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Avant-propos
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Ce travail de thése a permis de valoriser les résultats scientifiques obtenus lors d'une
décennie de surveillance sentinelle des Infections Respiratoires Aigues a I'échelle nationale,
ce qui lui a valu d'étre publié dans des journaux a comité de lecture et présenté dans des

congres internationaux.
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Résumé

Les épidémies de grippe sont responsables d’une mortalité et d’'une morbidité importante.
Bien que la vaccination reste le principal moyen de prévention, les antiviraux constituent un
élément clé en termes de prophylaxie et de traitement. Les inhibiteurs de la neuraminidase
sont actuellement la seule classe d'antiviraux disponible. Compte tenu de ces options limitées
de thérapie antivirale, la résistance aux médicaments antigrippaux constitue une
préoccupation constante. Au Maroc, les données relatives aux profils de sensibilité des virus
grippaux aux INAs sont rares. Cette étude constitue une premiere évaluation nationale du
degré de sensibilité des virus grippaux a ces deux antiviraux. Au cours de la période d'étude
(quatre saisons grippales. L’évaluation phénotypique, complété par ’analyse génotypique du
gene NA, révéle une sensibilité normale pour les deux médicaments. Aucune mutation de
résistance n’a été identifiée. Cependant, une diminution de l'affinité du virus A (H1N1)
pdm09 pour I'oseltamivir a éte détectée. Probablement liée aux mutations situées au voisinage
du site actif de la neuraminidase. D’autre part, la dynamique d'évolution du géne NA des
virus grippaux isolés pendant les saisons grippales 2009/2010 a 2017/2018, déterminée selon
la méthode (MCMC) complétée par un suivi de la dynamique de migration des sites de N-
glycosylation, révele une dérive génétique associée a un taux de substitution plus accentué
pour les virus grippaux type A que type B, particulierement chez le A (HIN1) pdm09. A cette
dérive s'ajoute une dynamique de migration des sites de glycosylation en faveur d'une
diminution de 1'affinité pour 1'Oseltamivir et d’un échappement au systéme immunitaire. Les
résultats obtenus grace a cette premiere étude documentée démontrent clairement I'importance
de la surveillance des profils de sensibilité des virus grippaux aux antiviraux et du suivi de la

dynamique d’évolution du géne de la NA.

Mots clés : Influenza, neuraminidase, INAs, profil de sensibilité, Dynamique d’évolution



Abstract

Influenza epidemics are responsible for significant mortality and morbidity. Although
vaccination remains the primary means for the prevention of influenza, antiviral drugs are a
key component in the prophylaxis and treatment. Neuraminidase inhibitors are currently the
only class of antiviral available. Given these limited antiviral therapy options, resistance to
anti-influenza drugs is constant concern. In Morocco, data relating to the sensitivity profiles
of influenza viruses to the two INAs are scarce. This study constitutes a first national
assessment of the degree of sensitivity of influenza viruses to two antiviral drugs. During the
study period (four influenza seasons),using the phenotypic NA inhibition assay as well as
sequencing of the NA gene. We found that all the influenza viruses exhibited normal
sensitivity for both drugs. The mutations in the NA polypeptide associated with drug
resistance in Influenza virus were not detected in any of the Moroccan isolates analyzed in
this study. However, a decrease in the affinity of influenza A (HIN1) pdm09 to Oseltamivir
was detected. Probably related to mutations detected in the vicinity of the active site of the
NA polypeptide. The evolution dynamics of the NA gene of influenza viruses isolated during
the influenza seasons 2009/2010 to 2017/2018, determined using the Bayesian method
(MCMC).Completed by a follow-up of the migration dynamics of the N-glycosylation sites.
The results obtained reveal a genetic drift associated with a substitution rate at the nucleotide
scale that is relatively more accentuated in the case of influenza viruses type A than type B. In
addition to this drift, there is a migration dynamic of the glycosylation sites in favor of a
decrease in affinity to Oseltamivir and escape to the immune system. The results obtained
through this first documented study clearly demonstrate the importance of monitoring the

susceptibility profiles of influenza viruses to antiviral.

Keywords: Influenza, neuraminidase, INAs, sensitivity profile, Evolutionary dynamic
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PROBLEMATIQUE

Bien que la prophylaxie des infections grippales repose essentiellement sur la vaccination
(Arr et al., 2010), les antiviraux jouent un réle important dans la lutte contre les epidémies de
grippe et dans la stratégie développée par I’OMS en prévision d'une pandémie grippale. C’est
la seule mesure d'intervention susceptible d'atténuer l'incidence d'une pandémie d'influenza
avant qu'un vaccin ne soit disponible. Cependant le danger associé a leur utilisation, réside
dans leur pouvoir a exercer une pression sélective sur les formes résistantes. Il existe
principalement deux classes de médicaments antiviraux, les inhibiteurs de la neuraminidase,
I'Oseltamivir (Tamiflu) et le Zanamivir (Relenza) en l'occurence et les inhibiteurs du canal
ionique M2 que sont les Adamantanes (I'Amantadine et la Rimantadine). L’exposition des
virus grippaux a ces drogues provoque la sélection de mutants viraux génétiquement résistants
qui peuvent ensuite se transmettre sans perdre leur pouvoir pathogéne. Actuellement, la plus
grande partie des virus grippaux sont résistants aux Adamantanes (Saito et al., 2003). La
résistance aux inhibiteurs de la neuraminidase (INAs) était un phénomene rare jusqu’en 2007.
En effet de 1999 a 2002, moins de 1% des virus étaient résistants (Reece PA., 2007).
Cependant, durant des derniéres années une augmentation réguliére du taux de résistance des
virus A(H1N1) saisonnier a été constatée, pouvant atteindre 100% de résistance dans certains
pays en 2008-2009 (Bazet al., 2010 et Okomo-Adhiamboet al., 2010). Au cours de la
pandémie de 2009, quelques cas sporadiques de résistance a 1’Oseltamivir pour le virus
A(H1IN1) pdm09 ont été détectés.

Le potentiel d'émergence et de propagation de variant du virus résistant aux INAs associé aux
limites des options pharmaceutiques actuellement disponibles pour lutter contre les infections
grippales, souligne la nécessité d'une mise en place d'un systéme de surveillance de la
résistance aux antiviraux grippaux. Les informations obtenues sont essentielles pour la prise
de décisions concernant les recommandations relatives a la prescription des médicaments, a la

gestion des épidémies ou a une éventuelle pandémie.



Objectif global

Etablir a 1’échelle nationale, la premiere estimation de la prévalence de la résistance aux
antiviraux grippaux (INAs), en se basant sur les isolats cliniques recueillis par le réseau
national de surveillance des syndromes grippaux et des infections respiratoires aigles séveéres
durant les quatre saisons grippales de 2014/2015 a 2017/2018. Les resultats obtenus
permettront d’estimer ’ampleur de la problématique liée a la résistance aux antiviraux
grippaux et de constater 1’éventualité d'une pharmaco résistance dans notre pays. Cette étude a
la prétention de mettre a la disposition des cliniciens et des décideurs, des informations
pertinentesdans leur stratégie thérapeutique et ce, dans le but d’une utilisation plus rationnelle

des antiviraux.
Objectifs spécifiques
Ce projet de thése a été réalise dans le but d'atteindre trois objectifs spécifiques :

1 / L’évaluation phénotypique de la sensibilité des virus grippaux circulant a I’échelle

national vis-a-vis des INAs, 1’Oseltamivir et le Zanamiviren I'occurence.
2/ L’analyse génotypique a la recherche d’éventuel marqueurs de résistance.

3/ Le suivi de la dynamique d’évolution du géne de la neuraminidase cible des antiviraux

grippaux.



Introduction

L’influenza, ou plus communément appelée la grippe est une infection virale aigué qui
se transmet aisément d’une personne a 1’autre. Elle représente un probléme majeur de santé
public a travers le monde. C’est la maladie respiratoire la plus fréquente en termes de
morbidité et de mortalité, en plus de son impact économique non négligeable. En effet, les
¢épidémies saisonnieres d’influenza affectent 5 a 20% de la population mondiale causant une
maladie sévere chez 3 a 5 millions de personnes et le déces de 290 000 a 650 000 personnes a

travers le monde chaque année. (OMS., 2017).

Conscient de la problématique de santé publique que pose la grippe, le Maroc a installé
un réseau de surveillance virologique et épidemiologique, dont les principales attributions
sont la détection, I’isolement, 1’identification et la caractérisation antigéniques et génétiques
des virus grippaux circulant durant une saison grippale. Les données générées par ce systeme
de surveillance ont constitué 1’évidence épidémiologique de base pour la mise en place d'un
programme national de prévention et de contrdle de la grippe et des infections respiratoires
aigués séveres. Ce dernier s'articule autour de deux axes, le premier concerne l'introduction
progressive de la vaccination antigrippale comme une prestation de service de santé publique
a partir de 2006. Alors que le second axe est basé principalement sur I'élaboration d'un
protocole thérapeutique utilisant des antiviraux, en I’occurrence, les inhibiteurs des canaux
M2, les Adamantanes et les inhibiteurs de la neuraminidase (INAs), I'Oseltamivir et le

Zanamivir.

Avec plus de recul, ces derniers (I'Oseltamivir et le Zanamivir), sont devenus les agents
de choix pour le traitement des personnes atteintes d'infections grippales séveres et celles
présentant des maladies sous-jacentes prédisposant aux complications grippales. A 1’opposé,
les inhibiteurs des canaux M2 qui présentent des niveaux élevés de résistance pour les virus
grippaux typeA ont été abandonnés. Comme c'est le cas pour d'autres antiviraux, le
développement de la résistance aux médicaments est un probleme majeur qui peut

potentiellement limiter I'utilisation des INAs pour des fins thérapeutiques ou prophylaxies.



Les facteurs associés a la sélection de la résistance aux INAs au niveau individuel
comprennent : l'utilisation d'une prophylaxie post-exposition (avec l'administration d'une dose
de médicament plus faible), I'infection d'un hote immunodéprimé et un traitement antiviral
prolongé. Les mutations associées a la résistance aux INAs surviennent sur les huit sites
catalytiques ou les 11 résidus de la charpente de la poche de liaison a I'acide sialique (AS) de
la Neuraminidase. Ces mutations sont a I’origine d’une baisse du niveau d’interaction de la
Neuraminidase et de la poche de liaison de ’acide sialique. (Essaghi et al., 2014 ; Yaqin et
al.,2021).

Plusieurs études cliniques ou de génetiques inverses ont démontré que des substitutions
d'acides aminés dans des sites catalytiques ou de charpente pouvaient entrainer une résistance
aux INAs spécifiques aux sous-types de virus grippaux. Ainsi, des substitutions au niveau de
la NA du virus de la grippe A(H3N2) sur les positions, E119V, D151E, 1222V, R224K,
E276D, N249S, R292K et R371K, seraient capables augmenter de 50% de la concentration
inhibitrice (IC50) pour les INAs. Des résultats similaires ont été rapportés chez le virus A
(HLN1) ayant montré des mutations sur les positions E119V, 1222R / V, S247N, H275Y et
N294S. (Boivin.,et al 2014 ; Abed et Boivin., 2006 ; Whitley., etal 2001).

Le choix du traitement anti-grippale le plus approprié doit tenir compte du fait que la
plupart des cas de résistance a I'Oseltamivir sont dus a la mutation H275Y du sous-type N1 ou
aux mutations E119V et R292K du sous-type N2 et que les deux premiers mutants viraux
restent sensibles au Zanamivir. En effet, la présence de ces mutations confere une
transmission cing fois plus importante de la souche mutée par rapport une souche sauvage du
méme sous type (Takashita et al., 2016), et augmente de ce fait le taux de reproduction de
base (R0) dans un contexte épidémiologique. D’autres études ont a rapporté également que les
souches A (H1N1) résistantes a I'Oseltamivir étaient moins sensibles a I'inhibition par des

anticorps spécifiques, ce qui favoriserait leur sélection et leur dissémination. (Boivin.,2013),

Depuis 2007, I’OMS ne cesse de mettre en garde contre la circulation de souches de
virus grippaux A(H3N2) et A(H1N1) saisonniers résistants a I'Adamantane ainsi que des virus

saisonniers A(H1N1) résistants a I'Oseltamivir.



En 2012-2013, le Groupe de travail d'experts du Systéme mondial de surveillance et de
riposte a la grippe (GISRS) de I'Organisation mondiale de la santé (OMS) pour la surveillance
de la sensibilité aux antiviraux a effectué une surveillance mondiale de la sensibilité des virus
grippaux A et B aux INAs. Au cours de cette saison, la fréquence de la résistance aux NAIs
des virus A (HIN1) pdm09 et A (H3N2) était de 0,9% et 0,4%, respectivement, et de 0,3% et
1,0% dans les virus B / Yamagata et B / Victoria, respectivement. Cependant, au cours de la
saison suivante, 2013-2014, 3,4% des virus A (HIN1) pdm0Q9 et 0,3% des virus A (H3N2) ont
montré une résistance aux NAIs, avec une resistance aux NAIs détectée dans 0,3% et 2,0%
des virus de la grippe B des lignées Yamagata et Victoria, respectivement. (Meijer et al.,
2014, Takashita et al., 2015)

Au Maroc, les INAs été utilise pour la premiére fois en 2009 comme approche
préventive et curative dans la gestion de la grippe porcine et pour la prise en charge des
personnes a risques. Depuis, une utilisation plus étendue des INAs plus particulierement de
I'Oseltamivir, a été observee a I'échelle nationale. Cependant, a notre connaissance, aucune
étude nationale n'a fait I'objet d'une évaluation de la situation épidémiologique des profils de

sensibilité ou de résistance aux antiviraux des virus grippaux circulants au Maroc.
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I. Agent étiologique et sa variabilité

Classification et nomenclature

La grippe est une maladie infectieuse d’origine virale, affectant les voies respiratoires
supérieures (nez, larynx, pharynx) rarement les poumons (Thorland et al.,2011). L’agent
étiologique appartient a la famille des Orthomyxoviridae, au genre Influenza (Martin-benito
and Ortin., 2013). Sur la base de l'antigénicité de la nucléoprotéine(NP), ce genre est
subdivisé en quatre types sérologiques a savoir A, B, C et D (Asha et al.,2019). Bien que les
types A et B ont un impact important en santé humaine, le type A reste quant a lui le plus
virulent. 1l offre également une assez grande diversité antigenique induisant une subdivision
de ce type en plusieurs sous-types d’hémagglutinines (HA) et de neuraminidase (NA) (Duwe
et al.,2017).

Actuellement, 18 HA différents et 1INA différents ont étés répertoriés (Hamilton et
al.2012). Parmi les nombreux sous-types des virus grippaux A, les sous-types A(H1N1)
pdm09, A(H3N2), A(H5N1), A(H7N9) circulent actuellement chez I’homme (Raj et al.
2014 ; Litelier etal.2017). Les virus influenza sont responsables chaque année d’épidémies,

parfois méme de pandémies (Rambaut et al. 2008).

La désignation officielle des souches a été adoptée par 1’Organisation Mondiale de la
Santé(OMS) en octobre 1971. C’est une formule qui décrit I’identité de la souche, a savoir le
type antigénique (A, B, C), ’origine animale (si rien n’est précisé, le virus a été isolé chez
I’homme), le lieu d’origine du virus (1% isolement), le numéro d’ordre de I’isolement du Vvirus,
les deux derniers chiffres de I’année d’isolement du virus et enfin la formule antigénique entre
parenthese avec H pour ’hémagglutinine et N pour la neuraminidase. Chaque mention est

séparée d’une barre oblique.

A titre d’exemple A/Agadir/120/12(H3N2) est un virus A(H3N2) isolé a Agadir sous le
numeéro 120 en 2012. Pour les virus isolés a partir de prélévements vétérinaires, 1’espéce
d’origine précéde le lieu. Par exemple A/CK/Cambodia/07/04(HSN1) est un virus A(H5N1)
isolée a partir d’un poulet (CK = Chicken) au Cambodge en 2004 (Bouvier et Palese., 2008).



Structure de la particule virale

2.1. Présentation générale

En microscopie électronique, les virus grippaux se présentent sous forme de particules
soit sphériques de 100nm de diametre ou filamenteuses dépassant souvent 300 nm de long
(figurel). II s’agit d’un virus @ ARN monocaténaire, négatif et segmenté enveloppé par une

bicouche lipidique d’origine membranaire (Bouvier et palese. 2008 ; Harriset al. 2006).

Au sein de la membrane sont enchéassées deux glycoprotéines : I’hémagglutinine (HA)
et la neuraminidase (NA) dans un rapport d'environ quatre pour un. Les deux glycoproteines
sont responsables des propriétés antigéniques qui sont a la base de classification des virus de

la grippe A.

Actuellement, 18 sous types antigéniques différents d’HA ont été identifiés (H1-H18) et
11 sous types de NA (N1-N11) (hamiltom et al. 2012).

A ces deux glycoprotéines s’ajoute d’autres, a savoir les protéines M1 et M2. En plus de
leurs contributions a la cohérence de la structure de la particule virale, certaines fonctions du

cycle réplicatif leurs sont attribuées.

La protéine M1, qui adhére intimement a la face interne de la membrane virale (Harris
et al. 2006), interagit d’une part avec les lipides de la membrane virale et les extrémités
cytosoliques de HA et NA, et d’autre part avec les ribonucléoprotéine qui intervient dans
I’assemblage et le bourgeonnement des nouveaux virions (Yee et al., 1999). La protéine M2
se comporte quand a elle, comme un canal ionique qui régule le pH interne du virus a travers
le transport d'ions H+(Rossman et al. 2010 ; Greber., 2016).

A Dintérieur de la particule, on trouve sept ou huit nucléocapsides de symétrie
hélicoidale, chacune d’entre elles résultant de 1’association d’une molécule d’ARN et de
nombreuses molécules de nucléoprotéine. A ce complexe, se fixe trois polymérases appelées
PA (protéine acide), PB1 (protéine basique 1) et PB2 (protéine basique 2) constituant ainsi la
ribonucléoprotéine (RNP) (Hamiltonet al., 2012) (figure2).


http://www.futura-sciences.com/magazines/matiere/infos/dico/d/chimie-ion-861/

Figure 1: Photo en microscope électronique de virus de I’influenza (Wen-chi et al.,2017)

d

R

(c_ge_ge_jae g
By
See

PSR- R R
g

(S lil® o o o e e g

B
B
o
J
J
B
J
]

= P
oy oy
o o
o

PB2 PB1 PA NA NP

Figure 2 : Hlustration schématique du virus de la grippe
(Sridhar et al.,2015)



2.2. Génome

Il s’agit d’'un ARN monocaténaire de polarité négative (ARN-) divisé en huit segments

codant pour onze protéines virales différentes (tableau 1). Les segments 1-3-4-5 et 6 condent

chacun pour une proteine, respectivement la sous-unité PB2 de la polymérase, la sous-unité

PA de la polymérase, I’hémagglutinine HA, la nucléoprotéine NP et la neuraminidase NA.

Tandis quele segment 2 code pour la sous-unité PB1 de la polymérase et pour la protéine

virale PB1-F2 (Chen et al., 2001), le segment 7code pour la protéine matricielle M1 et la

protéine canal M2 (Lamb et al., 1981) le segment 8 quant a lui, code pour la protéine non

structurale NS1 et NS2 (Dechassey et al.,2013).

Tableau 1 : Protéines codées par les segments d’ARN du virus type A (Bouvier et al., 2008)

1 2341 PEZ 759 30-60 Sous-unité polymérase
2 2341 PEIL 757 30-60 sous-unité  polymérase,  activité
PBI-FZ 87 30-60 endonucléase
Activité pro-apoptique
3 2233 P& 716 30-60 Sous-unité  polymérase,  activité
protéase
4 1778 Ha 550 500 Glycoprotéme de surface, principal
antigéne, e le récepteur et permet la
fusion
5 1565 WP 498 1000 Prottge le  tmaténiel  génétique,
importation des génes wiraux dans le
noyau de la cellule hite
a 1413 W& 454 100 Glycoprotéme  de  surface, actrvité
stalidaze, hhération du winon
Protéme  de  structure wirale,
7 1027 11 252 3000 exportation de UARN wvirale hors du
noyau, bourgeonnement du virus
M2 a7 20-60 Canal iomque, assemblage du virus
Régulation de Uexpression des génes
3 220 M3l 230 de la  cellule hite, protéme
antagoniste de I'nterféron
NE2 121 130-200 Permet lexportation d"ARN  wiral
hors du novau




Protéines du virus de la grippe

Globalement, les protéines du virus de la grippe peuvent étre classées en deux groupes ;
les protéines dites externes et celles internes. Les premiéres correspondent aux protéines
virales HA (hémagglutinine), NA (neuraminidase) et le canal ionique M2 : ce sont les
protéines présentes a la surface de la particule virale (Figure 2). Elles sont synthétisees au
niveau des ribosomes du réticulum endoplasmique. Les protéines dites internes sont celles
qui sont synthétisees par les ribosomes libres dans le cytoplasme. Ce sont les protéines NP,
les trois sous-unités de la polymérase (PB1, PB2, PA), M1 et les deux protéines NSlet NS2
(Giraetal.,2012).

3.1. L’Hémagglutinine (HA)

L’HA est la plus abondante des glycoprotéines externes. Elle se compose de 550 acides
aminés codées par le segment 4 du génome viral, et elle se présente sous forme d'un homo-
trimere (molécule formée de trois monomeres identiques). Chaque monomeére est une
glycoprotéine HAO constituée de deux domaines : un premier domaine globulaire HA1
contenant le site d’attachement au récepteur (Receptor Binding Site (RBS)) et les sites
antigéniques et un second qui a la forme d’une tige HA2 permettant I’encrage de ’HA au
seinde I’enveloppe virale et portant le peptide de fusion (Eckert et Kim., 2001). L’HA1 est
impliquée dans I’attachement du virus a la cellule cible alors que I’HA2 est chargéee de faire
libérer le contenu viral dans la cellule. (Skehel et al.,1982;Wiley., 1987., Skehe., 1982).

Figure 3: Structure tridimensionnelle de la protéine HA (wang et al., 2018)



3.2. La neuraminidase (NA)

Présente en moins grande quantité que I'HA a la surface virale dans les virus de la
grippe A et B, mais elle est absente dans le virus de la grippe C (Tong et al., 2012). C’est une
protéine de 470 acides aminés codée par le segment 6 du génome viral. Sa structure
cristallographique est connue depuis longtemps, aussi bien libre qu’encomplexe avec de

I’acide sialique (Burmeister et al., 1992).

Elle est organisée sous la forme d’un homo-tétramére ayant 1’aspect d’un champignon
avec une courte tige. Chaque monomere est forme d'une courte région intra-cytoplasmique de
six acides aminéstrés conserves, une partie transmembranaire hydrophobe de 7 a 29 acides
aminés, une tige considérée comme flexible de 50 acides aminéset une téte globulaire qui
porte D’activité catalytique assurée par le site actif qui se présente sous forme d’une poche
profonde, de 19 acides aminées, localisée au centre de la partie globulaire (figure4). Les sites
de liaison aux anticorps sont situés sur les boucles de surface entourant le site actif de
I’enzyme (Colman.,1994 ; Shtyrya et al.,2009).

Son réle 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 (Air et al.,1989). 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 I'épithélium respiratoire, tres riche en acide sialique
(Ferraris et al., 2010).Cette protéine est donc impliquée dans la propagation de I’infection

virale.

La NA est la cible de la deuxieme génération d’antiviraux grippaux nommée Inhibiteurs
de la neuraminidase(INAs). Les résidus qui constituent le site actifet ont un contact direct
avec les INAs tels que I'Oseltamivir et le Zanamivir selon la numérotation N2 sont: Arg118,
Aspl51, Argl52, Arg224, Glu276, Arg292, Arg371 et Tyr406. La géométrie du site
catalytique est stabilisée par résidus Glul19, Arg156, Trpl178, Serl79, Asp / Asn 198, 11222,
Glu227, His274, Glu277, Asn 294 et Glu425 (Xu et al.,2008). Les mutations dans le site

catalytique et/ou les résidus de structure peuvent conduire a une pharmaco-résistance.

Ces deux protéines (HA, NA) représentent les déterminants antigéniques majeurs du
virus (Paleze et al.,1974).
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Figure 4: Structure linéaire et tridimensionnelle de la NA (Jagadesh et al.,2016)

3.3. Les protéines de matrice Mlet M2

Les protéines de matrice M1 et M2 constituent également la capside, elles sont codées

par le segment 7 du génome viral (Lamb et al., 1981).

M1 étant majoritaire, elle tapisse toute la face interne de I’enveloppe virale (d’ou son
nom de protéine matricielle) et vient assurer sa rigidité, interagissant ainsi d’une part avec la
bicouche phospholipidique (Gregoriades et al., 1980 ; Ruigrok et al., 2000 ; Baudin et al.,
2001) et d’autre part avec les segments génomiques viraux (Ye et al., 1987 ; Agusta et
Digard.,2002).

M2 est également enchassée dans la bicouche phospholipidique, elles jouent le role de
canal a proton qui assure la régulation du PH a I’intérieur du virus (Nishimura et al., 2002).
Ce dernier est la cible des antiviraux de la classe des Adamantanes (Pielak et al., 2009). Cette
structure n’étant présente que chez les virus de type A, I’Amantadine et la Rimantadine sont
inefficaces sur les virus de la grippe type B et C. Pour ces deux types, la fonction de la
protéine M2 est assurée par la protéine NB dans le type B et CM2 pour le type C (bouvier et
al.,2008).
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3.4. La nucleoprotéine (NP)

C’est la protéine la plus intimement liée a I'ARN viral, constituée de 498 a 565 acides
aminés (Elton et al., 1999). En plus de son importance dans I’identification antigénique des
types viraux A, B et C (Tong et al.,2012), elle assure la stabilité et la protection du
génomeviral (Klumpp et al.,1997). Sa présence semble étre indispensable a la transcription de
I’ARN viral (Kimura et al.,1992).

3.5. Le complexe de la polymérase

Trois protéines associées de facon non-covalentes forment le complexe de la
polymérase qui a son tour s’associé avec I'ARN viral. Il s’agit de la protéine basique 1(PB1),
la protéine basique 2(PB2) et la protéine acide(PA). Les sous-unités de la polymérase, avec la
nucléoprotéine (NP), sont les quatre protéines virales indispensables pour les étapes de

transcription et réplication du matériel génétique virale au sien du noyau (Mena et al.,1994).
3.6. Les protéines NS1 et NEP (anciennement appelée NS2)

Ce sont deux protéines codées par le plus petit segment du génome viral (segment 8).
(Lamb et Chopin 1979). La protéine NS1 est dite non structurale du fait qu’elle s’exprime
dans la cellule h6te mais elle n’est pas présente au niveau de la particule virale. Brievement,
c’est une protéine de 230 acides aminées, impliquée surtout dans I’inhibition de la réponse
antivirale cellulaire (Wang et al., 2000) et I’optimisation de la transcription deSARNmviraux
(Salvatore et al., 2002).

Contrairement a la NS1, la protéine d’export nucléaire (NEP), est présente en plusieurs
exemplaires (100-300) dans la particule virale (Neill et al.,1998 ; Yasudaet al.,1993). Il s’agit
d’une protéine de 121 acides aminés (Lamb et Chopin, 1979). Avec la protéine M1, on leur

attribue un réle fondamental dans 1’export du génome viral (Akarsu et al.,2003).
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Cycle d’infection du virus de la grippe

Le virus de la grippe a pour cible les cellules épithéliales du systéme respiratoire. D une
maniére générale le cycle débute par une phase d’attachement au cours de laquelle la particule
virale se fixe a des récepteurs (glycoprotéines, glycolipides) localisés au niveau de la
membrane cytoplasmique de la cellule cible. Ces derniers sont reconnus de facon spécifique

par les glycoprotéines de la surface virale (HA) (Edinger et al.,2014, Chenet al., 2012).

Une fois fixé sur la membrane de la cellule hote, le virus pénétre a 1’intérieur par par
endocytose (Rossman et al.,2011 ;Rust et al., 2004). Ensuite, les protons de I’endosome, par
I’intermédiaire du canal a protons M2, pénétrent a Dintérieur de la particule virale.
Progressivement, le PH du contenu s’abaisse. Lorsqu’il devient suffisamment acide (PH 6 a
5) I’HA subit un changement conformationnelle déstabilisant 1’enveloppe virale et permettant
ainsi la fusion entre la membrane endosomale cellulaire et la bicouche lipidique virale. Enfin,
les nucléocapsides se dissocient de la couche de protéines M1. Ces deux événements PH
dépendants permettent la libération des 8 segments génomiques du virus dans le cytoplasme
(Simonides et al., 2017).

A la différence des autres virus a ARN négatif, les étapes de transcription et de
réplication ont lieu dans le noyau de la cellule infectée. Aprés un transport actif a travers les
ports nucléaires (Cheung et Poon., 2007), la transcription des ARN de polarité négatif en
ARN de polarité positif se fait grace aux complexe ARN polymérase formé par les
polymérases acides et basiques (PA, PB1 et PB2) et grace a une amorce (fragment d’ARN de
10 413 nucléotides) empruntées aux ARNm cellulaires. Les segments complémentaires (ARN
positif) seront utilisés d’une part, comme matrice pour la production des génomes viraux au
sein du noyauet d’autre part, pour la synthése des protéines virales par les ribosomes
cellulaires (Neuman et al., 1997). Une fois dans le cytoplasme les protéines virales subissent
au cours de leurs passages a travers le réticulum endoplasmique et ’appareil de Golgi

certaines modifications (glycosylation).

Au contact de la membrane cytoplasmique de la cellule hote, les proteines virales vont
se fixer et ainsi remplacer les protéines normales de la cellule hote. Puis les nouvelles
nucléocapsides se placent sous la membrane et provoque un bourgeonnement. Les virions se
détachent progressivement grace a 1’activité sialidase de la NA qui détruit les acides sialiques
présent a la surface de la cellule infectée. Ainsi, les virions néoformés sont disséminés dans
1’épithélium respiratoire(Figureb) (Von ltzstein., 2007).
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Figure 5 : lllustration schématique du cycle de réplication de virus de la grippe
(D’aprés Neumann et al., 2009 )
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La variabilité antigenique

La grande variabilité antigénique du virus de la grippe est due essentiellement a deux
événements génétiques qui sont: le glissement antigénique (drift) et le reassortiment
antigénique (shift).

5.1. Glissement antigénique

Le « drift », qui signifie littéralement glissement antigénique, est di essentiellement aux
mutations ponctuelles produites particulierement lors de la synthése des acides nucléiques. En
général les taux de mutations produits par les ARN polymérases sont beaucoup plus
importants que ceux genérés par les ADN polymeérases. Dans le cas du virus de I’influenza, le
taux d’erreurs associés 3 ’ARN polymérase est de I’ordre de 1/10° mutations par cycle
réplicatif viral (Drake.,1993). Cette enzyme est un complexe hétérotrimérique englobant la
protéine acide, la protéine basiquel et la protéine basique 2, dépourvue d’une activité
réparatrice dite ‘proof Reading’ pouvant corriger les erreurs de polymérase. Ainsi ces
mutations aléatoires ne sont pas corrigées. De ce fait, leur accumulation dans la séquence
d’acides aminés peut engendrer 1’altération des épitopes ou des déterminants antigéniques a
savoir I’HA et la NA (Ferguson 2003). Ce phénomene facilite 1’échappement du virus au
systeme immunitaire des populations hotes et peut provoquer des épidémies (figure 6). Les
mutations en question se produisent a une fréquence de moins de 1% par an (Abed et al.,
2002) et poussent les autorités sanitaires (I'OMS et son réseau mondial de surveillance de la

Grippe) a revoir réguliérement la composition des souches vaccinales (Barr et al., 2010).

5.2. Cassures antigéniques (réassortiment)

Le « shift » ou cassure antigénique, appelé aussi “saut antigénique", est un événement
typique aux virus de I’influenza A. Ce changement majeur a lieu lors d’une coinfection d’une
cellule par deux sous-types viraux différents, souvent un virus humain et un virus aviaire. Au
cours de cette infection, il se produit des échanges de segments entre les deux sous-types de
virus conduisant a I’apparition d’un nouveau virus hybride appelé « réassortant » (figure 6),
contre lequel I’'immunité préexistante et le vaccin demeurent inefficaces, et qui peut étre a
I'origine de pandémie. 11 a été estimé qu’en moyenne il peut y avoir trois pandémies par

siecle, soit une pandémie tous les 30ans (Turner et al., 2010).
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Dans la nature, il existe des especes qui servent de réservoir de dormance des virus
influenza. Les porcs sont considérés comme réservoirs de réassortiment. En effet, les cellules
du tractus respiratoire supérieur du porc sont tapissees de récepteurs "acides sialiques a2,3 et
a2,6" qui présentent une affinité assez élevée respectivement pour les virus aviaires et les

virus influenza humaines (schrader et al., 2003).

Each year’s flu vaccine contains three fiu strains —

two A strains and one B strain — that can change from year to year. The genetic change that enables a flu strain to jump from

one animal species to another, including humans, is called antigenic shift.
Antigenic shift can happen in three ways:

After ion, your body pt infection-fighting antibodies
against the three flu strains in the vaccine.

[e If you are exposed to any of the three flu strains during
the flu season, the antibodies will latch onto the virus’
HA antigens, preventing the flu virus from attaching to
healthy cells and infecting them.
o Influenza virus genes, made of RNA, o
are more prone to mutations than Without
genes made of DNA.

5 A duck or other
aqustic bird passes a bird
strain of influenza A to
an intermediate host

undergoing such as a chicken or pig.

genetic change,

a bird strain of

influenza A

can jump

directly from a

duck or other

aquatic bird to

an intermediate
animal host and
then to humans.

human strain of
influenza A to the ———————
same chicken or pig. (Note that reassortment can
occur in a person who is infected with two flu strains).

(CE) When the viruses infect the same cell,
the genes from the bird strain mix

with genes from the human

strain to yield a new strain.

Link Studio for NMAID

(@ !f the HA gene changes, so can the

antigen that it encodes, causing

it to change shape.
A HA gene

Link Studio for NIAID

o If the HA antigen changes shape, antibodies that A
normally would match up to it no longer can, allowing 2
the newly mutated virus to infect the body’s cells.

This type of genetic mutation is called antigenic drift.

Figure 6 : schéma représentant glissement et cassure antigénique des virus influenza.

(El Ramahi et al.,2019)
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Il. Aspect épidémiologique

Le virus grippal se propage rapidement a travers le monde lors d’épidémies saisonniéres
qui se traduisent par une morbidité et une mortalité excessives (Gaspariniet al.,2012). Sous les
climats tempéres, la grippe saisonniére se manifeste chaque année, a la fin de I’automne ou au
cours de I’hiver. Néanmoins, des cas sporadiques peuvent étre observés toute 1’année. Les
épidémies peuvent étre dues a une circulation exclusive ou prédominante d’un seul type ou
sous-type viral A(HIN1) pdm09ou A(H3N2), soit a une circulation concomitante de ces deux
sous-types. Parfois, on peut observer la circulation de deux types différents tels que le virus
de type A et celui de type B (Rambaut et al., 2008 ; Smith et al., 2009).

Certaines années, la circulation virale adopte un caractere biphasique avec une premiere
vague due a des virus de type A suivie d’une deuxiéme vague due a des virus de type B. La
raison de la saisonnalité est inconnue, elle est probablement liée a la variabilité génétique des
virus grippaux qui leur permet d’échapper a la réponse immunitaire de 1’hdte (krammer et
al.,2015). Chaque année, les épidémies saisonnieres du virus de la grippe A et B affectent 5 a
20% de la population humaine causant une maladie sévere chez 3 a 5 millions de personnes et
entre 250 000 a 500 000 déces a travers le monde (Schirmer et al., 2009).

A la différence des grippes saisonniéres qui surviennent chaque année, les grippes
pandémiques arrivent a des intervalles beaucoup moins fréquents (tous les 30ans) et sont
issues de cassures antigeniques ; elles sont caractérisées par un taux d’attaque et une mortalité
élevée (lan et al.,2018). Aprés 2 a 3 vagues d’infections massives, la grippe pandémique
devient une grippe habituelle a évolution saisonniére. (ElI ramahi et al.,2019). Quatre
pandémies ont eu lieu au cours du siécle dernier en 1918, en 1957, en 1968 et en 2009
(Tableau 2).

Tableau 2 : Historique des pandémies grippales chez I’homme (Ian et al., 2018)

Saison grippale Pandémie correspondante
1918-1919 Grippe espagnole(H1IN1) 30 millions de décés
1957-1958 Grippe asiatique (H2N2) «asian-flu» 1million de déces
1968-1969 Grippe de Hong-Kong A(H3N2) 0,8 million de décés
2009-2010 Grippe mexicaine A(HLN1) pdm09 280 000 morts
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En regle générale, la grippe touche toute les tranches d'age, mais la prévalence est plus
grande chez les enfants d’age scolaire ; la gravité de la maladie est maximale chez les
nourrissons, les personnes agées et les personnes souffrant de maladies chroniques.
(Taubenberger et al.,2008). Cependant, I’impact sur les différentes tranches d’age varie d’une

saison a une autre (Kwongetal., 2011).

Pendant la phase aigle de la maladie, les particules virales sont secrétées par les voies
respiratoires supérieures et expulsées, lors des épisodes d'éternuements ou de toux des
personnes infectées, vers le milieu ambiant sous forme de petites gouttelettes de 10 a 100um
de diameétre (Rolfes et al.,2018). Elles forment ainsi de véritables aérosols infectieux qui se
transmettent d'autant plus rapidement que 1’on se trouve dans un espace clos. De ce fait la
propagation est généralement plus facile et rapide dans les transports communs et les

collectivités (creches et écoles) (Taubenbergeret al.,2008).
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I11. Les formes cliniques de la grippe

Maladie qui apparait comme courante, la grippe est une infection virale des voies
respiratoires qui donne un tableau clinique évolutif. Le syndrome grippal (SG) est
généralement bénin mais il peut entrainer des complications surtout chez les groupes a haut
risque, ce qui se manifeste le plus souvent par une infection respiratoire aiglie sévére (IRAS)
(Mohn et al.,2018)

1. Syndrome grippal

La maladie s’exprime le plus souvent de fagon relativement brutale. Chez 1’adulte la
période d’incubation est courte de 1 a 2 jours (Layanni., 2010), le virus se fixe sur les
membranes des cellules épithéliales du tractus respiratoire, s’y multiple et envahitles voies
respiratoires. Le tableau clinique de la maladie est le plus souvent bénin associant des signes

divers appelé syndrome grippal (Hayden et al., 1998).

Signes généraux : Une fievre, pas toujours intense mais qui peut cependant atteindre
40°C. Elle est souvent associée a une myalgie, frissons, anorexie, asthénie, mal de gorge,
courbatures et céphalées. Typiquement, la fievre ne dure que 3jours, mais parfois elle peut se
prolonger jusqu’a 4 & 8 jours. Dans un certain nombre de cas, la courbe de la température
corporelle peut adopter un caractére biphasique. Elle peut atteindre plus de 40°C, commencer
a céder apres 2 a 3 jours mais peut remonter au 4éme ou 5éme jour : c’est le « V » grippal.
Elle n’excede jamais 7 jours. Les manifestations respiratoires telles que les éternuements, la
congestion nasale, la rhinopharyngite et la toux dominent la phase aigiie. Les symptomes
s’estompent progressivement avec une persistance del’asthénie pour quelques semaines

(Treanor et al., 2000).

Chez I’enfant, on observe les mémes symptdmes mais les symptdémes gastro-intestinaux
et la somnolence peuvent étre plus fréquents que chez I’adulte. L’infection peut étre
accompagnée ou suivie de complications transitoires touchant d’autres systémes
physiologiques principalement des anomalies du rythme cardiaque et des convulsions fébriles.
Une otite aigle est relativement plus fréquente chez les enfants atteints de grippe (Norowitz et
al., 2016).
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2. Les formes compliquées

Bien que les complications de la grippe soient rares elles sont le plus souvent fatales.
Elles sont liées essentiellement & la virulence du virus, a la fragilit¢ du sujet infecté
(nourrissons, sujets agés, comorbidités, femmes enceintes), et a la surinfections bactériennes
(El ramahi et al., 2019).

Les lésions trachéobronchiques engendrées par la desquamation de 1’épithélium des
cellules ciliées et sécrétoires suite a I’envahissement du virus font le lit de la prolifération
bactérienne locale, avec le développement du Streptococcus pneumonia le plus souvent,
I’Haemophilus Influenzae, ou le Staphylococcus aureus plus rarement (Trottein and
Paget.,2019). Ces complications se manifestent par une bronchite aigle avec accentuation de
la toux qui devient purulente. Ainsi I’apparition d’un foyer de pneumopathie peut étre souvent
observé quelques joursapres le début des symptdmes de la maladie (Quinton et al.,2018). Les

complications liées au virus sont le plussouvent respiratoires.
On distingue généralement :

e La bronchite aigiie dont I’incidence est plus élevée chez les personnes agées et chez les

patients souffrant de maladies chroniques.

e La pneumonie virale est surtout liée aux virus de la grippe de type A et elle peut induire
une détresse respiratoire (polypnée, cyanose). Survient alors un cedéme aigu massif et

irréversible provoquant une insuffisance respiratoire aigtie et mortelle en 3 a 4 jours.

eLes complications de la sphére ORL (otite, sinusite et laryngite) touchent surtout les
enfants. Il a été constaté que I’otite aigie surviendrait chez 35% des enfants hospitalisés
pour une grippe de type A(Scotta et al.,2019).

e Les myocardites et les péricardites sont exceptionnelles.

eLes femmes enceintes constituent un terrain favorable pour le développement
d’infection virale grave en raison des modifications physiologiques qui les caractérisent.
Au niveau pulmonaire, on constate une diminution de la compliance thoracique suite a
une prise de poids associée a une diminution de la capacité pulmonaire totale liée a la
compression par 'utérus gravide. Au niveau cardiaque, on observe une remarquable
augmentation de la volémie et de la fréquence cardiaque et par conséquent une

augmentation du débitsanguin (katz et al.,2017).
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Ces modifications cardio-pulmonaires rendent la femme enceinte plus exposée aux
risques de complications. D’autre part, au cours de la grossesse le systeme immunitaire sous
I’influence des facteurs hormonaux dévie au profit de I’immunité humorale. Ainsi on constate
une diminution du nombre des lymphocytes T, une baisse de I’activité des lymphocytes T
cytotoxiques et d'une atténuation de I’activité des cellules NK (Natural Killer) qui jouent un

role déterminant dans la défense antivirale (Trushakova et al., 2019).
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IV. Meéthodes de diagnostic

La clinique et le contexte épidémiologique ne suffisent pas toujours pour confirmer
avec certitude le diagnostic d’une grippe. Ce dernier repose exclusivement sur l'investigation
virologique. L’identification d’une infection a virus influenza A ou B est particulierement
indispensable chez tous les sujets hospitalisés pour une infection respiratoire aigué sévere
(IRAS). Elle est justifiée si I’on recourt a un traitement antiviral spécifique, et elle s’impose
en cas d’échec thérapeutique. Deux types de méthodes permettent de poser un diagnostic de
certitude : le diagnostic virologique direct et le diagnostic sérologique indirect. Ce dernier
n’est utilisé que dans les études épidémiologiques. Il existe une large gamme de méthodes
permettant une recherche directe du virus ou de ces constituants dans les secrétions

respiratoires (petric et al.,2006; Vumela et al.,2016).

