54 a 72 dans le clade 3. Ces délétions
favoriseraient la rétention des virions au niveau de la membrane plasmique pour
contrebalancer la faiblesse de la liaison entre ’HA et [’acide sialique induite par la
glycosylation de l’acide aminé en position 154 récemment acquise (WHO Global
Influenza Program 2005 [205]).

L’arbre phylogénétique des genes de la protéine M2 évolue de facon paralléle a
celui des genes de la HA. La séquence d’acides aminés de M2 des virus du clade 1
et du clade 1’ (A/Hong Kong/213/03) révele une substitution de la sérine vers
asparagine au résidu 31; cette substitution confere la résistance aux
adamantanes. Les virus de clade 1 de 2004 et 2005, cultivés en présence de
rimantadine se répliquent aussi efficacement qu’en l’absence de ’antiviral dans le
milieu de culture (WHO Global Influenza Program 2005 [205]).

La caractérisation compléte des genes des virus humains circulant en Asie de 2003
a 2005 confirme Uorigine aviaire de tous les genes et l'absence de tout
réassortiment avec des genes d’origine humaine.

Depuis 1997, la circulation du virus A (H5N1) dans de nombreuses espéces aviaires,
s’est accompagnée de nombreux réassortiments et a favorisé |’apparition de
nombreux génotypes. La phylogénie a permis de tracer ’origine du virus A (H5N1)
hautement pathogéne asiatique, en comparant des isolats aviaires et humains
d’Indonésie, de Thailande, du Vietnam, avec des prélévements effectués au cours
de la surveillance systématique sur les marchés de Hong Kong et en Chine, de 2000
a 2004. Les genes codant pour la HA et la NA dérivent de la souche
Goose/Guangdong/1/96, isolée en Chine en 1996. Les six genes codant pour les
protéines internes sont issus de multiples réassortiments (Sims, Domenech et al.
2005 [176]).

Depuis janvier 2002, le génotype Z est le type dominant en Chine du sud
caractérisé par la présence de délétions au niveau de la tige de la neuraminidase,
et de délétions de cing acides aminés (position 80-84) au niveau de la protéine
NS1. Tous les virus responsables des flambées en Indonésie, Thailande et au
Vietnam, fin 2003 et 2004 sont de génotype Z (Li, Guan et al. 2004 [114])
(Puthavathana, Auewarakul et al. 2005 [159]). La caractérisation du virus A (H5N1)
isolé chez ’homme en 2003, a Hong Kong montre [’absence de délétion au niveau
de la tige de la neuraminidase et l’absence de site de glycosylation supplémentaire
a la téte de ’hémagglutinine ; ces caractéristiques sont typiquement associées a
’adaptation du virus aux oiseaux terrestres (Shinya, Hatta et al. 2005 [174]).

4.6 Prévention

4.6.1 Prévention chez 'homme

4.6.1.1 Les vaccins
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La prévention repose presque exclusivement sur la vaccination dont le but est
d’initier une réponse immune protectrice adéquate en cas de contact avec un virus
grippal. Dans l’Union Européenne, les critéeres d’immunogénicité d’un vaccin sont
basés sur la mesure d’un taux sérique efficace d’anticorps neutralisants dirigés
contre les glycoprotéines de Uenveloppe virale : U’hémagglutinine et la
neuraminidase, ’hémagglutinine étant la plus antigénique (Aymard, Gerentes et
al. 1999 [15]).

Selon les recommandations de I’OMS, les vaccins ayant une autorisation de mise sur
le marché (AMM) comportent les deux sous-types H3N2 et H1N1 de virus de type A
et un virus de type B, correspondant aux souches circulant dans la population
humaine au cours des épidémies saisonnieres. Chaque année, les trois souches sont
sélectionnées par des experts virologues, a partir de dizaines de milliers de
prélevements effectués sur tous les continents et caractérisés par les centres
nationaux de référence du réseau mondial de surveillance de la grippe. L’OMS
fournit les souches virales prototypes aux fabricants de vaccins afin qu’ils mettent
a jour la composition des vaccins saisonniers pour la période a venir. Deux réunions
ont lieu chaque année, une, en février pour ’hémisphere nord et six mois plus tard
pour ’hémispheére sud.

On dispose actuellement de deux types de vaccins antigrippaux : les vaccins
inactivés et les vaccins vivants atténués (Demicheli, Jefferson et al. 2000 [54]).

Les vaccins inactivés faisant ’objet d’une autorisation de mise sur le marché
exploitent la nature segmentaire du génome des virus grippaux ; depuis le début
des années 1970, ils sont composés de virus réassortis contenant les segments
codant pour l’hémagglutinine et la neuraminidase des souches saisonnieres et les
six genes internes provenant d’une souche mere A/Puerto Rico/8/34 (PR8) (H1N1),
avirulente, adaptée en laboratoire. La recombinaison se fait par l’injection
simultanée des deux souches virales (sauvage et PR8) dans des embryons de poulet.
Les virus réassortis possedent ainsi les propriétés antigéniques des souches
circulantes, l’innocuité et les capacités de multiplication de la souche PRS.

Il existe trois types de VTI : les vaccins a virus entier, les vaccins a virus fragmenté
et les vaccins sous-unités. Ces deux derniers sont de loin les plus utilisés, car moins
réactogénes que les préparations a virus entier.

Les vaccins a virions fragmentés sont constitués de particules obtenues apres
dissociation du virus par un détergent. Les vaccins sous-unités sont composés de
neuraminidase et d’hémagglutinine virales purifiées apres élimination des autres
constituants (OMS 2005 [150]).

L’utilisation d’adjuvants immunologiques permet d’augmenter l’immunogénicité
des vaccins inactivés. L’Union Européenne a récemment homologué un vaccin
adjuvé avec une émulsion huile dans ’eau, le MF59 (FLUAD®) ; celui-ci s’est montré
plus performant que les vaccins sans adjuvant chez les personnes naives.

Les vaccins inactivés virosomaux sont apparus récemment sur le marché dans
quelques pays européens : Influvac Plus®, Inflexal V® en Suisse et Invivac® aux
Pays-Bas. Ils se sont montrés plus efficaces que les vaccins classiques chez la
personne agée pour laquelle les défenses immunes sont affaiblies (de Bruijn, Nauta
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et al. 2005 [50]). Ils ouvrent une nouvelle voie dans la prévention de la grippe,
notamment par ’inclusion d’adjuvants immunologiques.

Les VTI ont en général une efficacité protectrice comparable, étroitement liée a la
correspondance antigénique entre la souche vaccinale et la souche circulante
saisonniére. La durée moyenne de la protection est estimée de quatre a six mois.
Leur tolérance est bonne et meilleure pour les VTI a virus fragmenté et les vaccins
sous-unités. Les effets secondaires sont a type de réactions locales au point
d’injection, ou plus rarement de réactions généralisées a type de syndrome
pseudo-grippal. Une augmentation du risque de syndrome de Guillain Barré a
également été signalée au cours de certaines saisons grippales (OMS 2005 [150]).

Les VTI sont administrés par voie intramusculaire, dans le deltoide ou la face
antérolatérale de la cuisse, chez I’adulte, la personne agée et l’enfant a partir de
six mois.

Les vaccins utilisés en France sont des vaccins inactivés. La vaccination est
recommandée par le Conseil supérieur d’hygiene publique pour les sujets a risque
(personnes de plus de 65 ans, dans certaines affections de longue durée et pour
toutes les personnes exposées professionnellement aux sujets a risque). Pour la
saison hivernale 2006/2007 , seule la souche A (H3N2) sera modifiée par rapport a
la période 2005-2006 , selon les recommandations de I’OMS.

Huit vaccins sont commercialisés en France, correspondant a des préparations
vaccinales différentes : six d’entre eux sont des vaccins classiques trivalents
inactivés, sous forme de virus fragmentés (Fluarix®) ou d’antigénes de surface
purifiés (Influvac®) ; un vaccin VTl adjuvé a été mis sur le marché en 2004
(Gripguard), et le vaccin Tetagrip® associe la vaccination antitétanique. Le
ministere de la santé émet chaque année un guide de vaccination antigrippale.

Suite a U’épisode de grippe aviaire de Hong Kong en février 2003, les laboratoires
de référence et les centres collaborateurs de ’OMS pour la grippe ont développé
plusieurs souches vaccinales recombinantes prototypes, a partir des virus de 2003
et 2004 ; ces souches pandémiques ont été mises a disposition d’un certain nombre
d’institutions et de compagnies pharmaceutiques pour la fabrication et la
production de différents vaccins destinés a protéger ’homme contre la souche A
(H5N1) de Uinfluenza (OMS 2003 [2]).

Les vaccins vivants atténués

Le développement de vaccins vivants atténués, administrés par voie nasale,
représente une alternative aux vaccins inactivés. Ils sont utilisés depuis plusieurs
années en Russie. En 2003, la FDA américaine a autorisé la mise sur le marché d’un
vaccin trivalent vivant atténué pour administration nasale, chez les personnes de 5
a 49 ans (FluMist). Chaque dose contient les virus réassortis des trois souches
virales épidémiques.

Le transfert des six génes des protéines internes d’une souche mere de virus
influenza A/Ann Arbor/-/60 (AA)(H2N2) (ou AA ca) vivante, atténuée, adaptée au
froid, dans chacune des trois souches sauvages circulantes, contenant les genes HA
et NA recommandés par I’OMS, permet de générer des vaccins réassortis possédant
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un phénotype d’atténuation (spécifié par des mutations au niveau des genes
internes) et d’immunogénicité adapté pour ’homme, une stabilité génétique et
une transmissibilité absente ou négligeable des sujets vaccinés aux sujets contacts
non immunisés (Girard, Cherian et al. 2005 [74]). La génération des virus réassortis
se fait de maniére classique, par la co-infection de la cavité allantoidienne d’ceufs
embryonnés par la souche virale sauvage et la souche mere. Les souches vaccinales
se multiplient efficacement dans des cultures primaires de cellules rénales de
poulet et dans les ceufs fertilisés a 25-33°C ; elles ont un taux de réplication faible
a37°C.

Les vaccins vivants atténués semblent étre d’une efficacité protectrice comparable
aux vaccins trivalents inactivés. Ils induisent principalement une sécrétion d'IgA
locale au niveau des voies respiratoires supérieures, qui contribuent a une
résistance a linfection. Des études de pharmacovigilance ont été menées aux
Etats-Unis pendant les saisons grippales de 2003-2004 et 2004-2005. Quatre cent
soixante effets secondaires ont été répertoriés sur ces périodes parmi lesquels 9%
sont considérés comme sérieux. Les accidents allergiques a type de réaction
anaphylactique et les problemes respiratoires, notamment a type d’aggravation
d’asthme préexistant, sont les complications les plus fréquentes. On cite
également deux cas de syndrome de Guillain Barré et une paralysie faciale
périphérique (lzurieta, Haber et al. 2005 [97]). Les contre indications sont
notamment les allergies aux protéines d’ceuf, le premier trimestre de la grossesse
et les états d’immunodépression.

Dans son bulletin du 30 janvier 2004, I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
recommande la vaccination par le vaccin saisonnier, des populations
potentiellement exposées aux virus A (H5N1), dans les régions atteintes par les
épizooties. Cette vaccination ne protége pas contre les souches virales d’origine
aviaire. Elle se justifie par la crainte de voir apparaitre des réassortiments entre
les virus aviaires et humains, en cas d’infection mixte. De tels échanges de genes
pourraient favoriser ’apparition de souches mutantes capables de s’adapter
rapidement a ’homme.

Les vaccins antigrippaux saisonniers sont produits selon des méthodes classiques,
mises au point il y a une cinquantaine d’années. Chaque souche virale de référence
est injectée et mise en culture dans des ceufs de poule embryonnés d’une dizaine
de jours. Il est ensuite isolé, purifié (débarrassé des protéines d’ceuf) et tué
chimiquement par le formol ou la beta-propiolactone, avant son inclusion dans les
vaccins. Il faut en moyenne un a deux ceufs pour produire une dose annuelle de
vaccin inactivé, et le processus de fabrication est long : il demande environ six
mois.

Ces méthodes traditionnelles ne conviennent pas pour les virus aviaires hautement
pathogenes tels que le virus A (H5N1), en raison de leur virulence létale pour les
embryons ou ils n’ont guere le temps de s’y multiplier. D’autres techniques de
production se sont développées, et utilisent notamment les cultures cellulaires et
la génétique inverse.

Perspectives dans la recherche et le développement de vaccins anti-grippaux
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La génétique inverse et les cultures cellulaires

En virologie moléculaire, la génétique inverse définit la génération de virus dont le
génome est produit a partir d’ADNc (ADN complémentaire). L’ARN viral est isolé et
transcrit en ADNc par une transcriptase inverse. L’ADNc est amplifié par amorces
spécifiques des segments viraux puis cloné (Marsh and Tannock 2005 [128]).

La préparation des virus réassortis entrant dans la composition des vaccins fait
appel a la coinfection de cellules par deux souches de virus influenza et peut
générer théoriquement 254 (2% ) virus recombinés. La sélection indispensable des
« bons réassortis » nécessite des procédures d’analyse et de vérification longues et
dispendieuses. Le développement des techniques de génétique inverse permet de
réduire le nombre de virus réassortis résultants.

Les techniques de génétique inverse (Neumann, Whitt et al. 2002 [142])

Les premiers systémes de génétique inverse appliqués aux virus influenza A font
appel a des virus helper (virus qui assure les fonctions manquantes d'un virus
défectif). Un complexe de ribonucléoprotéines (RNP) est produit par la synthése
in vitro des segments d’ARN viral (VRNA) en présence des polymérases et de NP.
Ce complexe représente 'unité de réplication minimale des virus influenza A.
Des cellules eucaryotes sont ensuite transfectées avec ces RNP et infectées par
un virus influenza A helper. L’infection cellulaire par le virus helper génere des
virus possédant le gene correspondant a ’ADNc cloné.