Le succeés du diagnostic direct de la grippe est étroitement lié a la qualité du
prélevement qui doit étre réalisé au cours de la phase aigliie de la maladie (idéalement 72
heures aprés le début des symptdémes), des conditions de transport jusqu'au laboratoire
(+4°C), de la durée et de la température de conservation avant la réalisation du test (maximum
trois jours a +4°C)(Johnson et al., 1990).

Classiquement, les prélevements effectués au niveau des voies respiratoires supérieures
correspondent & des écouvillonnages nasaux ou pharyngés, parfois a des aspirations naso-
pharyngées. Si I'état du patient nécessite d'avoir recours aux voies respiratoires inférieures se
sont le plus souvent des aspirations trachéales et des lavages broncho-alvéolaires qui sont
réalisées (OMS., 2011, Covalciuc et al.,1999).
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1. Tests rapides

Avant I'utilisation généralisée de la PCR pour la détection du virus de la grippe, les
tests rapides occupaient une place de choix par leur facilit¢ d’utilisation et la rapidité
d’obtention du résultat (Waris et al.,1990). Ces tests qualitatifs font appel a des anticorps
monoclonaux qui ciblent les nucléoprotéines virales. Basées sur le principe de techniques
immuno-enzymatique ou immuno-chromatographique, la détection repose sur un signal visuel
ou nécessite un lecteur pour interpréter la reflectance ou la fluorescence. La sensibilité et la
specificité de ces tests varient en fonction des types de tests choisi, types et sous-types du
virus grippal, du site corporel & partir duquel le spécimen a été effectué (écouvillonnage
nasale, pharyngé ou rhinopharyngé) et de 1’age du patient (Harper et al., 2009).

Actuellement, ces tests trouvent toujours leur utilité lors des épidémies, dans
I'adaptation d'une thérapie, ou lorsque les tests virologiques de biologie moléculaire ne sont
pas accessibles (Hazelton et al.,2015).

2. Immunofluorescence(lF)

Les cellules provenant d’un écouvillonnage nasal et /ou pharyngé (ou d’une aspiration
nasale ou trachéobronchique) sont, apres lavage, déposees sur une lame microscopique. Elles
sont ensuite fixées par I’acétone. Les cellules ainsi préparées sont mises en contactavec des
anticorps monoclonaux speécifiques anti-virus influenza. La lecture au microscope a
fluorescence se fait soit directement dans le cas ou les anticorps sont couplés a un
fluorochrome, soit indirectement aprés addition d’un anti-anticorps fluorescent. Ces tests sont
principalement destinés a la détection des virus grippaux A et B. Cependant, ils ne sont pas
utiles pour le sous-typage. Comparée a I’isolement en culture cellulaire, les tests IF ont
montré une sensibilité allant de 60% a 80% (Vumela et al.,2016). Au cours de la pandémie de
la grippe A(H1N1) pdm09, les tests IF avaient montré une sensibilité, comprise entre 38% et
93%, comparé a la PCR en temps réel. Les tests IF sont actuellement remplacés partout dans
le monde par des approches moléculaires plus sensibles et moins laborieuses pour le
diagnostic virologique de routine en laboratoire. (Ganzenmueller et al.,2010; Vumelaet
al.,2016).
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3. Culture cellulaire

La culture cellulaire a longtemps été le gold standard pour le diagnostic de la grippe.
C’est un systeme d’amplification virale puissant qui a I’avantage de générer des quantités
importantes de virus, ce qui peut permettre par la suite, d’étudier plus finement leur variabilité
génétique et antigénique, ou encore leur profil de sensibilité aux principaux antiviraux.
Introduite dans les années 1940, I’isolement des virus influenza sur les cellules de
mammiferes cultivées in vitro ou sur I'ccuf de poule embryonné, reste a ce jour la principale
méthode de référence permettant 1’identification des virus influenza (Vumela et al., 2016).
Lorsque ces souches sont obtenues en culture sur ceuf, elles peuvent éventuellement étre
retenues dans la composition du vaccin antigrippal. La méthode cellulaire la plus largement
exploitée dans les laboratoires de diagnostic est celle utilisant les cellules rénales de chien
MDCK (Madin-Darby canine kidney). C’est une lignée continue de cellules épithéliales
polarisées, possédant des récepteurs specifiques des virus influenza (de type sialique), qui les
rendent sensibles a I’infection par la majorité des virus influenza A, B et C (Tobita et al.,
1975). Malgré son importance, la culture reste une technique d’utilisation limitée aux
laboratoires de virologie hautement spécialisés du fait qu’elle impose des structures de
laboratoire, des logistiques et des compétences propres a la culture de cellules (laboratoire
BSL2 ou BSL3, hottes a flux laminaire, incubateurs a CO2...). Mais elle reste néanmoins

indispensable au suivi de la variabilité des virus influenza.

4. Biologie moléculaire

Le développement de la technique de PCR (polymérase Chain réaction) par Kary Mullis
en 1983 a révolutionné le domaine du diagnostic des maladies infectieuses. Ces techniques
dites de biologie moléculaire reposent sur I’amplification par PCR de matériels génétiques
(ADN ou ARN) spécifiques au virus. Une grande variété de ces techniques est actuellement
disponible pour le diagnostic des infections grippales. La rétro-transcriptase PCR (RT-PCR)
est la plus traditionnelle et la plus puissante technique pour I’identification des virus de la
grippe, utilisée dans la majorité des laboratoires de diagnostic du monde. Elle repose sur
I’amplification d’un brin d’ADN complémentaire obtenu apres rétro-transcription d’un

fragment du génome viral.
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La détection peut se faire, dans le cas d’une PCR conventionnelle, en phase finale aprés
migration sur gel des produits PCR obtenues (Poon et al.,2005 ; sharmaet al.,2018) ou en
temps reel dans le cas de la RT-PCR temps réel, par détection d’un signal fluorescent

proportionnel a la quantité du produit PCR généré.

Cette derniere présente 1’avantage de réduire le délai d’obtention des résultats
(OMS.,2011). 1l existe des RT-PCR en temps réel multiplex qui permettent, en plus de la
détection du virus de la grippe, celle de plusieurs autres virus respiratoires, et ce, a partir du
méme prélevement (lee et al.,2018 ; Eigneret al., 2019). Par leur speécificité élevée, ces
techniques sont actuellement considérées par OMS comme des méthodes de diagnostic de
référence (OMS.,2011).
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V. Traitements préventifs et curatifs

1. Vaccination

La vaccination est la méthode de choix pour la prévention de la grippe. En effet, les
vaccins permettent d’induire une immunité protectrice qui se traduit par la production
d’anticorps neutralisant dirigés contre les protéines de surface, en particulier ’HA et la NA.
Du fait de la dérive antigénique rapide des protéines de surface des virus grippaux, la
composition vaccinale est revue chaque année selon les recommandations émises par I’OMS

en fonction des données de la surveillance mondiale (Sridhar et al.,2015).

Deux vaccins (vaccin inactivé et vaccin atténué) ont montré jusqu’a aujourd’hui une
bonne efficacité et une innocuité acceptable et ce, grace a leur renouvellement périodique afin
d’inclure les souches virales susceptibles de circuler dans la population. Ces vaccins sont soit
trivalents contenant les deux sous-types des virus A(HIN1) pdm09 et A(H3N2), et un des
virus de la lignée B (Victoria ou Yamagata), soit quadrivalent contenant les deux sous-types
desvirus A et les deux virus de la lignée B.

1.1. Les vaccins inactives

Les vaccins antigrippaux inactivés sont produits et utilisés depuis les années 1940 et
constituent les types de vaccins les plus couramment utilisés. Ils sont commercialisés sous
forme de vaccins a sous-unités, vaccins a virus fragmentés et vaccins a virus entiers. Du fait
de la plus forte réactogénécité du vaccin a base de virus entier, ce sont surtout les vaccins
fragmentés et sous unitaires qui sont désormais commercialisés. Le vaccin saisonnier inactivé
contient 15ug de trois antigénes provenant chacun d’un sous-type viral (A(H1N1) pdmO0o9,
A(H3N2) et B). Les méta-analyses ont montré que les vaccins inactivés présentaient une
efficacité d'environ 60% chez les enfants et d'environ 40% chez les adultes et les personnes
agées (jeffersonet al., 2010a ; jeffersonet al., 2010b).

La production du vaccin est relativement lente nécessitant 3 a 6 mois. De plus ce vaccin
est contre-indique pour les personnes présentant une allergie aux ceufs. Afin de pallier au
temps de production du vaccin et a l'allergie aux ceufs, des chercheurs estiment qu’il est plus
pertinent de produire le vaccin inactivé sur les cellules MDCK (Madin-Darby Canine Kidney)
(perdue et al.,2011).
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1.2. Les vaccins atténués

La production de vaccin atténué a pour objectif de solliciter une réponse immunitaire
humorale et cellulaire, presque identique & une réaction immunitaire naturelle (figure7). Cette
production est homologuée aux Etats-Unis, en Europe, en Russie et en Inde. Le vaccin est
constitué d’une souche atténuée qui produit les protéines internes de réplication virale, et
d’une souche sauvage circulante qui exprime les antigénes de surface (HA et NA), cibles de la
prophylaxie (figure7) (Hoffmann et al.,2005). Le vaccin atténué est administré par voie intra-
nasale (0,25ml dans chaque narine) sous forme d’aérosol. Le procédé de production est
identique a celui du vaccin inactivé. L’efficacité de ce dernier est supérieure a celle du vaccin
inactivé chez les enfants et les jeunes adultes allant jusqu'a 80% chez les enfants de moins de
6 ans (Jefferson et al.,2008).
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Figure 7 : Modéle d'induction des réponses immunitaires apres la vaccination antigrippale
atténuée (Sridhar et al.,2015)

(1) Immunisation intra-nasale,

(2) L'antigene viral est transporté dans les amygdales / adénoides par les cellules dendritiques
(CD),

(3) Activation et prolifération des cellules T et B dans les amygdales / adénoides a l'aide des

cellules T CD4 + Maturation d'affinité des cellules B et desplasmocytes,

(4,5) Les lymphocytes activés sont situés au niveau du site d'infection et entrent en circulation. Les

cellules plasmatiques sécretent des anticorps dans le sang et sur les surfaces muqueuses.

LAIV : Live Attenuated Influenza Virus
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1.3. Indication de la vaccination

L’objectif de la vaccination est de protéger les personnes vulnérables susceptibles de
présenter des formes compliquées de la grippe, ainsi que le personnel de soins susceptible de
transmettre le virus aux patients. La vaccination antigrippale annuelle est fortement
recommandée notamment chez les personnes a risques comme celles souffrant de pathologies
aggravantes telles que les infections broncho-alvéolaires chroniques, 1’asthme, la
mucoviscidose, les pathologies cardiaques, les néphropathies chroniques graves, le diabéte
insulino-dépendant ainsi que les pathologies qui conduisent a une immunosuppression.
L’OMS considére comme population a haut risque : les femmes enceintes, les enfants de
moins de 5 ans, les sujets ages, les porteurs de maladies chroniques et les professionnels de
santé (Figure8). Les contres indications de la vaccination antigrippale se limitent aux allergies
aux constituants du vaccin comme les protéines de 1’ceuf notamment I'ovalbumine (Sridhar et

al.,2015).

—__________________________
Recommended Group WHO Rationale for the Recommendation

Increased risk of serious disease in mother
Increased risk of death in mother and unborn child
Pregnant women ) . .
Secondary effect of protection of child up to 6 m

Globally applicable *

Increased exposure to influenza
Reduces morbidity and mortality in patients
Healthcare workers ] ;
Preserves integrity of health care systems

Possible to implement

Experience highest levels of serious illness
Children <2 years old Responsible for spread in community
Disadvantage costly to implement vaccination campaign

Large burden of morbidity
Children 2-5 years old Respond better to vaceines than younger children

live attenuated influenza virus (LAIV) gives improved protection

No available vaccines
Children < 6 months Indirect protection through vaccination of mother during pregnancy

Indirect protection through vaccination of close contacts

Highest risk of mortality
Elderly = 65 years old Vaccine is less effective

Disadvantage annual immunization is costly to administer

} . . . Highest risk for serious disease
Patients with chronic conditions . ) . ) o
Disadvantage requires considerable resources to identify individuals

* pregnant women have contact with health care services.

Figure 8: Les groupes a risque pour les quels la vaccination est fortement recommandée par
I’OMS (Sridhar et al.,2015)
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1.4. Evaluation de P’efficacité du vaccin

L’efficacité vaccinale dépend du degré de concordance entre la souche vaccinale et la
souche circulante, du statut d’immunocompétence et de 1’age du patient. Il existe plusieurs
niveaux d’appréciation de 1’efficacité vaccinale. On peut évaluer la prévention de I’infection,
la prévention des complications graves et la prévention des décés dus a la grippe ou a ses
complications. La compilation de plusicurs études a permis d’estimer une réduction de 27 %
du risque d’hospitalisation pour une grippe ou une pneumonie chez les sujets agés de plus de
65 ans, une baisse de 48% du risque de décés dans la méme population (Nichol et al.,2007),
une diminution de 51% des consultations chez les médecins généralistes pour pneumonie et
une diminution de 25% du risque d’exacerbation d’asthme chez les enfants et les adolescents
de moins de 18 ans (Hak et al.,2005).

2. Les antiviraux
Deux classes d’antiviraux ont eété développées a ce jour :

- Les Adamantanes qui comportent I’Amantadine commercialisée sous le nom de

(Symetrel©) et la Rimantadine en vente sous le nom de (Flumadine®©).

- Les inhibiteurs de la neuraminidase (INAs) (Oseltamivir et le Zanamivir commercialisés

respectivement sous le nom Tamiflu© et Relenza®,).

Récemment, deux autres molécules appartenant a la famille des INAs ont vu le jour : le
Peramivir et le Laninamivir, mais leur utilisation reste limitée (Farrukee et Hurt.,2017 ;
McLaugling et al.,2015). Les deux classes antivirales différent par leur mode d’action, leur

toxicité et leur pharmacocinétique (Abed et al., 2006) (Figure9).
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Figure 9 : Structure chimique des principaux medicaments utilisés contre la grippe

(shi et al.,2017)
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2.1. Adamantanes

Ce sont des molécules élaborées au cours des années 1960 comme médicaments
antiparkinsoniens, leur effet inhibiteur sur la réplication des virus grippaux type A a été
démontré en 1964 (Davies et al., 1964). Regroupant 1I’Amantadine et son dérivé la
Rimantadine, ces antiviraux représentent la premiére classe d'antiviraux cliniqguement
approuveés pour le traitement d’infection grippale de type A. Leur action réside dans
I'inhibition de I’action du canal ionique M2 impliqué dans la libération du matériel génétique
du virus dans le cytoplasme de la cellule héte lors de la réplication virale. L’ Amantadine
exerce son action inhibitrice sur les résidus 22 a 46 de la protéine M2 qui assure le transport
de protons, alors que la Rimantadine se lie plutét aux résidus 18 a 60 (Takeda et al.,2002)
(Figurel0).

Ce médicament est inefficace sur le virus de la grippe de type B car ce dernier ne
posséde pas la protéine M2. De nombreuses études ont attribuées une efficacité de 61% a
I’Amantadine et 71% a la Rimantadine pour la prévention des infections des virus type A.
L’utilisation des Adamantanes est souvent associée a des effets secondaires de types
neurologiques tels que 1’insomnie, la confusion, les hallucinations et la dépression (Jefferson
et al.,2006). L administration de cette classe d’antiviraux a des patients présentant une grippe
confirmée induit une réduction de la durée des symptémes due a une diminution d’excrétions
virales. Le probléme majeur li¢ a 1’utilisation de cette classe d’antiviraux, c’est qu’elle induit
trés rapidement 1’émergence de variants résistants et transmissibles. Une seule mutation

confere une résistance simultanée aux deux molécules (Brosou., 2013).

-

' v’

Figure 10 : Sites de liaison de la Rimantadine et de I'Amantadine au canal
ionique M2. Tiré de (Pielak et al., 2009)
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2.2. Inhibiteurs de la neuraminidase

En raison de son role majeur dans la propagation du virus de la grippe et du haut niveau
de conservation des résidus d’acides aminés du site catalytique, la neuraminidase a été choisie
comme cible antivirale (Ferraris et al., 2010). Les inhibiteurs de la neuraminidase (INAs) ont
été décrits deés les années 1970. C’est grace aux travaux de Itzstein et de ses collaborateurs
que la premiére molécule a vu le jour en 1993 portant le nom de Zanamivir (ltzstein et
al.,1993). Elle a eté commercialisée en 1999 sous le nom de Rolenza. Cette molécule a servi
de base pour la synthése d’autres molécules comme 1’Oseltamivir, objet en 2001 d'une
autorisation de mise sur le marché(AMM) sous le nom de Tamiflu (Kim et al., 1997). Au
cours de la derniéere décennie deux autres molécules appartenant a la méme famille

d’antiviraux ont vu le jour, se sont le Peramivir et le Laninamivir.

Les INAs constituent actuellement la classe de choix en termes de traitement et de
prophylaxie des infections grippales. A I’opposéde L’Oseltamivir (Tamiflu) et le Zanamivir
(Relenza) qui sont utilisés dans le monde entier, le Peramivir n’est autorisé qu’aux Etats-Unis,
au Japon et en Corée du Sud.En ce qui concerne leLaninamivir, il n'est utilisé qu'au Japon
(Mc Laughlin et al.,2015).

Ces molécules sont des inhibiteurs compétitifs de la neuraminidase qui se fixent avec
une forte affinité au niveau du site catalytique. La conservation de ce site explique le fait que
ces drogues restent efficaces sur 1’ensemble des sous-types de NA des virus grippaux de type
A et de type B. Les INAs possédent une structure presque identique a celle de I’acide sialique
(Figurell). Cette structure leur confére la capacité de se fixer sur le site actif de la NA et
ainsi, de neutraliser son activité en empéchant le détachement des particules virales de la
surface de la cellule hoteet I’envahissement d’autres cellules (Figurel2 et 13) (Ha T Nguyen
etal., 2012).

Les INAs sont utilisés comme une alternative pour le contrdle de la grippe de facon
prophylactique chez les sujets non vaccinés ou en cas d’inadéquation de la composition
vaccinale avec les souches circulantes, ou de fagon curative pour les formes compliquées de la
grippe. En période de pandémie, I’émergence d’un nouveau réassortant contre lequel
I’immunité préexistante demeure inefficace, le traitement par les INAs s’avere une arme de
substitution. Comme ce fut le cas au cours de la pandémie grippale a A(HLN1) pdmQ9 (Miller
etal., 2013)
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Figure 11 : Structure moléculaire de la neuraminidase(a)Zanamivir, (b)Laninamivir, (c)
Oseltamivire carboxylase et (d) Peramivir(Jagadesh et al.,2016)

Figure 12 : Site actif de la neuraminidase du virus de la grippe en complexe avec I'oseltamivir.

Les résidus d’acides aminés du site catalytique qui interagissent avec le médicament sont
représentés en vert. Oseltamivir est représenté en bleu cyan. Les liaisons Hydrogénes sont

représentées par des lignes en pointillés avec les distances correspondantes. (Jagadesh et
al.,2016)
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Figure 13 : Image en microscopie électronique des cellules MDCK infectées avec le virus de
I'influenza A.

A) Assemblage et bourgeonnement normal du virus en absence des INAs.

B) Agrégation de particules virales a la surface de la cellule hote en présence des INAS, qui
occupent le site active de la protéine NA en inhibant le clivage entre la protéine NA et le
récepteur AS sur la cellule hote. (Gubareva et al., 2000)
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2.2.1. L’Oseltamivir/Tamiflu©
Pharmacocinétique

L’Oseltamivir (GS4071ethyl ester, GS4104, RO64-0769) est disponible sous forme
d'Oseltamivir phosphate conditionné en capsule ou en poudre pour suspension buvable. Ce
dernier, une fois administré, est rapidement absorbé par le tractus gastro-intestinal pour
atteindre le foie ou il va subir un clivage par des estérases hépatiques pour donner le
carboxylated’Oseltamivir. Prés de 75% de la dose rejoint la circulation sanguine
(biodisponibilité) sous forme de carboxylate d’Oseltamivir avec une demi-vie de 6 a10 h dans
le sang. Son élimination de I’organisme se fait a 80% par le systeme rénal et a 20% par la

matiére fécale (He et al., 1999).
Posologies usuelles

L’Oseltamivir est commercialisé sous forme de capsule ou de suspension buvable de
30mg, 45mg et 75mg. En traitement curatif chez 1’adulte etl'adolescent de plus de 13 ans, la
posologie usuelle est de 75mg deux fois par jour pendant 5 jours. Dans le cas d’un traitement
prophylactique post-exposition, 1’Oseltamivir est prescrit en une prise journaliére pendant dix
jours (Jefferson et al.,2009). Pour les enfants de plus d’un an, les doses du traitement varient
en fonction du poids de I’enfant (Shun-shin et al.,2009). En revanche, il n’y a actuellement
aucune donnée disponible pour les nourrissons agés de moins d’un an. Au cours de la
pandémie 2009, ’OMS a recommandé une posologie de 3mg/Kg/2x par jour pendant 5 jours
uniqguement pour un traitement curatif, mais sur une base de trés faible données
pharmacocinétique (Figure 14). Chez les insuffisants rénaux, une adaptation posologique est

nécessaire en fonction de la clairance de la créatinine et du poids (patel et al.,2015).
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I Chez l'adulte Chez l'enfant ’I

Curatif Praphylaxie Curatif Prophylaxie

Voie orale Voie orale Voia orale Voie orale

15 mg x 2fjour 75 mg/jour 13 ans et plus 13 ans ef plus

pendant 5 jours pendant 10 jours 75 mg x 2four pendant 5 jours 75 mg x 1/jour pendant 10 jours
1-12ans ; 1-12ans:
10a15kg:30mgx 2| 104 15kg 30 mg x 1
>15423 kg 45mg x 2/ > 15423 kg 45mgx 1
>23a40kg: 60mgx 2/ >23a40ky: 60 mgx 1
>40kg 75 mg x 21 > 40 kg Tomgx 1
pendant 5 jours pendant 10 jours
6 mois-1an
3 mg/kg x2/) pendant 5 jours

Figure 14 : Mode d’administration et posologies usuelles de ’Oseltamivir (DELM., 2018)

Efficacité

L’Oseltamivir a un effet antiviral significatif, qui se traduit par une amélioration plus
rapide des symptoémes chez les patients avec une grippe confirmée. Son administration a un
stade précose induit une réduction de 30% de la durée moyenne des symptdémes (Treanor et
al., 2000 ; Yu glanz et al., 2018). En effet, I’instauration d’un traitement curatif précose par
I’Oseltamivir (quatre premiers jours apres apparitions des symptomes) induit une diminution
significative de la charge virale. D'aprés une étude, le virus n’a été détecté que dans 25% de la

population traitée pendant une semaine, contre 58% de celle sous placebo (lee et al., 2009).

Chez les enfants agés de moins de 12 ans souffrants d’une grippe confirmée
biologiquement, le traitement par I'Oseltamivir administré dans les 48 heures aprées le début
des symptdmes a entrainé une diminution de la durée moyenne des symptomes de 36 heures
ainsi qu’une réduction de la sévérité des symptomes de 29% par rapport a un groupe témoin

(Richard et al., 2001).
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En terme de prévention des complications, le traitement par I'Oseltamivir permet une
réduction de 60% le risque d’hospitalisation et d’environ 50% le risque de pneumonie chez
les sujets présentants une grippe confirmée par rapport au groupe placebo (kaiser et al., 2003).
De méme, une autre étude réalisée en milieu hospitalier chez des patients présentants des
formes grave de la grippe, indique que le risque de décés dans les 15 premiers jours
d’hospitalisation est significativement réduit suite a un traitement par 1I’Oseltamivir méme si

le traitement est administré au-dela des 48 heures (Mcgeeret al.,2007 ; Burch et al.,2009).
2.2.2. Le Zanamivir / Relenza©
Pharmacocinétique

Le Zanamivir (4-guanidino-Neu5Ac2en, GG167) est disponible sous forme de poudre
inhalable. Le Zanamivir est un composé a fort caractére polaire, ce qui induit une diminution
considérable de son absorption par 1’organisme quand il est administré par voie orale (2%)
Dans le cas d’une administration par inhalation, seulement 13% de la dose initiale passe dans
les poumons, 78% en moyenne se dépose au niveau de I’oropharynx (Cass et al., 1999). Ce

qui semble étre en faveur de la lutte contre I’infection. (Peng et al., 2000).

Au sein de notre organisme, la molécule ne subit aucune transformation, son excrétion
se fait par voie urinaire d’ou la nécessité d’ajuster la dose pour les personnes présentant des

complications rénales. La demi-vie plasmatique du métabolite est de 2.5 a 5heures.

La présence du lactose comme adjuvant présente certains inconvénients tels que son
caractere hygroscopique qui augmente I'agglomération de la poudre via les forces capillaires
inter-particules. De plus, l'augmentation de I'humidité modifie progressivement les forces
d'adhérence entre le Zanamivir et le lactose, ce qui peut affecter la cléarance du médicament.
D’autre part, le lactose ne peut pas étre utilisé pour des patients diabétiques et intolérants en

raison des considérations cliniques (Bevard et al., 2002).
Posologies usuelles

Chez les adultes et les enfants agés de plus de 5ans, la dose recommandée pour le
traitement est de Smg deux fois par jour pendant 5 jours, alors qu’en prophylaxie, il est
recommandé d’utiliser quotidiennement 10mg pendant plus de 28 jours (Hayden et al., 2006).
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Efficacité

L’utilisation du Zanamivir permet une réduction de 40% de la fréquence des
prescriptions d’antibiotiques pour les complications du tractus respiratoire inférieur (Hayden
et al., 2005 et Hayden et al.,2006). Son efficacité est plus importante que celle d’Oseltamivir
vis-a-vis de I’influenza type B (IC50 de 4.19 nM contre 13 nM) (Sugaya et al., 2007).

L’efficacité¢ de ce médicament s’est avérée plus élevée atteignant 67% a 87% chez la
population d’adulte ne présentant pas de pathologie chronique. Ce remarquable avantage est
attribué a la modalité d’administration et a la rareté des effets indésirables observeés lors de la

réalisation des essais cliniques (Keyser et al., 2000).
2.2.3. Les Inhibiteurs de la neuraminidase de la nouvelle génération

Peramivir commercialisé sous le nom de Rapivab™aux FEtats-Unis, Rapiacta™ au
Japon et PeramiFIu™ en Corée du Sud, est un inhibiteur de la neuraminidase des virus de la
grippe de type A et de type B. En raison de sa faible biodisponibilité orale, le peramivir a été
développé en tant que substance active administré par voie intramusculaire ou par voie
intraveineuse. L’effet indésirable le plus fréquent est la diarrhée (Alame et al., 2016).
Autorisé aux Etats-Unis depuis I’année 2014 pour le traitement des grippes non compliquées
chez les patients agés de plus de 18 ans et administré en une dose unique. Au Japon et en
Corée du Sud, l'injection du Peramivir est autorisée depuis 2010 pour le traitement de la

grippe chez les adultes, les enfants et les nourrissons (Hata et al.,2014 ; Chen et al.,2020)

Laninamivir (Japon : Inavir®), est un analogue du zanamivir. 1l s'agit d'un inhibiteur de
la neuraminidase a longue durée d'action avec une efficacité thérapeutique aprés une seule
administration nasale. Apres inhalation, Laninamivir est absorbé par les cellules épithéliales
du revétement des voies respiratoires supérieures ou il est rapidement hydrolysé en
Laninamivir actif. Autorisé uniquement au japon depuis I’année 2013 pour le traitement des
patients de toute tranche d’4ge. Laninamivir a été approuvé comme traitement curatif depuis
2010 et comme une approche prévention aussi bien pour les adultes que les enfants en 2013
au Japon. L'efficacité d'une dose unique inhalée du Laninamivir est similaire a un traitement

de 10 doses de 40 mg d'Oseltamivir administrées oralement (Hata et al.,2014).
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En conclusion, 1’utilisation des INAs chez les adultes en bonne santé n’a pas un grand
intérét du fait qu’il ne permet qu’une diminution de la durée de 1’épisode grippale de 1 a 2
jours. Ce bénéfice clinique reste modeste et peut se justifier pour le confort du patient ou pour
favoriser un retour plus rapide a la vie active. Alors que pour les personnes a risque, un
traitement par I'Oseltamivir ou le Zanamivir semble étre raisonnable et éthiquement
incontournable afin de diminuer les complications pour les personnes a risques et de prendre

en charge les cas graves (Jefferson et al.,2009; Burchet al., 2009;Fly et al.,2013
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V1. La résistance aux antiviraux

1. Mécanisme de reésistance

L’utilisation des Adamantanes a ¢été limitée par ’émergence rapide de mutants
transmissibles. Les virus de I'influenza A résistants aux Adamantanes ont été signalés pour la
premiere fois au cours de I'épidémie de 1980 (Heider et al., 1981). Jusqu'en 2004, une
prévalence inférieure a 1% a été observée parmi les virus en circulation (Duwe., 2018). Au
cours de la saison grippale 2004-2005, une prévalence élevee et une forte transmission du
virus A(H3N2) résistants aux Adamantanes ont été observées en Asie, en Europe, en
Australie et aux Etats-Unis (bright et al.,2005). Pendant la saison suivante (2005-2006), la
prévalence de ces virus a augmenté pour atteindre pres de 100% (Hayden et al.,2009). Ces
résultats suivis des premiers rapports sur la détection de virus saisonniers résistants A(H1N1)

démontrent l'inefficacité de cette classe de médicament.

Plusieurs facteurs peuvent étre a 1’origine de ’apparition de ces formes de résistance:
les Mutations spontanées au cours de la réplication virale altérant le site d’interaction de
I’antivirale avec la protéine cible, la pression de sélection due a un traitement mal conduit
(durée et/ou dose non respectées) ou la prescription d'un traitement a dose prophylactique
chez des sujets en phase d’incubation de la grippe. Les mutations de la protéine M2 qui
conferent une résistance aux médicaments a base d’Adamantanes sont classees en trois
catégories en fonction de leur localisation dans la protéine. lls comprennent les mutations
faisant face aux pores (V27A, A30T, S31N, G34E), la mutation faisant face a I'hélice N-
terminale (L26F) et les mutations faisant face a I'inter-hélice C-terminal (L38F, D44A) (Gu et
al., 2011 ; Hay et al.,1985) (figure 15).11 a été estimé que 97% des formes de résistance sont
dues aux mutations V27A et/ou S31N (Saito et al., 2003;Wanget al., 2013a). Aujourd’hui
tous les virus A(H3N2) sont naturellement résistants a cette classe d’antiviraux (Bright et al.,
2005). Il est également a noter que les virus pandémiques A(H1IN1) pdm09 sont porteurs de la
mutation S31N et donc naturellement résistants aux Adamantanes (Garten et al., 2009).

39



T™ Helix 0 ’934
2643 o >0°A27

26 27 30 31 34

25H ]' l 43 97

O PLVIAASIGILHFIWIL

Luminal
Domain

Cytoplasmic
Domain

Transmembrane Domain

Figure 15 : Les mutations de la protéine M2 qui conférent une résistance aux d’Adamantanes
(Présentation CDC., 2010)
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Une évaluation épidémiologique de I’émergence des

formes

résistantes

aux

Adamantanes au niveau de la région EMRO, dont le Maroc fait partie intégrante, a revélé une

fréquence de 90.6% de formes résistantes pour le virus A(H3N2), a partir de I’année 2006, de
69% pour A(H1IN1) et de 28% pour A(H5N2) au cours de la saison grippale 2013 (figure 16).

Amantadine: Rimantadine: Resistance aux
autorisation de | | autorisation de Resistance aux Resistance aux Adamantanes
mise sur le mise sur le Adamantanes : Adamantanes H1: > 69%
marché marché HIN2: 12.3% H3IN2: 90.6% HS: 28%
\ \ HINI: 0.3% HIN1: 15.6%
1966 1993 2004 2006 2013
» 0 O 0 0 0 & 0 O
1980 2000 2005 2009
Déclaration des 1-2% Resistance aux A/HIN1pdm09
premierscas de globalement Adamantanes : emerged with
résistance aux résistant aux H3N2: 15% M2-S3IN
Adamantanes Adamantanes HINI: 4.1%

Figure 16 : Epidémiologie d’émergence des formes résistantes aux Adamantanes Dans la région
EMRO (Moasser et al.,2016)
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Contrairement aux Adamantanes, 1’apparition de la résistance aux inhibiteurs de la
neuraminidase était un phénomeéne rare jusqu’a 2007. Avant cette année, les isolats testés du
virus de la grippe montraient une sensibilité naturelle aux INAs (Ferraris et al.,2005). Par
ailleurs, lors des premiéres années d’utilisation de I’Oseltamivir, le taux de résistances se
situait entre 0.4 et 1.0% chez les adultes (Monto et al.,2006). Du fait que les mutations
induisant la résistance a cette classe d’antiviraux diminuaient la capacité réplicative de 1’agent
infectieux et par conséquence, empéchaient son émergence. Ce qui a permis de conclure que

les mutations associées a la résistance n'auraient probablement aucune conséquence clinique.

Au cours de la saison 2007-2008, de nombreuses études portant sur la surveillance des
isolats du virus de la grippe ont montrés une augmentation de la fréquence des formes
résistantes a 1’Oseltamivir suite a la présence de la mutation H274Y chez les virus de la
grippe A(H1N1) pouvant aller jusqu’a 100% de résistance dans certains pays.(Baz et al.,2010
et Okomo-Adhiambo et al., 2010). Il a ét¢ démontré que c’est I’appariation successive de
deux mutation permissives (V234M et par la suite la R22Q) qui ont pu compenser la
diminution de la capacité réplicative et par conséquence ont favorisées 1’émergence des
formes résistante (Bloom et al.,2010). Apres la survenue de la pandémie grippale de 2009,
I'ancien virus saisonnier A(HL1N1) a été complétement remplacé par le nouveau virus
A(HIN1) pdmQ9 qui se caractérise par sa sensibilité aux inhibiteurs de la neuraminidase
(Hurt et al.,2014). Au cours de la pandémie 2009, il a été observé des cas sporadiques de
résistance pour le virus A(HIN1) pdm09 (Chen H et al.,2009).

La derni¢re mise a jour relative a la surveillance de la sensibilité aux INAs a 1’échelle
mondiale a estimé une fréquence des formes résistante a 1.7% pour I’A(H1IN1) pdmQ9, a
0.2% pour I’A(H3N2), a 0.5% pour le B Victoria et a 0.4% pour le B Yamagata (Gubareva et
al.,2017) (figure 17).
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Figure 17 : Représentation graphique de la derniére évaluation mondiale de la surveillance de la
résistance aux INAs (Gubareva et al.,2017)
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2. Les mutations de résistance aux INAs

Les mutations de résistance portent sur des residus conserves de la NA, qui sont soit des
résidus du site catalytique (R152K, R292K) soit des résidus proches de ce site et qui sont
importants pour sa structure (H274Y, E119V, N294S, D198N). Certaines mutations conférent
a la NA une résistance croisée au Zanamivir et a 1’Oseltamivir comme les mutations R152K
ou D198N. Alors que les autres sont spécifiques de 1’Oseltamivir (Marmier et al., 2010). La

majorité des mutations décrites conferent un haut niveau de résistance aux INAs (Tableau3).

D’une maniere générale, les mutations R292K et E119V sont associées le plus souvent
au virus A(H3N2) résistant a 1’Oseltamivir alors que la mutation H274Y (H275Y en
nomenclature N1) est fréquemment rencontrée chez les virus A(HLIN1) résistants a
I’Oseltamivir (Ives et al.,2002). Chez le virus de type B, la substitution D198N a été détectée
et decrite comme conférant la résistance a I’Oseltamivir chez un patient immunodéprimé
(Gubareva., 2004).

Les résistances associées au Zanamivir sont moins nombreuses que celles associées a
I’Oseltamivir pour deux raisons : la premiéere c’est que le Zanamivir présente une structure
quasi identique a celle de I’acide sialique, donc toute mutation empéchant la liaison avec le
Zanamivir dans le site actif de la NA, empécherait aussi la liaison avec ’acide sialique et
aurait un effet négatif sur la réplication du virus. La deuxiéme raison est expliquée par le
mode d’administration simple d’Oseltamivir lui fournissant une place de choix en termes de
traitement ou de prévention augmentant ainsi la pression sélective de ce dernier sur les

souches résistantes (Hurt et al.,2016 ; Gubarevaet al.,2017).

D’apres certaines études, I’augmentation progressive de la résistance a I’Oseltamivir par
rapport au Zanamivir est probablement liée a la structure conformationnelle de la molécule
favorisant le développement des formes résistantes a 1’antiviral particuliérement pour les virus
grippaux A(HINT1). En effet, afin d’accueillir la chaine latérale de la molécule d’Oseltamivir,
la neuraminidase doit subir un réarrangement créant ainsi une poche. Ce changement au sein
de la protéine (site catalytique) n’est pas nécessaire pour la fixation du Zanamivir (figurel8)
(Varghese et al., 1998).
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Figure 18: (A) mécanisme d’action de I’Oseltamivir et du Zanamivir.(B) marqueurs de
résistance(Moscona., 2005)
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Tableau 3: Mutations des acides aminés catalytiques et structuraux et spécificité des antiviraux
(Marmier et al., 2010).

Mutation Type et /ou sous-type  Efficacité

Oseltamivir Zanamivir
AA catalytique
R292K A/N2 R NT
R152K B R R

AA structuraux

E119V A/N2 R S
D198N B R R
H274Y A/N1 R S
N294S A/N2, A/IN1 Faible R NT

NT : nom testé R : Résistant S : sensible
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3. Méthodes de détection de la résistance aux INAs

La stratégie d’évaluation de la sensibilité des virus grippaux aux antiviraux plus
particulierement les INAs, repose essentiellement surdes tests phénotypiques basés sur la
mesure de I’IC50 (concentration minimale d’antiviral inhibant 50% de la réplication virale)
ou des tests génotypiques qui reposent sur la mise en evidence de la présence d’éventuel
marqueurs de résistance au niveau du segment codant pour cette protéine par comparaison a
des séquences de référence. Le choix de I’une ou I’autre de ces méthodes, ou la combinaison
des deux dépendraessentiellement des capacités de chaque laboratoire et de I’objectif de
I’investigation. C'est-a-dire, soit 1’orientation des directives de prise en charge correcte du
patient en cas d’échec thérapeutique, ou la surveillance de la dynamique d’évolution des virus
grippaux en terme de sensibilité aux antiviraux le long de la saison grippale. (Pozo et al.,
2013)

3.1. Les tests phénotypiques

Les premiers tests phénotypiques consistaient en la détection des virus grippaux
résistants par une évaluation de la réplication de ces derniers au cours de leur culture
cellulaire en présence du médicament. Cependant, en raison de 1’effet imprévisible du
récepteur antigénique (HA) sur la multiplication virale (Tisdaleet al., 2001), ces tests ont été
rapidement abandonnés pour étre remplacer par d’autres tests également phénotypiques mais
qui se basent sur une culture des virus grippaux sur des cellules MDCK et une évaluation par

la suite de leur sensibilité aux antiviraux.

La détection de la résistance repose sur la détermination des valeurs de I’IC50. Le
substrat analogue de I’acide sialique est incubé en présence du virus grippal avec des
concentrations croissante d’inhibiteurs de la neuraminidase. Aprés clivage du substrat on
observe une augmentation de la fluorescence ou de la chimioluminescence (selon la technique
de détection utilisée). Le signal est proportionnel a [I’activité enzymatique de la
neuraminidase. Plus I’IC50 est faible, plus la souche est sensible a la molécule testée
(Okomo-Adhimbo et al.,2010 ; Boivin., 2013).

Les techniques de détection par fluorescence ou chimioluminescence ont une procédure
similaire. Cependant ils peuvent générer des valeurs IC50 différentes, en particulier pour les
virus résistants. Les valeurs de I’TC50 générées par fluorescence sont souvent plus élevées que

celles obtenues par chimioluminescence (Okomo-Adhimbo et al., 2013a) ce qui offre une
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meilleure discrimination entre les valeurs de I’IC50 du mutant et celles du virus de type
sauvage. La technique de détection par fluorescence nécessite donc des titres viraux plus

élevés que la technique de dosage par chimioluminescence.

L’inconvénient majeur des tests phénotypiques est le temps. En effet, les virus grippaux
sont mis en culture sur des cellules MDCK étape essentielle pour étudier la sensibilité des
isolats aux antiviraux, ce qui nécessite de 3 a 7 jours d’incubation. Cette étape peut aussi
induire une modification de la sensibilité des souches virales aux antiviraux (Tamura et
al.,2013). D’autre part, I’interprétation des résultats nécessite 1’implication de plusieurs
paramétres (type de test, conditions d’essai, spécificité du support d’analyse, type ou Sous-
type de virus testé (Okomo-Adhimbo et al., 2013b). Les tests phénotypiques ne sont
appropriés que lorsque le temps nécessaire pour générer un résultat n’est pas critique, coOmme
pour une analyse rétrospective des échantillons provenant de patients traités ou pour une

surveillance.
3.2. Les tests génotypiques

La recherche des mutations génomiques conférant la résistance a un antiviral est
possible par séquengage du géne codant pour la protéine ciblée par 1’antiviral. Comme c’est le
cas pour le segment 6 du génome du virus de la grippe qui code pour la neuraminidase cible
de D’Oseltamivir et du Zanamivir. Ces techniques permettent de mettre en évidence de
nouvelles mutations de résistance par comparaison avec des sequences de référence provenant

d'isolats viraux exprimant un phénotype resistant.