Une autre méthode, utilisant le méme type de systeme, est basée sur la
transcription in vivo des VRNA par I’ARN polymerase | (pol ) cellulaire ; il y a
production intracellulaire des complexes RNP. Dans ce systeme, I’ADNc codant
pour les VRNA est inséré entre les séquences promoteur et terminale de pol I.
Les complexes fonctionnels RNP sont générés a [’aide d’un virus helper infectant
(Neumann, Watanabe et al. 1999 [141]).

Ces systemes utilisant des virus influenza helper nécessitent également une
sélection des virus transfectants parmi la population des helper.

En 1999, un systeme de génétique inverse a permis la génération de virus
influenza A a partir d’ADN complémentaire exclusivement. Des cellules
humaines embryonnaires rénales (cellules 293T) sont transfectées avec huit
plasmides, chacun codant un segment d’ARN viral d’une souche H1N1, encadré
par le promoteur (d’origine humaine) et la séquence de terminaison de U’ARN
polymérase |, auxquels s’ajoutent quatre plasmides pour |’expression des
protéines NP et le complexe polymérase (PA, PB1, PB2). Ce systeme a 12
plasmides permet de produire en 48 heures plus de 10° unités formatrices de
plages par millilitre (ml) de supernatant (Neumann, Watanabe et al. 1999 [141]).

Par la suite, des systemes de génération de virus influenza A a partir de huit
plasmides ont été développés. Chaque plasmide contient une copie d’un des
huit segments de UARN viral : UADNc est inséré entre le promoteur et le
terminateur de pol |; cette unité de transcription est encadrée par le
promoteur de pol Il (ARN polymerase Il) et un signal de polyadénylation (signal
de fin de gene). Aprés transfection, I’ARN viral antisens (de polarité négative)
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est synthétisé par la pol | cellulaire, et la transcription par la pol Il résulte en la
synthése de brins d’ARNm (ARN messager) de polarité positive traduits ensuite
en protéines virales. La réplication virale est initiée des la synthése des
protéines du complexe polymérase virale (PB1, PB, PA, NP). Ce systéeme a
montré son efficacité dans la génération de virus influenza A HIN1 et H6N1 en
cultures de cellules 239T et MDCK ; il a permis également la génération de virus
réassortis entre ces mémes souches (Hoffmann, Neumann et al. 2000 [87]).

D’autres systemes de génétique inverse utilisant un nombre réduit de plasmides
ont été expérimentés, en combinant plusieurs genes viraux dans le méme
plasmide :

0 un plasmide pour la transcription des huit ARN viraux ; chacune des huit
unités de transcription comprend le promoteur d’origine humaine de pol I,
UADNc de polarité négative codant un segment du génome viral, et la
séquence terminator de pol | d’origine murine ;

0 un systéme a deux plasmides basé sur pol | : un plasmide contenant deux
unités de transcription, une pour HA, une pour NA, selon le méme schéma
que ci-dessus; un second plasmide avec six unités de transcription
correspondant aux six autres segments viraux (PB1, PB2, PA, NP, NS, M) ;

0 un systéeme a deux plasmides basé sur pol Il : un plasmide pour la
transcription de PA, PB1, PB2; chacune des trois unités de transcription
contient ’ARNm codant pour la protéine virale, intercalé entre le promoteur
de pol Il et une séquence de polyadénylation ; le second plasmide est
construit sur le méme modele pour la transcription de ’ARNm de la protéine
NP ;

o en combinant ces unités de transcription, la génération de virus influenza A

dans des cultures de cellules Vero est plus importante 48 heures apres la
transfection que dans les systemes a 12 plasmides. L’utilisation d’un ou deux
plasmides pour la synthése des VARN en combinaison avec le plasmide codant
pour le complexe polymérase basé sur pol I, donne des titres de l'ordre de
2.5x10°® particules virales par ml, 72 heures aprés la transfection. De méme,
la combinaison des sous-unités du complexe polymérase dans le méme
plasmide augmente la capacité de génération virale (Neumann, Fujii et al.
2005 [140]).
La génération de virus a partir de systemes de transfection a huit plasmides
et moins, réduit le temps nécessaire a la création de virus potentiellement
candidats a ’élaboration de vaccins et globalement en diminue le colt de
préparation.

La construction de souches vaccinales contre les virus influenza A

Les systéemes de transfection de ’ADN a huit plasmides ont été testés pour la

génération de souches vaccinales saisonnieres et la construction de virus

circulant en Asie du sud-est en 1997 (Hoffmann, Krauss et al. 2002 [86]) :

o la souche A/PR/8/34 (H1N1) : souche mere pour la production des vaccins
inactivés humains, obtenue a l’aide de huit plasmides, chacune codant un
segment de ’ARN viral ;
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o les virus réassortis HIN1 et H3N2, souches recommandées par I’OMS pour la
fabrication des vaccins saisonniers de 2001/2002 ;

o le virus réassorti des souches HIN2 et H6N1 circulant en Asie, présumées

étre les précurseurs du virus H5N1 responsable des cas de grippe aviaire a
Hong Kong en 1997.
Dans ces deux derniers cas, les virus réassortis sont générés par la
transfection en culture mixte de cellules 293T et MDCK, avec six plasmides
contenant les six genes internes de la souche mere PR8 et deux plasmides
codant les sous-types NA et HA choisis ;

o les capacités de croissance de la souche recombinée PR8 sont identiques a
celles de la souche sauvage ; les caractéristiques antigéniques des virus
réassortis sont identiques a celles des virus parents. Les résultats sont en
faveur de Uutilisation de cette technique pour la génération rapide et
reproductible de souches vaccinales.

Avantages des techniques de génétique inverse

La génétique inverse utilise les cellules en culture, permettant la génération

des souches vaccinales a partir de cellules approuvées pour leur utilisation dans

le développement des vaccins humains (cellules qualifiées).

Elle permet de maitriser la virulence des souches prototypes, par manipulations

au niveau du motif multibasique d’acides aminés pres du site de clivage de HA.

Elle ne nécessite pas de systéeme de sélection des virus réassortis pertinents
parmi tous les virus recombinés.

Les plasmides codant les génes de la souche meére sont disponibles par avance,
seuls les genes HA et NA nécessitent d’étre clonés pour chaque vaccin (Luke and
Subbarao 2006 [123]).

Les procédures de génétique inverse doivent étre adaptées au niveau de
biosécurité approprié en fonction des agents biologiques manipulés. L’OMS a
édité, a ce sujet, un guide de développement des souches vaccinales de
référence par génétique inverse (OMS 2005 [4]).

Les cultures cellulaires

Les souches vaccinales utilisées dans les vaccins inactivés sont produites sur des
ceufs de poules fertilisés depuis un demi siecle. Le risque de contamination des
ceufs par des rétrovirus aviaires n’est pas nul et peut compromettre l’innocuité
des préparations vaccinales. Les techniques de génétique inverse ont permis le
développement de souches vaccinales contre le virus A (H5N1) pour lesquelles
on a montré l'immunogénicité et l’absence de pouvoir pathogene. Les premiers
essais de transfert génétique ont utilisé des lignées cellulaires 293T, tres
adaptées a cette technique (Subbarao, Chen et al. 2003 [182]). Mais ces lignées
ne sont pas validées actuellement par les instances qui controlent la production
de vaccins humains, pour la raison qu’elles n’ont pas encore fait ’objet de
recherche sur leur potentiel oncogene ou infectieux. Les cellules Vero quant a
elles, bénéficient d’une licence d’utilisation pour la fabrication des vaccins
antipoliomyélitiques et sont en cours de validation pour la fabrication des
vaccins antigrippaux.