3.2.1. Méthode de détection des polymorphismes

mononucléotidiques (SNP)

Lorsque les mutations de résistances sont déja bien identifiées, par exemple, la mutation
Y275H en N1 due a une substitution de la cytosine en thymine a la position 823 du géne de la
neuraminidase peut entrainer une substitution d'histidine en tyrosine en position 275associée a
la résistance a 1’Oseltamivir. Il est possible de les rechercher par d’autres techniques de
biologie moléculaire. La technique la plus utilisée est la PCR en temps réel impliquant des
amorces correspondant aux codons sauvages et d'autres aux codons mutés. L’interprétation est
en partie basée sur la comparaison des signaux obtenus avec les amorces des codons sauvages

et celles des codons mutés. (Lackenby et al., 2008 ; vandervries et al.,2010).
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Tableau 4 : Amoreces et sondes utilisées pour les tests de RT-PCR a la recherche de la mutation
H275Y du virus A/H1IN1pdmO09 (vandervries et al.,2010)

Primers du A/HIN1pdmQ9/ H275Y

panN1-275Y-primer sense cagtcgaaatgaatgcccctaa 797-818
panN1-H275-primer antisense tgcacacacatgtgatttcactag 797-818
panN1-275H-probe ttatcactatgaggaatga 6-FAM/BHQ-1 819-837
panN1-275Y-probe ttattactatgaggaatgaDragonfly/BHQ-2 819-837

3.2.2. Méthode de séquencage du génome du virus de la grippe

Le séquencage complet du génome de la grippe est de plus en plus utilisé pour la
recherche et la surveillance mondiale des virus de la grippe. Traditionnellement, cela a été fait
par séquencage de Sanger, développée par Fredrick Sanger et ses collegues a la fin des années
1970, cette approche implique 1’utilisation de I’ADN polymérase (Enzyme thermostable), une
paire d’amorces d’ADN, des désoxynucléotides triphosphates non marqués (dNTPs) et les
didésoxynucléotides a terminaison de chaine (ddNTP), chaque base étant marquée par un
fluorophore unique. Dans ce cas, I’incorporation sélective de ddNTP dans un brin
nouvellement synthétisé¢ par I’ADN polymérase inhibe 1’addition de dNTP ultérieurs, ce qui
empéche I’allongement ultérieur de ’ADN cible, et engendre des fragments d’ADN de
différentes tailles contenant du ddNTP marqué par fluorescence. La séquence d’ADN est
ensuite déterminée sur la base de la taille des fragments d'ADN issus de la réaction de
séquencage. Cette approche de séquencage peut générer des lectures de séquences d'ADN de
1000 pb par réaction.

Cependant, le facteur le plus déterminant pour la réussite de la stratégie de séquencage
de Sanger du génome complet est la disponibilité d’amorces capables de cibler de maniére
fiable uniquement les séquences du virus, mais pas celles d’hote ou d’autres agents
pathogenes. En raison de la grande diversité des virus de la grippe, la plupart des méthodes
Sanger développees a ce jour sont spécifiquesaux sous-types et nécessitent souvent
I'utilisation d'un grand nombre d'amorces. A titre d’exemple, la méthode décrite par Lee et ces
collaborateurs (Lee et al.,2013) concernant le sous-type A/H3NZ2 implique l'utilisation de 19

paires d'amorces PCR pour I'amplification du génome complet du virus, suivis de 40 amorces
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supplémentaires pour le séquencgage des produits de PCR. Les scientifiques utilisent souvent
la méthode de Sanger pour effectuer le séquencage partiel du génome des virus de la grippe,
tandis que les nouvelles technologies (NGS) conviennent mieux au sequencage du génome

entier.

Les systemes de séquencage de nouvelle génération ont été introduits au cours de la
derniére décennie et permettent des réactions de séquencage massivement paralleles. Ces
systemes sont capables d'analyser des millions, voir des milliards de réactions de séquengage
en méme temps. Une telle approche a amélioré considérablement la procédure de
manipulation pour l'identification des souches de virus grippaux. Le NGS révéle les variations
génétiques parmi de nombreuses particules de virus grippal différentes dans un seul
échantillon. Ce niveau de détail peut étre directement bénéfique pour la prise de décision en
matiére de santé publique. Toutefois, le codt et la disponibilité des équipements NGS,
associés a la nécessité d'une bioinformatique d’analysecomplexe, constituent des obstacles
majeurs pour de nombreux laboratoires lors de I’introduction de cette nouvelle technologie

(Zhao et al.,2016).
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VIIl. Programme de surveillance de la grippe

La surveillance de la grippe constitue un enjeu majeur de santé publique. Cette
pathologie infectieuse saisonni¢ére, dont I’agent étiologique est le virus Influenza, est
responsable de trois a cing millions de cas de maladies graves (Hsu et al.,2012) et d’environ
250.000a 500.000 déces par an (luliano et al.,2018). Il est donc indispensable, en période
épidémique, d’identifier le type de virus circulant et d’estimer la gravité de la pathologie, dans

le but de redresser les approches préventives et curatives.
1. A P’échelle mondiale

Les craintes suscitées par les maladies émergentes et réémergentes ont donné lieu a
plusieurs initiatives nationales et internationales visant a rétablir et & améliorer les dispositifs
de surveillance et de lutte contre les maladies transmissibles. L'un des principaux moyens mis
en ceuvre par les Etats Membres de 1'Organisation mondiale de la Santé (OMS) est la création
d’un systéeme mondial de surveillance qui regroupe les réseaux de laboratoires et de centres
médicaux existant au niveau local, régional, national et international en un super réseau de

surveillance.

Le systeme mondial de surveillance de la grippe en est un exemple concret. Mis en
place en 1949 a la suite de la pandémie de 1947, il est devenu au fil des années un partenariat
mondial des plus performants. Ce réseau comprend actuellement 143 centres nationaux de
référence grippe (CNRG), 6 centres collaborateurs OMS, 4 laboratoires de réglementation
essentiels OMS, 13 laboratoires de réference H5 OMS (Gubareva et al., 2017). Les centres
nationaux ont pour mission de surveiller continuellement les virus grippaux isolés localement
et de communiquer des informations sur I'émergence et la propagation des différentes
souches. Les données collectées a travers ce systeme permettent d’estimer la gravité de la
pathologie dans le but d’adapter en permanence les diapositifs de prévention, d’organisation
des soins et de redressement des stratégies thérapeutiques. lls font également parvenir aux
centres collaborateurs mondiaux des échantillons des souches isolées a 1’échelle locale.
(L’OMS recommande quatre envoiS par saison et a deux mois d’intervalle). Les souches
partagées feront 1’objet d’une caractérisation antigénique et génétique plus poussée, les
résultats obtenus constituent la base des recommandations de ’OMS pour la composition

vaccinale lors des réunions annuelles en février au sieége de I’OMS a Genéve (OMS., 2013).
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Paralléelement, une évaluation continue de la sensibilité de ces virus aux principaux

médicaments antigrippaux est réalisée.
Gréace a ce systeme on a pu mettre en évidence :

e En 2000, la propagation rapide et mondiale des virus A(H3N2) résistants aux

Adamantines, entrainant des recommandations de cesser d’utiliser cette catégorie

d’antiviraux (Saito et al., 2003 et Bright et al., 2005).

e En 2008 I’émergence des formes 100% résistantes a 1’Oseltamivir chez le virus

A(H1IN1) (Baz et al., 2010).

e En 2012 I’identification en Australie d’un regroupement de virus A(HIN1)pdm09
résistants a 1’Oseltamivir chez des patients qui n’ont jamais suivi un traitement a

I’Oseltamivir(Hurt et al.,2012).

L’émergence inattendue et la propagation mondiale de la résistance aux antiviraux
grippaux ont justifié I’importance de la surveillance de la sensibilité aux médicaments. Ainsi,
I’OMS a travers son réseau de surveillance de la grippe a augmenté son niveau de vigilance,
et a renforcé son systeme de surveillance de la sensibilité des virus grippaux aux INAs. Elle a
procéde a la création en 2011, d’un groupe de travail formé par des experts en matiére de
surveillance de 1’émergence des souches résistantes aux antiviraux. Ce comité veille a
1’élaboration des approches pratiques a 1’intention des centres nationaux de référence de la
grippe en examinant les méthodes disponibles pour la surveillance de la sensibilité aux
antiviraux, et a l’orientation de [’interprétation des données des laboratoires sur la
surveillance. Elle assure par ailleurs, une collecte des données a 1’échelle mondiale
concernant I’émergence des formes résistantes, ce qui permet 1’¢élaboration de rapports qui

servent de base pour la mise au point des lignes directrices (OMS.,2012 ; OMS.,2013).

Gréace aux travaux de ce comité, un guide standard « Practical guidance for national
influenza centres establishing or implementing neuraminidase inhibitor susceptibility
surveillance>>a eté élaboré en 2016 et destiné aux centres nationaux de référence de la
grippe afin de standardiser la stratégie de surveillance de la sensibilité aux inhibiteurs de la
neuraminidasea 1’échelle mondiale (OMS.,2016).
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2. Au Maroc

A I’heure actuelle, la surveillance épidémiologique de la grippe se fait

a travers deux systemes complémentaires :

e La surveillance virologique : Elle a été mise en place par le laboratoire de virologie de
I’Institut National d’Hygiéne (INH) depuis la saison 1995/ 1996, constitué d’un réseau
de médecins volontaires du secteur libéral (généralistes, pédiatres et pneumo-
phtisiologues) répartis géographiquement au niveau de différentes régions du royaume.
Ce réseau a été renforcé en 2000 par I’intégration de 8 centres de santé répartis au
niveau de 8 préfectures, chef-lieu de régions et en 2007 parl’insertion de huit centres
hospitaliers sentinelles du secteur public (Rabat, Fés, Mekneés, Agadir, Tanger, Oujda et
Béni Mellal). Cette surveillance repose sur I’identification hebdomadaire tout au long

de la saison des syndromes grippaux et des Infections Respiratoires Aigués.

e La surveillance épidémiologique : Ce réseau de 379 Centres de Santé et de 8 Centres
Hospitaliés (intégrés en 2006) est animé, depuis 2004, par la Direction de
I’Epidémiologie et de la Lutte contre les Maladies.La DELM estime tout au long de
I’année le nombre hebdomadaire de patient consultant pour un Syndrome Grippal ou

pour une Infection Respiratoire Aigue Sévére(IRAS) (Rguig et al.,2020).

A cela s'est ajoutée la création d’une base de données intégrée dans le web. Cette base
permet non seulement la communication entre les différents intervenantsde cette

surveillance mais également 1’analyse, la rétro-information et la diffusion des données.

Ce systeme a pour objectif global, la collecte de données épidémiologiques et virologiques
nécessaires pour mettre en place les mesures d'intervention appropriées pour assurer un
meilleur contréle de la maladie. Les objectifs spécifiques sont beaucoup plus attachés a

I’aspect épidémiologique ou virologique de la surveillance.

Aspect Epidémiologique :

a. Signaler le début et la fin de la saison de la grippe ;

b. Identifier et surveiller les groupes a haut risque de complications graves et de déces ;

c. Estimer la charge de morbidité et de mortalité de la grippe afin d’évaluer I'impact et
la gravité de chaque saison et prédire I’impact d’éventuelles pandémies futures ;

d. Aider a développer une compréhension de la relation entre les souches du virus et la
gravité de la maladie.
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Aspect Virologique :

a. ldentifier la circulation locale selon le type et sous-type des virus et la comparer au
niveau mondial et régional ;

b. Participer au réseau de surveillance mondial de la grippe de I’OMS en fournissant
des virus candidats pour la production de vaccins ;

c. Décrire le caractére antigénique et génétique des virus en circulation ;

d. Surveiller la sensibilité des virus aux antiviraux ;

e. Détecter les événements inhabituels et inattendus, comme les éclosions de cas de
grippe en dehors de la saison typique ;

f. Détecter les échecs vaccinaux qui peuvent annoncer la circulation de nouveaux virus
de la grippe ;

g. Détecter d’autres virus (VRS, Adénovirus, Parainfluenz1,2,3, Coronavirus)

En termes de surveillance de la sensibilité aux antiviraux grippaux et suite a I’utilisation
excessive du Tamiflu lors de la pandémie grippale 2009, une stratégie d’évaluation des profils
sensibilité/résistance vis-a-vis des inhibiteurs de la neuraminidase des virus grippaux
circulants a I’échelle nationale a €té mise en placea partir de saison 2014/2015. Une initiative
qui a été considérée par I’OMS comme étude pilote au niveau de la région EMRO.

Cette stratégie, selon les recommandations de I’OMS, repose sur une selection représentative
(au moins 40 échantillons positifs) représentant chaque type ou sous-types du virus de la
grippe, couvrant toute la saison et les différentes régions du pays (OMS.,2016). Une
évaluation phénotypique de leur sensibilité aux deux principaux inhibiteurs de la
neuraminidase (Oseltamivir et le Zanamivir) est effectuée, complétée par une analyse
génotypique :

» Des cas présentant un profil de sensibilité anormale dans le but de rechercher la

présence d’éventuels marqueurs de résistance.

» Une sélection de virus avec profil de sensibilit¢é normale dans le but d’évaluer la
dynamique du glissement antigénique au niveau du segment 6 du genome virale

(Cible des inhibiteurs de la neuraminidase).
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|. Population de I’étude

Les prélevements sont collectés dans le cadre de la surveillance virologique de la
grippe, chez des patients présentant soit un Syndrome Grippal ou une Infection Respiratoire

Aigue Séveére.
1. Définition de cas

L’aspect syndrome grippal (SG) est attribué a toute personne présentant brusquement :
une fiévre supérieure a 38° C, une toux ou un mal de gorge, et en 1’absence d’autre diagnostic
(OMS., 2018 ; Rguig et al.,2020). Cing prelevements par jour (les cing premiéres personnes
répondant a la définition de cas de grippe) sont recrutés parmi la population consultante au

niveau des centres de santé ou chez des médecins privés.

Alors que, les cas d’infections respiratoire aiglies sévere (IRAS) sont généralement
attribuées a toute personne, quelque soit son age, présentant un tableau clinique associant une
apparition brutale de signes respiratoires (toux associee a une difficulté respiratoire) dans un
contexte infectieux (fiévre, asthénie et céphalée). Toute personne répondant a la définition de
cas d’IRAS (OMS., 2018; Rguig et al.,2020) fait I’objet d’un prélévement dés son admission
au niveau des services hospitaliers de Pédiatrie, de Réanimation et de Pneumologiedes

hopitaux sentinelles.
2. Recueil des échantillons

Les prélévements sont réalisés par un écouvillonnage nasal, pharyngé ou naso-
pharyngé, dans les trois jours suivant I’apparition des symptomes qui correspond a la phase
aiglie de la maladie (Johnson., 1990). Il s’agit d’un geste techniquement simple en médecine
ambulatoire, a I’aide d’un écouvillon stérile, on préléve le plus de cellules possible en grattant
les parois internes des narines et/ou les zones inflammatoires du fond de la gorge.
L'écouvillon est introduit dans un tube renfermant 3ml de milieu de transport additionné
d’antibiotique et d’antifongique. Apres étiquetage, chaque prélévement est associé a une fiche
d’investigation dument remplie et envoyée au centre national de référence de la grippe dans
une caisse isotherme a une température de +4°C dans un délai maximal de 72 heures (Barakat
et al.,2012).
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3. Approche générale

Les 4888 prelevements collectés durant les quatre années de 1’étude ont été investigués
par la techniquede RT-PCR en temps réel. Ce test est utilisé en priorité pour détecter et
identifier les virus grippaux type B, sous-type A(H3N2) et A(HLN1) pdm09. Seuls les
prélevements positifs sont mis en culture sur les cellules MDCK. Les isolats présentant une
charge virale importante (titre en hémagglutination >1/16) seront retenus pour une évaluation
phénotypique appuyée par une analyse genotypique de leur profil de sensibilité aux

antiviraux, 1’Oseltamivir et le Zanamivir en l'occurence (figure 19).

Préléevements collectés
(surveillance)

Culture cellulaire

Extraction (MDCK ) or SIAT —_— Hemagglutination

Positive : titre
>1/16

4

PCR®P,InfA et InfB)

sensibilité aux INAs

|

‘ Evaluation de la

InfA
InfB pos séquencage
pos
PCR ( pdmH1 & H3)
PCR ou
(YAM & VIC) HS5,H7 et H9 , envoyés WHOCC

Figure 19 : Algorithme adopté au cours de cette étude

57



I1. Procédures de laboratoire

1. Extraction de I’ARN virale

L’extraction de I’ARN virale est réalisée par méthode automatisée via 1’extracteur
PureLink ARN total (IPrep™) et Trizol ® Plus Kits ARN (IPrep ™ Kits ARN). La méthode
repose sur une purification (aprés lyse des échantillons) qui fait appel a des mono-disperses,
perles magnétiques avec une surface de silice optimisée d’une haute spécificité :
« Dynabeads® MyOne™ silane ». Une fois les acides nucléiques fixés a la surface des billes,
un passage dans une série de tampon de lavage permet d’éliminer toute trace de contaminants.
L’ARN totale est ensuite récupéré dans un tampon d’élution. A partir d’un volume initial de
400 uL on obtient un éluat de 100uL. Bien qu’elle soit colteuse, cette méthode reste d’une

grande utilité pour les laboratoires de biologie moléculaire a haut debit (Figure 20).

Figure 20 : Extracteur automatique ™ PureLink ARN total

2. Détection et identification des virus de la grippe par RT- PCR en

temps réel

L'ARN viral est rétrotranscrit en ADN complémentaire (ADNCc) gréce a une enzyme
appelée transcriptase inverse, suivie d’une amplification par le biais de deux amorces qui se
lient aux extrémités 3 de I'ADNc. La détection se fait grace a une troisieme amorce
spécifique et couplée a des fluorophores (Probe). La présence de séquences virales spécifiques
se traduit par une augmentation de la fluorescence observée a partir de la sonde doublement
marquée. L’intensité de la fluorescence est proportionnelle a la charge virale dans
I’échantillon.
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Dans notre étude le protocole expérimental implique 1’utilisation de huit couples d’amorces et
sondes: RNase P, InfA, InfB, A/H3N2, SW InfA, le SWH1, B/Yamagata et B/Victoria (voir
annexel). Le couple d’amorces et sondes RNase P sert comme contrdle positif interne pour les acides
nucléigues humains, tandis que les autres sont plutét impliqués dans la détection et 1’identification des
différents types et sous-types de virus grippaux selon 1’algorithme représenté au niveau de la figure 21
(OMS.,2009; OMS.,2011).

Tableau 5 : Composition du mélange réactionnel

Composants Volume pour une réaction (pl)
H20 RNAse Free 55
2X RT-PCR buffer 125
Amorce Forward (40uM) 0.5
Amorce reverse (40uM) 0.5
Sonde (10uM) 0.5
SuperScript [II ™ RT / Platinum Taq Mix® 0.5
Volume total 20
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Primer
RP:-

InfA et
infB

Positif InfA | | Positif Inf B

| Sous-typage |

Primer Primer
AVHINZ, B/Yamagata
SWinfA et B/Victoria
SWH1

Primers des autre s virus de la
grippehumaine(HS HT7 et H9

Figure 21 : Représentation schématique de I’algorithme de détection et d’identification des virus
grippaux par RT-PCR temps réel(OMS., 2009; OMS., 2011)

2.1. Préparation du mélange réactionnel ou (Master Mix)

Un volume de 20 ul du mélange réactionnel préparé selon le tableau 5 est déposé dans
chaque puit d’une plaque de 96. Par la suite 5ul de I'extrait de I'échantillonest ajouté comme

indigué dans la figure 22.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
RP NTC | 81 82 S3 54 S5 S56 87 58 59 510 | 811
RP 512 | 813 | 814 | 815 |816 ([S17 | S18 [819 |8S20 | 821 | NTC | HSC

InfA NTC | 81 S2 S3 54 S5 S6 87 S8 59 S10 | 811
InfA 512 | 813 | 8514 | 815 | 816 [S17 | 818 [819 | S20 | 821 | NTC |PTC
InfB NTC | 81 52 83 54 S5 56 87 S8 59 810 | s11
InfB 512 | 813 | 814 | 815 |816 |[S17 | 818 [S819 | 820 | 821 |NTC |PTIC

Figure 22 : Répartition des échantillons et des couples d’amorces sur la plaque dans lecas du
typage du virus de la grippe
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La plague scellée est introduite dans un thermocycleur (ABI7500 Fast), programmé

selon les parametres d’amplification indiqués ci-dessous (figure23).

45 cycles
95°C ‘ 95°C
2 min 15 sec s5°C
50°C
.,_f 30 min Activationde la Taq 30 sec
;'/
/ Reverse Transcription
/

Figure 23 : Paramétres d’amplification de la matrice virale par PCRen temps réel

2.2. Interprétation des résultats

Lorsque tous les controles (positif et négatif) répondent aux exigences, un spécimen est
considéré comme positif grippe A/H3N2, si la réaction avec INFA et A/H3N2 montre des

courbes d’amplificationexponentielles avant le cycle 40.

Il est considérée comme positif grippe A/HIN1pdmQ9, si la réaction avec INFA, SW

INFA et SW H1 montre des courbes d’amplification exponentielles avant le cycle 40.

Si la réaction avec INFB montre des courbes d’amplification exponentielle savant le

cycle 40, alors il est considéré comme positif grippe B.

Par contre, un spécimen est considéré comme négatif pour les virus de la grippe A et B,
si la réaction avec I'INFA et la réaction avecl'INFB, ne montre pas de courbes d’amplification

exponentielles avant le cycle 40.

Il faut noter que si un échantillon est positif pour I'lNFA et négatif pour les deux sous-
types circulant couramment, il doit étre sous-typé pour les autres virus de la grippe Humaine

(H5, H7 et H9) selon le protocole spécifique a chaque sous-type de virus.
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RP |InfA |InfB |SWInfA | SWH1 | A/H3N2 | Résultat

+- | + - + + A/HIN1pdm09
+i- 4 - + A/MH3IN2
|- + - - - La grippe B
+ - - - - - Négatif grippe Aet B
+- |+ . - - - A sous-typer pour les autres

grippes humaines (HS5, H7 et H9)

Figure 24 : Critéres d’interprétation d’un test de typage/sous typagedu virus de la grippe par
PCR entemps réel (OMS.,2009)

3. Isolement des virus grippaux

Les virus grippaux sont isolés sur les cellules MDCK (Madin Darby Canine Kidney
cells lines). Lignée cellule provenant du rein de chien. Elles sont de nature épithéliale
possedant des récepteurs de type sialique, spécifiquesaux virus influenza, ce qui explique leur
sensibilité a I’infection par la majorité des virus influenza A, B et C (Tobita et al., 1975).

Ces cellules sont cultivées dans des boites de culture stériles en présence d’un milieu
nutritif MEM (Minimum essentiel Medium) additionné de 10 % de sérum de veau feetal
(SVF). Deux fois par semaine, lorsque les cellules sont confluentes, elles sont transférées
aprés trypsination dans d’autres boites (repiquage). La trypsination consiste a décoller les
cellules de leur support grace a I'action d'une enzyme appelée Trypsine qui a la particularité
a37°C, de cliver les liaisons entre les cellules. Ces cellules en suspension sont remises en
culture dans de nouvelles boites contenant du milieu enrichi de SVF (pour le maintien) ou
dans des plaques de 24 puits en vue de cultiver le virus. Pour ce faire, on place 2 ml de
suspension cellulaire par puit. Au bout de 24 heures a 48heures, lorsque le tapis cellulaire
atteint 70% de confluence, il est prét a étre inoculé. Apres avoir lavé 2 fois les cellules au
PBSincomplet (sans Ca*™ ni Mg*™), on inocule 0,1 ml de liquide de prélévement par puit
(figure25).

Aprées 30 min d’adsorption a température ambiante, 2 ml de milieu MEM additionné de
2ug/ml de trypsine TPCK sont ajoutés a chaque puit. Les cellules sont ensuite incubées dans
des sachets scellés a 35°C. En général, la libération de nouvelles particules virales se produit a

partir de la sixiéme heure et atteint son maximum a 16 voir 24 heures.
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Pour juger du résultat de I’isolement, les cellules sont observées sous Mmicroscope
inversé. L’effet cytopathogene se manifeste par le décollement des cellules et la destruction
du tapis cellulaire. L’¢évaluation de la charge virale dans la suspension du surnageant

cellulaire se fait a I’aide d’un test d’hémagglutination.

En effet, le virus de la grippe posseéde la propriété d’agglutiner les hématies de plusieurs
espéces animales (Cochons dinde, Mouton, Coq). Ce phénomeéne peut étre évaluéet visualisé

de fagcon macroscopique.

Réalisée sur un tapis
cellulaire jeune (de 48H)
de 70% de confluence.

Lorsque le virus lyse 50%
du tapis cellulaire
(I’apparition d’un ECP)

9
Q
wn
—

[N
-

*Inoculation

*Récolte du virus

Figure 25 : Culture de la ligné MDCK dans des plaques de 24puits

Dans notre étude, le test d’hémagglutination a été réalisé avec les hématies du cochon
d’inde. Un volume de 10 ml d’hématies prélevées sur 20 ml d'Alsever puislavéees 3 fois avec
le PBS. Entre chaque lavage, les cellules sont centrifugées 15 min a une vitesse de 3000 rpm.
Elles sont ensuite resuspendues dansle PBS & raison de 1 volume pour 9 volumes et

conservées a 4°c.

Une série de dilutions de suspension virale de raison 2 au PBS est réalisée dans des
microplaques a 96 cupules (50ul/cupule). Le méme volume d’une suspension d’hématies de
cobaye a 0,5% en PBS est ajouté. Les plaques sont ensuite incubées 1 heure, a temperature
ambiante. La réaction positive se traduit par un dépét irrégulier a bords déchiquetés et
crénelés d’hématies tapissant tout le fond du tube. La réaction négative donne une
sédimentation des hématies en un point rouge au fond du tube. Le titre du virus est I’inverse

de la derniére dilution qui donne encore une hémagglutination compléte (OMS.,2011).
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4.Analyse phénotypique des profils de sensibilité aux antiviraux par la

technique de la fluorescence
4.1. Principe

L’analyse phénotypique de la résistance aux antiviraux par la technique de la

fluorescence se fait en deux étapes :

La premiere consiste en la détermination de ’activité de la neuraminidase in vitro par le
MUNANA (2’-(4-Methylumbelliferyl)

neuraminic acid sodium salt hydrate). Ce substrat est clivé par la NA avec production du 4-

biais d’un substrat fluorogénique, -a-D-acetyl
Metylumbelliferone (4MU), qui émet une fluorescence a 460 nm pour une excitation a 355
nm. La mesure de cette fluorescence permet de quantifier 1’activité neuraminidasique (Figure
26). Une telle quantification permettra d’estimer le facteur de dilution spécifique pour chaque
souche analysée qui permet 1’obtention d’un signal en fluorescence équivalent a celui généré
par une concentration de 10uM du 4MU (Valeur standardisée par I’OMS pour la réalisation
de la suite du test).
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Figure 26 : principe de la technique d’étude de la sensibilité des virus grippaux par fluorescence

- La seconde permet I’évaluation de la sensibilité de ces virus aux INAs (Oseltamivir et le
Zanamivir). Dans ce cas, le substrat est incubé en présence des virus qui sont préalablement traités par
des concentrations croissantes d’INAs. Aprés clivage du substrat, on observe une production de la
fluorescence. Le signal est proportionnel a I’activité enzymatique de la NA, ainsi plus I’IC50 obtenue
(concentration de médicament requise pour inhiber 1’activité enzymatique de 50%) est faible plus la

souche est sensible & la molécule testée (Figure 27).
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Figure 27 : Test fluorimétrique de ’activité de la neuraminidase

La validation du test nécessite 1’introduction de souches de références types sauvages et
types mutées pour les quelles I’IC50 Oseltamivir et Zanamivir ont été déterminés avec

exactitude par le centre collaborateur OMS (tableau6).

Tableau 6 : valeurs de I’'IC50 des souches de référence des virus grippaux

sous-type Génotype IC50 moyenne IC50 moyenne
Oseltamivir Zanamivir

A(H1IN1) sauvage 0,5 0,4
A(HIN1) Mutée (H275Y) 4582 0,4
A(H3N2) sauvage 0,2 7,1
A(H3N2) Mutée (E119V) 42,3 7,1
A(H1IN1) pdm09 sauvage 0,6 0,2
A(HIN1) pdm09 | Mutée (H275Y) 191,3 0,4
B sauvage 13,1 1,3
B Mutée (D197E) 182,6 71
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4.2. Reconstitution des médicaments et la préparation du panel des

souches de référence
Reconstitution d’Oseltamivir et du zanamivir

L’Oseltamivir carboxylate a été fourni par la sociét¢é Hoffman La Roche (Basel,

Switzerland), alors que le Zanamivir par la société GlaxoSmithKline (Uxbridge, UK).

A partir du produit lyophilisé, on prépare une solution de 100 uM d’Oseltamivir
carboxylase et de Zanamivir avec de I'eau ultra-pure. Les solutions reconstituées sont ensuite

filtrées, aliquotées et stockees a -20°C.
Préparation du Panel des souches de référence

Le panel des virus de référence fourni par le laboratoire collaborateur de I’OMS pour la
grippe est constitué de virus grippaux humain de référence, présentant des profils de
sensibilité connus. Ce panel comprend les virus type A (sous type HIN1, HIN1pdmQ9 et

H3NZ2) et les virus de type B comme indiqué dans le tableau 6.

Dés leur réception au laboratoire, les souches de références sont rapidement stockées a -
70°C. Pour chaque type et sous-type de virus, on prépare deux flask de 75cm? de culture de
cellules MDCK a 100% de confluence. Dans une hotte a flux laminaire de classe Il, chaque
flask de cellules MDCK est lavé trois fois avec du PBS incomplet stérile, inoculé par 5ml de
la suspension virale (dilué au 1/100 dans du PBS stérile) et incubé a 35°C pendant 30min.
Ensuite on ajoute 20ml de MEM (0 % SVF) avec la trypsine TPCK et on réincube a 35°C

pendant 3 jours.

L’effet cytopathogene peut étre observé au microscope optique et ensuite confirme par
la technique d’hémagglutination. Les 40ml de la suspension virale ainsi obtenu pour les deux

flask sont aliquotés comme suit :
+ 20 X 100pl (quantité suffisante pour un test).
4 8 X 1000ul (pour un stockage a long terme).

+ 15 X 2000pl (pour un stockage a long terme).
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4.3. Détermination de P’activité de la neuraminidase

L’activité de la neuraminidase permet de mettre en évidence le niveau de multiplication
virale. Pour ce faire, des microplagues a 96 cupules contenant différentes dilutions des
suspensions virales a raison de 2 a I’aide du tampon 1X, sont préparées (Figure28). On y
ajoute du substrat (MUNANA), puis les plaques sont incubées a 37°C pendant une heure.
Immédiatement aprés 1’addition de la solution stop, la plaque est introduite dans le
fluorométre. L’intensité de la fluorescence est détectée a une longueur d'émission de 460nm
pour une longueur d’excitation de 355nm. Les résultats sont enregistrés au niveau d’un
tableau Excel avant d’étre transférés sur une feuille de calcul développée en interne par le
CDC. Cette derniere permet de déterminer la dilution de la suspension virale standard pour la

réalisation de la deuxieme étape du test de sensibilité aux INAs.

1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 11 12
Wins | Virug| Virus| Virns | Ve | Virus| Virus| Virne | Voos| Virus| Vimus | Vims
1/2 A
1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 [§) 5]
1/4 B ~ - - _ ~ ~ - ~ ~ -
1/8 C
1/16 D
1/32 E

1/64 F \ J

/R
1.-"138GV‘|’VVVVVVVVV%

Tampon| H — |

Figure 28 : Modéle de préparation de la série de dilution de la suspension virale
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4.4. Détermination de I’'IC50

» Préparation des dilutions I’Oseltamivir et le Zanamivir de 1000 nM a 0.01nM

A partir des solutions-meéres Oseltamivir et Zanamivir a 100uM, on prépare une serie de

dilution des deux médicaments allantde 1000nM a 0.01nM comme illustré dans la figure29.

Stop!

150ul 150ul etc. l Talmp"l“
A - Bdk B
100ul medicament . A | B C D E F G H
(1L00umMm).
1 2 3 4 =3 6 7 a8 9 10 11| 12

+#+ 1900 ul du tampon dans le puit A.

*3* 1350 ul du tampon dans les puits B-H.

Figure 29: Dilution des médicaments

» Dilution des suspensions virales

Dans une hotte de classe Il et selon le facteur de dilution obtenu par la fiche de calcul
on procede a la dilution des suspensions virales aussi bien celles a tester que celles de

référence avec le tampon 1X. Généralement 400ul de chaque suspension virale diluée est

suffisante pour tester un médicament.

> Détermination de I’IC50

Cette étape permet de tester l’influence directe des inhibiteurs sur [’activité
neuraminidasique. La suspension virale diluée est pré-incubée a 37°C pendant 45 min en
présence d’une gamme de concentration d’inhibiteurs (1000 nM a 0.01 nM). Le substrat est
ensuite ajoutésuivi d'une réincubation a 37°C pendant 60min. Ceci permet d’évaluer 1’activité

neuraminidasique résiduelle par la détection du signal généré a la suite du clivage du substrat

(Figure30).
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Figure 30 : Plaque de 96 cupules avec les différentes concentrations
des INAs (de 1000 nM & 0.01 nM)

4.5. L’analyse des données

Une représentation graphique de 1’intensité de la fluorescence émise en fonction de la
concentration du médicament permet la détermination de 1’IC50, en utilisant le
logicield'ajustement de courbe JASPR V1.2 (CDC, Atlanta, GA, USA).

La courbe est obtenue selonl’équation V = Vmax * (1 - ([1]/ (Ki + [I])).
Vmax : la vitesse maximale de génération du métabolite,

| : la concentration de I’inhibiteur,

Ki : constante d’inhibition du complexe enzyme-inhibiteur.

Les valeurs de I’IC50 sont ensuite analysées par comparaison aux souches de référence.
L’analyse de la distribution des valeurs de I’'IC50 est effectuée pour chaque médicament grace
au logiciel Statistica 6, qui déterminela moyenne, parametre nécessaire pour la comparaison

du degré de sensibilité du méme sous-type virale pour les deux médicaments.
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4.6. Critere d’interprétation des résultats

L’une des principales difficultés de la surveillance de la sensibilité aux inhibiteurs de la
neuraminidase est I’interprétation des résultats obtenus. Pour les essais phénotypiques, il s'agit
d'interpréter les valeurs des 1C50 obtenues.

Actuellement, il n’y a pas de données suffisantes pour décrire les consequences
cliniques des modifications méme mineures des valeurs des IC50 et/ou des substitutions
d’acides aminés associées. Pour veiller a la cohérence de la notification des données de
surveillance de la sensibilité aux inhibiteurs de la neuraminidase, ’OMS a fixé un ensemble
de critéres définissant la sensibilité des virus aux antiviraux sur la base de coefficients de

multiplication des valeurs des IC50 par rapport aux valeurs de référence (OMS.,2012)
En ce qui concerne les virus grippaux A, I'OMS recommande d’utiliser les critéres suivants :
+ Sensibilité normale :1C50 <10 fois IC50 moyennede la souche de référence sauvage,

+ Sensibilité réduite :IC50 comprise entre 10 et 100 fois IC50 moyennede la souche de

référence sauvage,
+ Sensibilité trés réduite :1C50 >100 fois IC50 moyennede la souche de référence sauvage.
Pour les virus grippaux type B, voici les recommandations de I’'OMS :
+ Sensibilité normale :1C50 <5 fois IC50 moyenne de la souche de référence sauvage,

+ Sensibilité réduite :1IC50 comprise entre 5 et 50 fois IC50 moyennede la souche de

référence sauvage,
+ Sensibilité trés réduite (1C50 >50 fois IC50 moyennede la souche de référence sauvage.

(Okomo-Adhiambo., 2013a; Okomo-Adhiambo.,2013b; OMS., 2012).
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Séguencage du segment 6 du génome viral (NA) par méthode de

Sanger

Dans le but de garantir I’obtention de séquences de bonne qualité, le géne de la
neuraminidase des différents sous-types de virus de la grippe a été séquence en 5 fragments
individuels chevauchant les uns avec les autres (figure31). Ainsi 5 paires d’amorce permettent
un séquencage complet du geéne viral. D’autre part ces paires d’amorces sont couplées au
niveau de leur extrémité 5’par deux amorces universelles, la M13F et la M13R (Protocol
CDC). Une stratégie qui vise a minimiser le nombre de réaction PCR (réaction de séquence)

tout en garantissant la qualité du séquencage.

En effet, au niveau de la réaction de séquence, les deux amorces universelles couvraient
efficacement 1’ensemble des fragments pour tous les produits PCR, réduisant ainsi la
nécessité d’un séquencage plus approfondi utilisant des amorces internes supplémentaires

(référence Protocol CDC non publié).

g | S 334Pb
! P 584PD
] P 535 Ph
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Figure 31: Stratégie d’amplification du segment 6 du génome viral en 5 fragmentsindividuels
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5.1. Rétrotranscription et amplification

L'ARN viral a été extrait a partir des isolats obtenus par culture cellulaire. Une
rétrotranscription associée a une amplification pour les 5 fragments du gene de
laneuraminidase avec le panel d'amorces du CDC (Tableau7) a été réalisée selon le protocole

indiqué par la trousse Bioline.

Tableau 7 : Séquences nucléotidiques des 5 couples d’amorces utilisées dans I’amplification du
géne de la neuraminidase du virus pandémique A/H1IN1pdmQ9 (OMS., 2018)

Amorces NA
A/HIN1pdmo09 Séquence de nucléotides

N1lpdmNA_F1 | TGT AAA ACG ACG GCC AGT AGC AAA AGC AGG AGT

N1pdmNA_R1 | CAG GAA ACAGCT ATGACCTCT GTTATT ATRCCRTTGTA

N1lpdmNA_F2 | TGT AAA ACG ACG GCC AGT TGT CAT RAG RGARCC ATT CA

N1pdmNA_R2 | CAG GAA ACA GCT ATG ACC TAACAG GAGCATTCCTCATA

N1pdmNA_F3 | TGT AAA ACG ACG GCC AGT CCATAC AACTCAAGATTT GAGTCAG

N1pdmNA_R3 | CAG GAA ACA GCT ATG ACC CGC TAT ATCCTGACCACTCATT

N1pdmNA_F4 | TGT AAA ACG ACG GCC AGT AAT GGR CAR GCC TCR TAC AA

N1pdmNA_R4 | CAG GAA ACA GCT ATG ACC GCT GCT YCC RCT AGT CCA GAT

N1pdmNA_F5 | TGT AAA ACG ACG GCC AGT GGC AAT GGT GTT TGG ATA GG

N1pdmNA_R5 | CAG GAA ACA GCT ATG ACC CTA TGA CCA GTA GAA ACA AGG AGT
TT

M13forward TGT AAA ACG ACG GCC AGT

M13 reverse CAG GAA ACA GCT ATG ACC
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Protocole :

Un volume de 5ul d’ARN virale est ajouté a un mélange réactionnel de 45 ul (Tableau
8). L’ensemble est introduit dans un thermocycleur, la matrice est amplifiée selon les
conditions suivantes : 45°C pendant 20min pour une rétrotranscription, suivie d’une étape
d’activation de la Tag polymeérase une minute a 95°C. A la fin de 40 cycles de (dénaturation a
95°C pendant 10 secondes, hybridation a 60°c pendant 10 secondes et extension a 72°C

pendant 30 secondes), le produit PCR peut étre détecte.

Tableau 8 : Composition du mélange réactionnel

Composants Volume pour une réaction (pul)

H20 Ultra pure 145

Tampon (2X My Tag one-step Mix) 25
Amorce Forward 2
Amorce reverse 2
Rnase inhibiteur 1

Reverse transcriptase 0.5
Volume total 45

5.2. Révélation des produits de PCR sur gel

Les produits de la premiére PCR sont déposés dans un gel d’agarose al% préparé dans
une solution de TBE (Tris — Borate- EDTA) additionnée de bromure d’éthidium (BET). Le
BET s’intercale entre les bases des acides nucléiques et présente la propriété de donner une
fluorescence en rouge orange lorsqu’il est excité par la lumicre ultraviolet (UV). C’est ainsi
que les produits aprés migration sont visualisés sur plague a UV, leurs tailles sont déterminées

en comparaison avec un marqueur de poids moléculaire.
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5.3. Purification des produits de PCR : EXOSAP-IT

L’Exo SAP permet de purifier les produits de PCR en ¢liminant les amorces et les
dNTPs en exces. L’enzyme est active a 37°C et inactive a 80°C. Les fragments simples brins
inférieurs & 100 paires de base sont ainsi degradés. Pour 5ul du produit PCR 4ul de
I’EXOSAP-IT sont ajoutés. L’ensemble est introduit dans un thermocycleur et incubé selon le
protocole suivant : 15min a 37°C, 15min a 80°C et 4°C a «o. Le produit de purification peut

étre conservé au congélateur -20°C pour effectuer la réaction de séquence ultérieurement.
5.4. Réaction de séquence

Le séquencage consiste a déterminer la séquence nucléotidique d’un géne ou d’un
fragment de gene. La méthode de séquencage actuellement employée est la méthode
enzymatique de Sanger ou methode des interrupteurs de chaines. Elle consiste a synthétiser
I’ADN complémentaire de chaque brin par extension de 1I’amorce tout en incorporant au
hasard des didésoxynucléotides (ddNTPs). Dés qu’un ddNTP est incorporé, la synthése
d’ADN s’arréte puisqu’il ne posséde pas de groupement hydroxyle en position 3’ nécessaire
pour former la liaison phosphodiester reliant les ddNTPs entre eux. Les ddNTPs étant en tres
faible concentration ne s’incorporent que rarement et au hasard. Statistiquement, des
fragments d’ADN de toutes les tailles sont formés, contenant a leur extrémité 3’ terminale les
ddNTPs d’arrét. La trousse Big DyeTerminator utilise le principe des terminateurs de chaine ;
il s’agit de ddNTPs marqués avec quatre fluorochromes de couleurs différentes (Beate et

al.,2020)

Les produits PCR purifiés ont été séquencés avec I'utilisation du kit Big Dye Terminator
(version 3.1) et des amorces universelles M13 (protocole CDC non publié). Chaque produit
de PCR devra étre séquencé dans deux réactions (séquencage bidirectionnel).

Un mélange réactionnel de 10 ul contenant: 2ul tampon Big Dye Terminator
(version3.1),2 ul de la polymérase, 3ul de I’eau ultra pure,lul des amorces (M13 Forward ou
réverse) en plus de 2 pl de I’ADN purifiée est introduit dans un thermocycleur. L’ADN
matrice est amplifiée apres activation de la polymérase 5 minutes a 95°C, suivie de 30 cycles
de (15 secondes dénaturation a 95°C, 30 secondes d’hybridation a 45°C et 30 secondes
d’¢longation a 68°C) et une extension finale 3 minutes & 60°C. Les réactions de séquencgage

sont réalisées dans des plaques de 96 puits.
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5.5. Purification des produits de séquences

Les derniers produits de PCR ont été purifiés en utilisant kit (Big Dye X
Terminatorpurification version 1.1). Le kit permet la purification des produits de réaction de
séquence en capturant les nucléotides non incorporés et les amorces en exces en plus des sels
et des autres molécules chargées qui pourraient interférer lors de la migration capillaire. A
chaque puit de la réaction séquence un volume de 10 ul d’un mélange (45ul de la solution
SAM et 10ul de la solution BDX) est ajouté. On vortex par la suite pendant 30 minutes. Une
centrifugation a 1600g pendant 2 minutes permet de faire précipiter les débris de la réaction
de séquence. Le produit d’amplification purifié se trouve dans la phase aqueuse. Une
veérification de la présence de deux phases culot et surnageant au niveau de la plaque de

séquence avant son introduction dans 1’analyseur est recommandée.
5.6. Détection automatisée des séquences

Les produits préalablement purifiés sont chargés au niveau de 1’analyseur ABI 3130XL.
Le séquengage implique la création d’un flux électrique du sens négatif vers le sens positif a
travers le polymeére capillaire (migration en capillaire avec du polymere POP7). Les fragments
d’ADN les plus petits migrent plus vite que les fragments plus longs. Comme chaque
fragment est excité par le laser a ions argon, la fluorescence est détectée par une caméra CCD
et convertie en séquence par le logiciel d’analyse de séquengage d’ADN (Sequencing

Analysis)
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I11. Analyse phylogénétique des séquences

Les séquences sont assemblées, éditées, et alignées a l'aide du programme Sequencher
4.10 (Gene Codes Corporation, MI, USA). La construction des arbres phylogénétiques est
réalisée en utilisant le programme MEGA (version 6.0) avec la methode du plus proche
voisin, dite de « neighbour-joining » (NJ) et en utilisant le test de robustesse de I’arbre (« boot
strap ») de 1000 (Tamura et al., 2007). Le test de robustesse de I’arbre (« boot strap ») de
1000 permet de déterminer le degré de fiabilité des branchements dans les arbres. Lorsque ce
nombre est supérieur a 70%, le noeud est fortement prédit, lorsqu’il est compris entre 50 et
70%, il est douteux, et lorsqu’il est inférieur a 50%, cela signifie que la branche concernée est
tres faiblement prédite, donc non significative. Dans chaque cas, les isolats sont comparés a
des souches de référence et ceci pour établir le degré de proximité génétique.

V. Estimation du taux d’évolution du géne de la NA

Les taux globaux de changement évolutif (substitutions / site / an) et la diversité
génétique relative des genes de NA ont été déterminés a l'aide de la méthode Bayesienne
Chaines de Markov Monte Carlo (MCMC) mise en ceuvre dans le logiciel BEAST (Bayesien
Evolutionary Analysis Sampling Trees) version 1.8.2 (Drummond et al.,2012). Un "bayesien
skyline plot" a été généré pour le gene de la NA des différents sous-types grippaux collectés
durant les saisons grippale de 2009/2010 & 2017/2018, afin d’analyser I'évolutiongénétique des

séquences au fil du temps.
V. Détermination des sites de glycosylation

A T’aide du logiciel (Glycosylation site calculator) on a pu établir la dynamique de
migration des sites de glycosylation au niveau de la protéine de la NA des différents sous-

types de virus grippaux circulant au Maroc durant les dix dernieres saisons grippales.
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I. Bilan virologique

Pendant les quatre saisons qu'a durées cette étude (saison 2014/2015, 2015/2016,
2016/2017 et 2017/2018), respectivement 440,1189,1593 et 1666 prélévements ont été
collectés dans le cadre de la surveillance virologique de la grippe au Maroc, chez des patients
présentant un syndrome grippal ou une infection respiratoire aigle. Le suivie hebdomadaire
des épisodes grippaux durant la période de I'étude, a permis de mettre en évidence une
certaine régularité dans la survenue de la saison grippale, mais avec une ampleur variable. Un
début entre la 46 °™ et 49™ semaine et un pic entre la 3°™ et la 4 ™ semaine de chaque

I’année (figure32).

D’autre part, une prédominance d’un sous-type particulier durant certaines épidémies
de grippe, a été observée. C’est le cas pour le type B au cours de la saison 2014/2015, le sous-
type A(HLN1) pdmQ9 au cours de la saison 2016/2017 et le sous-type A(H3NZ2) au cours de la
saison 2016/2017. Alors que la saison 2017/2018 a été caractérisée par une circulation

concomitante des trois sous-types viraux. (Figure33)

Parmi les 4888 prélevements globalement collectés, 1126 ont été confirmés
biologiquement positif. Parmi lesquels201 au cours de la saison 2014/2015,274 au cours de la
saison 2015/2016, 255 au cours de la saison 2016/2017 et 396 au cours de la saison
2017/2018 reflétant un taux de positivité respectif de 46%,23%,16%, et 24% (figure34).

Surveillance virologique de la grippe au Maroc durant les 4 saisons
130 2014/15,15/16, 16/17 et 2017/2018 (Institut National d'Hygiéne- Maroc)

B GRIPPE B
140 A (H3NZ)
I A(HINLpdm

20

courbe dutaux de
positivité (%)

40

Nbret % des prélevements positifs

-10

Semaines épidémiologiques

Figure 32: Saisonnalité des types et sous-types du virus de la grippe A et B au Maroc de quatre
saisons grippales 2014/15,2015/16,2016/17et 2017/2018
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Figure 33: Répartition des différents sous-types grippaux pour chaque saison grippale
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Figure 34: Taux de positivité grippale relative a chaque saison

79



I1. Isolement virale

Tous les prélevements positifs ont été cultivés sur cellules MDCK dans le but
d’augmenter leur titre viral (parametre primordial pour 1’évaluation de leur sensibilité aux
deux antiviraux). Aprés culture, uniqguement les isolats ayant un titre viral supérieur ou égal a
1/16 ont été retenus pour la suite de 1’étude. Parmi les 1126 échantillons positifs détectés au
cours de ces quatre saisons, 319 isolats ont donné un titre satisfaisant. Parmi eux, 117(36.7%)
sont de sous-type A/H1IN1pdmQ9, 102(32%) de sous-type A/H3N2 et 100(31.3%) de type B
(figure35). Les résultats obtenus refletent un rendement en culture cellulaire de 32%,38%,
35% et 15% respectivement pour les saisons 2014/2015,2015/2016, 2016/2017 et 2017/2018
(figure36).

mTypeB ®mA/HINipdmO9 = A/H3IN2

102(32%)

Figure 35: Rendement en culture cellulaire relatif a chaque sous-type de virus grippale
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Figure 36: Rendement en culture cellulaire relatif a chaque saison grippale
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I11. Evaluation de la sensibilité des virus grippaux aux INAs

(Oseltamivir et Zanamivir).

1. Pour les virus type B

1.1. Evaluation phénotypique par test fluorométrique

Cent isolats appartenant au sous type B, ont fait I’objet d’une évaluation de leur
sensibilité aux deux antiviraux grippaux (Oseltamivir et le Zanamivir) par un test
fluorométrique permettant ainsi un calcul de 1’'IC50 (la concentration d’antivirale capable
d’inhiber 50% de [I’activité neuraminidase). Comme indiqué précédemment, le profil
"sensibilité ou résistance" est déterminé a la base des coefficients de multiplication des
valeurs des IC50 moyenne des souches testées par rapport a I’IC50 moyenne spécifique a la
souche de référence B/Perth/211/2009. Le résultat de I’analyse phénotypique comme indiqué
dans le tableau 8 a révélé que parmi les 100 isolats testés 98 ont présentés une IC50 moyenne
par rapport a 1’IC50 moyenne B/Perth/211/2009(souche référence type B) inférieur a 5. Donc
ils ont une sensibilité normale vis a vis des deux médicaments. Alors que deux souches, B/
Morocco/176H/2014 et B/Morocco/CP10/2015 ont présentées une IC50 Oseltamivir d’un
multiple respectif de 6 et 8 par rapport a I'lC50 moyenne de la souche de référence. Elles sont
considérées comme ayant une sensibilité réduite vis-a-vis de 1’Oseltamivir, alors que leur
sensibilité au Zanamivir est normale. Un profil qui doit étre confirmé par une analyse
génotypique. D’autre part, Dans le but d’évaluer le degré de sensibilité des isolats grippaux
types B a chaque médicament, I’'IC50 moyenne globale relative a chaque molécule a été
calculée. L’IC50 moyenne du Zanamivir globale est de 2.47uM alors que celle de
I’Oseltamivir est de 35.29uM, ce qui traduit une sensibilité plus accrue (14 fois) pour le

Zanamivir par rapport & I’Oseltamivir.

Cette grande différence de comportement pourrait s'expliquer par la structure
conformationnelle caractéristique de chaque médicament. En effet, I’Oseltamivir renferme un
groupement amine et une chaine latérale hydrophobe alors que le Zanamivir possede un
groupement guanine et une chaine glycérol. 1l a été démontré que la fixation de I’Oseltamivir
nécessite des réarrangements au sein de la neuraminidase (la rotation et la liaison du résidu
E276 au résidu R224 est nécessaire) qui pourrait conduire a une réduction de 1’affinité de
I’enzyme vis-a-vis du medicament. Le Zanamivir a une haute homologie a 1’acide sialique,

substrat naturel de la neuraminidase, par conséquent, cette modification conformationnelle
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n’est pas nécessaire d’ou I’affinité enzymatique observée pour ce meédicament (McKimm-
Breschkinet al.,2012). L'Oseltamivir a été signalé comme ayant une efficacité clinique
moindre dans la prise en charge des enfants infectés par la grippe B par rapport a la grippe A
(Sugaya et al.,2007 ; Burhman et al.,2013)

Lors de cette étude, une grande variabilité des valeurs des IC50 pour I'Oseltamivir a été
constatée pour les 98 échantillons. En revanche, pour le Zanamivir, les 1C50 présentent des
valeurs rapprochées (Tableau 9). La variabilité des IC50 Oseltamivir constatée chez les virus
grippaux de type B serait probablement associée aux propriétés antigéniques et génétiques des
deux lignées, a savoir la lignée Victoria et la lignée Yamagata (Okomo-Adhiamo et al.,
2013a). Cette constatation nous a incité a effectuer des analyses génétiques et antigéniques
supplémentaires. Sur les 98 virus grippaux B testés pour I'Oseltamivir, 20(20,41%)
appartenaient a la lignée Victoria, tandis que 78(79.59%) étaient de la lignée Yamagata.
L’analyse statistique complémentaire des données de I’IC50 pour les 2 sous-types du virus de
la grippe B, a révélé que les virus de la lignée Victoria étaient deux fois moins susceptibles a

I'Oseltamivir que les virus de la lignée Yamagata (Figure 37).
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Tableau 8 : Valeurs des 1C50 moyenne du type B (Yamagata et Victoria) des deux INAs

Années Origine 1C50 (nM) Type B
d'isolement
Nombre (100) Médiane [range] Moyenne = SD | phénotype
2014/2015 SG 28 33,94 [11,60 - 46,44] 31,98 £ 9,57 SN
IRAS 30 32,26 [12,04 - 380,20] 31,52+ 11,17 SN
Oseltamivir 2 225,40 [200,60 -250,20] 225,44+35,07 SR (6-8)
2016/2017 SG 20 55.30 [43.20-60.04] 50.61 + 11.86 SN
2017/2018 SG 20 26,33 19,51 - 37,03] 27,08 +5,41 SN
Zanamivir | 2014/2015 SG 28 3,45 [0,67 - 7,51] 3,37 +1,79 SN
IRAS 32 3,60 [0,56 - 8,61] 3,74+211 SN
2016/2017 SG 20 1,35[0,79 - 2,65] 1,47 + 0,53 SN
2017/2018 SG 20 1,20[0,85 - 2,41] 1,31+0,44 SN
SN : sensibilité normale SR : sensibilité reduite
Influenza B
20 . )
18 +
g 16 + .
14 4 .
:%1 12+
[=] -
E 10 4 -
= 8 4
L]
o 6 -
] 1 - —
0 1 T o
Dseltamivir Zanamiwvir Meédicament

Figure 37: Comparaison de la sensibilité du virus de type B aux deux médicaments
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1.2. L’évaluation génotypique par séquencage du géne de la NA

Comme il a été décrit dans le protocole de 1’étude, les souches ayant présentées un
profil de sensibilité anormale, la B/Morocco/176H/2014 et la B/Morocco/CP10/2015en
I'occurence, ont fait I'objet d'une analyse genotypique dans le but de rechercher d’éventuelle
mutations reconnues par 'AVWG comme conférant une résistance aux INAs de la

neuraminidase.

Parallélement, un échantillon représentatif de 30 souches de type B, ayant un profil de
sensibilité normale a été également génotypé, dans le but d’évaluer I’effet cumulatif de la

dérive génétique du segment 6du génome viral durant les quatre saisons.

Les 32 isolats marocains analysés B/Yamagata et B/Victoria par comparaison aux souches de
référence respectives B/Florida/4/2006 et B/Malaysia/30552/2004, n'ont montré aucun acide
aminé de substitution associé a une réduction de la sensibilité aux deux inhibiteurs de la
neuraminidase. En ce qui concerne I’isolat B/Morocco/CP10/2015 une mutation a la position
K371N a été identifiée mais n'a jamais été décrite auparavant comme étant un marqueur de
résistance. Elle est localisée a 3 acides aminés du site actif. Ceci peut étre a ’origine de la
modification de la sensibilité observée pour 1’Oseltamivir au niveau du test phénotypique.
Une confirmation par génétique inversée a €té recommandée par le comité de surveillance de
la sensibilité aux antiviraux grippaux de la région EMRO (Elfalaki et al., 2016). Concernant
I’isolatB/Morocco/176H/2014, étant donné la faible différence de son IC50par rapport a la
valeur seuil et de I’abscence de tous marqueurs de résistance, cet isolat est considéré comme
sensible (Okomo Adhiamboet al.,2013a). Par contre, un certain nombre de substitutions a été
décelé aussi bien dans le cas de la lignée Yamagata (16 substitutions) que dans celui de la
lignée victoria (15 substitutions) (figures 38 et 39). Aucune de ces mutations n’a été décrite
auparavant comme affectant les fonctions biologiques du virus, elles sont surtout liées a la

diversification génétique spécifique a de chaque lignée (Chen et al.,2016).

Le résultat obtenu traduit une prévalence de 1% des formes résistantes relatives a
1’Oseltamivir, ce qui est en phase avec les tendances observées a 1’échelle mondiale. En effet,
les études de surveillance antivirale menées au cours des différentes saisons et dans
différentes zones géographiques a travers le monde ont montré une remarquable activité in
vitro des INAs contre les virus de la grippe B et ont indiqué une faible fréquence de

circulation des variant pharmaco-résistants (li et al., 2015 ; Okomo-Adhiambo et al.,2015).
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Guebariva et ces collaborateurs, dans leur derniére mise a jour en terme de prévalence des
formes résistantes a 1’échelle mondiale, ontestimé uneprévalence de 0.5% des formes

résistantes a 1’Oseltamivir parmi les souches qui ont circuléesdurant la saison 2015-

2016(Guebariva et al.,2017).
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Figure 38: Variation dans la séquence en acides aminés de la neuraminidase des isolats cliniques
appartenant a la lignée Yamagata par rapport a la souche de référence B/Florida/4/2006
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Figure 39: Variation dans la séquence en acides aminés de la neuraminidase des isolats cliniques
appartenant a la lignée Victoria par rapport a la souche de référence B/Malaysia/30552/2004
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2. Pour les virus sous-type A(H1IN1) pdm09

2.1. Evaluation phénotypique par test fluorométrique

Le Protocole d'évaluation de la sensibilité aux INAs du virus de l'influenza A est
similaire a celui utilisé pour I'influenza B et comprend 1’approche phénotypique complétee
par I’analyse génotypique (Potier et al., 1979). Un total de 116 isolats A(HIN1) pdmQ9 a été
sélectionne durant la présente étude et soumis a 1’évaluation phénotypique.71/116 ont été
prélevés chez des patients présentant un Syndrome Grippalet 46/117 chez des patients ayant

développés une infection respiratoire aigue sévere.

Par comparaison a I’'IC50 moyenne d’A/Perth/265/2009 (souche de référence sous-type
A/HIN1pdm09), et comme indiqué dans le tableau 10, la totalité des souches testées a
présenté un coefficient de multiplication inférieur al0aussi bien pour 1’Oseltamivir que pour
le Zanamivir. Ce qui traduit un profil de sensibilité normale pour les deux médicaments. La
figure 40 représente les 1C50 moyennes Oseltamivir et Zanamivir globale relative aux
souches sensibles isoléesdurant lapériode del’étude. Une comparaison de ces valeurs
moyenne relative au sous-type A(H1N1) pdmQ9, refléte une sensibilité 3 fois plusréduite pour
I’Oseltamivir (1C501.24 uM) que pour le Zanamivir (IC50 0.54uM). IL a été rapporté, que le
virus pandémique présente une sensibilité similaire pour ces deux medicaments (okomo-
adhiambo et al.,2010).

Les résultats obtenus a travers cette évaluation phénotypique sont en faveur de la
probabilité d’une modification a 1’échelle moléculaire du géne de la neuraminidase du virus
pandémique. En termes de prévalence des formes résistantes, les résultats obtenus s’alignent
avec les derniers rapports publiés par le groupe de surveillance de la sensibilité aux antiviraux
grippaux de I'OMS. Le taux d’incidence relativement faible des formes résistantes aux INAs
suggeére que ces mutations pourraient avoir un impact négatif sur la capacité réplicative du
virus entrainant une diminution du taux de transmission directe chez ’Homme (Bloom et
al.,2010 ; Baek etal.,2015). Une étude expérimentale travaillant sur des modéles animaux a
permis d'établir une corrélation entre la diminution de la capacité réplicative et une
transmission réduite, dans le cas des virus A(HIN1)pdmQ09 porteur de la mutation
H274Y (Herlocher et al.,2002 ;lves et al.,2002 ; Eshaghi et al.,2014).
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Tableau 9 : Valeurs des 1C50 moyenne des souches A/HLN1pdm 09 relatives aux deux INAs

Années Origine IC50(nM) Type A(H1N1) pdm09
d'isolement
Nombre(117) | Meédiane [range] | Moyenne + SD | phénotype
2015/2016 SG 56 1,29[0,12-1,96] | 1,31+0,27 SN
(O IRAS 40 143[1,10-1,70] | 1,45+0,16 SN
2017/2018 SG 15 1,07[0,82-1,37] | 1,18+0,54 SN
IRAS 6 1,03[0,84-1,30] | 1.12+0,26 SN
2015/2016 SG 56 0,51[0,15-1,59] | 0,54 0,27 SN
IRAS 40 0,53[0,12-0,91] | 0,50+0,17 SN
Zanamivir [™5017/5018 SG 15 0,63[0,36-0,85] | 0,63+0,14 SN
IRAS 6 0,60[0,38-0,76] | 0.61+0,14 SN

SN : sensibilité normale

A(HIN1)pdm09
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= 21
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Oseltamivir

Figure 40: Comparaison de la sensibilité du virus, sous-type A/HIN1pdmO09 aux deux
médicaments
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2.2. L’évaluation génotypique par sequencage du géne de la NA

Bien que I’analyse phénotypique des 117 isolats A(HLIN1) pdm09 testés a permis de
confirmer un profil de sensibilité normal vis-a-vis des deux INAs, la NA d’une sélection de
23 isolats couvrant les quatre années de 1’étude a été séquencée et par la suite analysee, dans
le but d'essayer de trouver une explication a la diminution de la sensibilité observée pour
1I’Oseltamivir. Un alignement des protéines de la NA par rapport a la souche de référence

A/California/07/09, comme indiqué au niveau de la figure 41, a permis d'affirmer que :

- Les sites catalytiques représentés par les résidus R118, E119, D151, R152, W179,
1223, R225, E277, R293, R368 et Y402 ainsi que les résidus structuraux R156, S180, E228,
S247, E278 et N295 étaient hautement conserves dans tous les isolats A(H1IN1)pdm09

marocains soumis a 1’analyse.
- Les 23 isolats marocains traités présentent des substitutions caractéristiques dont :

+ Quatre sont localisées a proximité du site catalytique, c’est le cas pour la
substitution VV241l, la N369K, la N386K et la K432E (23/23).

+ Deux sont plutdt proches des acides aminés structuraux, ce sont les substitutions
N248D (23/23) et N270K (21/23).
Les substitutions V2411, la N369K, la N386K et la K432E, favorisent la stabilité de
la protéine neuraminidase, ce qui induit probablement une diminution de I’affinité a
I'Oseltamivir et par conséquent une forte dissémination virale chez I’héte (Fry et
al., 2012 ; Zhao et al.,2020). La présence des deux mutations la V2411 et la N369K
dites permissives dans tous les virus A(HL1N1) pdmQ9 suggere qu'ils sont plus
favorables a I'acquisition de la H275Y et augmentent donc le risque de propagation
a D’échelle national des souches résistantes a I'Oseltamivir, comme elles leur
permettent de rétablir leur capacité réplicative (Abed et al., 2013). 1l est important
de noter que les mutations N386K et K432E ont été rapportées comme affectant de
maniere significative lI'affinité de liaison de I'Oseltamivir a la neuraminidase. Suite
a ces deux mutations, la poche de liaison de NA devenait plus étroite de sorte que
les angles de liaison changeaient d'environ 35,1 degrés, ce qui conduisait & une
diminution de la liaison de l'oseltamivir a NA. Rendant ainsi la neuraminidase
moins susceptible (Butler et al., 2014 ;L.iu et al.,2017).
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Bien qu’elles ne sont pas identifiées comme marqueurs de résistance, on leurs attribue une

augmentation d’environ (2.67fois) la valeur de I’IC50 Oseltamivir (Liu et al., 2017).

De plus, toutes les souches examinées lors de cette étude portaient la substitution N248D. Il a
été suggéré qu'une mutation au niveau du résidu 248 modifie la partie centrale d'un site de
reconnaissance d'anticorps sur NA et par conséquent favorise 1’échappement du virus au

systeme immunitaire (Richard etal., 2008).

L’analyse génotypique nous a permis de mettre en exergue les modifications génétiques qui
sont probablement a 1’origine de la diminution de 1’affinité pour 1’Oseltamivir observée lors

de I’analyse phénotypique.

A la lumiére de ces résultats, on peut estimer que la dynamique active de dérive
génétique qui se traduit par lI'accumulation de substitutions sporadiques d'acides aminés au
niveau du segment 6 du genome viral, confirme l'instabilité génétique des virus A (HIN1)
pdm09. le nouveau virus pandémique pourrait ne pas encore étre completement adapté a la
population humaine, ce qui signifie que de nouveaux changements conduiront a I’émergence

de souches plus virulentes (Mukherjee et al., 2016).

91



A/California/07/05

o

A/Benimellal /615/2016
A/Fes/231/2016
A/Fes/644/2016

A/Tanger/1388/2018
A/Mexnes/1286/2018
A/Mexnes /12022018
A/Oujda/1453/2018
A/Meknes/1070/ 2018
A/Marrakech/963/2018

HHHHHH H: H

dddddddddddddgddddddde

EEEREEEEEEEY]

A/California/07/03

NUUREUANUNDUNG ARG RN nNnD

»
<
3
[
i
1
1
Iy
I
@
]
~
N
a
g
@
EEEEEEEEE T

A/Marrarech/963/2018

A/California/07/09

c

c

&/Benimellal/615/2016

A/Tanger/1388/2018
A/Mexnes/1286/2018
A/Mexnes/1302/2018 -
A/Cujda/1493/2018 x
A/Meknes/1070/2018
A/Marrakech/963/2018

ARARAARARARRARANL REAR

w
3
o
w
o

To
w
w
o

ao0
1 -1
A/California/07/03 STRODTVGINEWS

2A/Benimellal/€15/2016

4

A/Rabat/321/2018
A/Mexnes/1477/2018
A/Rabat /1320/2018

A/Oujda/1453/2018
A/Meknes/1070/2018
A/Marrakech/963/2018

4444444494444444e 444en
Ran AR AR R AR R AR AN R AR AR R

Rikikkikkkkrkiekekkkkigkg:
4

ERE TR

L
R
o
=
]
o
b
W
=)
L3
te
o
=
]
[=]
3
o
=)
L
-
o

A/California/07/09
A/ Morocco/1E61/2015
A/MOROCCO/231/201 6
A/MOROCCO/S02/ 201 6
A/ MOROCCO/ 344/ 201 6
A /MOROCCO/472/ 2016
A/MOROCCO/SE8/ 2016
A/MOROCCO/ 654/ 201 6
A/Benimellal /15,2016
A/Fes/231/2016
Af/Fes/644/2016

A/ Mekne s/ 344 /2016
A/ Agadir/469,/2017
A/ Temaras423/2017
A/Agadir/408/2017
A/Rabat/921/2018

A /Mexnes/ 1477/ 2018
A/Rabat /1320/2018
AfTanger/1388/2018
A/ Meknes/ 1286/ 2018
A/ Meknes/1302/2018

IR RN RN N

W
¥
w
w.
¥
w.
w
®
x
w.
w
w I
®
*
w.
¥
w
¥
W
¥
b
¥
¥

EEERERELELEEL LR L]

ZoEEEEEE AR
jsl=ll=1=1=1=}=1 =11 1]

A/Marrakech/363/2018

Figure 41: Variation dans la séquence en acides aminés de la neuraminidase des isolats cliniques
appartenant au sous-type A(H1N1) pdm09 par rapport a la souche de
référenceA/California/07/09
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3. Pour les virus sous-type A(H3N2)

3.1. Evaluation phénotypique par test fluorométrique

Parmi les prélévements positifs A(H3N2) collectés durant les quatre saisons et cultives
sur cellules MDCK, 102 ont présentés un titre d’Hémagglutination supérieur a 1/16 et par
conséquences ont été soumis a une évaluation phénotypique de leur sensibilité aux deux
INAs. Comme indiqué dans le tableau 11, I’TC50 moyenne de la totalité des souches testées
présente un coefficient de multiplication (1) par rapport a la IC50 moyenne de
AJFicui/20/2004 (souche de référence sous-type A(H3NZ2)). Un rapport qui traduit une
sensibilité normale de la totalité des isolats testés aussi bien pour 1’Oseltamivir que pour le

Zanamivir.

La comparaison des IC50 moyennes Oseltamivir et Zanamivir relative aux souches sensibles
isolées durant les quatre saisons, a permis de montrer que les virus A(H3N2) présentent une
sensibilité similaire aussi bien pour I’Oseltamivir (IC50 moyenne 0.45) que pour le Zanamivir
(IC50 moyenne 0.55) (figure42).
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Tableau 10 : Valeurs des 1C50 moyenne des isolats A(H3N2) relatifs aux deux INAs

Années Origine IC50(nM) Type A(H3N2)
d'isolement
Nombre(102) Médiane [range] Moyenne + SD | Rapport
2014/2015 SG 4 041[0,29-055] | 041010 SN
2015/2016 SG 8 0,33[0,25-0,77] | 038017 SN
Oseltamivir 1= 1672017 SG 60 0,47[0,19-1,00] | 0,50 0,20 SN
IRAS 10 046[0,18-0,73] | 0,49+0,.18 SN
2017/2018 SG 15 0,47[0,30 -0,78] | 0,49+ 0,12 SN
IRAS 5 0,43[0,24-070] | 0.43+0,10 SN
2014/2015 SG 4 047[041-1,02] | 059+028 SN
2015/2016 SG 8 0,39[0,30 - 0,65] | 0,41 +0,10 SN
2016/2017 SG 60 0,62[0,30-159] | 0,64+021 SN
Zanamivir IRAS 10 0,65[0,30-0,89] | 0,65+018 SN
2017/2018 SG 15 0,59[0,45-0,89] | 0,61+0,12 SN
IRAS 5 043[0,38-0,84] | 055011 SN
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Figure 42: Comparaison de la sensibilité du virus sous-type A/H3N2 aux deux médicaments

3.2. L’évaluation génotypique par sequencage du géne de la NA

Dans le cas des souches A (H3N2), le géne de la NA de 36 isolats a été séquencé et
soumis a I’analyse. D’apres les résultats obtenus, suite a un alignement par rapport a la souche
de référence A/Brisbane/10/2007, le gene NA était moins variable que le A (HIN1) pdm09
avec un total de 18 mutations détectées. Les sites catalytiques ainsi que les résidus qui les
supportent au niveau de la protéine de la NA sont hautement conservés et sont généralement
stables dans le temps. Cependant, sept substitutions ont été identifiées prés du site actif, a
savoir les mutations 1176M, E221D, S245N, S247T, S367N, K369T et N402D. A I'exception
1176M, ces substitutions ont été acquises par la majorité des virus A(H3N2) (75%) en 2016. Il
est important de noter qu'aucune des souches analysées ne présente un marqueur de résistance
a I’Oseltamivir ¢’est-a-dire le H274Y, E1191 ou R292K.
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L’effet marquant c’est la double mutation 245/247 qui a été rapportée comme

déstabilisant la liaison a 1’oseltamivir.

A I'échelle mondiale la prévalence des formes résistantes A(H3N2) est généralement
faible. Il a été estimé que 99% des souches A (H3N2) circulantes durant la saison grippale
2016-2017sont sensibles a 1’Oseltamivir (Gubareva.,2017). Selon la derniere mise a jour
effectuée par les centres collaborateurs OMS, chargés de la surveillance de la sensibilité des
virus grippaux aux INAs les plus couramment utilises, la frequence des virus présentant une
sensibilité réduite demeure globalement faible 32/13672 (0,2%) par comparaison aux saisons
précédentes: 2012/2013(0,6%) ; 2013/2014(1,9%) ; 2014/2015(0,5%) ;2015/2016 ( 0,8%)
(Lackenby., 2018).
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Figure 43: variation dans la séquence en acides aminés de la neuraminidase des isolats cliniques
appartenant au sous-type A(H3N2) par rapport a la souche de référenceA/Brisbane/10/2007
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Comme tous les virus & ARN négatifs, I’influenza a potentiellement une forte capacité a
muter pendant la réplication. A la lumiére des résultats obtenus relatifs a I’analyse
phénotypique complétée par I’analyse génotypique pour les isolats cliniques obtenus durant la

période de la présente étude :

» On peut considérer 1’évaluation phénotypique comme preuve irréfutable sur I’efficacité
in vitro des INAs plus particuliérement 1’Oseltamivir et le Zanamivir dans I'inactivation

des virus grippaux circulants au Maroc.

> La décision prise par le ministéere de la Santé d'utiliser les INAs, en particulier
I'Oseltamivir, comme approche préventive et curative dans la prise en charge des

personnes a risque de développer des complications suite & une infection grippale.

» Dans le cas d’une infection a I’influenza B, il est plusjudicieux d’orienter les schémas

thérapeutiques vers 1’utilisation du Zanamivir plutot que 1’Oseltamivir.

» A travers I’analyse génotypique on a pu exclure la présence de toutes mutations
associées a la résistance aux deux INAs. Cependant, I'accumulation de substitutions
sporadiques d'acides aminés au niveau du segment 6 du génome viral, reflete une
dynamique évolutive progressive en faveur d’une adaptation a I’organisme humain, par

consequent une résistance aux traitements antiviraux.
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IVV. Dynamique d’évolution du géne de la neuraminidase des virus

de la grippe au cours des dix dernieres annees au Maroc

Dans le but d’évaluer la dynamique d’évolution du géne de la NA des virus de la grippe
A et B circulants au Maroc, une étude phylodynamique rétrospective a été réalisee, englobant
154 souches qui ont été isolées et seéquencées durant les dix derniéres années (2009-2018).
Parmi ces souches testées, 50 séquences du gene de la NA correspondent auvirus de la grippe
de type B, 49 au sous-type A(HIN1) pdm09 et 55 au sous-type A(H3N2). Les numéros
d’accés de ces séquences au niveaude la base de données GISAID sont mentionnés dans
I’annexe2, 3 et 4. Notre analyse a été consolidée par I’introduction des séquences de la NA

des souches de référence ainsi que celles des souches vaccinales relatives a chaque saison

grippale.

1. Analyse phylogénétique et taux de substitution a I’échelle

nucléotidique

1.1.Cas du virus de type B

Bien que les virus grippaux de type B ne provoquent pas de pandémie, étant dépourvu
de réservoir animal, ils causent souvent une proportion importante de grippe saisonniere. De
ce fait, la majorité des études qui concerne ce virus se sont surtout focalisées sur son aspect
épidémiologique et antigénique mais peu se sont intéressées a sa dynamique d’évolution
(chen et al.,2008 ; langatet al.,2017). Néanmoins, les connaissances existantes dans ce
domaine montrent qu'ils subissent une dérive génitique plus lente que les virus de la grippe A
(Bedford et al., 2014 ; Bedfordet al.,2015). Isolé pour la premiére fois en 1940 lors d'une
épidémie aux Etats-Unis (B / Lee / 40), c'est en 1983 que le type du virus de la grippe B a été
séparée en deux lignées principales et distinctes sur le plan antigénique, Victoria (type B /
Victoria / 2/87) et Yamagata (type B / Yamagata / 16/88).

Cette distinction entre ces 2 lignées s'est faite sur la base d’une dérive antigénique au
niveau du géne de I’HA (McCullers et al.,1999), laissant supposé que le géne de la NA est
identique (Xu et al., 2004). La différence de sensibilitéde ces deux lignées vis-a-vis de
1I’Oseltamivir, suggére une dynamique d’évolution différente pour le géne de la NA. Comme
représenté dans les figures 44 et 45, I’analyse phylogénétique traduit un remarquable
glissement génetique au fil du temps, aussi bien pour la lignée Yamagata que pour la lignée

Victoria. L’estimation du taux de substitution a 1’échelle nucléotidique du geneNA de la
99



lignée B Victoria, déterminé par le logiciel Tracer, est de I’ordre de 2.58 x 103substitution
[site /an. Le taux de substitution de la lignée B Yamagata, est de 1’ordre de 2.33 Xx10
3substitution /site /an. Ces résultats intéressants sont en corrélation avec d’autres études

internationales (Vijaykrishna et al.,2015 ; Oonget al.,2015; Tewawonget al.,2017).

Le gene NA de la lignée B Victoria semble subir une dérive génitique plus rapide que celui de
la lignée B Yamagata. (Lei et al.,2019). Cette différence dans la tendance évolutive a I’échelle
génomique entre les deux lignées semble étre a 1’origine de la différence de susceptibilité a

I’Oseltamivir.

Langat et ses collaborateurs, ont évalué la dynamique d’évolution du virus de I’influenza B
ayant circulé entre 1989 et 2015 a I’échelle mondiale. Un fait intéressant a été relevé lors de
I’analyse phylogénétique. En effet, la scission du génome s’est produite progressivement sur
une période d'environ 10 ans, en commencant par le segment PB1 vers 1993 (95% de la
densité postérieure la plus élevée (HPD) 1992-1994),suivi de la protéine polymérase acide
(PA) en 1996 (95% HPD 1995-1997), puis de la nucléoprotéine (NP), PB2, HA, NA, protéine
non structurellel(NS1) et protéine matriciellel(M1) en 2002-2003 (HPD 95% 2001-2004)
(Langat et al.,2017).

Dans notre étude, I'estimation du temps jusqu'au dernier ancétre commun (TMRCA) dans le
cas du virus type B est de ’ordre de 16.52 ans pour la lignée Victoria et de 18.98 ans pour la
lignée Yamagata. Ce qui suppose que la dérive génétique du géne NA s'est probablement

produite entre 2001 et 2003. Ce qui est en corrélation avec 1’étude précédente.

A la diversification génétique, origine de I’évolution des profils antigénique, le virus de
I’influenza B adopte une dynamique évolutive supplémentaire qui repose sur un modéle de
dominance alternée entre les deux lignées B/Victoria et B/Yamagata. En effet, I'une de ces
deux lignées domine la population virale jusqu'a ce qu'une immunité suffisante soit générée
contre elle, pour céder la place a I'autre lignée qui va en profiter pour augmenter en fréquence
(Chen et al.,2008).
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B Victoria

Figure 45: Arbre phylogénétique Bayesiendu virus B lignée Victoria
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B Yamagata

Figure 47: Arbre phylogénétique Bayesiendu virus B lignée Yamagata
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1.2. Cas du virus pandémique A(H1N1) pdmQ9

L’¢évaluation phénotypique et génotypique constitue une premicre a 1’échelle nationale.
Les résultats de cette étude rétrospective refléte une dynamique d’évolution inquiétante qui se
traduit par une tendance vers un échappement a I’action inhibitrice de la nouvelle classe

d’antiviraux.

En effet, 1’analyse phylogénétique démontre clairement une dérive genitique assez
remarquable du géne NA. L'estimation du taux de substitution a 1’échelle nucléotidique est de
l’ordre de 4.15x 102 substitution/site/an, ce qui est relativement plus élevé que celui de
I’influenza B. Ce taux de substitution nucléotidique du gene de la NA est comparable a celui
signalé dans d’autre pays du monde (Stamatakis et al.,2006 ; Rambaut et al., 2016) comme la
Thailande qui a rapporté un taux de substitution de 3.49 x 103 substitution/site/an lors de la
période 2010-2015(Tewawong et al.,2017).

L'accumulation de substitutions sporadiques d'acides aminés associée a un taux de
substitution relativement plus élevé que ceux des autres virus grippaux, confirment
I'instabilité génétique des virus A (HIN1) pdm09. Il a été suggéré que le nouveau virus
pandémique pourrait ne pas encore s'étre complétement adapté a la population Humaine, ce
qui signifie que de nouveaux changements vont s’installer dansle but d’assurer une meilleure

dissémination au sein de 1’organisme (Mukherjee et al ; 2016).
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Figure 48: Taux de substitution a I’échelle nucléotidique du géne de la neuraminidase du virus
sous-type A(H1IN1) pdmO09 estimé a 4,15x10-3 avec un intervalle de confiance de 95% HPD
(3.52x10-3- 4.78x10-3)
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A(HINZ)pdm09

Figure 49: Arbre phylogénétique Bayesien du virus A(H1IN1) pdm09

107



1.3. Cas du virus A(H3N2)

Bien que le taux de substitution a I’échelle nucléotidique soit Iégérement plus faible que
celui du virus pandémique A(HIN1) pdm09 (3.42x103substitution/site/an), le virus A(H3N2)
posséde une dynamique d’évolution plus réguliére. En effet, les souches appartenant a ce
sous-type ont acquis au cours des dix derniéres années, plusieurs substitutions qui ont été
introduites avec sucees et de facon irréversible. La majorité de ces substitutionsa été a
I’origine de la diversité antigénique au sein de la population virale, contrairement aux souches
du virus A(HIN1) pdmO09 pour les quelles certaines substitutions ne sont que transitoires. 1l a
été suggeré que cette stabilité est probablement associéeau fait que ce virus circule au sein de

la population humaine depuis 1968.
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Figure 50: Taux de substitution a I’échelle nucléotidique du géne de la neuraminidase du virus
sous-type A(H3N2) estimé a 3.42x10-3 avec un intervalle de confiance de 95% HPD (3.01x10-3-
3.84x10-3)
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Figure 51: Arbre phylogénétique bayésien du virus A(H3N2)
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2. Dynamique du potentiel de la glycosylation

2.1. Cas du virus de type B

En plus des changements d'acides aminés, la dérive génetique implique souvent des
modifications des profils de glycosylation des deux glycoprotéines les plus immunogenes a
savoir I'HA et la NA. On parle alors, de glissement antigénique (Kim et al., 2018). La
glycosylation, dépendante des cellules hétes, est une modification post-traductionnelle, qui se
manifeste par la fixation d’une ramification glucidique a une chaine latérale d’asparagine de
la protéine. Seules les asparagines appartenant aux deux séquences Asn-X-Ser ou Asn-X-Thr
ou X peut représenter tout acide aminé sauf la Proline peuvent étre glycosylées (kornfeld et
al.,1985).

Ce processus peut étre a I’origine d’une altération de la spécificité de liaison ainsi que de la
virulence, soit directement, en modifiant les propriétés biologiques de I’HA et de la NA
(Schulze.,1997), soit indirectement, en atténuant la liaison au récepteur, masquant les régions
antigéniques de la protéine, régulant l'activité catalytique ou empéchant le clivage
protéolytique de la tige de NA (Matsuoka et al., 2009;Wu et al.,2017).

Dans le but de localiser et ainsi d’évaluer I’impact de ces changements sur 1’activité
biologique de la neuraminidase, un suivi des modifications des sites de glycosylation des 154

isolats, objet de 1’étude, a €té réalisé via le logiciel "Glycosylation site calculator".

Les protéines de la NA des virus de la lignée B/Yamagata présentent cing sites potentiels de
N-glycosylation bien conservés (56, 64, 144, 284, 463) par rapport a la souche de référence
(B/Florida/4/2006). Tandis que celles de la lignée B/Victoria n'en ont que quatre par
référence a B/Malaysia/30552/2004. Ce qui suggére que cette derniere a subi une délétion
d’un site de glycosylation de la partie globulaire au niveau de la position 463 apres sa scission
de la lignée Yamagata.Ceci peut étre a l’origine de la modification de I’affinité a

I’Oseltamivir observée au cours du test phénotypique.
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2.2. Cas du virus A (HIN1) pdmQ9

Par comparaison a la souche de référence A/California/07/09 les virus A (HIN1) pdmQ9
révélent sept sites de glycosylation qui sont hautement conservés. Quatre au niveau de la tige
(50, 58, 63, 68) et trois au niveau de la téte globulaire de la protéine (88, 146, 235). Fait
intéressant, c’est qu’une année apreés leur émergence (2010/2011), ils ont acquis un nouveau
site de glycosylation a la position 386, pour le perdre en 2014/2015. Cette perte a été
compensée au cours de la méme saison par I’insertion d’un autre site de N-glycosylation au

niveau de la tige a la position 42.
2.3. Cas du virus A (H3N2)

En se référant a la souche B/Brisbane /10/2007, sept sites de glycosylation ont été
caractérisés et ils sont bien conservés: trois au niveau de la tige (61, 70, 86) et quatre au
niveau de la téte globulaire (146, 200, 234,367). Cependant au cours de leur évolution durant
ces dix dernieres années, ces virus ont perdu deux potentiel site de N-glycosylation au niveau
de la téte globulaire de la molécule, I’un a la position 402 au cours de la saison 2011/2012 et
un autre a la position 329 durant la saison 2016/2017. Cette perte a été contre-balancée par
ungain d’un site de glycosylation a la position 245 qui s’est infiltré au sein de la population

virale de fagon permanente a partir de la saison 2015/2016 (tableau 12).

111



Tableau 11 : Sites de glycosylation relatifs a chaque type /sous-type du virus de la grippe
circulant au Maroc de 2009 a 2018

Type /Sous-type Saison Nombre Sites de N-glycosylation
LignéeB Yamagata |2012/2013 56. 64, 144, 284,463
2014/2015
2017/2018 5
Lignée B Victoria 2010/2011
2011/2012
2012/2013 56, 64, 144, 284,463
2015/2016
2016/2017 4
A(H1IN1)pdm09 2008/2009 7 50, 58, 63, 68, 88,146, 235
2009/2010 8 50, 58, 63, 68, 88,146, 235, 386
2014/2015 8 42, 50, 58, 63, 68, 88,146, 235, 386
2015/2016 8 42,50, 58, 63, 68, 88,146, 235, 386
2017/2018 8 42,50, 58, 63, 68, 88,146, 235, 386
A(H3N2) 2010/2011 9 61, 70, 86, 146, 200, 234, 329, 367, 402
2011/2012 8 61, 70, 86, 146, 200, 234, 329, 367, 402
2015-2016 9 61, 70, 86, 146, 200, 234, 245, 329, 367,
2016/2017 8 61, 70, 86, 146, 200, 234, 245, 329, 367,
2017/2018 8 61, 70, 86, 146, 200, 234, 245, 329, 367,

Bien que les changements dans les sites de glycosylation de NA ont été considérés
comme moins dramatiques que pour I’HA (Huang et al.,2017), ils revétent une importance
multifactorielle. Il a été rapporté qu’une perte ou un gain d’un potentiel de N- glycosylation
pour la NA, peut modifier les profils de spécificité au substrat, corriger le repliement de la
molécule et protéger les sites de clivage enzymatique. Alors que dans le cas de I’'HA,ce la
permet de masquer plus efficacement les sites antigéniques et par conséquentde moduler la
reconnaissance des glycoprotéines par le systeme immunitaire adaptatif (Schulze.,1997 ;Sun
et al.,2012). Cette modification du potentiel de N- glycosylation pour la NA joue également
un role important dans 1’atténuation de la réponse immunitaire innée, vu que les glycanes sont
eux méme des dérivés d’hote et sont donc considérés comme soi (vigerust et al.,2007; Tripathi
et al.,2013;York et al.,2018).