L’utilisation des cellules Vero dans les procédures de génétique inverse a
montré ses performances dans la génération de virus réassorti H5SN1/PR8 non
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pathogene, toutes les procédures ayant fait [’objet d’une démarche de controle
et d’assurance qualité pour des systémes a 12 plasmides (Nicolson, Major et al.
2005 [145]) et pour des systemes a huit plasmides (Webby, Perez et al. 2004
[204]).

Les virosomes et les ISCOMs

Les virosomes sont des systemes de transport liposomal et représentent un nouveau
systeme de délivrance des vaccins. Ils ressemblent étroitement au virus naturel. Ce
sont des pseudo particules virales, constituées de ’enveloppe virale, sans aucun
matériel génétique ou ’hémagglutinine et la neuraminidase du virus grippal sont
intercalées entre deux couches de phospholipides. Ils sont obtenus apres
solubilisation a ’aide d’un détergent et reconstruction. Ils ont une morphologie et
des capacités de pénétration cellulaire identiques au virus original, et conservent
leurs propriétés de fixation au récepteur cellulaire et de fusion membranaire qui
sont propres a |’hémagglutinine virale. En raison de l’absence de UARN viral, les
virosomes n’infectent pas les cellules avec lesquelles ils fusionnent.

Ils fonctionnent comme un systeme de présentation d’antigéne, avec une capacité
d’induction et de stimulation des cellules dendritiques (cellules présentatrices
d’antigene) (Huckriede, Bungener et al. 2005 [91]) : U'activation des lymphocytes T
déclenche la production de cytokines qui activent a leur tour les lymphocytes B et
la sécrétion d’anticorps. Ils ont l’avantage sur les vaccins conventionnels de
stimuler Uimmunité cellulaire, primordiale dans la réponse immune chez les
personnes naives de tout contact avec un agent viral, activité précisément
intéressante dans le contexte d’une pandémie, et intéressante pour ’immunisation
des personnes agées (de Bruijn, Nauta et al. 2005 [50]) (Zurbriggen 2003 [215]).

Les virosomes permettent d’autre part, lincorporation d’adjuvants
immunologiques dont le but est de booster la sécrétion d’anticorps dirigés contre
’hémagglutinine (Huckriede, Bungener et al. 2005 [91]).

Les ISCOMs (immunostimulatory complex) sont constitués de Quil A, de cholestérol
et de phospholipides. Quil A est un adjuvant puissant. Les ISCOMs sont utilisés
comme vecteurs d’antigenes. Des formulations de vaccins antigrippaux inactivés
pour administration nasale sont a |’étude.

Les adjuvants immunologiques

Un certain nombre d’adjuvants, en raison de leurs capacités a booster la réponse
immune, font l’objet d’études expérimentales pour leur inclusion dans les vaccins
anti-grippaux.

e Le MF59 : a donné des taux de séroconversion plus élevés qu’un vaccin sans
adjuvant, dans un essai clinique de vaccin expérimental contre une souche H5
(Stephenson, Nicholson et al. 2003 [178]).

e Une classe potentiellement intéressante d’adjuvants est représentée par les
entérotoxines bactériennes sous forme détoxifiée : la toxine de Vibrio
cholerae, la toxine thermolabile de Escherichia coli. Il a été démontré que
’adjonction d’une de ces toxines a un antigene conduit a une forte réponse
immune contre cet antigene. Ces molécules ont un grand intérét dans le cadre
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d’une administration locale, par voie nasale : ou elles induisent une sécrétion
importante systémique et locale d’1gG et d’IgA.

Leur utilisation par voie nasale réduit de beaucoup leur toxicité pour le tractus
digestif.

Un vaccin virosomal additionné d’une entérotoxine native non détoxifiée HLT
(Heat labile toxine d’E.coli) a été homologué en Suisse, en 2001, et retiré
rapidement du marché en raison d’un nombre important de cas de paralysie
faciale périphérique(Huckriede, Bungener et al. 2005 [91]).

La stimulation de 'immunité par des cytokines spécifiques, telles l’interleukine
2 (IL-2), le facteur de croissance des granulocytes et des monocytes (GM-CSF) ou
encore Llinterféron gamma, encapsulées dans des liposomes, donne des
résultats variables.

L’utilisation d’antigenes complets induit une forte réponse humorale, dirigée
contre les glycoprotéines de surface, ’hémagglutinine et également la
neuraminidase, dans un modéle murin (Babai, Barenholz et al. 2001 [16]). La
méme préparation vaccinale a été évaluée cliniquement avec succes, chez le
sujet agé et l’adulte jeune (Ben-Yehuda, Joseph et al. 2003 [25]) (Ben-Yehuda,
Joseph et al. 2003 [26]).

Par contre, les fractions antigéniques de ’hémagglutinine (basées sur un ou
plusieurs déterminants antigéniques des lymphocytes B et T) fusionnées ou
additionnées a une cytokine dans la préparation vaccinale, n’ont pas d’effet
protecteur dans l’infection expérimentale par un virus influenza A chez la souris
(Wales, Baird et al. 2005 [200]), alors que le vaccin inactivé standard assure une
protection totale (Faulkner, Buchan et al. 2003 [61]).

Les sels d’aluminium ont démontré leur efficacité en permettant de réduire
jusqu’a huit fois la dose vaccinale nécessaire a l’induction d’un taux d’anticorps
similaire a celui obtenu avec la dose commune (15 microgrammes
d’hémagglutinine par souche virale) (Hehme, Engelmann et al. 2004 [81]).

La production de souches vaccinales contre les virus A (H5N1) et A
(H9N2)