Dans notre contexte, la modulation du potentiel de glycosylation au niveau de la téte
globulaire semble contribuer a une modification de 1’affinité vis-a-vis de 1’Oseltamivir dans le

cas de la lignée B Victoria et dans le cas du sous-type A(H1IN1) pdmQ9.
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La glycosylation de la tige de la NA a la position 42 détectée dans les virus A(HLN1)pdmOQ9 a
été identifiée initialement dans des isolats de porcs a la fin des années 1990. Elle a été
introduite dans les virus aviaires et humains ces dernieres années, reflétant probablement une
transmission zoonotique du porc a I'hnomme (Kim et al.,2018). Il a été rapporté qu’une
modification des sites de glycosylation au niveau de la tige est plutdt liée a une protection
plus accentuée vis-a-vis de I’action protéolytique. Ce qui est le cas pour le sous-type
A(H1IN1) pdm09 circulant au Maroc (Varghese et al.,1983; Colman et al.,1983; Russell et
al.,2006).

Dans le cas du sous-type A(H3N2), aucune de ces modifications n’a été rapportée comme
touchant I’activité catalytique. Elles sont probablement associées a un maintien de la stabilité
de la région globulaire de la protéine. La dérive antigénique dans le cas de I’HA contribue a
faciliter 1’échappement du virus de la grippe au systéme immunitaire aussi bien inné que
adaptatif (Schulze.,1997;Sun et al., 2012;vigerust et al.,2007;Tripathi et al.,2013;York et
al.,2018).Alors que dans le cas de la NA, elle lui permet de modifierles propriétés de la
fonction catalytique de 1’enzyme. C'est pour cette raison que les vaccins produits aujourd'hui
sont normalisés principalement en fonction de la quantité de I'HA, alors que celle de la NA est
souvent variable (Jakadesh et al.,2016).

Suite a la pandémie de 2009, la composition vaccinale a été revue. De 2010 a 2016, le
composant A(H1N1) pdm09 recommandé pour la production des vaccins saisonniers, aussi
bien trivalents que quadrivalents était le "A / California/7/2009", un isolat tres précoce du
virus de la grippe A (HIN1) pdm09. Le taux d'efficacité était de 1’ordre de 60% au cours des
saisons grippales 2009-2010 et 2010-2011 (Griffin et al.,2011 ;Treanor et al.,2012). Elle était
beaucoup plus faiblesurtout pour les vaccins vivants atténués en 2013-2014 et 2015-2016
(Gaglani et al.,2016).

Cette diminution progressive dans I’efficacit¢é du vaccin a été attribuée a la dérive
antigénique du géne de I’HA, qui a été a I’origine d’une altération de la capacité réplicative du
virus atténué (Linderman et al., 2014) ; Pebodyet al.,2016). C’est pour cette raison qu’en

2016/2017 la composition du vaccin en composant A(HLN1) pdm09 a été revue.
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En 2019, Gao et ses collegues ont pu démontrer que la faible efficacité des vaccins
atténués au cours des saisons 2013-2014 et 2015-2016 n’était pas liées a la mauvaise
réplication du virus A(H1IN1) pdm09 comme il a été rapporté dans d'autres études (Linderman
et al.,2014; Helmekeet al.,2015), mais surtout a I’effet de la dérive antigénique du géne NA.
(Gao et al.,2019). Il existe des preuves que NA est immunogene et que les anticorps anti-NA
conférent une immunité hétérologue a large spectre. Des études ont montré que la variation
antigénique se produit a un taux plus lent dans NA que dans HA, et donc, les anticorps anti-
NA peuvent induire une immunité a long terme. Des décennies de recherche sur les anticorps
anti-NA, en particulier sur leur réle dans I'immunité et les méthodes de détection, faciliteront
la mise au point de nouveaux vaccins pouvant étre évalués pour leur teneur et leur activité en
HA et en NA. Ces vaccins peuvent devenir des vaccins universels offrant une protection

contre les nouveaux virus de la grippe (Jakadesh et al.,2016).
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V. Discussion générale

La grippe est une infection respiratoire aigue, 1’agent étiologique est un virus & ARN
segmenté qui évolue continuellement. Il est a 1’origine d’épidémies annuelles qui atteignent
leur pic pendant I’hiver dans les régions tempérées. Parfois il peut provoquer des pandémies.
Cette infection respiratoire extrémement contagieuse sévit dans le monde avec un taux
d'attaque annuel estimé de 5 a 10% chez les adultes et de 20 a 30% chez les enfants (Duwe et
al., 2017). Généralement bénigne, elle peut aussi étre fatale. Elle est responsable d’environ 3 a
5 millions d'hospitalisations et de 250 000 a 500 000 déces (Hsu et al., 2012), constituant de
ce fait, un probléme de santé publique majeur.

En dehors des mesures d’hygiéne, la vaccination annuelle reste le moyen le plus efficace
pour la prévention de la grippe. Les vaccins antigrippaux permettent d’induire une immunité
protectrice qui se traduit par la production d’anticorps neutralisants dirigés contre les
protéines de surface plus particuliécrement ’HA et facultativement la NA. En raison des
modifications constantes des virus grippaux, le vaccin peut différer dans sa composition d’une
année a une autre. La raison pour laquelle ’OMS émet chaque année des recommandations
sur les souches qui doivent étre incluses dans le vaccin. Cependant 1’efficacité du vaccin
dépend d’une part de 1’age et du statut immunitaire du sujet vacciné et d’autre part du degré
de similitude entre les souches vaccinales et les virus en circulation. D’0oU I’importance
d'utiliser des antiviraux dans la prise en charge des cas séveres (Duwe., 2017). Leur rdle est
important dans le controle des épidémies et dans la stratégie développée par I’OMS en
prévision d'une pandémie grippale. C’est la seule mesure d'intervention susceptible d'atténuer
I'incidence d'une pandémie d'influenza avant qu'un vaccin ne soit disponible.

Actuellement, il existe principalement deux classes de médicaments antiviraux : les
inhibiteurs du canal ionique M2 et les inhibiteurs de la neuraminidase. Depuis la pandémie de
2009, une utilisation de plus en plus accentuée des antiviraux grippaux plus particulierement
les INAs a été constatée. Sauf quele danger associé a leur utilisation, réside dans leur pouvoir
a exercer une pression sélective sur les formes résistantes. En effet, I’exposition des virus
grippaux a ces drogues provoque la sélection de mutants viraux génétiquement résistants qui
peuvent ensuite se transmettre sans perdre leur pouvoir pathogéne, comme c¢’était le cas pour
le virus de la grippe A(H3N2). Jusqu’en 2004, la prévalence des formes résistantes du virus
A(H3NZ2) était de moins de 1% pour atteindre une prévalence de 100% au cours de I'hiver
suivant 2005-2006.
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Au cours de la saison grippale 2004-2005, une forte propagation des virus résistants aux
Adamantanes ont été détectés en Asie, en Europe, en Australie et aux Etats-Unis, rendant
ainsi, cette classe de medicaments pratiqguement inefficace.

En ce qui concerne les inhibiteurs de la neuraminidase (INAs), jusqu’en 2007 la
résistance était un phénomene rare. Pourtant durant la saison 2007-2008, une augmentation
des formes résistantes du virus A(H1N1) saisonnier a été observée,et a méme atteint 100% de
résistance dans certains pays en 2008-2009 (Baz M et al., 2010 et Okomo-Adhiambo M et al.,
2010).

Conscient de la problématique de santé publique que pose le phénoméne de résistance aux

antiviraux, le Maroc a introduit depuis la saison grippale 2014-2015, la surveillance de la
sensibilité des virus grippaux aux antiviraux comme objectif spécifique de sa
stratégienationale de surveillance épidémiologique et virologigue.
C’est dans ce contexte que la présente étude a été entreprise, dans I’objectif d’isoler et de
caractériser phénotypiquement et génotypiquement les profils de sensibilité aux deux
principaux INAs utilisés au Maroc pour la prise en charge des infections grippales. Ce qui
permettra d’estimer la prévalence des formes résistantes et d’évaluer la dynamique
d’évolution du géne de la neuraminidase, cible des ces antiviraux.

Les prélevements testés ont été collectés a travers le réseau national de surveillance de la
grippe, un systéme installé depuis plus de 20 ans, couvrant la totalité du territoire
marocain.Ceci nous a permis d’avoir une couverture spatiale et temporelleimportante.
L’analyse phénotypique a pu mettre en évidence moins de 1% de prévalence des formes
résistantes a 1’échelle nationale. Ceci concorde avec le dernier rapport de I’OMS relatif a la
résistance aux INAs au niveau international. Cette étude démontre clairement que les virus
grippaux de type B présentent une affinité plus accrue au Zanamivir qu'a I’Oseltamivir, alors
que pour les virus A(HLIN1) pdm09 et A(H3N2) la sensibilité est presque similaire pour les
deux médicaments. L’effet inquiétant observé est 1i¢ a la diminution de 1’affinité des virus
A(HIN1) pdmQ9 (plus virulent que I’A(H3N2) et le B) pour 1’Oseltamivir et ce, pour la
totalité des souches isolées durant la période de 1’étude.

Les résultats obtenus ont été consolidé par I’analyse génotypique d’un échantillon
représentatif d’isolats de virus grippaux. La comparaison par rapport aux souches prototypes
de chaque sous-type A(H3N2), A(HLN1) pdm09, Type B Yamagata et le type B Victoria, ont
mis ’accent sur un certain nombre de mutations. Bien qu’aucune d’elles n’a été rapporté

comme marqueur de résistance, certaines ont été préalablement décrites comme favorisant
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une tendance vers la diminution de I’affinité plus particuliecrement dans le cas du virus
A(H1N1) pdm09. Les modifications observées nous ont incité a nous orienter vers un suivi de
I’évolution du géne de la NA pour chagque sous-type.

Effectivement, I’évolution du géne de la NA au cours des neuf derniéres années refléte une
dérive antigénique importante, accompagnée par un taux de substitution variable d’un sous-
type a un autre. L’estimation du taux de substitution a I’échelle nucléotidiques refléte une
dynamique d’évolution plus accentuée pour le virusA(HLN1) pdm09 que pour les autres sous-
types.

De plus, la dynamique de migration des sites de glycosylation consolide la tendance du virus
pandémique a une adaptation a I’organisme Humain, associé a un échappement au systéme
immunitaire et a une émergence des formes résistantes aux médicaments.

Au Maroc, jusqu'en 2009, I’utilisation des antiviraux grippaux surtout les INAs était
strictement limité a la prise en charge des cas suspectsde grippe aviaire HSN2.

Lorsque la pandémie de 2009 est survenue et afin de la controler, le Tamiflu a été utilisé de
fagcon massive, plus en tant qu’approche prophylactique que thérapeutique, ce qui a entrainé
I'’émergence de quelques cas de résistance a cet antiviral. A la fin de la deuxieme vague de la
grippe porcine (fin de la saison grippale 2010/2011), comme la majorité des pays du monde, il
n’était plus recommandé au Maroc.

Cependant, au cours de la saison grippale 2018/2019 et suite a une augmentation du nombre
des IRAS au niveau des services hospitaliers avec une grippe A(H1IN1) pdm09 confirmée, un
nouveau protocole thérapeutique a été élaboré, validé et diffusé. Ce dernier repose sur
I’utilisation du Tamiflu comme recours thérapeutique pour la prise en charge des
complications associées a la grippe porcine A(H1IN1) pdmO9 surtout chez les personnes a

risque.

Le risque d'émergence et de propagation de variant du virus résistant aux antiviraux doublé
d'options thérapeutiques limitées, souligne 1’importance du systéme de surveillance de la

résistance aux antiviraux grippaux a I’échelle nationale.

117



V1. Conclusion et recommandations

Cette étude a la prétention d'étre la premiere a I'échelle nationale & avoir permis une
estimation de la prévalence, des souches résistantes aux antiviraux grippaux, particuliérement
les inhibiteurs de la neuraminidase (INAs). Pour la réalisation de ce travail deux démarches

complémentaires ont été suivies:

La premiére consiste en une évaluation phénotypique complétéed'une analyse génotypique
des virus grippaux isolés durant quatre saisons grippales, de 2014/2015 a 2017/2018. La
seconde s'est penchée sur la dynamique d’évolution du gene de la neuraminidase des souches

isolées durant la derniére décennie.

Les résultats de la premiére partie de ce travail plaident en faveur d’une faible prévalence des
formes résistantes aux antiviraux. En effet, a travers 1’analyse phénotypique, une sensibilité
normale pour la majorité des isolats a été démontrée. Néanmoins, notre étude a mis en
exergue une réduction de I’affinité vis-a-vis del’Oseltamivir pour les isolats du sous-
typeA(HIN1) pdmQ9. L’analyse génotypique a permis de consolider les résultats du test
phénotypique. Ainsi, la comparaison aux souches de références confirme 1’absence de toute
mutation reconnue comme conférant la résistance, mais elle a permis la détection de sites de
substitution au voisinage du site catalytique, les quels sont probablement a ’origine de la

diminution de I’affinité pour I’Oseltamivir dans le cas d’A(H1N1) pdm09.

Les résultats de la seconde partie de ce travail ont montré une remarquable dynamique
d’évolution du gene de la neuraminidase, relativement plus accentuée dans le cas du virus
A(HIN1) pdm09, a laguelle est associée une dynamique de migration des sites de N-

glycosylation.

Les données de la présente étude apportent les élements de base pour améliorer la stratégie de

riposte national contre les virus grippaux.

En dépit de la faible prévalence de la résistance aux INAs, et compte tenu de la dynamique
d’évolution génomique des virus grippaux, le systtme de surveillance intégré
épidémiologique et virologique doit étre maintenu et renforcé conformément aux

recommandations suivantes :
- Maintenir et elargir le systéme de surveillance virologique de la grippe saisonniére.

- Augmenterle taux de couverture vaccinale en particulier chez les personnes a risque.
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- Améliorer la dispensation précose des antivirauxselon les recommandations de I’OMS.

- Mettre en place un systéme de monitoring de I’évolution de la maladie et d’éventuelles

complications sous INAs.

- Intégrer de nouveaux outils de séquencage haut debit, de protéomique et de RT-ddPCR
pour améliorer les connaissances sur les populations virales minoritaires, les mutations

signatures de résistance et les recombinaisons virales éventuelles.

-Mettre en place un systeme de surveillance intégrant la surveillance des virus influenza
d’origine zoonotique selon le concept One Health. Cela doit permettre un meilleur suivi
des nombreuses souches de virus grippaux circulantes dans les différentes espéces

animales sur le térritoire national.

- Sensibiliser vivement le corps médical, quand au risque d’émergence de forme

résistanteaux antiviraux si le protocole thérapeutique n'est pas ciblé.

- Introduire de nouveaux antiviraux. Le Ministére de la Santé, les décideurs doivent
impérativement diversifier le stock national d'antiviraux grippaux et faire appel a la

nouvelle et prometteuse génération d'inhibiteurs de la neuraminidase (INAS).
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Detection of influenza B viruses with reduced
sensitivity to neuraminidase inhibitor in Morocco
during 2014/15 season
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ABSTRACT We monitored phenotypic and genotypic susceptibility of influenza viruses circulating in Morocco
during 2014-2015 to oseltamivir and zanamivir. Throat and nasal swab specimens were collected from outpatients
(with influenza-like illness) and inpatients (with severe acute respiratory illness) and tested for influenza viruses using
real-time reverse transcription polymerase chain reaction. Positive samples were inoculated in MDCK cells and virus
phenotypic susceptibility to neuraminidase inhibitors (NAls) was assessed using fluorescent NA inhibition. Of 440
specimens, 135 were positive for influenza B Yamagata-like virus, 38 were A(HINT)pdmO9 and 25 were A(H3N2). Sixty
influenza B viruses isolated from MDCK cells showed no significant resistance to NAls. However, two of these strains,
B/Morocco/176H/2015 and B/Morocco/CP10,/2015, showed reducedsusceptibility to oseltamivir. The two influenza
B viruses with reduced susceptibility to oseltamivir show that ongoing NAl susceptibility surveillance is essential.

Maroc : dépistage de virus de la grippe B présentant une sensibilité réduite a I'inhibiteur de la
neuraminidase durant la saison 2014-2015

RESUME Nous avons surveillé le profil de sensibilité phénotypique et génotypique des virus de la grippe a I'oseltamivir
et au zanamivir durant la saison 2014-2015 au Maroc. Des échantillons ont eté prélevés (par frottis de gorge ou
ecouvillonnage du nez) chez des patients externes (présentant un syndrome de type grippal) et chez des patients
hospitalises (présentant une infection respiratoire aigué sévere). lls ont été soumis au test de détection des virus de la
grippe A et B via la méthode d‘analyse RT-PCR simplex en temps réel. Les échantillons positifs ont été inoculés a des
cellules rénales canines Madin-Darby (MDCK) et le profil de sensibilité phénotypique des virus isolés aux INA a été
évalué au moyen du test d'inhibition de la neuraminidase (NA) par fluorescence. Sur 440 échantillons, 135 (31 %) étaient
positifs au virus de la grippe B de type Yamagata, 38 (8 %) a celui de la grippe A(HINT)pdmO9 et 25 (6 %) a celui de la
grippe A(H3N2). Soixante virus de la grippe B isolés sur les culture de cellules MDCK et soumis au test de sensibilité
aux INA n‘ont démontré aucune résistance significative aux INA. Toutefois, deux de ces souches, la B/Maroc/176H/2015
etla B/Maroc/CP10/2015, ont démontré une sensibilité réduite a I'oseltamivir. Les deux virus de la grippe B ayant une
sensibilite réduite a |’ oseltamivir montrent I'importance d’une surveillance permanente de la sensibilité a l'inhibiteur de
laneuraminidase.
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Introduction |

Human influenza is responsible for an
estimated 250 000-500 000 deaths
annually worldwide (1). Although vac-
cination remains the primary means
for the prevention of influenza, antivi-
ral drugs are a key component in the
prophylaxis and treatment of the popu-
lation athighrisk ofinfluenza-associated
complications. Antiviral drugs might be
the only medical intervention available
during the early phases of a pandemic.
Two classes of specific anti-influenza
drugs have been developed to date:
the M2 ion channel blockers (adaman-
tanes) and the neuraminidase inhibitors
(NAIs) (oseltamivir and zanamivir)
().

Susceptibility of influenza B viruses
to NAIs has been less studied than sus-
ceptibility of influenza A viruses. Influ-
enza B viruses, classified into 2 genetic
lineages Victoria and Yamagata, are
circulating globally with unpredictable
temporal and spatial distributions (3).
Recently, low-level resistance to NAls
has been documented but the known
molecular markers, transmissibility and
fitness of NAl-resistant variants are not
well established (4). A worldwide an-
tiviral surveillance study of influenza B
viruses from 2004 to 2008 identified
1 extreme outlier and 3 mild outliers
among 1070 viruses tested (04%) (5).
A later study among 346 influenza B
viruses isolated worldwide during 2011
identified 2 (0.6%) with reduced sus-
ceptibility to NAIs (6). These resistant
viruses can emerge under drug selection
pressure or occur naturally without drug
interventions (7), and are associated
with amino acid substitutions at the
conserved NA residues or in surround-
inglocations (8).

In this study, we evaluated the sen-
sitivity to oseltamivir and zanamivir of
influenza B viruses isolated from speci-
mens collected from the National Influ-
enza Surveillance System in Morocco
during the 20142015 season.

| Methods .

Sample collection

Throat and nasal swab specimens were
collected during the 20142015 season
from outpatients presenting with in-
fluenza-like illness (ILI) and inpatients
presenting with severe acute respira-
tory illness (SARI). ILI was defined as
ARI with onset during the past 10 days,
temperature > 38 °C and cough 9).
SARI was defined as ARI with history of
fever or temperature > 38 °C and cough,
with onset of symptoms in the past 10
days and requiring hospitalization (10).
After collection, the samples were im-
mediatelystored at 4 °Cuntil deliveryto
the National Influenza Centre located
at the Institut National d'Hygiéne in <
48-72hours (9.10).

Influenza B virus screening

Viral RNA was extracted directly from
the collected specimens by automatic
extraction (iPrep Purelink Virus Kit;(
Thermo Fisher Scientific Carlsbad, CA
92008 USA). A 25-uL reaction volume
contained 12.5 uLL 2x polymerase chain
reaction (PCR) Master Mix, 5.5 pL
RNase-free water, 0.5 L. 40 pMreverse
primer, 0.5 pL 40 uM forward primer,
0.5 uLlprobe 10 uM (influenza AorB ),
0.5 uL enzyme mix (SuperScript IIRT/
Platinum Taq Mix;( Thermo Fisher Sci-
entific, Calsband, CA 92008 USA and
S uL viral RNA extract. Amplification
was carried out in a 7500 Fast 96-Well
Thermocycler (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) with a single
reverse transcription step (S0 °C for 30
minutes), Taq inhibitor activation (95
°C for 2 minutes), PCR amplification
over 45 cycles (95 °C, 30 seconds/SS
°C, 30 seconds), according to the US
Centers for Disease Control (CDC)
protocol (11). Influenza B primers and
probes were provided by CDC as part
of a material transfer agreement that
ensures privacy and non-publication.

LaRevue de Santé dela Méditerranée orientale

Subtyping of influenza B virus
lineages

The 25-yL reaction volume contained
12.5 uL 2x PCR Master Mix, 5.5 uL
RNase-free water, 0.5 puL 25 uM re-
verse primer, 0.5 uL. 25 uM forward
primer, 0.5 yL probe 25 yM (Yama-
gata or Victoria;( Thermo Fisher Scien-
tific ,Calsband, CA 92008 USA), 0.5
uL enzyme mix (SuperScript Il RT/
Platinum Taq Mix), and S pL viral RNA
extract. Amplification was carried out
in a 7500 Fast Thermocycler (Applied
Biosystems) with a single reverse tran-
scription step at 50 °C for 30 minutes,
Tagq inhibitor activation at 95 °C for 1§
minutes, and PCR amplification over
45 cycles (95 °C, 10 seconds/54°C, 30
seconds/72 °C, 10seconds) (11).

Virus isolation

PCR-positive samples (100 uL) were
inoculated into 2 wells ofa 24-well plate
with 70-90% confluent monolayers of
MDCK cells. After 30 minutes adsorp-
tion at room temperature, 2 mL/well
minimal essential medium supplement-
ed with 2 mg/mL tosyl phenylalanyl
chloromethylketone trypsin wasadded.
Cells were incubated in sealed bags at
35 °C. After 2 days, viral multiplication
was detected by haemagglutination as-
say using guinea pig red blood cells.
Virus identification was carried out
by haemagglutination inhibition test
usingWHO Haemagglutination inhibi-
tionreagent kits (12).

NAls

Oseltamivir carboxylate, the active
compound of the ethyl ester prodrug
oseltamivir phosphate, was kindly pro-
vided by Hoffmann-La Roche (Basel,
Switzerland), and zanamivir by Glaxo$S-

mithKline (Uxbridge, UK).

Reference viruses

A matching pair (sensitive and resist-
ant to oseltamivir and/ or zanamivir) of
reference viruses for each subtype to be
tested was included in each assay run.
The panel containing drug-sensitive/
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resistant control virus pairs was deliv-
ered by the WHO Collaborating Cen-
tre, Melbourne (13).

Fluorescent NA inhibition
assay

The phenotypic evaluation of influ-
enza B virus susceptibility to NAIs
was performed using the NA-Fluor
Influenza Neuraminidase Assay Kit
(Applied Biosystems/Life Technolo-
gies, Carlsbad, CA, USA) in 96-well,
opaque black, flat-bottom microplates,
according to the CDC protocol (avail-
able from the CDC upon request: flu-
antiviral@cde.gov). This assay utilized
2-(4-methylumbelliferyl)-a-D-N-acetyl
neuraminic acid (MUNANA) (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA,
USA) as substrate. Viruses were diluted
at concentrations corresponding to the
target fluorescence signal generated by
1000 pmol/well of 4-methylumbel-
liferone standard. Subsequently, 25 mL
of each diluted virus was mixed with
25 mL of a range of concentrations of
each NAlinhibitor (0.0015-4000 nM)
and incubated at 37°C for 45 minutes.
Then, 50 mL of 200 mM MUNANA
was added to the virus and inhibitor
mixture and incubated at 37 °C for 1
hour. The reaction was stopped with
100 mL NA-Fluor Stop Solution. Fluo-
rescence was detected on the Victor X3
{WSLH. Series Multilabel Plate Read-
ers PerkinElmer, Inc. Waltham, MA
02451 USA) equipped with filters for
excitation (X = 365 nm) and emission
(A\=450nm) (14).

Data analysis

Raw fluorescence NA inhibition assay
data expressed as RFU were plotted
against drug concentration (nM) to
calculate the median 50% inhibitory
concentration (ICS0) using JASPER
version 1.2 curve-fitting software
(CDC, Atlanta, GA, USA) (15).

Interpretation of IC,, values

Fold changes in IC50 were determined
by comparing the ICS0 of test viruses

with the mean [CS0 (outliers excluded)
according to drug and influenza type/
subtype (16). IC50 was interpreted
using the WHO Antiviral Susceptibly
Expert Working Group criteria for influ-
enza B viruses: < Sfold change in ICS0
represents normal inhibition; S-50-fold
change represents reduced inhibition;
and > 50-fold change is highly reduced
inhibition (17).

Sequencing of the NA gene

Real-time PCR was carried out for
individual gene fragments with the
primers panel from the CDC with PCR
conditions as described in the MyTaq
One-step RT-PCR Kit (Bioline, Lon-
don, UK). The PCR products were
purified using the GE Healthcare/USB
ExoSAP-IT PCR Product Clean-Up
(Affymetrix, Cleveland, OH, USA).
Purified PCR products were sequenced
with the use of the ABI Big Dye Termi-
nator, version 3.1 (Applied Biosystems)
and M13 primers (CDC protocol
unpublished). The latest PCR products
were purified using Big Dye X Termina-
tor purification (Applied Biosystems)

and then analysed on an ABI 3130XL
sequencer.

Sequencing analysis

The sequences of nine NA gene were
assembled, edited and aligned using
the Sequencher programme (version
4.10) (Gene Codes Corporation, Ann
Arbor, MI, USA). The construction of
phylogenetic trees was performed using
MEGA version 4.0 with the neighbour-
joining method and bootstrap analysis
of 1000 replicates.

[ Results I

Influenza virus surveillance

From September 2014 to August 2015,
440 specimens were collected from 273
ILI and 167 SARI patients {Table 1).
Two hundred and one (46%) speci-
mens tested positive for influenza virus:
135 (319%) were type B, 38 (8%) were
A(HIN1)pdm09 and 25 (6%) were
A(H3N2). Subtyping of influenza B
virus circulating in the 2014/15 season

with ILl and SARI, Morocco, 2014-2015

lable 1 Demographic characteristics and influenza prevalence among patients

Characteristic 1(n = 440)
No. (%)
Age
0-23 months 5(1.8) 71(42.5) 76 (17.3)
2-5years 19(7.0) 13(78) 32(73)
6-15 years 50(18.3) 14(8.4) 64 (14.6)
16-49 years 12 (41.0) 28(16.8) 140 (31.8)
50-64 years 59(21.6) 17(10.2) 76 (173)
=65 years 16 (5.9) 15(9.0) 311
Unknown 12(4.4) 9(54) 21(4.8)
Sex
Female 155 (56.7) 81(48.5) 236 (53.6)
Influenza subtype
A (HINDpdm09 24(8.8) 14 (8.4) 38(8.6)
A(H3N2) 22(81) 3(.8) 25(5.7)
A unsubtypeable NA 3(.8) 3(0.7)
B 113 (41.4) 22(13.2) 135(30.7)
Negative 114 (41.8) 125 (74.9) 239 (54.3)

11 =inflenza-like illness; SARI = severe acute respiratory il{ness.
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Table 2 NAl susceptibility of influenza B/Yamagata isolates by fluorescent NAI assay
1C50 (nM)
Median (range)

Origin of

specimen Mean = SD

No. analysed

NAI susceptibility

456

(fold change)

Oseltamivir ] 28 33.94 31.98£9,57 S ()
(11.60-46.44)
SARI 30 31.84 31521107 S()
(12.04-59.01)
22540 225.44£35.07 RS (6-8)
(200.60-250.20)
Zanamir IN] 28 345 3.37+1.79 S
(0.67-751)
SARI 32 3.60 3.74+21 S (1)
(0.56-8.61)

Median IC50 values for the drug among susceptible vinuses (outliers excluded in calculation).

1C50 values calculated using JASPER curve-fitting software.

Mean and SD of IC50 values for the drug among susceptible viruses (outliers excluded in calculation).
Fold changes in IC50 determined by comparing 1C50 of test viruses to the mean IC50 (outliers excluded) by respective drug and influenza type/subtype.

111 = influenza-like illness; NAI = neuraminidase inhibitor; RS = reduced susceptibility; S = sensitive; SARI = severe acute respiratory illness; SD = standard deviation.

showed that all belonged to B/Yama-
gata/16/88 lineage.

Phenotypic analysis

Sixty of 135 influenza B viruses had a
titre of > 1 in 4 in the haemagglutina-
tion test and were subject to the NA
inhibition assay. The assay showed that
all influenza B viruses were sensitive to
NAIs, except B/Morocco/176H/2015
and B/Morocco/CP10/201S, with
ICS0 values of 200.60 and 250.20 nM,
respectively (Table 2). Therefore, these
2 viruses were considered as outliers
and demonstrated a 6-8-fold reduced
susceptibility to oseltamivir compared
to the mean ICS0 (31.52 nM) of the
same virus types . The mean ICS0 forall
influenza B viruses tested, not including
the outliers, for zanamivir (3.62 nM)
was low compared with the mean IC50
for oseltamivir (31.74 nM), reflecting
increased sensitivity (x9) of influenza
B virus to zanamivir compared with
oseltamivir.

Phylogenetic and molecular
analysis

TheNA of 9 of 60influenza Bvirusstrains
tested in the fluorescent NA inhibition
assay was sequenced: B/Morocco/
CP10/201S, B/Meknes/35/2014, B/
Sale//70/2014, B/Agadir/68/2014,

B/Morocco/176H/2015, B/Ou-
jda/96/2014, B/Morocco/102/2015,
B/Morocco/43H/2014 and B/
Meknes/32/2014. The respective
GISAID accession numbers were:
EPL ISL,_ 216533, EPL_ISL_175139,
EPL_ISL_17514, EPL_ISL_175086,
EPI_ISL_215754, EPL_ISL_171966,
EPI_ISL_215717, BPL_ISL_215716
and EPI_ISL_171964). The phylo-
genetic and molecular analysis of the
9 NA sequences (Figure 1) showed
that they were related genetically to B/
Phuket/3073,/2013; the vaccine pro-
totype strain for the 2015-2016 season
(18). The NA of the 2 isolates with
reduced sensebitity to oseltamivirhar-
boured the specific mutations of B/
Phuket/3073/2013 (Figure 2). The B/
Morocco/CP10,/2015 strain collected
from a deceased patient confirmed as
influenza positive harboured the spe-
cific K371N amino-acid substitution
mutation, which is not known to confer
drug resistance on influenza B viruses.

| Discussion .

We analysed the antiviral susceptibil-
ity of the predominant influenza B
virus circulating in Morocco during the
2014/15 season using the phenotypic

NA inhibition assay (NA Fluor Influen-
za Neuraminidase Assay kit) as well as
sequencing of the NA gene. We found
that all the influenza B viruses exhibited
normal sensitivity for zanamivir. This is
in accordance with studies of influenza
drug susceptibility worldwide, in which
only a few strains with reduced sensi-
tivity to zanamivir have been reported
(19,20). This could be explained by the
characteristic structure and conforma-
tion of this drug, The higher structural
homology with the NA natural sub-
strate, sialic acid, and lower use of zan-
amivir (compared with oseltamivir) are
the most probable factors to account for
the infrequent isolation of zanamivir-
resistant variants worldwide (8).

Sixty influenza B viruses isolated in
MDCK cells and tested by fluorescent
NA inhibition test were sensitive to
oseltamivir (< S-fold change in ICS0),
except for 2 isolates that demonstrated
a 6-8-fold reduced susceptibility com-
pared with the mean ICS0 (outliers ex-
cluded)accordingto drugandinfluenza
virus type/subtype. Both isolates were
collected from SARI patients without
historical drug exposure. A few previous
studies have revealed influenza B virus
with reduced susceptibility to NAIs,
particularly oseltamivir (2,21,22).
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Figure 1 Phylogenetic comparison based on nucleotide sequences of B/Yamagata lineage of NA gene with that of vaccine
viruses and strains from other countries (the tree was rooted with B/Florida/02/2012 Na gene and was created using the
neighbour-joining and bootstrap analysis of 1000 replicates method).

As indicated by substantially higher
oseltamivir ICS0 values, influenza B
viruses appear to be more sensitive to
zanamivir than oseltamivir. Most sys-
ternatic antiviral surveillance evaluating
NAlsusceptibility of influenza B viruses
has showed that oseltamivir is less effec-
tive at treating influenza B than influ-
enza Ainfections in children (23,24,25).
Sequencing analysis of the NA gene of 9
influenza B viruses compared with the
reference B/ Massachusetts/02/2012
strain showed that they were related ge-
netically to the B/Phuket/3073/2013
vaccine virus for the 2015-2016 influ-
enza season.

B/Morocco/CP10/2015 and B/
Morocco/176H/2015 showing re-
duced sensitivity to oseltamivir did not
harbour any substitution mutations

known to confer reduced sensitivity
to influenza B strains, such as G109E,
G402S, D198N and 12217 detected
in isolates from patients treated with
NAIs (2, 8). However, B/Morocco/
CP10/201S harboured amino acid
substitution K371N (B numbering) lo-
cated among the highly conserved cata-
Iytic NA residues. This residue seems
highly conserved from other alignment,
so this lookslike an unusual change and
may mean that it is responsible for the
change. Residue substitution R3741 (B
numbering) is only 3 amino acids long
and does have a proven effect on NAI
susceptibility. To prove the probable
role of the K371N mutation in NAI
resistance, reverse genetics analysis is

needed.

In Morocco, prior to the pandemic
of 2009, influenza drugs, especially
NATs, were rarely used for influenza
prophylaxis or treatment. This may be a
reason for drug-sensitive strains. It also
shows that there has been no circula-
tion of “fit” resistant viruses in Morocco
that are highly transmissible such as the
H275Y A(H1IN1) seasonal variant in
2007/08.

| Conclusion [N

We identified influenza B viruses with
reduced susceptibility to oseltamivir,
thus highlighting the importance of
influenza antiviral susceptibility surveil-
lance in Morocco, even though the use
of NAls is low.
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Figure 2 Comparison of aminoacidsequences of NAgene of Yamagata lineage Moroccan influenza Bvirus strains with
reference strain B/Massachusets/02 /2012, showing the specitic substitutions.
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Abstract

Introduction: Information regarding the genomic variability, molecular characteristic, and
susceptibility profile to antiviral drug resistance are scarce for influenza A/HIN1pdm09
strains circulating in Morocco. The aims of this study are to survey genetic changes in the
hemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA) genes and to phenotypically assess the antiviral

drug resistance (AVR) to neuraminidase inhibitors (NAIs) drugs-related mutations.

Method: During the 2015-2016 flu season, 1189 nasopharyngeal swabs samples were
collected from influenza-like illness (ILI) and severe acute respiratory illness (SARI) patients
in eight sentinel sites distributed throughout the country for virological surveillance. Positive
A/HIN1pdm09 samples by reverse transcription real time PCR (rRT-PCR)were inoculated in
Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) cell line for virus isolation. Sequencing and
phylogenetic analysis of HA and NA genes were performed to evaluate the genetic diversity
of Moroccan A/HIN1pdm09 strains. AVR screening against two NA inhibitor (NAI’s)
drugs(oseltamivir and zanamivir) wasperformed on MDCK-propagated viruses using the

functional neuraminidase inhibition assay.

Result: Among thosel189 specimens, 185 were A/HIN1pdm09, 59 A/H3N2, and 30
influenza B. Ninety-six of the 185 A/HIN1pdm09 propagated strains had aHA titer of at least
1:16 and were subjected to NAIs assay. Phylogenetic analysis of HA and NA genes revealed
that Moroccan A/HIN1pdm09 isolates clustered with the predominate genetic group 6B.1.

Compared to the A/California/7/2009(HIN1) reference strain, significant aminoacid changes
such as S203T, S189T, K163Q, and S162N (N1numbering) located in the antigenic site and

S185T in receptor-binding domain were identified, which may have contributed with
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enhanced virulence. The NA assay showed no increased resistance (normal inhibition) against

both NAI drugs in all tested isolates.

Conclusion: This study confirms that A/HIN1pdm09 circulating strains in Morocco have
undergone genetic variability and dynamic evolution. Surveillance of viral genetic evolution
is important for implementation of disease management and appropriate public health

intervention during influenza outbreaks.

Keywords: A/HIN1pdm09 viruses, genetic characteristic, amino-acid substitution,
neuraminidase inhibitors, susceptibility profile.

1. Introduction

Human influenza is an acute respiratory infection transmitted via direct contact and
respiratory droplets (Thorlund et al, 2011) causing respiratory illness and is responsible for
significant mortality and morbidity during seasonal epidemics (Gunase et al,2012). About 3-5
million cases of severe influenza disease and 250,000-500,000 deaths occur every year (Talla
Nzussouo et al , 2017). Between the two types of influenza viruses circulating in humans, type
A and type B, influenza A virus is the more diverse virus (Devanchi et al, 2017).
Accumulation of minor mutations within the antibody-binding sites on the two main viral
surface proteins hemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA)(antigenic drift),or major
changes due to genetic reassortment (antigenic shift) can result in the emergence of
antigenically distinct viruses and be responsible of seasonal epidemics or pandemics,
respectively)(Treanor et al,2004; Korsun et al,2017).In April 2009,a novel A/HINI1 virus
emerged and spread rapidly; within 3 months ,it resulted in the declaration of pandemic level
6 by World Health Organization (WHO)(Barakat .,2012).The 2009 A/HIN1pdm09virus had a
complex combination of gene segments from avian, swine, and human influenza viruses
(Garten et al, 2009).Since 2010, the A/HIN1pdm09 strain replaced the seasonal A/HIN1 and
became the endemic strain(Broor et al,2012).Molecular markers predictive of adaptation to
humans are not currently present in the A/HIN1pdmO9viruses, suggesting that previously
unrecognized molecular determinants could be responsible for the transmission and
establishment of this HINL.It is imperative to study the antigenic sites which are

keystopopulation immunity and viral fitness. Similarly, monitoring of the susceptibility of
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influenza viruses to antiviral drugs particularly neuraminidases inhibitors (NAls) is necessary
to allow rapid detection of resistant viruses and prevention of further transmission (Korsun et
al, 2017). Understanding the diversity and epidemiology of the virus is essential to devising
strategies, both for the control of viral spread and in overcoming drug-resistance.(Al-
Qahtani et al.2016). The WHO recommends that health authorities should monitor respiratory
disease activity and circulation of the influenza A/HINIpdm09 virus during the post-
pandemic period to assess important genetic, antigenic, and functional changes associated
with antiviral drug resistance. The main purpose of this study is to evaluate those viruses
collected during the 2015-2016 season and to understand the A/HIN1pdmO9genomic
variability, the AVR to NAls on strains circulating in Morocco, and the viral profiles

compared to the rest of the region.
2. Materials and Methods

2.1. Collection and transport of clinical specimens

Oropharyngeal (OP) and Nasopharyngeal (NP) swabs specimens along demographic
information were collected at the sentinel surveillance sites from enrolled patients presenting
ILI and SARI symptoms. The specimens were placed in collection tubes containing 3ml of
viral transport media (VTM). OP and NP swabs collected from the same patient were placed
in the same VIM. The samples were immediately stored at 4°C and delivered to the national

influenza centerwithin48 to 72 hours (Agrawal et al, 2009)

2.2. RNA extraction

Nucleic acid for influenza PCR was purified from clinical specimens using the automatic
extraction method (iPrep™Purelink Virus Kit; Thermo Fisher Scientific Carlsbad, CA 92008
USA). Viral RNA for sequencing analysis was purified from isolates using the QlAamp Viral
RNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s

instructions.

2.3. One step real-time RT-PCR for the detection of influenza A/H1IN1pdm 09

As described in the package insert of the CDC Human Influenza Virus Real-time RT-PCR
Detection and Characterization Panel, each RNA extract was screened for influenza type A,
influenza B, and human RNase P gene. Influenza A positive RNA extracts were further

subtyped for influenza subtype H3, and the influenza A/HIN1pdm09 viral genes. (WHO.
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2011) Specimens with amplification curve with a Cycle threshold of less than 37 were

considered nucleic acid detected for any target assayed.

2.4. Virus isolation

Viral propagation was performed by inoculating 100 pul of samples confirmed positive for
A/HIN1pdm09 into two wells of a 24-well plate with 70-90% confluent monolayers Madin—
Darby Canine Kidney (MDCK) cell line. After 30 min of adsorption at room temperature, 2
mL per well of minimum essential medium (MEM) supplementedwith 0.18%Bovine Serum
Albumin (BSA) Fraction V, 50 units/ml of penicillin,50 pg/ml of streptomycin (Invitrogen,
Carlsbad, CA) and 2 mg/ml of TPCK trypsin were added. Cells were then incubated in sealed
bags at 35 °C. Viral replication was assessed by the HA assay. Viral isolates showing HA
titers >16 up to two passages were selected for further sequencing and phenotyping analysis

(WHO,2011).

2.5. Sequencing and sequence analysis

Conventional PCR stargeting HA and NA genes were performed on the nucleic acid extracts
of the cell culture isolates. PCR products were purified and sequenced using the ABI Big Dye
Terminator, version 3.1 (Applied Biosystems, Cat No 4337455, Foster City, USA) and M13
primers (CDC protocol unpublished) on an ABI 3130XL sequencer. The sequences of HA
and NA genes were assembled, edited, and aligned using Sequencher®(Gene Codes
Corporation, ML, USA). The phylogenetic analysis of the HA and NA genes were constructed
using Mega 7.0 software by the neighbour-joining method with bootstrap analysis of 1000

replicates.
2.6. Nucleotide sequence deposition

The nucleotide sequence genes of HA and NA from this study have been submitted tothe
Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data (GISAID). The accession numbers of the

sequences and submitting laboratory are presented in the tablel.
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Table 1: GISAID accession numbers for the haemagglutinin sequences (segment 4) and

neuraminidase sequences (segment 6) of Moroccan influenza A/HIN1 09pdm strains

A/HIN12009pdm of HA sequences accession of NA sequences Submitting laboratory
A/Morocco/ 11/2009 EPI316932 EPI316933 National Institute of Hygiene
A/Morocco/ 51/2009 EPI316935 EPI316936 National Institute of Hygiene
A/Morocco/ 49/2009 EPI316938 EPI316939 National Institute of Hygiene
A/Morocco/ 231/2016 EPI729910 EPI729911 National Institute of Hygiene
A/Morocco/ 602/2016 EPI1729912 EPI729913 National Institute of Hygiene
A/Morocco/ 344/2016 EPI748990 EP1749891 National Institute of Hygiene
A/Benimellal/ 614/2016 EP1748820 EP1748821 Crick Worldwide Influenza center
A/Fes/ 644/2016 EPI1748906 EPI748907 Crick Worldwide Influenza center
A/Meknes/ 344/2016 EPI730811 EP1737407 Crick Worldwide Influenza center
A/Morocco/ 472/2016 EPI921259 EPI921270 National Institute of Hygiene
A/Morocco/ 568/2016 EPI921376 EPI1921377 National Institute of Hygiene
A/Morocco/ 654/2016 EPI1921448 National Institute of Hygiene

2.7. Neuraminidase (NA) inhibition assay

The NAI phenotypic assay was performed to assess the susceptibility of the Moroccan
A/H1IN1pdm09 circulating strains to two NAIs drugs,oseltamivir carboxylate (Hoffmann-La
Roche (Basel, Switzerland) and zanamivir (GlaxoSmithKline; Uxbridge, United Kingdom)
using a fluorescent enzyme inhibition assay based on a previously published CDC protocol
(Okomo-Adhiambo, 2016).Two viral strains controls, A/Perth/265/2009 (sensitive) and
A/Perth/261/2009 (resistant) by the NAI’s were included to validate each assay.

ICs0 analysis

Neuraminidase inhibition activity reciprocal to the fluorescence emitted by each drug

concentration was used to calculate the overall median inhibitory concentration (ICso)using
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JASPER V1.2 curve-fitting software (Okomo-Adhiambo, 2016).Interpretation of theIlCsowas
evaluated using the WHO AVWG criteria based on the fold change of IC50 values compared
with drug-sensitive reference virus IC50 values. For influenza A viruses, a <10fold increase
in IC50 represents normal inhibition, and a 10-100 fold increase represents reduced

inhibition, while a >100 fold increase is highly reduced inhibition (WHO, 2012).

3. Results

3.1. Influenza virological surveillance

From September 2015 to August 2016, a total of 1189 specimens were collected from ILI and
SARI patients, referred to National Influenza Centre; Division of Molecular Virology,
National Institute of Hygiene, Morocco. Using the real time RT-PCR, of 274 influenza
positive cases, 185were found to be A/HIN1pdm09 viruses, 59 A/H3N2 viruses, and 30

influenza B viruses (table2).

Table 2: Demographic characteristics and influenza prevalence among patients

with ILI and SARI, Morocco, 2015-2016

Age

0-23 months 38(6.1) 327 (57.9) 365 (30.7)
2-5 years 62 (9.9) 62 (11.0) 124 (10.4)
6-15 years 68 (10.9) 20(3.5) 88(7.4)
16-49 years 296 (47.4) 63 (11.2) 359 (30.2)
50-64 years 100 (16.0) 41(7.3) 141 (11.9)
2 65 years 42 (6.7) 28 (5.0) 70(5.9)
Unknown 18(2.9) 24 (4.3) 42 (3.5)
Gender

Female 352 (56.4) 244 (43.2) 596 (50.1)
Influenza subtype

A (H1N1) pdm09 124 (19.9) 61 (10.8) 185 (15.6)
A (H3N2) 51(8.2) 8(1.4) 59 (5.0)

B 24(3.8) 6(1.1) 30(2.5)
Negative 425 (68.1) 490 (86.7) 915 (77.0)
1Ll =influenza-like iliness; SARI = severe acute respiratory illness.
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3.2. Phylogenetic characterization.

The phylogenetic trees of the HA and NA gene of A/HINI1pdm09 were constructed using
sequences from both the Moroccan isolates and public databases (the Global Initiative on
Sharing Avian Influenza Data (GISAID)).Phylogenetic analysis of the 10 HA and NA genes
of the 2009 Pandemic HINI1 viruses circulating during 2015/2016 season demonstrate that the
Moroccan isolates clustered with the strains ofantigenic group 6B.1, the group that emerged at
the end of 2016.High sequence identities were observed for HA and NA in influenza A/
HIN1pdm09, displaying 85 and 99 % nucleotide identities, respectively, with the A
HIN1pdm09 Northern Hemisphere WHO vaccine strain A/California/07/2009 in the 2017-
2018 season (Figure 1, Figure 2).
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Figure 1.phylogenetic relationships of the HA of A/HIN1pdm09 viruses isolated in Morocco
compared to vaccine strain, A/California/7/09.The tree was constructed with the Neighbour-
Joining method with bootstrap analysis of 1000 replicates using Mega7 software.

135



—AMOROCC0/231/2016

Al Meknes/344/2016

Al Athens/12/2016

I:AMOROCC0!47212016
# AMOROCCO/654/2016

—Al Fes/644/2016

—A/Armenia/316/2016

—AArmeniai85 1120t

—A/ Athens/123/2016

_ENMOROCC0!602!2016

# —A Benimellali§15/2016

— A/Armenial611/201s

A/ Cameroon/15v-9415/2015

AJArmenia/901/2016

Al Athens/71/2016

AMOROCCO/344/2016

—A/Athens/75/2016

. Al Greece/188/2016

Al Athens/76/2016

A Eqypt62/2015

A/Cameroon/15v-8393/2015
Al Greece/65/2016

;‘NGreeceBgmmﬁ
‘AlGreece/97/2016

AMOROCCO0/568/2016
& "AEQypt52/201s

N 2 A/Cameroon/15V-8802/2015
= ACameroon/15V-8162/201s
* Al Cameroon/15V-8406/2015

A/Cameroon/16V-8177/2015
— AlSouth Africa /3626/2013
AlHong Kong/5659/2012
Al Califomia/07/2009
]
00020

Figure 2.phylogenetic relationships of the NA of A/HIN1pdm09 viruses isolated in Morocco
compared to vaccine strain, A/California/7/09.The tree was constructed with the Neighbour-
Joining method with bootstrap analysis of 1000 replicates using Mega7 software.
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3.3.Amino acid variations of HA gene.

Compare to the California strain of 2009 (A/California/7/2009), a significant amino acid
change was identified. Using N1 numbering, P83S, S203Tand 1321V have been found to be
consistent in A/HIN1pdm09 of 2009-2010 strains from the initial outbreak. Substitutions of
D97N and S185T are characteristic of genetic group 6. K163Q, A256T, and K283E define
group 6B, while S84N, S162Nand N216T define subclade 6B1.Among the specific amino
acid substitutions, fourwere located in antigenic sites: S203T in Ca and S185T in Sb
domains,whileK163Q and S162N were found in the Sa domain of HA gene. Analysis of the
receptor-binding domain (RBD63-286) revealed amino acid variations of S185T in the 190
helix(184-195) regions of predicted antigenic sites of all HA sequences reported during the
study season, while, the 130-loop(131-138) and 220-loop(218-228) structure were found to
be highly conserved. In contrast, several minor changes were observed at positions A256T
and K283E in HA1 and E374K, S451N, and E499K in the HA2 polypeptide. The notable
features in the HA gene sequence of A/Fes/231/2016 were polymorphisms at residues 127 and
222 of HA1 (table3). The HA D222G substitution is reportedly associated with severe disease
(Salin et al.; 2010 ,Belser et al, 2011). All Moroccan viruses carried nine potential sites of N-
glycosylation motifs in HA1 (10, 11, 23, 87, 162, 276, 287 and 154, 213 in HA2). S162N
marker which is specific to the subclade 6B1 viruses creates a new potential N-glycosylation

motif within the Sa antigenic site.
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Table 3: Comparison of amino acid sequences of HA gene of A/HIN1pdm09 Morocco

viruses with reference strain A/California/7/09, showing the specific substitutions.

Amino Acids HA
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Alcalifornia/07/2009
A/Morocco/ 11/2009
A/Morocco/ 51/2009
A/Morocco/ 49/2009
A/Morocco/ 231/2016
A/Morocco/ 602/2016
A/Morocco/ 344/2016
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AfFes/ 644/2016
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A/Morocco/ 568/2016
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3.4. Amino acid variations of NA gene.

Globally, H275Y and N295S mutations in the NA polypeptide have been associated with

multiple drug resistance in Influenza A (Nguyel et al, 2012). These two mutations were not

detected in any of the nine isolates analyzed in this study. However, several other amino acid
substitutions like N44S, N200S, V24land N369K in genetic group 6 viruses; 134V 1401
1321V N386K and K432E in genetic group 6B viruses; and V131, K264I, N270K, and I314E
in genetic group 6B.1 were detected. The 11 framework (E119, R156, W178, S179, D/N198,
1222, E227, H274, E277, N294, E425) and eight functional (R118, D151, R152, R224, E276,

R292, R371, Y406) residues comprising the NA catalytic site (Neli Korsun et al, 2017)were

conserved among all nineviruses (table 4).The Moroccan A/HIN1pdm09 viruses circulating

during 2015-2016 carried eight conserved potential N-glycosylation motifs in the NA
(position 42, 50, 58, 63, 68, 88, 146, and 235).
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Table 4: Comparison of amino acid sequences of NA gene of A/HIN1pdm09 Morocco

viruses with reference strain A/California/7/09, showing the specific substitutions.

Amino Acids NA
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3.5. Phenotypic analysis

A total of 100 A/HIN1pdmO9 virus samples had a titre at least > 1:8 in the haemagglutination
and were subjected to the NAI assay. Using the standardised definitions for reporting NAI
susceptibility data (WHO, 2012), the NAI test showed that all influenza A/HIN1pdm09

viruses tested in this study were sensitive to both drugs oseltamivir and zanamivir (table 5).

Table 5: NAI susceptibility of influenza A/HIN1pdm09 isolates by fluorescent NATI assay

1C50(nM)
§ o origin of e
NA inhibitors > "
specimens No. Analyzed Median [range] | Mean & SD NAI Sucseptibility
(n) {folder change)
ILI 56 1,29 [0,12-1,96] | 1,31+ 0,27 S(1)
Oseltamivir® SARI 40 1,43[1,10-1,70] | 1,45+ 0,16 S(1)
Total 96 1,35[0,12-1,96] | 1,37+ 0,24 S(1)
ILI 56 0,51[0,15-1,59] | 0,54+ 0,27 S(1)
Zanamir® SARI 40 0,53[0,12-0,91] | 0,50+0,17 S(1)
Total 96 0,51[0,12-1,59] | 0,53+0,23 S(1)

*IC50 values were calculated using JASPR curve-fitting software.

*Fold changes in ICso determined by comparing ICso of test viruses to the mean ICso (outliers
excluded) by respective drug and influenza type/subtype.

ILI= influenza like illness, NAI =neuraminidase inhibitor, S= sensitive, SARI =severe acute
respiratory illness, SD =standard deviation.
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4. Discussion

In Morocco, the first laboratory-confirmed A/HIN1pdm09 case was identified on 10 June
2009 in a 19-year-old woman travelling from Canada to Morocco (Barakat et al, 2012). In
order to limit the communal spread, the Ministry of Health instituted an infection control plan,
which included social distancing, early isolation of cases, and antiviral prophylaxis for close
contacts of case patients. During the initial phase of the 2009 pandemic, antiviral drugs were
prescribed for all patients with confirmed infection and close contacts. Thereafter, the drugs
were recommended for persons with suspected influenza virus infections who were at high
risk for severe disease. Over the six seasons since the 2009 A/HIN1pdm emergence, very
little virological surveillance of the 2009 A/HIN1pdm in Morocco has been published. In
order to understand the genetic changes and antiviral drug susceptibility of the 2009
A/H1N1pdm, phylogenetic analysis and amino acid modification of the 2015-2016 influenza

viruses were examined.

The phylogenetic analysis of HA and NA genes demonstrated that circulating strains
belonged to subclade 6B1. This subclade diverges genetically by the mutations they harbored
compared to the prototype A/California/07/2009 strain.  Amongspecificamino acid
substitutions in HA genes sequences, four were located in antigenic sites: S203T in Ca and
S185T in Sb domains along with K163Q and S162N were found in the Sa domain.
Substitution S185Twas located in the RBS/190 helix (Sriwilaijaroen et al,2012).It has been
reported that substitutions near or in the RBS can influence the antigenic proprieties of
A/HIN1pdm09 strains(Koel et al, 2015).Certain amino acid substitutions such as D222G are
associated with severe disease and poor outcome (Glinsky GV et al, 2010); only one of the
Moroccan strains, A/Fes/231/2016, analyzed here displayed this mutation, thus a more
accentuated surveillance is recommended. All of the HA genes sequences analyzed in this
study present the 1321Vpolymorphism.In contrast to the HA D222G mutation, the effect of
retaining isoleucine at this position on disease severity has not been clearly demonstrated (Al-
Qahtaniet Ahmed A et al, 2017). Substitutions such E374 and S451N were also present in all
the analyzed Moroccan strains. In addition to the variation in the antigenic sites of HA
sequences; analysis was also done for number of N-glycosylation sequons in HA. Subclade
6B.1 viruses have an additional N-glycosylation motif. S162N substitution, specific to latter
subclade generated a new potential N-glycosylation motif at residues162-164 of HA within
the SA antigenic site. Evolutionary studies of A/H1N1strains indicate that the number of N-

glycosylation site in HA is relatively conserved, but it appears to increase as influenza viruses
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evolve (Melidou et al, 2010).The acquisition of N-linked glycosylation sites on the HA
protein is thought to play a beneficial role for the virus by shielding antigenic sites from
interaction with antibodies. (Cherry JL et al, 2009). In addition, the number and location of
glycosylation sites on HA may alter neutralization antibody recognition(Job ER et al,
2014).NA active sites at catalytic and framework residues were also examined, and showed
all the viruses isolates had conserved catalytic and framework residues. The isolates from
Morocco are found to have the characteristic amino acid substitutions V2411 and N369K. It
has been documented that amino acid modification of V2411 and N369K would improve
protein stability in neuraminidase gene which would possibly improve oseltamivir-resistance
and virus fitness (Fry et al, 2012). Furthermore, all strains examined in this study carried the
N248D substitution. It has been suggested that mutation at the residue 248 alters the central
part of an antibody recognition site on NA (Richard M et al, 2008). Located near H275, this
N248D mutation may be associated with oseltamivir resistance (Giria MT et al, 2012). In
Morocco, limited information is available on the drug resistant profiles of circulating
A/HIN1pdm09 strains. To evaluate the impact of amino acid substitution to neuraminidase
inhibitor susceptibility particularly oseltamivir and zanamivir, phenotypic assay of the
representatives isolates (N=100) was performed. All studied viruses showed normal
inhibition to both drugs. The decision by the Moroccan Ministry of Health to use NAls,
especially oseltamivir, as the treatment and controlfor persons with suspected influenza virus

infections that were at high risk for severe diseaseis still recommended and effective.

5. Conclusion

Findings in the present study confirm that influenza A/HIN1pdm09strains of subclade 6B.1
predominated in Morocco during the 2015/2016 season, as they remained antigenically
closely related to the vaccine strain, despite some genetic changes located at the antigenic
sites. Oseltamivir-resistance related mutations were not detected during the 2015-2016 study
season. Accumulation of sporadic amino acid substitutions and active dynamic of variation in
N-glycosylation sites in the genes of external glycoprotein HA and NA confirm the genetic
instability of A/HIN1pdm09 viruses. It has been suggested that the new pandemic virus may
not yet have completely adapted to the human population, signifying that further adaptive

changes will lead to more virulence strains (Garten R et al, 2009). Our observation
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emphasizes the importance of continuous genetic surveillance of A/HIN1pdm09 strains to

monitor
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Circulation of Respiratory Syncytial Virus in Morocco
during 2014-2016: Findings from a sentinel-based

virological surveillance system for influenza
A. Bimouhen', F. El Falaki', H. lhazmad', Z. Regraguf’, S. Benkerroum' and A. Barakat'
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ABSTRACT Respiratory syncytial virus (RSV) is aleading cause of mortality and morbidity in younginfants, little was
known on its circulation types and patterns in Morocco. We conducted a prospective study using sentinel-based
influenza surveillance to detect RSV by real time PCR in patients with acute respiratory infections, enrolled during
two seasons (2014/15, 2015/16). During September 2014-April 2016, we obtained 1450 specimens, of which
267(18.4%) tested positive for RSV. The proportion of positive RSV infection was higher in patients hospitalized
with acute respiratory infection compared to those with mild symptoms in out-patient clinics. The proportion
of RSV infection was highest in children aged 0-6 months (45%; P < 0.001). Higher positivity rate was observed
between months of December and March. RSV remains important viral etiological agent causing influenza-like
iliness and severe acute respiratory infections especially among infants in Morocco. Further surveillance, is
required to understand better the risk factors of RSV infections.

Circulation du virus respiratoire syncytial au Maroc de 2014 a 2016 : constatations provenant du systéme de
surveillance virologique sentinelle de la grippe

RESUME Bien que le virus respiratoire syncytial (VRS) soit I'une des principales causes de mortalité et de
morbidité chez les jeunes nourrissons, les modes et les tendances de la circulation de ce virus au Maroc sont
tres peu connus. Nous avons réalisé une étude prospective en recourant a la surveillance de la grippe basée
sur des sites sentinelles dans le but de dépister le VRS grace a la PCR en temps réel chez des patients souffrant
d'infections respiratoires aigués recrutés au cours de deux saisons (2014-2015 et 2015-2016). De septembre 2014
aavril 2016, nous avons prelevé 1450 échantillons, parmi lesquels 267 (18,4 %) se sont avéreés positifs au VRS.
La proportion d'infections positives au VRS était plus élevée chez les patients hospitalisés pour une infection
respiratoire aigué que chez les patients en consultation externe souffrant de légers symptomes. Cette proportion
était la plus élevée chez les enfants de 0 a 6 mois (45 % ; p < 0,001). Le pic du taux de positivité a eu lieu de
décembre a mars. Le VRS demeure un agent étiologique viral important au Maroc, responsable de syndromes
de type grippal et d'infections respiratoires aigués séveres, en particulier chez les nourrissons. Une surveillance
renforcée est indispensable pour mieux comprendre les facteurs de risque des infections a VRS.
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Introduction |

Respiratory syncytial virus (RSV) is
a leading cause of severe respiratory
disease in infants, young children and
immunocompromised and elderly
populations worldwide with highest
burden of disease in low-income and
middle-income countries. (1). The RSV
infects more than 60% of children in
their first year of life (almost 100%)
by age of 2 years) with peak hospital
admission from RSV-related disease at
2-3 months. (2). In Morocco, 13% of
paediatric deaths during 2012 were due
to acute respiratory infections (3). The
burden of RSV as attributable cause of
death amongst these paediatric patients
remained unknown.

Although respiratory infections can
be caused by bacteria and fungj, viruses
remain the most frequent etiological
agents (4). Respiratory syncytial virus
(RSV) is recognized to be the most
important viral pathogen causing acute
lower respiratory tract infection in
young children less than five years of
age causing seasonal outbreaks world-
wide (§,6). While RSV is a common
agent of respiratory infections causing
bronchiolitis, pneumonia, and chronic
obstructive pulmonary infections in
people of all ages, RSV is also responsi-
ble for nosocomial infections resulting
in prolonged hospital stay in intensive
care units resulting in worsening the
prognosis of the patients. RSV is sea-
sonal, occurring in the winter monthsin
temperate climates (7).

RSVisa nonfsegmented negative-
sense single-stranded enveloped RNA
virus that belongs to the family of
Paramyxoviridae, genus Preumovirus,
subfamily Prewmovirinae. There are two
subgroups of the virus, A and B, which
distinguishes on both genetic and anti-
genic sides (8).

In Morocco, there are limited data
on the circulation of RSV, its sub-types
as well as the pre-dominant epidemio-
logical and clinical characteristics of the

RSV infection. In an effort to address
this gap, virological data from the exist-
ing influenza surveillance system in the
country was used to understand charac-
teristics and circulating patterns of RSV
in patients with acute respiratory infec-
tions admitted in either hospitals or
seen at out-patient clinics in Morocco
over the period 0f2014-2016.

| Methods .

Study design and case
definition

The Ministry of Health of Morocco
established a sentinel-based influenza
surveillance system in 1996 (9). The
surveillance system for influenza and in-
fluenza-like illness (ILL) was revamped
in 2014 that currently includes- (i)
surveillance system for severe acute
respiratory infection (SARI) using the
WHO’s case definition for SARI (10).
The system collects data from 8 public
sector general hospitalslocated in all the
eight regions in the country; (i) surveil-
lance system for influenza-like illness
(ILI) using the WHO’s case defiition
for ILI (10). The system collects data
from out-patients over 425 out-patient
clinics in both public and private sector.

While the SARI surveillance is con-
ducted throughout the year forhospital-
ized patients. Both epidemiological and
virological data are collected from all
SARI cases that meet the WHO's case
definition for SARL The patients admit-
ted in either paediatrics, pneumology
or internal medicine are enrolled for the
SARI surveillance system.

The surveillance system for ILI is
conducted in 375 public sector out-
patient clinics and aggregated data
(number of IL1 cases out of total con-
sultations, etc) on total ILI and ARI
consultations are collected from all
these 375 public sector clinics. Of these,
8 out-patient clinics collect specimen
for virological testing only. The first five

LaRevue de Santé dela Méditerranée orientale

cases meeting the WHO'’s case defini-
tion for ILI are enrolled for specimen
collection.

In addition to the public sector
clinics, the ILI surveillance system in
Morocco also usesa private practitioner
network comprising of S0 physicians
(including general practitioners, pedia-
tricians and lungspecialists) locatedin9
large cities across the country (Tanger,
Fes, Meknes, Oujda, Casablanca, Rabat,
Marrakech, Agadir and Laayoune). The
physicians enroll the first 5 ILI cases per
day during October through April for
specimen collection

For the purpose of understanding
the circulation and characteristic of
circulating RSVs, the National Influ-
enza Center (NIC), based in Rabat,
Morocco, collected and tested the
patient’s specimens from its existing
influenza surveillance system for RSVs
over a period from September 2014 to
April 2016. Additional epidemiologi-
cal data using a standardized data col-
lection instrument were also collected
from 8 SARI and 33 ILI sites. Patient’s
specimens from a total of 1450 patients
meeting the case definition foreither ILI
and SARI were collected.

Sample and data collection

Both nasopharyngeal (NP) and oro-
pharyngeal (OP) swabs were collected
from 1450 patients who met the case
definition for either ILI or SARL The
specimens were placed in tube contain-
ing 3 mL of viral transportation medium
(VICUM), stored at 4°C at the health
facilities, and sent to the NIC within
48hours. A standardized question-
naire with patient-specific information
(medical history, clinical symptoms, de-
mographic and epidemiological data)
was filled up by trained personnel.

Nucleicacid extraction

Total nucleic acids were extracted au-
tomatically from 400 uL of samples,
using a High Pure Viral Nucleic Acid
Kit and iPrep” instrument, according
to the manufacturer’s instructions
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(Lifetechnologies, Carlsbad, USA),
thereafter (RNAse P) was considered as
the internal control during extraction of
human specimens. 100uL of extracted
nucleic acids were stored at -70°C until
processing.

Detection of RSV& Influenza
by real time RT-PCR

All enrolled patients were tested for
both influenza and RSV viruses. Detec-
tion of these two viruses was performed
in SuL volume using Invitrogen” Super-
script 111 Platinum’ One-step RT-PCR,
amplification and reaction conditions
were in accordance to the protocols
developed by Centers for Disease Con-
trol and Prevention (CDC; Atlanta,
GA) (11,12),with an ABI 7500 Fast
Sequence Detection System.

Subtyping of RSV by real time
RT-PCR

The real-time RT-PCR for Subtyping
RSV was performed with primers spe-
cific to the N gene of RSVA and RSVB,
the amplification protocol was 50°C for
30min, followed by 95°C for 2 min, and
then by and 45 cycles of 15 s at 94°C,
and 355at S5°C (13,14).

Statistical analysis

To describe the temporal distribution
of RSV positive cases, we aggregated
RSV results as obtained by RT-PCR
by calendar month and week. Demo-
graphic, clinical and virological data for
all enrolled patients were entered into
a database created using Epi Info 7.1.
Group comparisons were performed
using ¥2 or Fisher's exact test for the
dependency/relationship between
two variables. P-values <0.05 were
considered statistically significant. Data
analysis was conducted using the same

software.

Ethical considerations

The protocol was approved by the
Ministry of Health for the objective
of conducting surveillance of respira-
tory diseases with epidemic potential, in

which participants remain anonymous,
and therefore did not require an assess-
ment of the ethics committee or IRB
approval. Verbal consent was obtained
fromall patients.

Demographic characteristics

During the period of 2014-2016, pa-
tient’s specimens were collected from
1450 patients meeting the WHO's case
definition for ILI and SARI from all
age groups from 41 sentinel sites for
SARI and ILL. An NP/OP swab was
collected from all those patients. Of
those, 842 (58%) patients specimens
were collected from the ILI sites while
the remaining 608 (42%) patients
specimens were enrolled from the SARI
sentinel sites. The proportion of fenales
was slightly greater than the propor-
tion of males whose specimens were
collected during the period of 2014-
2016. (52.2% vs. 47.8%). The mean
age in years of patients was 24.41 years
(£23.69) and the median age was 18.00
years [0.08— 89.00]. Atotal of 503 cases
(35%) were younger than S years, 608
cases (42%) were aged between 549
years while 283 patients (20%) were
older than S0 years (Table 1). Among
the eight regions, highest number of
patients specimens were collected from
Fes-Meknes (549/38%) followed by
Rabat —Sale —Kenitra (405/28%).
Patients were enrolled for this study
throughout the year but during the first
quarter (January—April), the number
of enrollment was higher compared to
other quarters.

Detection rates of RSV,
percentages of positives and
subgroups

Of the 1450 specimens tested from
both ILI and SARI, a total of 267
specimens were positive for RSV by
RT-PCR resulting in the detection rate
of 18.4% (267/1450). The detection
rate for RSV, plausibly, was comparably

higher amongst the patients present-
ing with SARI than ILI (73% vs. 27%).
The proportion of RSV infection
detection was highest in children (P
<0.001), aged between 06 months
(45% ;121/267) followed by those
aged between 7-23 months old (19%;
52/267), children aged between 24
years (12%;(31/267) and adults be-
tween 1549 years (9%; 25/267).

We were able to determine the sub-
types of RSV in all 267 samples that
were positive for RSV. During 2014/15
season, 92%(80 of 87) of RSV strains
were sub-typed as RSV Awhich was the
predominant strain compared to only
89%(7 of87) of RSV strains sub-typed as
RSV-B.On the other hand, RSV B was
the predominantly circulating during
2015/16 season accounting for 70.5%
ofall RSVstrains circulating in the coun-
try during this period (127 patients with
RSV Group B among 180 RSV positive
samples in 2015/16) (Figure 1).

RSV seasonal distribution and
co-circulation with influenza
viruses

Throughout the period under obser-
vation, the RSV showed a periodic
circulating pattern. Positivity rate is pre-
dominately observed to have occurred
from November to March of the year
(during the fourth and the first quarters
of year each season; P <0.001); peaks
were detected during week 52 of 2014
and week 03 of 2016 (Figure 2).

The largest proportion of samples
(89%) were collected from patients
in main five regions of the country-:
Fes-Meknes, Rabat-Sale-Kenitra,
Souss-Massa, Beni mellal-Khenifra and
Oriental. Most of RSV-positive samples
(97%; P <0.001) were collected from
these S regions. During the period of
2014-2016, both the RSV and Influen-
7a viruses (Table 2) were also observed
to be co-circulating (18%; 267/1450
versus 31%; 447/1450)
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Table 1: Demographicand cli

Age (n=1395)
0-6 month
7-23 month
2-4 year
5-14 year
15-49 year
50-64 year
>65 year
unknown
Sex
Female
Male
Clinical symptoms
onset of symptoms
>10 days
<10 days
Fever (n=752)
<375C
>375C
Cough
Yes
No
The regions (n=1450)
Fes-Meknes
Rabat-Sale-Kenitra
Souss-Massa (Agadir)
Beni mellal-Khenifra
Oriental (Qujda)
Tanger-Tetouan
Marrakech-Safi
Laayoune-Dakhla
Season
First Quarter
Second quarter
Third quarter
Fourth quarter
Syndrome
ILI
SARI

No of patients
enrolled

N=1450

n (%)

217 (15)
153 (11)
134(9)
150 (10)
458 (32)
200(14)
83(6)
55(4)

757 (52)
693 (48)

549 (38)

405(28)
159 (1)
98(7)
88(6)
92 (6)
52(4)
7(0)

1033 (71)
413)
nm

365 (25)

842 (58)
608 (42)

N=267 (18%)
n (%)

25(9)
16 (6)
7(3)
8(3)

129 (17))
138 (20)

35(15)
232(19)

3(12)
129(18)

246 (20)
21(9)

133 (50)
49(18)
41(15)
27 (10)

9(3)
4(2)
4(2)
0(0)

230(86)
1(0)
0(0)
36(13)

73(27)
194 (73)

ical characteristics of patients with influenza-like illness (ILI) and severe acute respiratory
infections by Respiratory Synctial Virus infection status, Morocco, 2014-2016.

RSV-Positive

RSV-Negative

N=1183 (82%)

n (%)

96 (8)
101 (9)
103 (9)
143 (12)
433 (37)
184 (16)

76 (6)

47 (4

<0.001

628 (83) 0159
555 (80)

198 (85) 0145
985 (81)
0458
22 (88)
598 (82)

) <0.001
208 (91)
416 (35)
356 (30)
118 (10)
71(6) <0.001
79(7)
88(7)
48 (4)
7 (0)

803 (68)
40(3)
nam

329(28)

<0.001

769 (65)

<0.001
414 (35)

*Some data variables from age, clinical syndrome and regions have not been included in the analysis owing to incomplete data.

Clinical manifestations

For all age groups, the commonest
presenting symptoms of RSV-positive

486

cases were cough (92.1%; P <0.001).  within 10 days of admission while it

The onset of symptoms for RSV-
positive patients was in 19% of patients

was 81% for RSV-negative patients
(81%; P = 0.145). Fever (>37.5 C) was
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Figure 1 Samples tested for RSV, proportion positive for RSV A and RSVB, and positivity rates by months, Morocco,

September 2014-April 2016.

found in only 18% (129/752) of RSV-
positive patients compared with RSV-
negative patients ( (82.0%; P = 0458).
Further, in infants aged between 0-6
months affected by RSV, only 60.3%
(73/121) presented with fever during
the period the data were collected.

| Discussion .

Using data from sentinel-based surveil-
lance system for influenza, we report for
thefirsttime everthe circulatingpatterns
of RSV in Morocco during 2014-2016.
We have detected RSV by singleplex
Real-Time RT-PCR in patients with
severe acute respiratory infections who
were enrolled in the sentinel-based
influenza surveillance network in Mo-
rocco during the period of 2014-2016.
Among the patients whose specimens
were collected during 20142016 from
the SARI and ILI sentinel sites, the rate
of RSV positivity was 18.4%.
Although, RSV was detected in
all age groups, the proportion of posi-
tive cases for RSV was comparatively
higher in children aged between 0-6
months amongst all age groups which

was statistically significant. Children
below S years of age comprised of 35%
of all patients enrolled in this study
while the RSV detection rate in chil-
dren under S years of age was 76%. This
rate was high compared to the findings
reported in USA and Turkey with 18%
and 24.5% respectively (6-15).Similar
to our findings, Weber et al. reported
higher percentage of RSV-infection in
children less than 6 months of age in
developing countries ( 16). In this study,
the higher percentage of RSV infection
among infants may probably be due to
nosocomial spread of the virus within
paediatric care units during the high cir-
culating season of RSV. However, there
is no data to substantiate this assump-
tion. Indeed, some authors suggested
RSV as the major cause of nosocomial
outbreak during its annual outbreaks,
specially among the children admitted
in the paediatric unit (17).

Consistent with other studies (1,
4-6), we also found that proportion
of patients with respiratory illness who
tested positive for RSV varied with age,
with the highest overall detection rate
occurring in infants less than 6 months

of age during 2014-2016 (45%; P <
0.001) making this age category the
highest priority target population for the
candidate vaccines (1,18).

The circulation of RSV follows a
clear seasonality pattern. In temperate
climate, RSV usually circulates during
the winter season from November to
April. Epidemics of RSV occurs when
the circulation of influenza virus peak in
the period from October through April
(9). Although no clear seasonal pattern
on the circulation of RSVs could be
gathered from these data, the detec-
tion rate for RSV-positive infection was
highest from November to March every
year (during the fourth and the first
quarter; P <0.001) while the detection
rate was observed to have peaked in our
study during week 52 0f 2014 and week
3 of 2016. Similar circulating pattern
has been observed in other temperate
countries, where RSV-positive infection
rate begins in late fall or early winter,
peaks between mid-December and
early February, and offset in late spring
(7,8,16). Alternating strong early onset
epidemics with more moderate and
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Figure 2: Samples tested for RSV and proportion positive for RSV by weeks and -months, Morocco, September 2014-April

2016

later epidemics have also been reported
in the temperate region (19).

The data reveal that that RSV posi-
tivity was highest among patients en-
rolled from five regions (Fes-Meknes,
Rabat -Sale -Kenitra, Souss-Massa,
Oriental and Beni mellal-Khenifra)
reaching to a combined rate of approxi-
mately 97%. This could be due to fact
that these regions are most populated
in Morocco and therefore, compara-
tively higher numbers of patients were
enrolled (89%) from these regions than
the other remaining regions in the SART
and [LI surveillance system.

In addition to the higher percent-
age of RSV infection in infants aged

0—6 months, we also observed in our
study that 40% of these infants infected
with RSV did not have fever as the pre-
dominant presenting symptom during
2014-2016. Indeed, WHO reported
thatnearlyhalf of RSV-infected children
do not show fever as the presenting
symptom (20). Another report found
that the burden of RSV would have
been under-estimated by 5S0-85%
among young children if only SARI
and [LI case definitions are used to pick
up a probable RSV infected children.
This underlines the importance of using
WHO’s case definition for ARI as more
suitable and highly sensitive for RSV
surveillance amongst children (21).

Table 2 Influenza and RSV positivity rate among ILI and SARI patients, Morocco,

2014-2016.
Pathogen
Negative
RSV 1,183 (82%)
Influenza virus 1,003 (69%)

RT-PCR Test Results

Positive
267 (18%) 1,450 (100%)
447 (31%) 1,450 (100%)

In our data, both subtypes of RSV
were detected during each season.
While higher number of RSV group A
viruses (92%) were detected amongst
patients who were tested positive for
RSV during 2014/15, the pattern was
changed during the following season
of 2015/16. During this period, there
was a dedline in the circulation of RSV
group A viruses and RSV group B virus-
es predominantly circulated during this
season accounting for 70.5% ofall RSV-
infected cases. Esposito etal. reports that
RSV has complex circulation patterns
characterized by periodic replacement
of the predominant genotypes with
new one during successive epidemic
seasons (22). Additional investigations
are needed to determine the genotypes
of RSV strains circulating in Morrocco,
since many reports described the novel
RSVA genotype ON1 in the world as
well as the increasing spread of the RSV
group B virus genotype BA.

There are several limitations to
the way these data presented in this
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manuscriptneed to be interpreted. First,
our sample size was small We did not
collect swab specimens from all patients
meeting the case definition for ILI and
the possibilities that some SARI pa-
tients that were eligible for enrolment
were not included for patient’s speci-
men collection owing to either incor-
rect use of case definition or selection
bias cannot be ruled out. Hence there
are possibilities for sampling bias in
some cases. Second, data on the full epi-
demiological spectrum of patients posi-
tive for RSV infection including the risk
factors were not collected. Third, owing
to small sample size, the association
between RSV subtypes and other clini-
cal and epidemiological characteristics
and severity of infection could not be
established. Fourth, to establish season-
ality of the RSV’s circulating patterns,

more time-series analysis of data are
required over 3 to S year period. Finally,
the molecular characterization of the
RSV group viruses could not be done
during this study.

| Conclusion NS

This study underscored the importance
of RSV as a viral aetiological agent
causing both mild and severe acute
respiratory infections in Morocco, espe-
cially in children aged less than S years.
Additional sentinel based surveillance
embedded in influenza surveillance
will be required to be established in
order to fully understand the burden
of disease caused by RSVs including
epidemiology, seasonality and risk fac-
tors for the RSV infection in Morocco.
Further research will also be required

using molecular epidemiology for char-
acterization of predominantly prevalent
RSV strains in different regions of Mo-
rocco and its prevalent age groups for
early detection of emerging genotypes
responsible for causing periodic out-

breaks.
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Abstract

Background: Influenza disease burden varies by age and this has important public health implications. We
compared the proportional distribution of different influenza virus types within age strata using surveillance data
from twenty-nine countries during 1999-2014 (N=358,796 influenza cases).

Methods: For each virus, we calculated a Relative lliness Ratio (defined as the ratio of the percentage of cases in an
age group to the percentage of the country population in the same age group) for young children (0-4 years),
older children (5-17 years), young adults (18-39 years), older adults (40-64 years), and the elderly (65+ years). We
used random-effects meta-analysis models to obtain summary relative illness ratios (sRIRs), and conducted meta-
regression and sub-group analyses to explore causes of between-estimates heterogeneity.

Results: The influenza virus with highest sRIR was AH1TN1) for young children, B for older children, A(HTNT)
pdm2009 for adults, and (A(H3N2) for the elderly. As expected, considering the diverse nature of the national
surveillance datasets included in our analysis, between-estimates heterogeneity was high (17>90%) for most sRIRs.
The variations of countries’ geographic, demographic and economic characteristics and the proportion of
outpatients among reported influenza cases explained only part of the heterogeneity, suggesting that multiple
factors were at play.
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Conclusions: These results highlight the importance of presenting burden of disease estimates by age group and

virus (subtype.

Keywords: Influenza, Age distribution, Influenza A virus, H3N2 subtype, Influenza A virus, HINT subtype, Influenza B

virus, Meta-analysis

Background

Several studies have shown that the disease burden and
costs of influenza vary considerably by age group [1, 2].
Among adults, influenza is usually a self-limiting disease
and the social costs are mainly due to loss of productivity
and workdays and to absenteeism due to the need to care
for family members [3]. At the extremes of age there is a
much higher risk of complications, hospitalization and
influenza-associated death [4, 5], especially among older
people with underlying conditions such as chronic heart
disease or diabetes [6]. In these age groups, the costs for
society are mainly related to healthcare.

The influenza burden of disease varies substantially
across seasons [1]. This depends on the circulating virus
strains and, where vaccination campaigns are imple-
mented, on the vaccine uptake rate as well. Overall, the
disease burden of influenza is thought to be higher in
seasons dominated by A(H3N2) or A(HIN1)pdm2009
influenza viruses, and lower in seasons where
pre-pandemic A(HIN1) or influenza B account for the
majority of cases [7, 8].

The dependency of the disease burden in a given sea-
son on circulating influenza virus (sub)types may be due
to two factors that are complementary to each other. On
one hand, influenza viruses may differ between one an-
other in terms of their ability to induce a severe or com-
plicated clinical illness, for instance by favouring
bacterial co-infections, worsening of underlying condi-
tions, or other life-threatening events. This hypothesis
has been questioned by studies showing that there were
only negligible differences in the age-adjusted clinical
presentation and severity of the illness caused by differ-
ent influenza virus types and subtypes [9-12]. On the
other hand, the influenza viruses may differ between one
another in how frequently they affect certain age groups.
For instance, school-age children are more affected dur-
ing influenza seasons dominated by pre-pandemic
A(HIN1) and B virus strains than during A(H3N2)-do-
minated season [13].

The age distribution of influenza cases is likely to be
affected by several other factors beyond the mix of circu-
lating virus (sub)types , which may vary considerably in
space and time. These include the country’s demo-
graphic and geographic characteristics, the implementa-
tion of vaccination campaigns against influenza, and
past epidemics that affect the immunity of the different

population age groups. In addition, how the influenza
surveillance system is structured, the general perception
of the severity of the season (for example, during the
2009 pandemic), and health care seeking behaviour may
determine how many and what influenza cases are seen
in each season and country. The availability of a global
database with age-specific data enables an analysis of
patterns across different settings and facilitates stronger
conclusions, provided there is careful examination of
how the age distribution of influenza cases fluctuated
across countries and seasons, and investigating the influ-
ence of potential confounding factors.

Here, we compared the proportional distribution of
different influenza virus (sub)types within age strata
using the database of the Global Influenza B Study
(GIBS).

Methods

Sources of data and definitions

The GIBS was launched in 2012 with the aim of in-
creasing the scientific evidence needed to optimize
the influenza prevention policies worldwide [14]. Ex-
perts from over fifty countries from all continents
were invited to provide data on the weekly number of
influenza cases reported to their national influenza
surveillance system during recent years (ideally, from
2000 onwards) (N=948,646). Importantly, and in con-
trast to other global surveillance databases (e.g. Flu-
Net) [15], the GIBS database also includes the age
(exact age or age group) of each reported influenza
case. From large countries we asked to provide data
stratified at a sub-national level, if available (for brev-
ity, we will use the term “country” to refer to a whole
country or to a sub-national region of it hereinafter).
Experts from participating countries were also re-
quested to describe the main characteristics of their
influenza surveillance system.

Country-specific geographic, demographic and so-
cioeconomic information necessary for the analyses
was derived from the US Central Intelligence Agency
World Factbook website [16]. This includes informa-
tion on the population age structure, the ageing index
(defined as the number of people aged 65 years or
older per hundred people aged 14 years or younger),
the latitude of the population centroid (when avail-
able) or of the largest city, and the per capita gross
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domestic product (GDP). In terms of latitude, a coun-
try was considered as being situated in the Northern
or Southern hemisphere or in the inter-tropical belt
based on the latitude of its centroid/largest city.

Statistical analysis

For brevity, we will describe the outcome variable by
referring to “influenza”, and the method was applied
to A(HINI), A(HIN1)pdm2009, A(H3N2), and influ-
enza B viruses separately; influenza cases that could
not be classified in an unambiguous way to any of
the above (for instance, those classified as “unsub-
typed influenza A”) were not included in the analysis.
The statistic used to describe the age distribution of
influenza cases in each season and country is the
Relative Illness Ratio (RIR) [17], which is defined as
the ratio of the percentage of influenza cases in a
given age group to the percentage of the general
population belonging to the same age group. We con-
sidered the following age groups: 0-4 years (referred
to as “young children” hereinafter), 5-17 years (“older
children”), 18-39 years (“young adults”), 40-64 vyears
(“older adults”), and 65+ years (“elderly”). A RIR was
calculated for each of these five age groups in each
influenza season in which there were at least 100 re-
ported influenza cases overall; 95% confidence inter-
vals (95% CI) were calculated by using an exact
method based on the Poisson distribution [18].