On peut considérer quatre approches pour la génération de vaccins dirigés contre
le virus influenza A (H5N1 :

un vaccin inactivé élaboré a partir d’une souche A (H5N1) isolée chez ’homme.
La faisabilité de cette approche pose deux problemes : elle est tout d’abord
limitée techniquement par la létalité du virus sur les embryons de poulet et sa
croissance insuffisante pour sa propagation dans les oeufs fertilisés; la
manipulation de souches virales hautement pathogenes souléve la question de la
sécurité des personnels de laboratoire et requiert un niveau de confinement
trois au minimum ;

un vaccin inactivé préparé a partir d’une souche Vvirale avirulente,
antigéniquement proche d’une souche virale A (H5N1) isolée chez ’homme et
capable d’induire la fabrication d’anticorps contre la souche pathogéne (comme
le vaccin issu de la souche A/duck/Singapore/97 (H5N3)) ;

l"utilisation de ’hémagglutinine HA comme molécule immunogene unique :
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o dans un vaccin a ADN nu ou vaccin génétique : le gene de HA est introduit
directement dans ’organisme, le plus souvent dans les cellules musculaires
par voie intramusculaire ; le vaccin est produit, in situ, dans [’organisme a
immuniser ;

o par la production d’une hémagglutinine recombinante dans un systéeme
d’expression de type adénovirus humain, dans lequel le gene codant pour HA
est inséré dans le génome du vecteur viral, qui exprimera ensuite HA a sa
surface. Le vecteur est inclus dans le vaccin, injecté par voie
intramusculaire ou par voie intranasale, agit comme un systeme de
délivrance d’antigenes au systeme immunitaire ;

o par la production d’une hémagglutinine recombinante dans un systeme
d’expression de type baculovirus (Nwe, He et al. 2006 [148]) dans lequel un
baculovirus génétiquement modifié pour l'expression de HA est introduit et
propagé dans des cellules d'insectes en culture. La protéine recombinante
exprimée est ensuite extraite et purifiée, et peut servir de base a des
vaccins sous-unités ; elle est souvent administrée avec un adjuvant qui
potentialise leur pouvoir immunogene ;

e un vaccin conventionnel préparé a partir de virus réassortis a haut potentiel de
multiplication, porteurs des genes HA et NA d’une souche A (H5N1) isolée chez
’homme et des genes internes d’une souche vaccinale mere telle que PR8 ou
A/Ann Arbor/6/60 adaptée au froid (Shenggiang, Chongguang et al. 1999 [172]).
L’hémagglutinine est rendue avirulente par une modification de la séquence qui
code pour son site de clivage (Subbarao, Chen et al. 2003 [182]) (Horimoto,
Takada et al. 2005 [89]) (Lipatov, Webby et al. 2005 [122]).

En 2002, le CDC d’Atlanta développe par génétique inverse un virus candidat
vaccin, proche dans son principe des vaccins antigrippaux bénéficiant actuellement
d’une AMM. Ce virus réassorti est généré par un systeme a 12 plasmides qui
comporte : deux plasmides pour NA et HA qui proviennent de la souche A/Hong
Kong/491/97 (H5N1) ; le géne HA a subi une délétion au niveau du motif d’acides
aminés multibasiques du site de clivage, par mutagénése dirigée, six plasmides
assurent la transcription des six genes internes de la souche mére PR8, et quatre
autres U’expression des protéines PA, PB1, PB2, NP de PR8. La transfection a lieu
sur culture de cellules 293T et la propagation virale par injection dans des oeufs
fertilisés de poulet. Les tests de pathogénicité du virus réassorti H5N1/PR8
montrent que U’altération du motif d’acides aminés multibasiques du gene de 'HA
atténue la virulence du virus chez la souris et le poulet, sans en diminuer
’antigénicité. Le vaccin issu de U'inactivation du virus se révele étre immunogene
et protége la souris d’une dose létale de la souche sauvage A (H5N1) (Subbarao,
Chen et al. 2003 [182]).

Les vaccins vivants sont une alternative intéressante aux vaccins inactivés. Ils
requierent des doses plus faibles d’antigenes, élicitent une réponse immune plus
importante, plus rapide (environ dix jours aprés la vaccination), plus globale
(immunité cellulaire) que les vaccins inactivés, notamment chez les personnes
naives. Le laboratoire du NIAID (Luke and Subbarao 2006 [123]) développe
actuellement un vaccin pandémique, vivant et atténué, basé sur la souche meére
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A/Ann Arbor/-/60 (AA) (H2N2), porteuse des genes HA et NA des virus HPAI
circulants. Leur programme de recherche inclut :

e La génération d’un lot de virus vivants atténués porteurs d’une HA des sous-
types 4 a 16, associée a une NA, selon les combinaisons existantes chez les virus
de type sauvage, ces deux protéines étant combinées aux autres genes de la
souche mere A/Ann Arbor/-/60 (AA) (H2N2).

e La préparation de chaque lot de vaccins pandémiques candidats.

e L’évaluation chez U’homme de Llinnocuité, de l’immunogénicité et de la
stabilité phénotypique de chaque vaccin.

Des essais précliniques chez la souris ont testé le pouvoir immunogene de vaccins
vectorisés utilisant un adénovirus humain non réplicatif comme vecteur
d’expression de I’hémagglutinine d’une souche A (H5N1).

e Le vecteur est porteur du géne HA d’une souche A/Hong Kong/156/97 (H5N1)
(Hoelscher, Garg et al. 2006 [85]) ou d’une souche A/Vietnam/1203/04 (H5N1)
(Gao, Soloff et al. 2006 [70]).

e La vaccination induit une sécrétion d’anticorps spécifiques anti HA et une
stimulation de 'immunité cellulaire.

e L’immunisation donne une protection efficace contre une dose létale de virus A
(H5N1).

e La production du vaccin vectorisé est rapide, 36 jours aprés la détermination de
la séquence du gene viral (Gao, Soloff et al. 2006 [70]).

Les essais cliniques de vaccins candidats contre les virus hautement
pathogenes

Le principe de base de lUefficacité des vaccins antigrippaux humains est de
provoquer la synthese d’anticorps neutralisants dirigés contre ’antigene majeur
des virus influenza : ’hémagglutinine HA. Les premieres études menées avec les
vaccins inactivés dirigés contre des souches isolées en 1997, A (HIN2) et A (H5) ont
démontré leur faible pouvoir immunogéne comparé a celui des vaccins saisonniers
anti HIN1 et H3N2.

e Les essais cliniques de phase |, réalisés avec un vaccin inactivé entier et un
vaccin sous-unité a partir d’un isolat humain A/Hong Kong/1073/99 (H9N2),
montrent des taux protecteurs d’anticorps neutralisants et inhibant
’hémagglutination, apres injection d’une dose unique de vaccin chez les
personnes agées de plus de 32 ans ; par contre la réponse humorale, chez les
sujets agés de moins de 32 ans est faible et nécessite deux doses de vaccins. Les
doses vaccinales ont été testées pour des teneurs en hémagglutinine de 7,5 a 30
Hg (Luke and Subbarao 2006 [123]).

e En 1997, le virus A/Hong Kong/97 (H5N1) est isolé et mis en cause, pour la
premiére fois dans des cas humains de grippe aviaire ; une souche variante non
pathogene du virus, la souche A/Duck/Singapore-Q/F119-3/97 (H5N3) est testée
cliniquement en tant que vaccin candidat, en raison d’une similitude
antigénique suffisante avec la souche A (H5N1) d’origine humaine et aviaire. Le
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vaccin sous-unité, sans adjuvant, est faiblement immunogene quelles que soient
les doses utilisées. Des taux protecteurs d’anticorps neutralisants sont atteints
uniquement par utilisation d’adjuvant immunologique, tel le MF59, et deux
doses vaccinales de 7,5 pg (Nicholson, Colegate et al. 2001 [144]).
L’immunogénicité et la tolérance d’un vaccin exprimant [’hémagglutinine
recombinante H5, générée par un systeme d’expression baculovirus a partir d’un
isolat humain, de la souche A/Hong Kong/156/97 (H5N1) ont été testées chez
147 adultes sains ; une immunité protectrice est atteinte uniquement dans 50%
des cas, pour les dosages les plus élevés d’hémagglutinine (90 pg) et deux doses
vaccinales. On peut penser que l’utilisation de doses d’hémagglutinine plus
élevées et/ou ’addition d’adjuvants améliorerait la réponse immune (Treanor,
Wilkinson et al. 2001 [195]).