‘When calculating a RIR, the null hypothesis is that the
chance of being infected with influenza is the same for
all people irrespective of their age, implying an age dis-
tribution of influenza cases perfectly equal to that of the
general population and the RIR equal to 1 in each age
group. Therefore, a RIR equal to 3 for influenza B in the
age group 5-17 years would mean that, in that season,
the proportion of influenza B cases aged 5-17 years was
three times the proportion of the general population of
the same age group, i.e. three times higher than expected
if all age groups would be equally affected by influenza.

All RIRs obtained in the different seasons and coun-
tries were pooled into a summary Relative Illness Ratio
(sRIR) (separately for each age group) through
random-effects meta-analysis models by using the
method by DerSimonian and Laird [19]. Comparisons
between pairs of sRIRs were conducted, within each age
group, through meta-regression models that included an
interaction term for the virus (sub)type.

We assessed the between-estimates heterogeneity by
using the 17 statistics, which can be interpreted as the
percentage of total variation that is attributable to
heterogeneity [20]. We expected a high degree of het-
erogeneity (this was an a priori consideration), as
many factors combine to determine the age distribu-
tion of influenza surveillance cases in any given
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country and season. In order to assess this point in
detail, we fitted meta-regression models and per-
formed sub-group analysis to explore possible corre-
lates of between-estimates heterogeneity, using the
proportion of outpatients among reported influenza
cases, the percentage of all influenza cases caused by
each influenza virus (sub)type in the same or in the
previous season, and the country’s latitude, ageing
index and per capita GDP.

All analyses were conducted using Stata version 14
(Stata Corp, College Station, TX). We used the metan
command (with the option random) to pool the country-
and season-specific RIR into a sRIR, obtain forest plots,
and calculate the I? statistics [21]. The study of
between-estimates heterogeneity was conducted by using
the metareg command [21]. Maps were prepared using
freely available software (http://mapchart.net/).

All statistical tests were two-sided, and p-values of less
than 0.05 were considered as statistically significant.

Comparing the age of influenza cases

The interpretation of sRIRs requires caution. The age
distribution of patients infected with any given influ-
enza virus in each season and country is affected by a
number of socio-economic factors, including health-
care seeking behaviour, influenza testing by age, and
the way primary and hospital care are organized and
delivered. The chance of seeking medical attention
(and consequently being seen by an influenza surveil-
lance system) once a person is infected is very prob-
ably not the same in all age groups across all
participating countries. For instance, children and the
elderly might be over-represented in both general
practitioners- and (especially) hospital-based surveil-
lance systems, as they seek medical attention more
frequently when they are sick compared to adults.
Therefore, we believe a “same virus, different age
groups” approach (i.e. a comparison of sRIRs between
people of different age groups infected with the same
influenza virus) is not correct. In other words, it is
not possible to answer the question “Are young chil-
dren more or less affected than adults (or another age
group) by influenza and by how much?’ by inferring
from the age distribution of cases reported to the in-
fluenza surveillance system.

Instead, there is no major obstacle in ranking the
sRIRs for people of the same age group who are in-
fected with different influenza virus (sub)types
(“different viruses, same age group” approach). As
mentioned, there are only minor differences in the
clinical presentation of influenza illness produced by
the different virus types within each age group
[9-12]. This implies that the likelihood of seeking
medical attention is likely to be similar for people of
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any given age group in the same country who are in-
fected with different influenza viruses. It is therefore
possible to answer the question “Are young children
more or less affected by influenza B compared to in-

fluenza A(H3N2)?".

Results

The GIBS database that was used for the analysis in-
cluded 358,768 influenza cases reported between 1999
and 2014 in twenty-nine countries (Table 1 and Fig. 1),
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of which four were in the Southern hemisphere, fifteen in

Table 1 Selected features of countries included in the study of age distribution of influenza cases. The Global Influenza B Study,

1999-2014
Country Latitude @ Population Age‘m?b GDP per % of No. influenza cases (seasons) included in the analysis:
{million) index ® capita (USD)  outpatients AHIND AHINDPdmM2009  A(H3N2) P

Southern hemisphere
New Zealand 4185 45 072 30,400 30% 2274(5) 3763 Q) 4,840 (8 2763 (7)
Chile 3585 166 048 19,100 5% 403 (1) 5399 (3) 3540 (3 897 (2
South Africa 2005 530 0.2 11,500 0% - 432 (3) 421 (3) 527 (3)
Australia 2585 234 0.84 43,000 50% 3614 (8) 50,096 (4) 13286 (9) 28673 (12)

Inter-tropical belt
Madagascar 194 S 213 0.08 1,000 100% 109 (1) 1,101 (2 579 (@) 1,004 (4)
Brazil @ 1085 201.0 032 12,100 NA -0 - ) 665 (4)
Ecuador 208 154 0.24 10,600 0% -{0) 673 (2) 713 (3 185 (1)
Indonesia 175 2374 0.25 5,200 95% 720 Q) -0 1397 (4) 1,281 (4)
Kenya 045 444 007 1,800 40% 365 (2) 1,285 (3) 1,183 (5) 1,454 (5)
Singapore 12N 54 063 62,400 100% - 2634 (3) 1436 (3) 1483 (3)
Cameroon S7N 225 0.07 2400 90% - - 259 (2) 102 (1)
Ivory Coast 76N 232 0.09 1,800 83% -{0) 344 (2) 171 (1) 446 (2)
Panama 86N 37 0.28 16,500 39% - 744 (1) 32102 154 (1)
Costa Rica 100N 46 0.30 12,900 27% -{0) 4,069 (2) 1,026 (4) 387 (2)
Nicaragua 129N 6.1 0.16 4500 43% - 3113 3) 1,089 (4) 699 (3)
El Salvador 138N 6.1 0.25 7,500 22% -{0) 858 (2) 3172 437 (3)
Honduras 148 N 82 0.1 4,800 56% -{0) 656 (2) 277 (2 -0
Guatemala 157N 154 0.12 5300 2% 263 (1) 1681 (3) 169 (1) 316 (2)
Viet Nam 167 N 897 023 4,000 40% 1218 (2 1,368 (3) 2,781 () 2,982 (8)

Northern hemisphere
Bhutan 274N 07 022 2,600 97% -{0) 510(2) 130 (1) 101 (1)
China South ® 311N 9694 056 9,800 100% 5530(5) 40,754 (2) 30299 (7) 35910 8)
Morocco 320N 332 0.24 5,500 70% -{0) 2,076 (2) 354 (2 -0
Turkey 390N 767 0.26 15,300 100% 120802 -0 - 289 (1)
Portugal 393N 104 117 22,900 97% -{0) 648 (3) 2,085 (8 733 (4)
China North @ 395 N 3709 056 9,800 100% 3900(5) 22,951 (3) 13054 (7) 19,956 (7)
Italy 429N 599 152 29,600 60% -0 3,880 (2) 1,900 () 493 (1)
Kazakhstan 480N 179 0.28 14,100 5% -{0) 108 (1) 421 (3) 163 (1)
Ukraine 49.1 N 446 1.14 7400 NA -{0) 104 (1) - -{0
England @ 523N 530 091 37,300 57% 179 (1) 2438 (3) 1,743 (6) 1,319 (3)

19873 (33) 151685 {60) 83791 (102) 103419 (93)

NA: not available

@ | atitude of centroid (when available) or largest city
®Defined as the number of people aged 65 years or older per hundred people aged 14 years or younger
©proportion of outpatients among reported influenza cases

®information on subtype of influenza A cases was not available for Brazil
®Ageing index and GDP per capita of China (whole country)

®Ageing index and GDP per capita of United Kingdom
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Fig. 1 Countries included in the analysis or the age distribution of infuenza cases by virus type and subtype. The Global Influenza 8 Study,
1999-2014. The map was prepared using [recly avallaoie software (htlp//mapchartnet/)

the inter-tropical belt, and ten in the Northern hemi-
sphere. In detail, there were 19,873 influenza A(HIN1)
cases from 33 scasons in twelve countrics; 151,685 influ-
cnza A(HIN1)pdm2009 cases from 60 scasons in
twenty-five countries; 83,791 influenza A(H3N2) cases
from 102 seasons in twenty-six countries; and 103,419 in-
fluenza B cases from 93 seasons in twenty-six countries.
The number of influenza cases (by influenza virus) that
was available for the analysis in each country and season
(i.e. with age information available and at least 100 cases
reported in the season, and after excluding non-subtyped
influenza A cases) is reported in the Additional file 1.

The overall age distribution of influenza cases was as fol-
lows: 19% in young children, 33% in older children, 30% in
young adults, 14% in older adults and 4% in the clderly.
The sRIRs for cach influenza virus (sub)type by age group
are reported in Table 2 (we provide a sample of the corre-
sponding forest plots, namely those for A(HIN1), in the
Additional file 2 ). The sRIR for young children was highest
for influenza A(HIN1) (3.57, 95%CI 3.00-4.14) and lowest
for influenza A(HIN1)pdm2009 (2.93, 95%CI 2.68-3.19);
for older children, the sRIR was highest for influenza B
(1.69, 95%CI 1.53-1.85) and lowest for influenza A(H3NZ2)
(1.04, 95%CI 0.93-1.14); for both young and older adults, it
was highest for influenza A(H1IN1)pdm2009 (0.94, 95%CI
0.87-1.01 and 0.62, 95%CI 0.55-0.69, respectively) and low-
est for influenza B (0.65, 95%CI 0.59-0.71 and 0.41, 95%ClL
0.37-0.45, respectively); for the elderly it was highest for
influenza A(H3N2) (0.74, 95%CI 0.66-0.83) and lowest for
influenza A(HIN1) (0.16, 95%CI 0.12-0.20). The

between-estimates heterogeneity was large, as it exceeded
95% for all of the sRIRs among young children, older chil-
dren and young adults, and was above 90% for all of the
sRIRs calculated among older adults and the clderly (with
the only exception of the elderly infected with influenza
A(HIN1), where it was 73.9%) (Table 2). Because of the
large between-estimates heterogeneity, the summary esti-
mates should not be interpreted in a precise manner, and
the reported 95% confidence intervals most likely under-
estimate the real uncertainty in the data and should be con-
sidered with caution.

Latitude, ageing index, GDP per capita and the proportion
of outpatients among reported influenza cases were signifi-
cantly (p<0.05) correlated with sRIRs for most influenza virus
(sub)types and age groups (Table 3). Countries’ geographic,
demographic, economic and epidemiological characteristics
explained a smaller part of between-estimates heterogeneity
for A(HIN1) compared to the other influenza virus
(sub)types.

Inspection of stratified sRIRs (available in the
Additional file 3) revealed some additional patterns.
Pre-pandemic A(HIN1) was the most frequent virus
subtype in the 0-4 years age group only in the North-
ern hemisphere, while A(H3N2) prevailed in the
inter-tropical belt and the Southern hemisphere, The
proportion of outpatients among reported cases con-
sistently affected the sRIRs among young children and
the elderly (sRIR was highest when the proportion of
outpatients accounted for less than 40% in the data),
and the country’s demographic structure consistently
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Table 2 Summary Relative lliness Ratio (sRIR), lower and upper
95% confidence intervals (Cl), and between-estimates
heterogeneity (as measured by the |? statistics) for A(H1N1),
AHINT)pdmM2009, A(H3N2) and B influenza virus within each
age group. The Global Influenza B Study, 1999-2014

Influenza virus sRIR lower C| @ upper CI @ 1?
Young children (0-4 years)
AHINT) 357 300 414 97.5%
AHTN1)pdm2009 228 210 246 97.8%
AH3N2) 330 295 364 98.2%
B 293 268 319 97.5%
Older children (5-17 years)
AHINT) 136 119 1.54 95.2%
AHTN1)pdm2009 1.23 102 145 99.5%
AH3N2) 1.04 093 1.14 97.2%
B 1.69 153 1.85 98.4%
Young adults (18-39 years)
AHIND) 084 072 096 97.1%
AH1IN1)pdm2009 0.4 087 1.01 97.5%
A(H3N2) 073 068 078 96.0%
B 0.65 059 071 98.1%
Older adults (40-64 years)
AHINT) 049 041 057 95.2%
AHIN1)pdm2009 062 055 069 98.7%
AH3N2) 059 055 063 93.5%
B 041 037 045 96.6%
Elderly (65+ years)
AHIN1) 0.16 0.12 0.20 73.9%
AHTN1)pdm2009 027 024 0.31 94.7%
AH3N2) 074 066 083 95.2%
B 038 033 043 92.4%

@Because of the between-estimates heterogeneity being above 50%, the
reported 95% Cl very likely underestimate the real uncertainty in the data, and
should be considered with caution.

affected the sRIRs among older children and young
adults (sRIR was highest when ageing index >0.50).
Importantly, the stratified analysis indicated that the
results for countries with 70% or more reported influ-
enza cases from outpatients mirror those for the
whole database, with pre-pandemic A(HIN1), B,
pandemic A(HIN1)2009 and A(H3N2) being the
most frequently detected virus strain among young
children, older children, young adults and the eld-
erly, respectively. For the other variables, the pat-
tern of sRIRs across values was inconsistent across
influenza virus (sub)types, making it difficult to
identify a clear pattern. The between-estimates het-
erogeneity remained very high (>90%) for most
stratified sRIRs, irrespective of the influenza virus
(sub)type and age group.
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Discussion

We compared the age distribution of influenza cases
across different influenza viruses relative to that of the
general population using the GIBS database, which en-
compasses case-based influenza data from twenty-nine
countries during 1999-2014. We found that each influ-
enza virus had a relatively higher frequency in a certain
age group: influenza A(HIN1) appeared to be relatively
more frequent among young children, B among older
children, A(HIN1)pdm2009 among young and older
adults, and A(H3N2) among the elderly. These results
were confirmed in the analysis limited to countries with
most reported influenza cases coming from the out-
patient setting. In addition, the RIR was highest for
young children and lowest for older adults and the eld-
erly whatever the virus strain examined, suggesting that
the young children are the age group most affected by
influenza in relation to their size in the country’s popula-
tion. Importantly, however, because of the possible
over-representation of children and elderly people in our
study sample and of the large (but expected) heterogen-
eity, we have restrained ourselves from, and cautioned
against, interpreting the point estimates in a precise way.
In addition, it is very likely that the confidence intervals
underestimate the real uncertainty in the data. As a re-
sult, we have limited ourselves to ranking the sRIRs for
the different influenza virus (sub)types within any given
age group (ie. following a “different viruses, same age
group” approach, as explained), and to drawing more
cautious conclusions regarding the results.

Many factors affect the probability of being infected
with influenza and of being captured by a national influ-
enza surveillance system in each age group. The factors
include epidemiological characteristics like the number
of effective contacts among susceptible people, the
country’s population density and mobility [22, 23], the
typical family composition and the average number of
people living in a household [24, 25], and the pattern of
contacts between people of different age groups [26-28].
Other important factors include influenza vaccine
uptake and how national surveillance systems are
structured (e.g. community and/or hospital based).
These many factors, and the virus strains that are
circulating, interact in a complex way to produce a
net effect that defines the cases that are captured by
the national surveillance systems. This situation may
explain the large degree of heterogeneity in our data,
which persisted also when conducting the stratified
analysis. Because of this, we opted to (i) analyse our
data by age group (to control for some of the factors
listed above, e.g. the different probability by age of
being tested and therefore being reported to the na-
tional surveillance system), (ii) present patterns for
each influenza virus (sub)type, and (iii) draw
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cautious conclusions and avoid giving precise effect
estimates.

The main strength of our study is the wealth of data
included in the GIBS database and the large diversity of
countries in terms of their geographical, socio-economic
and epidemiological characteristics. This allowed us to
investigate simultaneously the effect of several factors on
the age distribution of influenza cases relative to that of
the general population, which would not have been pos-
sible by using data from a single country (or a few coun-
tries that are very similar to one another) or for a
limited number of seasons. The large heterogeneity in
the data prevented us from quantifying the effect of the
virus (sub)type on the age distribution of influenza cases
in a precise way, and therefore, to answer in a definitive
way our study question. However, the adoption of a
meta-analytical approach allowed us to describe the
between-estimates heterogeneity both analytically and
graphically, and was especially useful in exploring the
many factors that contribute to determine the age distri-
bution of influenza cases in any given country and
Season.

The main limitation of the paper is its reliance on data
that was not purposely collected to answer the main
study question. Passive influenza surveillance systems
only allow inferences regarding medically-attended influ-
enza virus infections, and are inherently unable to cap-
ture infected people who do not seek medical care.
‘While this does not represent a limitation for the main
goals of surveillance (ie. early warning of epidemics),
the data collected within a passive surveillance system
may be sub-optimal for purely research purposes. In par-
ticular, influenza surveillance systems differ across coun-
tries included in GIBS in terms of the proportion of
outpatients compared to all reported influenza cases,
which may represent an important source of bias for the
present analysis [14]. Reassuringly, our results were con-
firmed when limiting the analysis to countries in which
over 70% of influenza cases were outpatients (i.e. origi-
nated from a community-based surveillance system).
However, meta-regression and subgroup analysis are not
as powerful as an analysis which takes advantage of
individual-level data, which is warranted in order to con-
firm or refute our findings. In general, the “same virus,
different age groups” interpretation of results is not pos-
sible using passive surveillance data. To allow for a more
reliable comparison of influenza burden between age
groups using surveillance data, each country would need
to adopt a sampling protocol for virological testing that
allows the probability to sample a (suspected) influenza
case in each age group to be known in advance. Despite
being quite expensive, active surveillance based on par-
ticipatory cohorts would allow a better understanding of
influenza epidemiology by providing the opportunity to
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estimate key epidemiological parameters, including the
age distribution of cases and the age-specific attack rate,
frequency of complications and mortality [29]. A further
limitation of our study is the lack of age data for coun-
tries in North America, in particular for United States;
in addition, some countries contributed data for only a
limited number of seasons. The proportion of influenza
patients being typed and subtyped may depend on the
patient’s age: this may have introduced a bias whose
magnitude, however, should have been attenuated by our
decision to analyse the data separately within each age
group. Finally, we could not run separate analyses by
influenza B virus lineage (Yamagata vs. Victoria), as this
information was available in only a small percentage of
influenza B cases.

Conclusions

Global surveillance data for the start of the 21% century
suggest that the relative proportion of influenza cases
caused by each influenza virus (sub)type may differ by
age group. Our results suggest that the mix of circulat-
ing influenza viruses is one among several factors that
are at play in determining the differing age distribution
of influenza surveillance cases, and highlight the import-
ance of presenting disease burden estimates by age
group and virus (sub)type.
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difference influenza viruses that were included in the analysis. The Global
Influenza B Studly, 1999-2014. {DOCX 24 kb)

Additional file 2: Figure S1. Forest plot of the Relative lliness Ratio for
patients aged 0-4 years infected with A(H1N1) influenza virus. The Global
Influenza B Study, 1999-2014. Figure S2. Forest plot of the Relative lliness
Ratio for patients aged 5-17 years infected with A(H1N1) influenza virus.
The Global Influenza B Study, 1999-2014. Figure S3. Forest plot of the
Relative lliness Ratio for patients aged 18-39 years infected with A(HTNT)
influenza virus. The Global Influenza B Studly, 1999-2014. Figure S4. Forest
plot of the Relative Iliness Ratio for patients aged 40-64 years infected
with A(H1N1) influenza virus. The Global Influenza B Studly, 1999-2014.
Figure S5. Forest plot of the Relative lliness Ratio for patients aged 65+
years infected with A(H1N1) influenza virus. The Global Influenza B Study,
1999-2014. {DOCX 44 kb)

Additional file 3: Table S2. Summary Relative lliness Ratio (sRIR), 95%
confidence intervals {95% Cl) across age groups and influenza viruses by
categories of country ageing index. The Global Influenza B Study, 1999-
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Abstract

We describe the epidemiological characteristics, pattern of circulation, and geographical
distribution of influenza B viruses and its lineages using data from the Global Influenza B
Study. We included over 1.8 million influenza cases occurred in thirty-one countries during
2000-2018. We calculated the proportion of cases caused by influenza B and its lineages;
determined the timing of influenza A and B epidemics; compared the age distribution of B/
Victoria and B/Yamagata cases; and evaluated the frequency of lineage-level mismatch for
the trivalent vaccine. The median proportion of influenza cases caused by influenza B virus
was 23.4%, with a tendency (borderline statistical significance, p = 0.060) to be higher in
tropical vs. temperate countries. Influenza B was the dominant virus type in about one every
seven seasons. In temperate countries, influenza B epidemics occurred on average three
weeks later than influenza A epidemics; no consistent pattern emerged in the tropics. The
two B lineages caused a comparable proportion of influenza B cases globally, however the
B/Yamagata was more frequent in temperate countries, and the B/Victoria in the tropics (p =
0.048). B/Yamagata patients were significantly older than B/Victoria patients in almost all
countries. A lineage-level vaccine mismatch was observed in over 40% of seasons in tem-
perate countries and in 30% of seasons in the tropics. The type B virus caused a substantial
proportion of influenza infections globally in the 215 century, and its two virus lineages dif-
fered in terms of age and geographical distribution of patients. These findings will help
inform health policy decisions aiming to reduce disease burden associated with seasonal
influenza.

Introduction

Influenza causes a major burden of disease on populations globally [1]. The impact of seasonal
and pandemic influenza on population health in high-income countries has been described
extensively [2]. In Europe, influenza ranks first among infectious diseases in terms of burden,
accounting for 30% of the total disability-adjusted life years (DALYs) lost due to infectious dis-
eases annually [3]. More recently, evidence has been accumulating that the burden of disease
associated with influenza is high in low- and middle-income countries as well [4]. Type A
viruses cause most influenza cases and are responsible for pandemics, but influenza B is an
important cause of morbidity and mortality during interpandemic periods, and its prevention
represents an important public health priority globally [5-6]. Influenza B viruses split into two
antigenically distinct phylogenetic lineages (B/Victoria/2/87 representative, abbreviated B/ Vic-
toria, and B/Yamagata/16/88 representative, abbreviated B/Yamagata) in the early 1980s [7].
Whilst the circulation of the Victoria lineage was geographically limited to eastern Asia for
most of the 1990s, the two lineages have co-circulated globally in the 21% century [8-9].

The mainstay of influenza prevention is vaccination, aimed primarily at individuals who
are at greater risk of developing complications when infected, like the elderly, pregnant
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women, and people with underlying medical conditions, and more recently at children to pro-
vide both direct protection to the children and indirect protection to the wider population
[10]. Both the composition and period of administration of the vaccine are crucial to ensure
adequate immunity against influenza; thus, investigating the timing of influenza epidemics
and the patterns of circulation of the different influenza virus types, subtypes and lineages is of
great importance from a public health perspective [11]. Until 2012, trivalent influenza vaccines
(TIV) were available that contained only one type B influenza virus, belonging to either the B/
Victoria or B/Yamagata lineage. Each year, the WHO issued recommendations for the B virus
strain to be included in the TIV, but the frequency of lineage-level vaccine mismatch has been
high (around 50%} [5]. This often resulted in unsatisfactory protection, considering the limited
efficacy against the mismatched lineage [12], and substantial health impact [13]. Quadrivalent
influenza vaccine (QIV), containing one B/Victoria and one B/Yamagata virus strain, were
first approved by the US Food and Drug Administration (US-FDA) in 2012. This prompted
the establishment of several studies that aimed to describe the epidemiology, clinical character-
istics and burden of disease of influenza B in more depth, and to compare the cost-effective-
ness of QIV vs. TIV in different settings and populations.

Despite significant advances in our understanding of influenza B [14], important knowl-
edge gaps persist, in particular concerning the pattern of circulation and geographical distribu-
tion of B/Victoria and B/Yamagata viruses, and the age distribution of patients who are most
often infected with either lineage. These aspects are of great importance, however, for instance
in order to evaluate the cost-effectiveness of alternative influenza prevention strategies and
thus enable more appropriate public health choices (e.g. around the choice of tri- and quadri-
valent vaccines) [15]. In fact, while some reports have addressed this topic in single countries
[16-22], a global overview is still lacking. Here, we conducted a global analysis of the epidemi-
ology of influenza B virus and its lineages using the database of the Global Influenza B Study
(GIES).

Methods
The Global Influenza B Study

The rationale and methodology of the Global Influenza B Study has been described in detail
elsewhere [14,23-24]. The GIBS database encompasses epidemiological and virological influ-
enza surveillance data from thirty-one countries around the world (Fig 1). Participating coun-
tries were classified as located in the Northern hemisphere (n = 11}, inter-tropical belt
(n=15), or Southern hemisphere (n = 5) based on the latitude of the country’s population cen-
tre [25]. Participating countries were required to make available influenza surveillance data for
as many consecutive years as possible (from 2000 onwards). Data include the weekly number
of laboratory-confirmed influenza cases broken down by virus type (A, B}, type A subtype
(HINT1, 2009 pandemic HIN1, H3N2, A not subtyped), and type B lineage (Victoria, Yama-
gata, B not characterized) and weekly influenza-like illness/acute respiratory infection rates
(per 100,000 population or 100 consultations, depending on country). Information on age
(exact age or age groups) was also available. In most participating countries, the influenza sur-
veillance system covers the whole national territory, and a sample of influenza virus positive
specimens or virus isolates is routinely sent to a WHO collaborating centre for further investi-
gations. However, countries differ in other important aspects of their surveillance system, e.g.
the clinical case definition in use, the distribution of outpatients and inpatients being sampled,
and the availability of population denominators [14,24]. The GIBS database was initially
assembled in 2013-14 by merging influenza surveillance data up to as late as December 2013
from thirty countries [14], but was updated for the purposes of this paper with data until 2015
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Fig 1. Countries participating in the Global Influenza B Study (GIBS), 2000-2018.

https://doi.org/10.1371/joumal.pone.0222381.9001

to 2018 (depending on the country) for twenty-five countries. The Netherlands joined the
project in 2018, bringing Lhe lolal number of participating counlries Lo Lhirly-one.

Data for China were provided separately for the Northern and Southern parts of the coun-
try, which were therefore entered separately in the analyses (for brevity, however, we will us
the term “country” to refer to a whole country or a part of it henceforth). Brazil also provided
data stratified by sub-national regions (i.e. five administrative regions: north, north-east, cen-
tral-west, south, and south-east); however, geographically-stratified data were too sparse in
some years, thus we opted to treat Brazil as a single country in the analysis.

Statistical methods

Similar Lo previous GIBS publications [14,23-24], the unil of analysis was the “season”: this
corresponded to the calendar year in tropical countries and countries located in the Southern
hemisphere, and was defined as the period between the 27 week of a year and the 26" week
of the following year for countries located in the Northern hemisphere. As previously
explained [23], the purpose of this methodological approach is Lo give each “season” an equal
weighting in the analysis, thus limiting the impact on results arising from any differences in
reporting between countries (e.g. high- vs. low-resources countries) and over time within the
same country (e.g. before vs. after the 2009 pandemic).

For each country, we included in the analyses the seasons with at least 20 weeks of reported
data and at least 100 laboratory-confirmed influenza cases. In each season, we calculated the
percentage of influenza cases that were due to influenza B. We then determined the percentage
of cases that were caused by viruses belonging to the B/Victoria or B/Yamagata lineage: in this
analysis, to increase the stability of the results, we only included (for each country) the subset
of seasons with 50 or more characterized influenza B viruses. The non-parametric Kruskal-
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Wallis test was applied to compare the median proportion of influenza A and B cases (over all
influenza cases) and B/Victoria and B/Yamagata cases (over all cases with characterized influ-
enza B viruses) between countries based on their latitude (Northern hemisphere, inter-tropical
belt, or Southern hemisphere) and population age structure (median age below 30 years,
between 30 and 35 years, or above 35 years) [25].

‘We compared the timing of the primary peak of influenza A and B epidemics in each coun-
try using the EPIPOI software [26]. For this analysis, we excluded data from the 2009 season
(2009-2010 in Northern hemisphere countries) because of the markedly atypical timing of the
influenza A(HIN1)pdm09 pandemics. Time series were first standardized by dividing the
weekly number of influenza cases by the maximum weekly number (per country by defined
season). Next, a periodic annual function (PAF) was generated by summing up the annual,
semi-annual and quarterly harmonics (obtained by Fourier decomposition). The timing of the
primary peak (defined as the month where the PAF reaches its maximum value) was then
compared for A and B epidemics in each country.

We aimed to evaluated the frequency of influenza B lineage-level vaccine mismatch, which
was defined as a mismatch between the lineage that caused the majority (>50%) of influenza B
cases in a given season and country, and the lineage included in the trivalent vaccine. Informa-
tion on influenza vaccine formulation was retrieved from the WHO website [27]. The above
definition is straightforward for temperate countries in the Northern and Southern hemi-
sphere, but much less so for countries of the inter-tropical belt. While the WHO issues recom-
mendations on the composition of influenza vaccines to be used in tropical countries [28],
these countries often adopt either formulation based on local considerations or make no spe-
cific recommendations [29]. To cope with this and consider all possible scenarios (and also for
consistency with previous GIBS publications [14]), the frequency of B lineage-level vaccine
mismatch in tropical countries was calculated by assuming that: (i) all countries situated north
of the equator use the northern hemisphere vaccine, and all countries south of the equator use
the southern hemisphere vaccine formulation; (ii) all countries use the northern hemisphere
vaccine formulation; or (iii) all countries use the southern hemisphere vaccine formulation.

The recent update of the GIBS database and the resulting increase in the number of cases
with characterized influenza B viruses made it possible to compare the age distribution of
influenza B/Victoria and B/Yamagata cases in a similar way to what had been done previously
for influenza B vs. A (and its subtypes) [14,24]. This analysis was limited to countries for
which information on the exact age was available for at least 50 B/Victoria and at least 50 B/
Yamagata influenza cases over all seasons available. The virus-lineage-specific age distribution
of influenza B cases was visualized, separately in each country, using histograms with 5-age-
year-wide bars. Since the distributions were skewed to the right, we used the non-parametric
Wilcoxon rank sum test to compare the median age of influenza B cases by virus lineage.

Statistical analyses were conducted using Stata software version 14 (StataCorp LP, College
Station, TX, USA). All statistical tests were two-sided, and p-values were considered statisti-
cally significant when below 0.05.

Results

The database of the Global Influenza B Study encompassed a total of 1.820.301 influenza cases
between 2000 and 2018, of which 419,167 (23.0%) had type B influenza. Cases were unevenly
distributed between countries, with USA and Australia contributing 54.1% and 25.3% of all
influenza cases to the database, respectively. Information on age was not available for the USA;
for the remaining countries, information on age was available for most (95.0%) influenza
cases. After applying our exclusion criteria, 299 seasons with 100 or more reported influenza
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cases overall were included in the analysis, of which 110 were from Northern hemisphere
countries, 131 from countries located in the inter-tropical belt, and 58 from Southern hemi-
sphere countries. The median number of seasons per country was nine, ranging from three
(for Turkey) to eighteen (for New Zealand). The number of overall and influenza B cases in
each country and season included in the analysis, the proportion of influenza B cases of which
the virus was characterized, and their breakdown into B/Victoria and B/Yamagata lineages,
are provided in S1 Table.

Frequency of influenza B

Influenza B virus caused a median 23.4% (interquartile range [IQR] 9.3-38.9%) of reported
influenza cases in a season. More specifically, the proportion of influenza cases caused by the B
virus type was <<20% in 118 seasons (42.3%), between 20% and 50% in 125 seasons (41.8%),
and above 50% in 45 seasons (15.1%). The proportion of influenza B cases over all influenza
cases reported in the season varied geographically (Fig 2): its median value tended to be higher
(with borderline statistical significance, p = 0.060) in countries of the inter-tropical belt
(27.4%, IQR 12.2-41.7%) compared to temperate countries of the Northern (21.0%, IQR 7.3-
37.4%) and Southern (22.2%, IQR 9.1-34.5%) hemispheres. The proportion of seasons in
which influenza B cases constituted between 20 and 50% or more than 50% of all reported
influenza cases did not significantly differ (p = 0.275) between tropical countries (47.3% and
16.0%, respectively) and temperate countries of the two hemispheres (39.9% and 14.3%,
respectively).

Timing of influenza A and B epidemics

In countries of the Southern hemisphere, influenza A epidemics typically peaked in July-Sep-
tember, on average 1.1 month earlier than influenza B (August-September) (Table 1). Influ-
enza epidemics also peaked in the winter months of Northern hemisphere countries, earlier
for influenza A (January-February, except Ukraine, in March) than for influenza B (February-
March, except England, in January), with an average difference of 0.6 months. The only excep-
tion was Bhutan (i.e. the southernmost countries among those situated in the Northern hemi-
sphere), where both influenza A and B epidemics typically peaked in August. There was more
variability in countries of the inter-tropical belt: the timing of the primary peak varied widely
between countries and could take place in practically any month of the year, with a small dif-
ference in timing (0.3 months earlier on average) for the primary peak of influenza A and B
epidemics.

Frequency of B/Victoria and B/Yamagata lineages viruses

There were 84 seasons where the virus lineage was determined for 50 or more influenza B
cases (out of a total 299 seasons, 28.1%) and this data covered 18 countries (out of 31). In these
seasons, the B/Victoria and B/Yamagata lineage viruses caused a similar range of proportions
of influenza B cases. More precisely, the median proportion of influenza B cases reported in a
season that were caused by B/Victoria lineage viruses was 46.0% (IQR 5.3-89.6%). The range
of the proportion of B/ Victoria over all influenza B cases was 0%-100%, meaning that there
were seasons in which all influenza B cases were caused by either virus lineage. Co-circulation
of the two lineages was frequent: in 27 (32.1%) of 84 seasons, both lineages accounted for at
least 20% of influenza B cases, while the B/Victoria and B/Yamagata lineages caused over 80%
of all influenza B cases in 27 (32.1%) and 30 (35.8%) seasons, respectively.

The proportion of either lineage over all influenza B cases varied according to the age struc-
ture of countries, and consequently, according to the countries’ latitude as well (Fig 3). The
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Fig 2. Distribution of influenza seasons by proportion of influenza B cases and geographical area (Inter-tropical
belt, Northern hemisphere, Southern hemisphere). Red bars indicate 25%, 50% (median) and 75" percentiles. The

Global Influenza B Study, 2000-2018.
https://doi.org/10.1371/joumnal.pone.0222381.9002

proportion of influenza B cases caused by the B/Victoria lineage in a given season varied
widely (ranging from 0% Lo nearly 100%) also in the analyses stratified by the country’s age
structure and latitude. ITowever, the B/Victoria lineage was more frequent (p-value 0.049) in
countries with a median age below 30 years (median proportion over all influenza B

cases = 67.0%) compared to countries with a median age was 30-35 years (42.0%) or above 35
years (36.2%). Likewise, the median proportion of B/Victoria over all characterized influenza
B cases in a season was higher in countries of the inter-tropical bell (57.5%) compared (o tem-
perate countries of the Northern (27.9%) and the Southern hemisphere (43.8%) (p-

value = 0.048).

Age distribution of B/Victoria and B/Yamagata influenza cases

In Table 2, we compared the median age of influenza B cases according to virus lineage. In
Australia, B/Victoria cases were non-significantly older than B/Yamagata cases: the median
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Table 1. Typical timing of the peak of influenza A and B epidemics according to countries’ latitude. The Global

Influenza B Study, 2000-2018.

Country

Latitude

Typical timing of influenza peak

2 :

New Zealand 4188 Aug (1* half) Aug (2** half)
Chile 3588 Jul (2* half) Sep (2* half)
Argentina (Santa Fe) 3148 Aug (1* half) Sep (2°¢ half)
South Africa 2908 Jul (1% half) Sep (2*half)

Australia 2585 si (1° half) Sei (1° half)

Madagascar 1948 Feb (1* half) Mar (1** half)
Brazil 10.8S Jun (2°4 half) Oct (1* half)
Ecuador 2.08 May (1° half) Jul (1° half)
Indonesia 178 Feb (1** half) Apr (2°¢ half)
Kenya 0458 Jul (24 half) Mar (2*¢ half)
Singapore 12N Jun (1* half) May (2" half)
Cameroon 57N Nov (1 half) Nov (1°* half)
Ivory Coast 7.6 N Nov (2°? half) Oct (1% half)
Panama 86N Jun (2°4 half) Jul (2°¢ half)
Costa Rica 100N Dec (2*4 half) Oct (1* half)
Nicaragua 129N Nov (1** half) Aug (2" half)
El Salvador 138N Jun (2°4 half) Jul (1* half)
Honduras 148N Nov (1** half) Jul (1° half)
Guatemala 157 N Mar (2" half) Sep (1* half)
Viet Nam 16.7 N Aug (1* half) Dec (1% half)
Bhutan 274N Aug (2* half) Aug (2*¢ half)
China South 311N Feb (2 half) Mar (2" half)
Morocco 320N Jan (2°¢ half) Feb (1° half)
Turkey 39.0N Feb (1°** half) Feb (2 half)
Portugal 393N Jan (2°4 half) Feb (1* half)
China North 39.5N Jan (2°¢ half) Mar (1% half)
Italy 29N Feb (2°¢ half) Feb (2" half)
USA 456N Feb (1° half) Mar (2" half)
Kazakhstan 480N Feb (2°¢ half) Feb (2" half)
Ukraine 491N Mar (1 half) Mar (1 half)
Netherlands 523N Feb (1°* half) Mar (1° half)
England 52.3 N Jan (2 half) Jan (2°¢ half)

https://doi.org/10.1371/journal pone.0222381.1001

age was 11 vs. 8 years, respectively. In all other countries, B/Yamagata cases were older than B/

Victoria cases, and the difference between the median age was always significant except in

Madagascar (p-value 0.248) and in Ukraine (p-value 0.082).
The visual inspection of the graphs revealed a fairly consistent pattern in the age distribu-

tion of B/Victoria and B/Yamagata cases (S1 File). In most countries, influenza B/Victoria

cases tended to be distributed according to their age along a unimodal curve, with a peak
below 10 years of age, while the age distribution of B/Yamagata cases frequently followed a
bimodal curve, with an earlier, larger peak below 10 years of age, and a smaller, yet discernible
peak at older age, mostly between 25 and 50 years of age. The adult age peak of B/Yamagata
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Fig 3. Proportion of influenza B cases in a season that were caused by the B/Victoria lineage viruses, according to countries median age (top)
and geographical area (bottom). The Global Influenza B Study, 2000-2018.

hitps://doi.org/10.1371/journal.pone.0222381.9003

cases was barely noliceable in countries where the majorily of inhabilanls are younger than 25
years (e.g. Madagascar and Ivory Coasl), and became increasingly evident as the median age of
the country population increased. A partial exception was Portugal, where the peak in the age
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Table 2. Age distribution of influenza B/Victoria and B/Yamagata patients by country (sorted by median age of the general population). The Global Influenza B

Study, 2000-2018.

Country ® Median age general population No. influenza B cases Median age (IQR)
Victoria Yamagata Victoria Yamagata p-value ®

Madagascar 19.7 787 405 7 (4-16) 8 (3-17) 0.248
Ivory Coast 209 240 153 3(1-8) 5 (2-32) 0.002
South Africa o7, 61 102 3(1-29) 29 (1-54) 0.003
Indonesia 30.2 422 235 10 (6-20) 25 (7-36) <0.001
Turkey 30.9 98 339 12 (6-22) 34 (11-48) <0.001
Chile 344 1351 1950 8 (3-18) 14 (6-21) <0.001
Singapore 34.6 413 921 15 (8-32) 35 (12-51) <0.001
New Zealand 379 232 1036 15 (7-33) 35 (11-52) <0.001
Australia 387 648 276 11 (5-23) 8 (3-36) 0.468
England 40.5 478 877 16 (8-29) 40 (17-53) <0.001
Ukraine 10.6 109 186 13 (8-19) 15(7-32) 0.082
Portugal 22 57 183 19 (13-36) 46 (34-57) <0.001
Netherlands 426 354 773 19 (7-36) 46 (26-58) <0.001
Italy 455 68 510 10 (6-19) 12 (6-47) 0.009

IQR: inter-quartile range

@ Countries were included if information on exact age was available for >50 B Victoriaand >50 B Yamagata influenza cases.

® Wilcoxon rank-sum test for comparison of medians

hitps.//doi.org/10.1371/journal.pone.0222381 1002

distribution of B/Victoria cases was between 10 and 20 years of age, and B/Yamagata distrib-
uted along a unimodal curve peaking at above 50 years of age.

Frequency of lineage-level influenza B trivalent vaccine mismatches

The proportion of influenza B lineage-level vaccine mismatch was 54.2% in countries in the
Southern hemisphere, and 42.9% in countries of the Northern hemisphere. For countries in
the inter-tropical belt, the proportion of seasons with a lineage-level vaccine mismatch was
29.6% in the scenario in which these countries use the vaccine composition recommended for
the hemisphere they are situated in; 40.7% assuming all these countries used the recommended
vaccine composition for the Northern hemisphere; and 22.2% if all countries used the recom-
mended vaccine composition for the Southern hemisphere.

Discussion

Our analysis found that influenza B virus was responsible for nearly one fourth of all influenza
cases in an average season between 2000 and 2018. More specifically, influenza B virus
accounted for over 20% of all influenza cases in more than half of the seasons, and was the
dominant virus type in about one out of every seven seasons. This proportion varied geograph-
ically, as the proportion of influenza B over all influenza cases tended to be higher on average
in tropical countries compared to countries of the Northern and Southern hemispheres. These
findings were broadly in line with reports from countries around the world [5,9,20-21,30-31]
and with GIBS data published in 2015 [14], with moderate discrepancies (less than 5%) being
most likely linked to the variability of the time span covered by different studies. Influenza B
epidemics tended to peak on average three weeks later than influenza A epidemics during the
winter period in temperate countries of both hemispheres, which is consistent with previous
country reports [21,30,32-34]. The timing of influenza A and B epidemics was different in
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tropical countries where they were highly heterogeneous and showed no consistent pattern in
the timing of the different epidemics. Influenza viruses exhibit differential ability to induce
temporary immunity against re-infection with other viruses in experimental settings [35]. This
“viral hierarchy” may help explain the differences in timing of epidemics caused by different
virus types and subtypes where the weather conditions that are most favourable to the occur-
rence of influenza epidemics (e.g. cold-dry) last for only a limited number of weeks each year.

The study of patterns of circulation of B/Victoria and B/Yamagata lineages revealed two
main findings. Firstly, the proportion of B cases caused by either lineage in a given season ran-
ged between 0% and nearly 100% in each geographical area (i.e. anywhere around the world
seasons occurred where all influenza B cases were caused by either the B/Victoria or the B/
Yamagata lineage), which emphasizes the challenges faced when trying to predict which line-
age will cause most influenza B cases next season. This helps explain the very high frequency of
lineage-level vaccine mismatch for the TIV which was around 50% (i.e. close to the scenario in
which the choice of the vaccine lineage is made at random) in temperate countries of the two
hemispheres, which has been reported in the past [30,36-37].