Un certain nombre d’essais cliniques sur des vaccins candidats réalisés a partir des
souches A (H5N1) circulant dans le sud-est asiatique en 2004 et 2005 sont en cours
ou planifiés.

En décembre 2005, Sanofi Pasteur a annoncé les premiers résultats des études
menées en Europe et notamment en France, sur un vaccin prototype inactivé
adjuvé (aluminium) contre le virus H5N1, réassorti par génétique inverse,
produit par le NIBSC, au Royaume- Uni.

Le Japon teste actuellement chez ’homme un vaccin contre le virus H5N1, a
virus entier, adjuvé par ’aluminium.

Différentes formulations seront testées en 2006 : vaccins inactivés entiers ou
sous-unités propagés sur culture d’ceufs, vaccins produits sur cultures
cellulaires, vaccins adjuvés (hydroxyde et phosphate d’aluminium, MF59), et
également des vaccins vivants atténués. Des vaccins candidats contre les
souches H7 et H9 sont actuellement a l’étude chez ’homme.

Sanofi Pasteur participe au projet FLUPLAN, financé par U’Union Européenne,
pour la production d’un vaccin contre une souche A (H7N1) a potentiel
pandémique.

Le laboratoire Chiron expérimente actuellement un vaccin inactivé sous-unité A
(H9N2) réassorti G9/PR8; les taux d’anticorps en inhibition de
’hémagglutination sont meilleurs avec le vaccin adjuvé par le MF59, méme pour
des doses vaccinales basses (de 3,75 a 30 pg).

En avril 2005, le groupe Sanofi-Pasteur, sous contrat avec le National Institute
of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), démarre les essais cliniques phase |,
d’un vaccin inactivé sous-unité A (H5N1) chez 451 adultes sains. La souche
vaccinale a été développée par génétique inverse par le St. Jude Children’s
Research Hospital (Etats-Unis) a partir du virus isolé en 2004,
A/Vietnam/1203/04 (H5N1). Les résultats préliminaires attestent de l’innocuité
du vaccin candidat et de sa capacité a induire une réponse immune protectrice
avec un protocole de deux doses de 90 pg chacune. Les données complétes sont
attendues en 2006. Des essais sont prévus par la suite chez l’enfant et la
personne agée (Enserink 2005 [59]) (Quirk 2005 [162]).

Des essais cliniques de phase | sont actuellement en cours avec un vaccin
candidat vivant atténué A (H9N2) issu du réassortiment entre les virus
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A/chicken/Hong Kong/G9/97 et la souche mere A/Ann Arbor/6/60 ca (voir
1.4.5.1.1.2).

Les vaccins génétiques antigrippaux ne sont qu’a un stade précoce de
développement, en raison du trop faible pouvoir immunogéne chez ’homme de
[’ADN nu.

4.6.1.2 Les anti-viraux

Les études génétiques des isolats aviaires et humains de clade 1 de 2004-2005 en
Asie, montrent une substitution d’acide aminé a la position 31 de la protéine M2 du
virus A (H5N1); cette mutation confere invariablement une résistance aux
adamantanes (WHO Global Influenza Program 2005 [205]) ; de méme les tests de
sensibilité in vitro mettent en évidence une résistance aux adamantanes, du virus A
(H5N1) isolé en Thailande en 2004 (Chotpitayasunondh, Ungchusak et al. 2005 [43]).
Les inhibiteurs de la protéine M2 ne sont pas indiqués a priori en prophylaxie des
infections humaines a A (H5N1).

Les inhibiteurs de la neuraminidase ont démontré leur efficacité dans la prévention
des manifestations cliniques de la grippe saisonniere (McClellan and Perry 2001
[131]) (McNicholl and McNicholl 2001 [134]) (Dreitlein, Maratos et al. 2001 [56]). Mais
lon ne dispose pas, a l’heure actuelle, de données suffisantes permettant
d’apprécier 'efficacité prophylactique de ces antiviraux, dans le cadre d’une
pandémie de grippe.

e L’oseltamivir a été utilisé en 2003, aux Pays-Bas (Koopmans, Wilbrink et al.
2004 [108]) (Ward, Small et al. 2005 [202]) dans le controle de la transmission du
virus influenza A (H7N7) chez les personnes exposées professionnellement et
leur famille, a la dose de 75 mg par jour.

Bien que des cas de résistance du virus A (H5N1) aient été signalés chez des
patients ayant recu des doses thérapeutiques ou prophylactiques d’oseltamivir
(Le, Kiso et al. 2005 [112]) (de Jong, Tran et al. 2005 [53]), il n’a pas été
démontré a ce jour de résistance primaire du virus a cet antiviral.

L’OMS recommande [’utilisation de l’oseltamivir chez les personnes en contact
avec un sujet atteint par le virus A (H5N1), a la dose de 75 mg par jour chez
’adulte pendant sept a dix jours, et a des doses adaptées en fonction du poids
chez Uenfant de plus d'un an. Pour les expositions prolongées et/ou répétées,
notamment le personnel soignant et les personnes impliquées dans les
opérations de destruction des élevages de volaille, des cures préventives,
répétitives ou un traitement continu peut étre nécessaire.

En France, l’oseltamivir a une autorisation de mise sur le marché pour des doses
et des personnes remplissant les criteres de ’OMS décrits ci-dessus, chez
’adulte et U’enfant de plus de 13 ans. Le comité européen des médicaments a
récemment émis un avis favorable a ['utilisation prophylactique de ’oseltamivir
chez ’enfant a partir d'un an.

e Le péramivir a montré des propriétés inhibitrices plus puissantes in vitro que le
zanamivir et U'oseltamivir sur les virus grippaux ; il est tres efficace dans la
prévention de la grippe expérimentale chez le furet et la souris. En raison de sa
faible biodisponibilité par voie orale, les recherches se sont orientées vers des
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formes parentérales. Bien que ’administration parentérale soit plus difficile a
mettre en ceuvre qu’une forme orale, la possibilité d’une dose unique
prophylactique par voie intramusculaire, dans le contexte d’une pandémie fait
’objet de recherches (UPMC 2005 [8]).

Les polyribonucléotides stimulent Uimmunité cellulaire et humorale et ont
démontré une activité protectrice antivirale a large spectre, notamment contre les
virus influenza. Les poly ICLC sont des ARN synthétiques double brin, composés
d’acide polyriboinosinique-polyribocytidylique (I,C), stabilisé avec de la poly-L-
lysine (L) et de la carboxyméthylcellulose (C). Ils ont une activité prophylactique a
100% dans la grippe expérimentale chez la souris (Wong, Nagata et al. 2005 [207]).
L’activité antivirale est en relation avec |’augmentation de la production
d’interféron a, B et y in vivo et "activation des cellules NK (Wong, Yang et al. 1999
[208]).

4.6.1.3 La protection des populations exposées
Les personnes en contact avec les animaux infectés

Les mesures de prévention s’adressent aux personnes exposées professionnellement
aux virus aviaires hautement pathogenes, ou potentiellement exposées dans le
cadre d’activités quotidiennes, dans les zones d’épizooties aviaires.

e Les professionnels de ’élevage aviaire, les personnes qui procedent a [’abattage

des volailles infectées, les vétérinaires doivent disposer de chaussures, de
vétements, de gants, et de masques protecteurs. Ces derniers doivent faire
’objet d’une décontamination systématique a chaque sortie d’une zone
contaminée.
Toute manipulation de volaille malade ou suspectée d’étre infectée par un virus
HPAI, toute intervention dans les zones contaminées ou suspectées de l’étre
doivent suivre les mesures de controle émises par les instances officielles telles
que ’OMS ou U'OIE.

e L’OMS a publié un certain nombre de recommandations a destination des
personnes vivant dans les zones affectées par les épizooties :

o éviter d’'une maniére générale tout contact avec les poulets, canards, les
plumes et fientes, sauf nécessité absolue ;

0 étre particulierement vigilant a U"égard des enfants, spécifiquement a
risque ;

0 éviter préparation culinaire de volaille et sa consommation.

Il faut insister sur l'importance capitale de I’hygiene des mains, qui doivent étre
désinfectées a ’eau et au savon aprés chaque contact a risque, et d’assurer
l’éducation des enfants vivant souvent en contact étroit avec la volaille.

Les professionnels de santé

e Des précautions d’usage s’appliquent au patient suspecté de grippe aviaire, qui
doit étre maintenu en chambre d’isolement.
e Les recommandations de |’OMS (OMS 2006 [7]) aux personnels de santé incluent :
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o la vaccination par le vaccin antigrippal saisonnier ;

o la tenue d’un registre du personnel ayant prodigué des soins aux patients
atteints par la grippe aviaire ;

o la mise en place d’un systeme de surveillance qui recueille d’éventuels
épisodes pseudo-grippaux et les motifs d’absentéisme chez les soignants ;

o lassurance d’un approvisionnement suffisant en inhibiteurs de la
neuraminidase a but prophylactique ;

o des mesures spécifiques de protection individuelle pour le personnel
dispensant les soins : masques de protection faciale certifiés (yeux, nez,
bouche) afin de prévenir l'inhalation ou l’inoculation de gouttelettes de
particules infectieuses, tabliers, lunettes de protection et gants.

Les précautions standard concernent la manipulation du sang et de tous les
liquides biologiques ainsi qu’une hygiéne des mains irréprochable.

Les soignants sont tenus de contrdler deux fois par jour leur température
corporelle, afin de dépister toute fievre. En cas de contact probable avec
des gouttelettes émises par un patient et lorsque l’équipement de protection
est insuffisant, une chimioprophylaxie par oseltamivir per os a raison de 75
mg par jour est instaurée pour sept jours.

4.6.2 Prévention des épizooties et de leur extension

4.6.2.1 L’abattage des animaux

Les autorités sanitaires internationales, représentées par |’Organisation des Nations
Unies pour UAlimentation et UAgriculture (FAO), UOffice International des
Epizooties (OIE) et ’OMS ont émis des recommandations concernant |’abattage
massif des volailles infectées, ou en contact avec des animaux infectés, a tous les
pays concernés par les épizooties de grippe aviaire.

A ce jour, plus de 150 millions de volailles ont été abattues ou sont mortes de la
maladie. Les scientifiques s’accordent a penser que l’abattage de toutes les
volailles a Hong Kong en 1997, et en 2003 aux Pays-Bas a contribué a l’arrét de la
progression de l’épidémie et a son extinction, beaucoup plus que les mesures de
confinement et d’isolement des élevages infectés (Stegeman, Bouma et al. 2004
[177]).

4.6.2.2 Les mesures d’hygiéne

Les mesures de protection vestimentaire, de décontamination et d’hygiene, citées
plus haut s’appliquent a un niveau local, afin d’empécher la propagation du virus
aux fermes et aux habitations voisines des lieux contaminés. La circulation des
volailles et du personnel a Uintérieur des pays concernés doit étre strictement
réglementée et surveillée. L’OMS a émis des recommandations a U'intention des
personnes vivant en zone d’épizooties.

4.6.2.3 Les mesures économiques et commerciales

Au niveau de U’Union européenne, des mesures législatives ont été adoptées. Elles
définissent les moyens de lutte et de controle en cas d’introduction des virus HPAI
en Europe et en France notamment, indemnes jusqu’a fin 2005 de cas de grippe
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aviaire A (H5N1). La directive 2005/94/EC de décembre 2005 abroge celle de 1992
et décrit notamment :

e les mesures concernant les exploitations ou des foyers de grippe aviaire sont
suspectés ou avérés, notamment le mouvement et le transport des oiseaux, de
la volaille, des ceufs, des cadavres animaux ;

¢ les conditions de repeuplement des exploitations avicoles ;

e les regles de circulation et de commercialisation des viandes de volaille et de
leurs produits dérivés, en provenance des pays atteints par les épizooties.

4.6.2.4 La vaccination

La vaccination des oiseaux (FAO, OIE et al. 2005 [1]) apparait comme la mesure
indispensable pour controler U’extension d’une épidémie, dans les pays ou la
densité des populations animales est importante, et ou U’application stricte des
mesures de sécurité et d’hygiene agricole est aléatoire. On dispose actuellement
d’un certain nombre de vaccins :

e les vaccins inactivés, soit homologues qui contiennent la méme souche virale
que le virus responsable de |’épidémie, soit hétérologues pour lesquels seule
’hémagluttinine est identique a la souche épidémique. Un vaccin inactivé dirigé
contre le virus asiatique A (H5N1) de 2003 a été développé a partir de la souche
A (H5N9) et confére une protection de 100% contre le A (H5N1) apres infection
expérimentale chez la souris (Girard, Cherian et al. 2005 [74]) ;

e les vaccins recombinants ont été développés, exprimant notamment

’hémagglutinine de sous type H5; ce type de vaccin a déja été utilisé au
Mexique. Leur utilisation est assez limitée, en raison des réactions collatérales
au virus vecteur.
Le 5 février 2004, une commission d’experts vétérinaires, réunie a Rome, a
recommandeé [’utilisation de la vaccination des volailles d’élevage dans les zones
concernées par les épidémies, par des vaccins inactivés homologues ou
hétérologues exclusivement.

La directive 2005/94/EC adoptée en décembre 2005 par U’Union Européenne
approuve la vaccination des volailles comme mesure de prévention a court terme,
voire a long terme. Des programmes de vaccination sont implémentés en ltalie, en
France et aux Pays Bas.

4.7 Surveillance éepidéemiologique de la grippe

Un certain nombre d’organisations internationales ont mis en place des systemes
de surveillance de ’évolution de la grippe humaine et animale, au niveau mondial.
Dans certains pays, ces systéemes sont relayés au niveau national et régional par des
réseaux sentinelles.
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4.7.1 L’'OMS

L’OMS a développé, depuis 1947, un programme mondial de controle et de
surveillance de la grippe qui vise a coordonner les actions globales et nationales, a
centraliser et analyser les données recueillies afin de gérer les épidémies annuelles
et préparer une éventuelle pandémie. Le détail de ce programme fait état, en
particulier, des points suivants :

e le renforcement de la surveillance virologique et épidémiologique nationale et
internationale ;

e la prise en compte des éléments de surveillance de la grippe animale
(notamment aviaire) dans les programmes de surveillance de la grippe
humaine ;

e |’amélioration du recueil, de Uutilisation, de I’échange et du traitement des
données ;

e la promotion pour ['utilisation des vaccins anti-grippaux ;

e |’aide aux pays pour l’implémentation d’une politique sanitaire de vaccination
et la préparation de plans de lutte contre les pandémies.

Grace a son réseau de surveillance, ’OMS compile les analyses détaillées des
prélevements animaux et humains effectués tout au long d’une année, ce qui
permet de détecter les variations antigéniques des souches circulantes et de
déterminer la composition des vaccins de la saison future.

Il y a en France, deux centres de référence, 'un a UInstitut Pasteur de Paris,
"autre a la faculté de médecine de Lyon.

Elle consacre un site dédié a la grippe aviaire humaine qui communique les cas
diagnostiqués chez ’homme et édite les informations et les recommandations pour
le controle et la prévention chez ’homme ainsi qu’un programme de préparation a
une éventuelle pandémie.

4.7.2 L'OIE

L’OIE est une organisation intergouvernementale. Elle compte 165 pays membres.
Son role est de recenser les maladies animales déclarées par les pays adhérents et
d’en diffuser U’information, notamment s’il s’agit d’une maladie transmissible a
’homme et/ou potentiellement grave pour la santé humaine. Tous les
communiqués officiels des autorités officielles des pays atteints par les épizooties
de grippe aviaire sont disponibles sur leur site.

Elle est a Uorigine d’un certain nombre de normes et de régles sanitaires
internationales qui font référence dans le domaine de la santé animale et du
commerce. Elle émet des recommandations en situation de crise.

4.7.3 L’EISS

L’European Influenza Surveillance Scheme assure la surveillance de la grippe en
Europe dans les pays membres. Il travaille en collaboration avec un réseau de
laboratoires de référence spécialisés dans le diagnostic de la grippe. Ces

-55-


http://www.who.int/csr/disease/influenza/en/
http://www.who.int/csr/disease/avian_influenza/en/index.html
http://www.oie.int/fr/fr_index.htm
http://www.oie.int/downld/AVIAN%20INFLUENZA/f_AI-Asia.htm
http://www.eiss.org/index.cgi

v E 1| L. L E
La grippe aviaire et sa transmission chez ’homme

laboratoires ont été conjointement désignés par ’Union Européenne et I’OMS
(Meijer, Valette et al. 2005 [135]).

4.7.4 EuroGROG

EuroGrog est un systéme de diffusion paneuropéen; il émet des bulletins de
surveillance de la grippe durant la saison épidémique, a partir des données que lui
fournissent les différentes institutions sanitaires en Europe.

4.7.5 Réseaux sentinelles en France

La surveillance est assurée par le réseau sentinelle de U'Inserm, et par le réseau
des GROG (Groupes Régionaux d’Observation de la Grippe). Ils suivent [’évolution
de la diffusion de la grippe en France, émettent des alertes en cas de menace
d’épidémie, et publient des bulletins hebdomadaires consultables sur leurs sites
internet respectifs.

Ces groupes travaillent en partenariat avec [’OMS, U'EISS et EuroGROG.
4.7.6 Plans de lutte contre les pandémies

En 2002, les instances de I’OMS ont élaboré et adopté un programme mondial de
préparation des états a [’arrivée d’une pandémie de grippe.

Des 1999, quelques pays ont commencé a développer des plans de préparation
(Karcher and Buchow 2002 [100]) (Strikas, Wallace et al. 2002 [180]) (Paget and
Aguilera 2001 [153]). En raison de la persistance et de ’extension de la circulation
du virus A (H5N1), de véritables plans nationaux susceptibles de faire face a une
pandémie, se sont mis en place dans les pays développés, en particulier la France.
Les pays en développement rencontrent plus de difficultés, en raison des moyens
et de l'organisation sanitaire et des difficultés de collaboration avec ’OMS et U’OIE.

Le role de 'OMS est d’aider les nations a mettre en place ces programmes, a
coordonner les recherches de nouveaux vaccins (Hualan, Subbarao et al. 2003 [90])
et, notamment, a établir les stratégies d’approvisionnement en vaccins et en
antiviraux, de leur mise a disposition et de leur distribution (Fedson 2005 [64])
(Fedson 2003 [63]) (Daems, Del Giudice et al. 2005 [49]) (Fedson 2003 [62]) (Gani
2005 [69]).

Des modéles mathématiques d’analyse de risque sont élaborés par différents pays
afin d’évaluer l’impact d’une pandémie en fonction des possibilités d’intervention.
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La crainte d’une pandémie (Claas, Van et al. 2000 [45])

Le 20° siécle a connu trois pandémies de grippe humaine, la derniére remonte a
1968. Le plus grand intervalle observé entre deux pandémies est de 39 ans. En
raison des caractéristiques virologiques des virus influenza A (glissement et dérive
antigéniques), les experts s’attendent donc a ’apparition d’un virus a potentiel
pandémique (Taubenberger, Reid et al. 1997 [189]) (Gibbs, Armstrong et al. 2001
[73]) (Hannoun 2001 [78]) (Kawaoka, Krauss et al. 1989 [102]).

Les pandémies sont en relation avec ’émergence d’un nouveau sous-type viral,
pour lequel ’homme ne dispose d’aucune immunité protectrice. Par un mécanisme
de réassortiment génétique, les genes de [’hémagglutinine s’échangent entre
différents virus, avec ou non une modification au niveau de la neuraminidase. La
co-infection de ’homme par des virus grippaux d’origine aviaire et humaine, la
transmission de virus réassortis a partir du porc, qui héberge a la fois des virus
d’origine aviaire et humaine sont d’importants facteurs de risque.

La situation suscite de vives inquiétudes en raison :

e de la nature hautement pathogene du virus A (H5N1) isolé ;

e de ’ampleur des épizooties dans les pays atteints ;

du nombre de pays concernés ;

de la vitesse de propagation dans le sud-est asiatique ;

du fait que des pays, jusque-la indemnes de grippe aviaire soient concernés ;

du nombre de cas humains et du taux de mortalité élevé ;

e de U'expansion géographique récente du virus A (H5N1) au continent européen
et africain.

L’OMS a lancé des le début des épizooties dans le sud-est asiatique, des
programmes de recherche et mis a disposition des souches meéres pour |’élaboration
rapide d’un vaccin contre la souche A (H5N1) du virus influenza (Li, Perdue et al.
2002 [115]).
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