The second important finding that emerges from the B/Victoria-B/Yamagata lineage analy-
sis is that whilst the two lineages caused a comparable proportion of influenza B cases globally
during the study period, their distribution varied geographically, as B/Victoria was relatively
more frequent in tropical countries, while B/Yamagata was more frequent in temperate climate
countries of the Southern and Northern hemispheres. The reason for this pattern of circulation
of the two lineages is not clear. One possibility is that the survival and transmissibility of B/Vic-
toria and B/Yamagata viruses is differentially affected by “cold-dry” and “humid-rainy” envi-
ronmental conditions that drive the occurrence of influenza epidemics in temperate and
tropical countries, respectively [38]. This hypothesis does not seem, however, to be supported
by the available evidence, which suggests instead that influenza viruses of different types and
subtypes (e.g. A(H3N2), A(HIN1)pdm09, and B) are similarly affected by weather conditions
[39]. Based on our findings on the differential age distribution of B/Victoria and B/Yamagata
infected cases, a more likely explanation for the unequal geographical distribution of the two B
lineages lies is in the diverse demographic structure of world countries, with those located
around the tropics having a lower median age, on average, than those in temperate climates.

In this regard, our study showed consistently at a global level (i.e. across countries that dif-
fer greatly under many aspects, including the type of influenza surveillance system}) that B/
Yamagata cases are on average older than B/Victoria cases, and in particular, that the former
virus lineage infects adult individuals (>25 years) more frequently than the latter. The only
exception (i.e. the only country in which B/Victoria cases were older than B/Yamagata cases,
albeit not significantly) was Australia. The reason for this divergent pattern is not clear; how-
ever, since the majority of B/Yamagata cases in the database from Australia occurred in 2008
of B/Yamagata patients. Importantly, our findings support earlier work showing that each
influenza A subtype (H3N2, pre-2009-pandemic HIN1, and HIN1pdmo09) tends to affect a
different age group [24]. A recent study has shown that the B/Victoria viruses antigenic drift
parallels that of A(H3N2), with limited cross-reactivity between phylogenetic clusters com-
pared to B/Yamagata (which, in contrast, resembled A(H1N1) under this regard, with multiple
variants circulating and greater levels of antigenic cross-reactivity) [40]. According to these
observations, one would expect re-infection among adult individuals to occur more frequently
for B/Victoria rather than B/Yamagata, but the observed pattern runs counter to this expecta-
tion. Vijaykrishna and colleagues suggested that the observed differential age distribution may
be explained by either the higher effective reproductive number of B/Victoria; a broader
response against B/ Victoria viruses in older people; and/or differences in the prevalence of
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receptor binding molecules that help B/Victoria and B/Yamagata viruses infect respiratory
tract cells in young children and adults [40]. Another hypothesis is that the bimodal age distri-
bution of B/Yamagata cases may be the result of a shorter duration of acquired immunity
developed after infection with B/Yamagata vs. B/Victoria viruses [41]. Finally, antigenic origi-
nal sin (i.e. preferential response to influenza B viruses encountered in the past [42]) may also
play a role. If this were true, the mean age of patients infected with either B lineage would be
expected to drift over time: this has occurred in Australia between 2008-2011 [40], but we
were unable to replicate these results in the GIBS database (results not shown).

These findings have important implications for assessing the impact of influenza B viruses
in a population each season. Knowing early in the season (through surveillance activities)
which influenza B lineage virus is circulating will allow one to predict which age groups will be
more affected, with B/Yamagata seasons being generally characterized by more adults and
elderly people being infected and, therefore, by a greater burden of disease compared to B/Vic-
toria seasons. This appears to have been the case during the 2017/18 season in Europe, when
B/Yamagata was dominant (and there was a lineage-level vaccine mismatch) and a high bur-
den of influenza B was observed in many European countries [43].

We analyzed influenza surveillance data from around the world to determine the epidemi-
ology of influenza B virus and its lineages in the 21 century. We have enriched the analysis of
an earlier GIBS paper [14] by including more countries (31 vs. 26) and additional years (data
to up to 2018): the overall number of reports analysed is now twice as large (>>1.8 million vs.
935,000 cases). This allowed us to conduct a comprehensive comparative analysis of the epide-
miological characteristics of B/ Victoria and B/Yamagata virus lineages, thus achieving a better
understanding of the epidemiology of influenza B globally. The most important limitation of
our study is that it relies on data that were collected within national surveillance systems rather
than for research purposes. Countries participating in GIBS inevitably differ in terms of a
number of important characteristics, including percentage of out- and in-patients included,
number of years with data and average number of influenza cases reported per year, propor-
tion of influenza B viruses that were characterized availability of information on age of these
cases and sampling strategies across age groups. In each individual country, changes in the
aforementioned characteristics may have occurred over time, for instance before and after the
2009 pandemic. Another limitation of our study is the uneven distribution of cases among
countries and seasons, which is partly due to differences among countries in terms of popula-
tion, the intensity of surveillance activities, and the coverage of each country’s influenza sur-
veillance system. Throughout this paper, we have used statistical methods that were intended
to minimize the impact of this variability on the results. These include the use of the ‘season’ as
a unit of analysis for the comparison of the frequency of B influenza across countries, the stan-
dardization offered by the EPIPOI software in the analysis of temporal patterns of influenza
epidemics, and the use of medians to compare the age distribution of influenza cases between
countries. However, we acknowledge that these sources of variability may have affected our
findings to an extent that is difficult to quantify precisely, and a further improvement in the
harmonization of influenza surveillance data remains desirable as it would allow researchers to
conduct more detailed and in-depth analyses and obtain more reliable results.

In conclusion, our study provides important new information that describes the epidemiol-
ogy of influenza B viruses and its lineages during the start of the 21* century. We showed that
influenza B virus caused nearly one fourth (on average) of all influenza cases occurring annu-
ally in the world during 2000-2018, and that both lineages accounted each for a comparable
proportion of all influenza B cases globally. We also observed that cases infected with the B/
Victoria or B/Yamagata lineages differed consistently (i.e. in a similar fashion across countries)
in terms of their age distribution, and suggested that this may help explain the uneven
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geographical distribution of the two lineages globally. Finally, we confirmed that the TIV suf-
fers from a high frequency of lineage-level mismatch, especially in temperate countries of the
two hemispheres. While expanding our knowledge of the epidemiology and pattern of circula-
tion of influenza B virus, these findings will help inform health policy decisions aiming to
reduce disease burden associated with seasonal influenza locally, regionally and globally.
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S1 Table. Laboratory-confirmed influenza cases reported in each country and season, and
proportion of those caused by the influenza B virus type (overall and by lineage). The
Global Influenza B Study, 2000-2018.
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Abstract

Background: Several statistical methods of variable complexity have been developed to establish thresholds for
influenza activity that may be used to inform public health guidance. We compared the results of two methods
and explored how they worked to characterize the 2018 influenza season performance-2018 season.

Methods: Historical data from the 2005/2006 to 2016/2018 influenza season performance seasons were provided
by a network of 412 primary health centers in charge of influenza like illness (ILI) sentinel surveillance. We used the
WHO averages and the moving epidemic method (MEM) to evaluate the proportion of ILI visits among all
outpatient consultations (ILI%) as a proxy for influenza activity. We also used the MEM method to evaluate three
seasons of composite data (ILI% multiplied by percent of ILI with laboratory-confirmed influenza) as recommended
by WHO.

Results: The WHO method estimated the seasonal ILI% threshold at 0.9%. The annual epidemic pericd began on
average at week 46 and lasted an average of 18 weeks. The MEM model estimated the epidemic threshold
(corresponding to the WHO seasonal threshold) at 1.5% of ILI visits among all outpatient consultations. The annual
epidemic period began on week 49 and lasted on average 14 weeks. Intensity thresholds were similar using both
methods. When using the composite measure, the MEM method showed a clearer estimate of the beginning of
the influenza epidemic, which was coincident with a sharp increase in confirmed ILI cases.

Conclusions: We found that the threshold methodology presented in the WHO manual is simple to implernent and
easy to adopt for use by the Moroccan influenza surveillance system. The MEM method is more statistically sophisticated
and may allow a better detection of the start of seasonal epidemics. Incorporation of virologic data into the composite
parameter as recommended by WHO has the potential to increase the accuracy of seasonal threshold estimation.

Keywords: Influenza seasonality, Average epidemic curve, Seasonal threshold, Alert threshold
-

Background of health care services [2]. The influenza-associated re-

Seasonal influenza epidemics result in considerable an-
nual morbidity and mortality, with an estimated 291,243
to 645,832 deaths per year globally [1]. Associated with
these seasonal epidemics are substantial economic losses
due to absenteeism, lost wages and increased utilization
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spiratory annual mortality rate for people aged 65 and
older in Morocco has been recently estimated by the US
Centers for Disease Control and Prevention (US CDC)
at 3.7 per 100,000 (95% Credible Interval of 0.4-22.3)
[1]. The risk of hospitalization due to influenza is 5 to
10 times greater in high-risk populations in Morocco
(e.g., the elderly and people with chronic disease) than
in the general population [3]. The most effective ways to
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prevent or mitigate these effects are through vaccination
combined with appropriate clinical management of per-
sons infected with influenza. Optimal impact of vaccin-
ation campaigns is achieved by timing them prior to the
beginning of the influenza season to ensure maximum
coverage and protection among the population. Like-
wise, a timely signal to healthcare providers that the in-
fluenza season is underway helps to guide their patient
management decisions and to mitigate the effects of ill-
ness in the individual and in the community.

Local patterns of influenza virus circulation and sea-
sonality may differ geographically, necessitating national
estimates of seasonal influenza activity to inform public
health guidance. National surveillance data is essential
for understanding those patterns and establishing signals
for the beginning of the influenza season and epidemic
periods. Establishing baseline activity, epidemic and alert
thresholds is a useful tool to inform recommendations
for timely influenza vaccination to lessen the burden of
seasonal epidemics [4].

While several statistical methods are commonly used,
there is no gold standard for calculating influenza epi-
demic thresholds. The methods developed to date vary
in their complexity and calculate either time-varying or
fixed thresholds. The simplest ones use visual inspection
of historical data to create a fixed threshold indicating
the expected level of activity throughout the year [5, 6].
Statistical methods include regression models [7-10],
time series methods [11], adaptation of industrial control
processes such as Shewart charts [12], Cumulative Sum
(CuSum) [13] and rate difference models [14].

Methods that involve calculation of means and medians
are of medium complexity but are practical as they may
be simple to implement. The objective of this study was to
evaluate the performance of two methods using means
and medians to establish thresholds using data from the
Moroccan national influenza-like illness (ILI) syndromic
surveillance system. We compare the results of the World
Health Organization averages method (WHO method)
with the Moving Epidemics Method (MEM) which is rec-
ommended by both the WHO and the European Centre
for Disease Prevention and Control (ECDC). As a comple-
ment to the thresholds using syndromic data, we also cal-
culated a threshold using a composite parameter
integrating both syndromic and virologic surveillance data.
Following these direct comparisons of the methodologies,
we explored the best method for characterizing the 2017/
2018 influenza activity.

Methods

Data collection

In 2004, the Epidemiology Department of the Ministry
of Health of Morocco launched a year-round public sec-
tor syndromic surveillance system for ILI comprised of
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412 primary health centers, with a catchment population
of almost 12 million people. Sites report weekly ILI ac-
tivity to the regional and central levels, where health of-
ficials aggregate the surveillance data. A case definition
similar to the 1999 WHO ILI case definition recom-
mended for public health surveillance, defined as “a sud-
den onset of fever, a temperature >38°C and cough or
sore throat in the absence of another diagnosis” was
used from 2004 to 2015 [15, 16]. In 2015, Morocco
adopted the updated WHO standard ILI case definition
[5] developed in 2011 as “an acute respiratory illness
with a measured temperature of > 38°C and cough, with
onset within the past 10 days” [17]. Reporting includes
the total number of ILI consultations aggregated by gen-
der and age group, as well as total outpatient consulta-
tions. The proportion of ILI visits among all outpatient
consultations is used as a proxy for influenza activity.

In 2007, the Moroccan National Influenza Center
(NIC) began a virologic surveillance system in both am-
bulatory and hospital sites to complement the syndromic
system and provide data on laboratory-confirmed influ-
enza activity [18]. After an interruption in data collec-
tion beginning in 2010, virologic surveillance was
resumed in 8 sentinel sites in 2014. Specimens were
collected and characterized between September and
June. Enrolling patients from both out- and in-patient
facilities allowed the integration of epidemiologic and
virologic data representing the spectrum of illness
from mild (ILI) to severe (e.g. severe acute respiratory
infection or SARI) [17].

We used 11 seasons of syndromic surveillance data
(2005/2006 to 2016/2017, excluding the 2009/2010 pan-
demic year from analysis as influenza activity was not re-
flective of a typical season); this was described elsewhere
[19]. We compared two methodologies for establishing sea-
sonal baseline activity and epidemic thresholds. We also
compared the calculated thresholds with the observed
weeks for the start and end of the 2017/2018 season.
Using three seasons of virologic ILI surveillance data
(2014/2015 to 2016/2017), we used the MEM method
to make calculations using the composite parameter
recommended by WHO [20]; this method estimates
the proportion of laboratory-confirmed influenza ILI
consultations among all outpatient consultations, or
the product of weekly ILI consultations of total out-
patient visits and weekly percentage of influenza-
positive specimens among respiratory tests.

Methodology & statistical procedures

Overview of WHO and MEM methods

The methods discussed in order to standardize country
information on influenza activity, have raised basic con-
cepts summarized in Table 1.
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Table 1 Summary of WHO method and MEM concepts
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Concepts WHO method (5, 20)

MEM (20, 26)

Average epidemic curve  Find 3-week moving average of ILI%. Find median peak
week for each season. Align the multiple seasons on median
peak week. Calculate the average ILI% for each week. Indi-
cates the usual level of influenza activity that occurs during a

typical year.

Calculate the mean and standard deviation (SD) of the
average epidemic curve. For each week, the alert threshold
is 1645 SD above the weekly ILI% mean. ILI% > 1645 SD
indicates high ILI activity or outbreaks and may be used to
characterize a severe season.

Alert threshold

Alert curve A graph consisting of the alert thresholds for each epidemic

week.

Seasonal threshold
(WHO) or pre-epidemic
threshold (MEM)

Median weekly ILI% over all weeks (e, the average epidemic
curve is not used). Indicates the level of influenza activity that
signals the start and end of the annual influenza season(s).

MEM software produces an average curve, lower interval,
and higher interval.

For prospective surveillance: upper limit of the 95% one-
sided confidence interval of the arithmetic mean of the 30
highest pre-epidemic weekly ILI% values. Parameter value

Post-epidemic threshold

(MEM)

Epidemic period start The third of three consecutive weeks with ILI% above
seasonal threshold. Indicates that influenza activity occurs
consistently.

Epidemic period end The third of three consecutive weeks with ILI% below

seasonal threshold

Length of epidemic
period

Weeks from epidemic start to end.

Epidemic percentage

Moderate (WHO) or
medium (MEM) intensity

High intensity

Extraordinary (WHO) or
very high (MEM)
intensity

Upper 40% limit of 1-sided CI of mean of all peak values.

Upper 90% limit of 1-sided CI of mean of all peak values.

Upper 97.5% limit of 1-sided C| of mean of all peak values.

which marks the start of the epidemic period.

For prospective surveillance: upper limit of the 95% one-
sided confidence interval of the arithmetic mean of the 30
highest post-epidemic weekly ILI% values.

For retrospective analysis of individual season data: see
“length of epidemic period”.

For retrospective analysis of individual season data: see
“length of epidemic period”.

For retrospective analysis of individual season data: MEM
software uses a “maximum accumulated proportions
percentage (MAP)” algorithm to split the season into three
periods: a pre-epidemic, an epidemic, and a post-epidemic
period.

Proportion of total cases that occurred during the epidemic period

Upper 40% limit of the one-sided confidence interval of the
geometric mean of the 30 highest epidemic weekly ILI%
values.

Upper 90% limit of the one-sided confidence interval of the
geometric mean of the 30 highest epidemic weekly ILI%
values.

Upper 95% limit of the one-sided confidence interval of the
geometric mean of the 30 highest epidemic weekly ILI%
values.

The WHO method

The 2012 WHO Global Epidemiological Surveillance
Standards for Influenza (WHO Manual) [5] included a
simple method to establish an average epidemic curve to
identify the beginning of the influenza season using na-
tional influenza surveillance data. This method charac-
terizes the intensity of influenza activity each year and
may be used to describe the seasonality of influenza
virus circulation. Using ILI as a proxy for influenza viro-
logic activity [21, 22], we used weekly proportion of ILI
among all outpatient consultations as our indicator of
influenza activity.

With this method, we were able to produce an average
epidemic curve. Using data from the average epidemic
curve, we used statistical measures of variance to estab-
lish an alert threshold.

We determined the flat baseline for expected influenza
activity throughout the year in order to develop an indi-
cator for the onset of influenza season (seasonal thresh-
old). Sustained influenza activity (i.e., three consecutive
weeks) above this baseline indicated the start of the in-
fluenza season or the epidemic period [5]. In the final
step, moderate, high, and extraordinary intensity thresh-
olds were estimated as described in the WHO Pandemic
Influenza Severity Assessment manual [20], (Fig. 1).

The moving epidemic method

The Moving Epidemic Method (MEM) [23-28] is an al-
ternative tool developed to help model influenza epi-
demics also using retrospective national surveillance
data. It may be described as a combination rate-
difference model that uses cumulative differences in
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Table 2 Model estimators using WHO and Moving Epidemics Method (MEM), 2005/2006 to 2016/2017 seasons, Morocco (*)

Estimators used Analysis method

WHO MEM

MEM

Type of data used Weekly proportion of ILI patients

among all outpatients

Number of seasons analyzed 1 1

Average epidemic start week 46° 49
Average peak week of the 3 3
seasons
43 t0 46
Average epidemic length {in 24 14
weeks)
Epidemic percentage® 38.06% 45.62%
Seasonal (WHO) or pre epidemic  0.90% 1.51%
threshold {MEM)
Intensity thresholds
Moderate/medium threshold®  2.13% 2.12%
High threshold 2.77% 281%
Very high threshold 3.06% 3.19%

{extraordinary)

Weekly proportion of ILI patients
among all outpatients

Estimated weekly proportion of confirmed ILI
patients® among all outpatients

3
50
3

15

95.41%
003%

0.59%
15%
205%

{*) 2009/2010 pandemic year excluded

*Composite parameter defined as the product of the ILI proportion and the percentage positive
PGiven the three-consecutive-week-declaration rule considered for the WHO method
Percentage of the cumulative sum of values in the epidemic period of the seasons in the model
“Moderate threshold is used for WHO method and medium threshold for MEM

rates to determine epidemic periods and intensity of ac-
tivity [27, 28].

Using the free software R for statistical computing and
graphics [25] and its open source user interface RStudio
[26], we uploaded our surveillance data via the MEM ap-
plication [23], and fit the model using three steps. We
first visually compared activity over the 11 seasons in
order to compare the timing of peak activity and activity
trends across seasons. The MEM procedure has three
main steps: First, the length, start and the end of the an-
nual epidemics are determined, splitting the season in
three periods: a pre-epidemic, an epidemic and a post-
epidemic period [27, 28]. In the second step, we built
the model by using retrospective data from all 11 sea-
sons. The MEM app calculated the pre-epidemic thresh-
old that marks the start of the epidemic period
(analogous to the seasonal threshold in the WHO
method). In the third step, medium, high, and very high
intensity thresholds were estimated (Table 2). Using the
app, we produced graphs of each season showing the pre-
epidemic, epidemic and post-epidemic periods (Fig. 2). In
addition, as the assumption that ILI activity is reflecting
influenza virus circulation has limitations, we created a
second seasonal threshold with this methodology using
the composite parameter recommended by WHO for
three seasons of virologic ILI surveillance (Fig. 3).

Lastly, we calculated indicators of performance of the
app to detect epidemics, using values from the model for

sensitivity, specificity, positive predictive value, negative
predictive value, percent agreement and the Matthew
correlation coefficient (Table 3). The application allowed
us to optimize the model by searching the optimum
slope of the MAP curve to optimize the goodness-of-fit
of the model for detecting epidemics.

The MEM app calculates goodness-of-fit indicators in an
iterative process using a cross- validation procedure [27].
True positives (TP) were then defined as values of epidemic
period above the threshold, true negatives (TN) as values of
the non-epidemic period below the threshold, false posi-
tives (FP) as values of the non-epidemic period above the
threshold and false negatives (FN) as values of epidemic
period below the threshold. The process was repeated for
each season in the dataset and all TP, TN, FP and FN were
pooled. To measure the performance of the threshold, the
following statistics and definitions were used [27]:

1. Sensitivity: The number of epidemic weeks above
the pre-epidemic threshold and above the post-
epidemic threshold divided by the number of epi-
demic weeks (epidemic length).
Specificity: The number of non-epidemic weeks below
the pre-epidemic threshold and below the post-epidemic
threshold divided by the number of non-epidemic weeks.
3. Positive predictive value (PPV): The number of
epidemic weeks above the threshold divided by the
number of weeks above the threshold.
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Table 3 Indicators of the model performance to detect the beginning of an epidemic period (goodness of the Moving Epidemic

Method) (MEM) for detecting the epidemics Morocco

Used method MEM

Estimators of goodness

MEM

Historical data

Type of data used

Sensitivity 081
Specificity 092
Positive predictive value 071
Negative predictive value 095
Percent agreement 090
Matthews correlation coefficient 070

2005/2006 to 2016/2017

Influenza Like llinessproportion (96ILI)

2014/2015 to 2016/2017
Composite®

076

095

0.80

093

091

072

#LI% multiplied by percent of ILI with laboratory-confirmed influenza

4. Negative predictive value (NPV): The number of
non-epidemic weeks below the threshold divided by
the number of weeks below the threshold.

Ethics statement

The ILI sentinel surveillance system is a public health
activity organized by the Ministry of Health of Morocco.
Personally identifiable data is excluded from this surveil-
lance system; as a result, no request for authorization
from the National Ethics Committees was required. In-
deed, the Royal Dahir N°1-15-110 dated August 4, 2015,
promulgating the law N°28-13 relating to the protection
of persons participating in biomedical research, provides
for special provisions for non-interventional or observa-
tional researches as stipulated in its articles 2 and 26.

Results

Average ILI activity thresholds: WHO methodology

When applying the WHO method to our 11 years of sur-
veillance data, we estimated that the seasonal threshold was
the point at which more than 0.9% of outpatient consulta-
tions were due to ILI (Table 2). Influenza activity crossed
this threshold on average at week 43 and the beginning of
the epidemic period would be declared after three consecu-
tive weeks of activity above this threshold, on average at
week 46. The typical epidemic period lasted 24 weeks, fin-
ishing at week 18, when activity was below the seasonal
threshold for three consecutive weeks. The average peak ac-
tivity occurred during week 3. Seasons where ILI activity
regularly crossed the alert threshold may be characterized
as severe (Fig. 1 and Table 2). Intensity thresholds were
ILI% of 2.13, 2.77 and 3.06% for moderate, high and extra-
ordinary intensity thresholds) (Fig. 1 and Table 2).

Average ILI activity thresholds: MEM methodology

The MEM model produced an estimate that the average
annual influenza epidemic period began on week 49, and
that the epidemic period lasted on average 14 weeks.
The epidemic threshold (corresponding to the WHO

seasonal threshold) was higher, at 1.51% of ILI patients
among all outpatients. The average peak activity oc-
curred during week 3, consistent with the estimate using
the WHO method. Intensity thresholds were of 2.12,
2.81 and 3.19% of ILI patients among all outpatients for
respectively medium, high and very high intensity
thresholds (Fig. 2 and Table 2).

Indicators related to the goodness-of-fit of the MEM
model for detecting the epidemics, using these retro-
spective data showed that the sensitivity of the MEM
epidemic threshold was 0.81 whereas the specificity was
0.92. Positive predictive value was 0.71 and negative pre-
dictive value was 0.95 (Table 3).

Average laboratory-confirmed influenza activity
thresholds: MEM methodology

Using three seasons of virologic data, we established a
third seasonal baseline based on the composite parameter
recommended by WHO, which integrated both
laboratory-confirmed influenza and syndromic ILI report-
ing (Fig. 3). This method allowed us to compare the re-
sults of characterizing seasonality using these data types to
identify the beginning of the influenza season. Applying
the MEM methodology to our combined data, we deter-
mined that the average epidemic began at week 50, aver-
age peak activity occurred at week 3 and the average
epidemic period lasted 15weeks. Using this method,
medium, high and very high intensity thresholds were set
at 0.59, 1.5 and 2.05% of laboratory-confirmed ILI patients
among all outpatients (Fig. 3 and Table 2). Goodness-of-
fit indicators showed a sensitivity of 76%, specificity of
95%, positive predictive value of 80% and negative predict-
ive value of 93% (Table 3).

2017/2018 influenza season performance

2018 ILI data with the WHO/2018 ILI data with the
WHO thresholds, the curve overlapped the average
epidemic curve and activity crossed the seasonal
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threshold during week 43 of 2017 and was sustained
after this time, confirming that this was the start of
the epidemic period (Fig. 1).

The season peaked during the second week of 2018,
1 week earlier than the average identified by the
WHO methodology (week 3); we observed peak activ-
ity of 2.14% of ILI patients among all outpatients
(Fig. 1).

When using the MEM method with ILI proportions,
the epidemic period began at week 47, or the end of
November 2017. This finding indicated an early season,
beginning 2 weeks before the average cpidemic start
week of 49. The season peaked at week 2 of 2018 (be-
ginning of January), 1 week before the average peak
week determined by MEM (week 3), with peak activity
above 2% of ILI patients among all outpatients. This
season was characterized as one of medium intensity
(Fig. 2).

When considering the composite parameter, the MEM
method showed that the epidemic period began at week
48, or the end of November 2017, with a sharp increase
of the epidemic curve 2 weeks prior to the average start
(week 50). The seasonal peak occurred at week 2 of
2018, 1 week before the average peak week (week 3),
with peak activity above 1.25% of confirmed ILI patients
among all outpatients. This season almost reached the
threshold for high intensity (Fig. 3).

Discussion

The occurrence of the 2009 HIN1 pandemic highlighted
the need for a robust and standardized method to make
timely assessments of the severity of influenza activity
that may be used as an indicator of an unusual event.
WHO developed and began implementing a framework
on pandemic influenza severity assessment (PISA) [20]
in March 2017. Member States are encouraged to estab-
lish influenza baseline and epidemic alert thresholds
from surveillance data and to monitor and describe the
severity of cach influenza scason (scasonal, epidemic or
pandemic influenza) using these thresholds. For this
purpose, a simple method proposed by the WHO was
used [22, 29, 30]. WHO is now recommending MEM,
which is a more sophisticated method of reporting influ-
enza activity adopted by the European Centre for Dis-
ease Prevention and Control [31-34] and adopted by
several countries from other regions [35, 36]. The ana-
lysis using the MEM application with 11 seasons of syn-
dromic surveillance data showed clear seasonality to ILI
activity and visual inspection of graphed data revealed a
single scasonal peak per year. The data show seasonal
peaks between December and March, varying by year, as
described by Barakat ct al. based on visual analysis [18],
matching trends observed in other northern hemisphere
countries [37]. The average seasonal peak in Morocco
occurs at week 3 (mid-January) using either method.
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The seasonal threshold established using the method de-
scribed in the WHO influenza surveillance guidelines
was lower than the epidemic threshold calculated by the
MEM method when ILI proportions are considered
(0.9% versus 1.51% of ILI patients among all outpa-
tients). The average epidemic start week was estimated
to be carlier when using the WHO method, with an aver-
age start at week 46 versus week 49 or 50 by using re-
spectively ILI proportions or the composite parameter
with the MEM method. There is a three- to four-week dif-
ference between these 2 methods when describing the typ-
ical start to a season; the optimal timing of a seasonal
influenza vaccination campaign might vary accordingly.
Public health officials must weigh the costs and benefits of
the optimal campaign period. Influenza vaccine adminis-
tration is ideally timed at least several weeks prior to influ-
enza virus circulation as antibody response is achieved on
average 2 weeks post vaccination [38]. The average epi-
demic period estimated by the WHO method was longer
compared with the MEM mecthod (24 weceks vs. 14 or 15
weeks respectively). There are few publications with esti-
mates of the typical duration of an influenza season [37].
According to the available evidence, the duration of the

influenza season in the temperate zone of the northern
hemisphere, ranges 12—-19 weeks in Europe [39].

The goodness-of-fit calculations from the MEM appli-
cation indicate that the MEM capacity for detecting epi-
demic activity had a sensitivity of 81% and a specificity
of 92% when using ILI proportions, implying that it is
better for climinating false signals than it is for detecting
a truc signal. Our finding is similar to that of Vega ct al,,
who also found the sensitivity to be significantly lower
than the specificity [27]. Using Cambodian surveillance
data, Ly et al. [30] also found that the WHO method-
ology appeared to have a higher sensitivity for detecting
early epidemic activity, but a lower specificity than
MEM, implying a greater risk of signalling false starts to
the season. Timely detection of the start of seasonal epi-
demics may be important to alert health services and to
mitigate morbidity, mortality and economic costs by
allowing resource allocation and adjusting response
measures to face the scasonal overload in the healthcare
system. The public health implications for this difference
between methodologies are that using the MEM method
without applying the seasonal threshold established
using the WHO method, there is a risk of missing the
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beginning of the epidemic period and not providing
timely guidance to clinicians to indicate influenza season
has begun, and to manage patient treatment accordingly.
Using the lower WHO threshold for public health mes-
saging regarding the beginning of the influenza season
may pose the risk of a false alert and perhaps over-
prescribing antiviral medications. From another point of
view, using a low seasonal threshold could influence
decision-makers to recommend earlier vaccination. As
our results showed that the seasonal threshold typically
occurs between mid-November and mid-December in
Morocco, appropriate timing for vaccination could be
about 1 month before this date. Of note, the US Advis-
ory Committee on Immunization Practices (ACIP) rec-
ommends that vaccination should be offered by the end
of October, considering the unpredictability of timing of
onset of the influenza season and concerns that vaccine-
induced immunity might wane over the course of a sea-
son [40].

Low seasonal thresholds may be crossed multiple
times as was the case in our application of the WHO
threshold for several seasons (2005/2006, 2006/2007,

2010/2011, 2011/2012 and 2013/2014 [not shown]),
due perhaps to variability in reporting by the surveil-
lance sites. Because of this variability, it is possible
that declaring the start of the influenza season after
two or three sustained weeks of activity above the
threshold as recommended by WHO, is a prudent op-
tion for considering influenza transmission as epi-
demic. The MEM methodology, however, calculates
the length of the epidemic period during each season
separately in order to determine the average length.
Thus, the epidemic threshold calculated with the
MEM method could be preferable to that established
with the WHO method.

MEM was first used in in the WHO European Region
to estimate epidemic period and intensity using a mini-
mum of five historical seasons for the calculations and the
target season [27]. Despite the availability of only 3 years
of virologic data in Morocco, we followed a WHO recom-
mendation to use the composite parameter with MEM
[20]. This allowed a clearer cut estimation of the begin-
ning of the influenza epidemic period, characterized by a
sharp increase in influenza-confirmed ILI cases.
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When ILI proportions are used, the two methods pro-
duce similar values for each intensity threshold consid-
ered in the PISA assessment of seasonal transmissibility;
WHO has adopted the MEM for this purpose. When
comparing the highest weekly activity per season (the
seasonal peak) to the intensity thresholds established by
WHO and MEM procedures, the 2017/2018 season was
of moderate intensity (Figs. 1 and 2). Using the compos-
ite parameter, the 2017/2018 seasonal peak nearly
reached the high intensity threshold, whereas this curve
didnot cross the medium intensity threshold when using
only ILI proportions.

Qur study has several limitations. First, the assumption
that ILI activity reflects influenza virus circulation is lim-
ited because of possible concurrent circulation of other
respiratory viruses (e.g., RSV) [41, 42]. WHO recom-
mends using a composite parameter defined as the prod-
uct of the ILI or ARI proportion and the percentage
positive for the transmissibility indicator of the PISA
tools [20]. Unfortunately, virologic data collected prior
to 2014 was not consistently available for the period of
our study as virologic surveillance was disrupted be-
tween 2010 and 2014. Despite this limitation, our
laboratory-confirmed data showed something different
than the syndromic data as the start of the virologic ac-
tivity occurs suddenly and is therefore clearly identified.
It is obvious that the inclusion of virologic data increases
the specificity of seasonal threshold estimation. Accord-
ing to the WHO guidelines [5], “a combination of pa-
rameters may be preferable. For example, a seasonal
threshold could be defined as the week in which the ILI
rate crosses a certain value and the percentage of speci-
mens testing positive reaches a certain point”.

Given the long life of our surveillance system, our data
were limited by changes in data collection practices, in-
consistency of reporting by surveillance sites, and vari-
able access to primary health care. These problems are
not unique to the Morocco ILI surveillance system, and
we believe they are the nature of routine, sentinel sur-
veillance. Another limitation was the adoption of a new
case definition in 2015, at which point we also re-
launched our surveillance system using a new protocol.
These changes may have affected the trends that we ob-
served in ILI activity from that year forward. Since both
methods we used to establish thresholds recommend
using a minimum of three to five seasons of data, we
would not have enough data to run the models if we
used only data from 2015 onward.

Determining a gold standard for influenza epidemic
and intensity thresholds has been a long-standing re-
search question for both international organizations and
country-level public health authorities, and there is no
consensus on the best method [5, 27, 28, 37, 43-45].
Both the WHO method and the Moving Epidemic
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Method translate quantitative trend data into standard-
ized qualitative intensity levels, which permit countries
to determine if the current season is atypical or to assess
country or regional differences in activity and intensity.
Both methods identified that the 2006/2007 season was
the most active in Morocco, excluding the 2009/2010
pandemic season according to non-published observa-
tions. Both methods are coherent to identify excess ac-
tivity or high intensity thresholds even though with
adequate laboratory data MEM with the use of the com-
posite parameter, gives a theoretically better qualitative
measure of the level of activity.

Conclusions

This comparative study has shown that the threshold
methodology presented in the WHO manual is simple
to implement and easy to adopt for use by the influenza
surveillance system in Morocco or the national surveil-
lance systems of other similar countries. MEM is more
statistically sophisticated and may provide a more accur-
ate detection of the start of seasonal epidemics in tem-
perate countries with clear seasonal circulation of
influenza viruses, especially if virologic data are consid-
ered. Whichever method is used, analysis of surveillance
data will provide information about seasonal thresholds
and epidemic curves that may help health care personnel
in the clinical management of respiratory illness after
the start of influenza season. Establishing a seasonal
threshold for influenza helps health authorities to identify
suitable periods for annual vaccination campaigns and for
health practitioners to administer influenza vaccines or
prescribe influenza antiviral drugs. Computerization of the
influenza surveillance system improves timeliness and as-
sessment of the intensity of the influenza epidemic early
in its course will guide policymakers in ensuring the ap-
propriate allocation of resources to control seasonal
epidemics.
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Abstract

introduction: in order to implement an influenza
vaccination program for high-risk-groups in
Morocco, as recommended by the World Health
Organization, an epidemiological study indicating
the influenza virus effect in the development of
complicated influenza for subjects with co-
morbidity was required. The present study aims to
evaluate the risk factors for severe acute
respiratory infections caused by Influenza in risk
groups. Methods: this research Is based on the
epiderniological and virological surveiliance data of
severe acute respiratory infections and influenza-
like illness during the 2016/2017 and 2017/2018
seasons. It was realized using a retrospective serles
study with a descriptive and analytical purpose,
Results: the over-recruitment of pediatric cases
with a severe acute respiratory infection has been
significantly rectified because cases ofsevere acute
respiratory infections under 15 years old in the
2017/2018 season represent only 57.9%, whereas
they represented 75.9% of the total cases of severe
acute respiratory infections during the 2016/2017
season. The influenza positivity rate has increased
globally and specifically by age group, clinical
service and co-morbidity. The risk factors
considered were significantly associated with
hospitalization for influenza-associated severe
acute respiratory infections. The multivariate
logistic regression analysis considers male sex
{OR=2.1), age 265 years {OR=54), presence of
influenza cases in the surroundings (OR=0.1),
diabetes (OR=7.5) and chronic respiratory disease
{OR=10.9) as risk factors influenza-associated
severe acute respiratory infections. Conclusion: the
risk assessment of influenza-associated severe
acute respiratory infections in high-risk groups
revealed  national  epidemiological  findings,
particularly for diabetics and the elderly. An
influenza vaccination prograrm for these high-risk-
groups becomes much recommended in Morocco,

Introduction

The seasonal influenza is an acute viral infection of
the respiratory tract with high contagious effects.
Both type A and B influenza viruses are responsible
for seasonal epidemics of clinical influenza [1]
which progress as Influenza-like illness ({ILI),
generally benign. Hence, in terms of morhidity,
mortality and social costs, they impose a huge
hurden [2]. Hospitalization and deaths mainly occur
in high-risk-groups due to severe acute respiratory
infections (SARI). The seasonal epidemics affect
about 9% of the world population each year [3] and
cause about 3to Smillion cases of serious diseases.
Six hundred and fifty thousand deaths annually are
associated with respiratory diseases caused hy
seasonal influenza [4] Since the 1960s, the World
Health Organization (WHO) has produced
numerous resolutions and recommendations to
take into account the morbidity and mortality
hurden of seasonal influenza epidemics. It also
invited the member states to strengthen active
influenza surveillance and vaccination programs,
particularly for specific risk groups [5-8]. However,
many countries around the world continue to have
low immunization rates due to skepticism about
the vaccine's efficacy [9-11]. The Moroccan sentinel
system for epidemiologcal and virological
surveillance of SARI and IU was implemented in
2007 as part of the pandemic influenza response
with the support of the Centers for Disease Control
and Prevention of Atlanta, United States of America
(Us-CDC) [12].

Then, in 2014, it was redeployed in eight hospital
and ambulatory sentinel sites. In 2013, the
Moroccan Ministry of Health, responding to the
recammendations of the WHO-SAGE committee
concerning the influenza vaccination of risk
groups[8], established a cooperation agreement
with the US-CDC in arder to extend the influenza
vaccination to other risk groups in addition to
health personnel. This project aims to conduct
epidemiologcal and operational studies in order to
demaonstrate, to the national immunization
technical advisory group (national technical and
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scientific advisory waccination committee), the
relevance  of the influenza  vaccination
strategy [13]. Thus, the Moroccan Ministry of
Health establishedin 2015 a prevention and contral
program for SARI and IU, which expressed its
information and monitoring needs. The evaluation
of the surveillance system data collected duringthe
2015/2016 season revealed an over-recruitment
hias in cases of pediatric SARI at sentinel hospital
sites. 59.3% of the total cases of SARI recruited
during this season are less than 4 years old [14].
Hence, many activities have been planned and
carried out duringthe 2017 /2018 season to rectify
the recruitment hias ohserved at sentinel hospital
sites in the previous season. In the present study,
the results of epidemiological and virological
surveillanceof SARI and IU inthe 2016/2017 season
were compared with those of the 2017/2018
season and the risk factors for influenza-associated
SARI hospitalization were evaluated whatever the
type of influenza viruses identified in confirmed
influenza cases duringthe two seasons.

Methods

Type of study: in this research, we have used a
retrospective case series study with descriptive and
analytical purpose.

Study sample: the case seriesincludes cases of SARI
and IU collected as part of the epidemiological and
virological surveillance that was implemented by
the Moroccan Ministry of Health during the
201642017 and 2017/2018 seasons. The definition
of ILI and SARI cases isthe same as that used in the
surveillance system which was updated in 2014 by
the Ministry of Health [15] according to WHO's
definitions [16].

Severe acute respiratory infection: thisis a person
suffering from an acute respiratory infection that
includes: fever or a history of fever = 38°C, cough;
hegnning of the disease in the last ten days; and
which requires hospitalization. According to
clinicians in sentinel hospitals, some patients may
not develop a fever even if they have a viral
infection due to metabolic and immune disorders.

Therefore, some cases of SARl with co-morbidity
were considered for recruitment purposes as
meeting the case definition despite the absence of
fever.

Cases of IU: it is an acute respiratory infection that
includes: measured fever = 38°C; cough; and the
heginning of the disease in the last ten days.

Studly sites: eight public ambulatory and hospital
sentinel sites: Rabat, Tangiers, Fez, Marrakech,
Meknes, Beni Mellal, Oujda and Agadir and the
private  ambulatory  network of  medical
practitioners were included in this study.

Data collection: the cases of SAR| were collected by
realizing a nasal and pharyngeal sampling
immediately after admission to pediatric
pulmonary, medical and emergency wards or
intensive care units as well as to the maternity
wards of the sentinel hospital sites. The cases of ILI
were collected in sentinel health centers. A
questionnaire was successfully completed with
patient identification data  clinical data,
epidemiologcal data including vaccination, notion
of travel and similar cases in the surroundings;
results of virological analysis and information on
the patient's evolution, particularly his death
during hospitalization.

Sample analysis: the samples were sent to the
National Influenza Center at the National Institute
of Hygene (CNR-INH) and analyzed on the same
day using the real-time polymerase chain reaction
(RT-PCR) method. A dynamic web application has
heen implemented for entering data from
guestionnaires of SARI and IU cases, managing
these data and reporting results bhack to sentinel
sites.

Statistical analysis: data collected from the
questionnaires of SARI and ILI cases were extracted
as an Excel file from the web application. The
statistical analysis was carried out using the Epi-Info
7 and SPSS software in 2 phases: 1°) a descriptive
phase of epidemiological and virological
surveillance data of SARI and ILl cases; 2°) an
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analytical phase (bivariate and multivariate analysis
by logistic regression) in order to identify the risk
factors of influenza-associated SARI whatever the
type of influenza viruses identified. Only the cases
of influenza confirmed by the labaratory duringthe
two influenza seasons 2016/2017 and 2017/2018
were included in this analysis. The variable of
interest in this study wasthe hospitalization due to
the development of an influenza-associated SARI.
The explicative variables studied were the potential
risk factors related to personal socio-demographic
characteristics, epidemiological context and the
presence of co-morbidity,. The  statistical
significance level wasfixed at 5%.

Results

A total of 2622 patients were recruited during the
two seasons. In 2016/2017 season, 1358 samples
were collected and 1263 samples in 2017/2018
season (Figure 1). The proportion of SARI increased
from one season to the other from 51.8% (n=704)
to 64.8% (n=819). As shown in Figure 2, the
proportion of SARI under 15 years old in the
2017/2018 season was 57.9%, while it represented
75.9% of the total number of SARI recruited during
the 2016/2017 season. In Tahle 1, it is noted that
the increase in recruitment of non-pediatric SARI
cases has mainly concerned pulmonology,
medicine and emergency wards as well as intensive
care units. Similarly, the recruitment of SARI with
co-morhidity has also increased from one seasonto
the other, as shown in Table 2. According to the
case definition used for recruitment, fever, cough
and the beginning of signs within ten days were
found in respectively 89.1%, 91.5% and 90.7% of
SARI cases and in respectively 98.0%, 95.6% and
98.0% of ILI cases when both seasons cases were
considered. The overall positivity rateis statistically
higher during the 2017/2018 season compared to
the 2016/2017 season (respectively 20.1% versus
10.4%, p<10%). This increase is also individually
ohserved for ILI and SARI as illustrated in Figure 1.
The specific positivity rate per co-morbidity has also
increased significantly, reaching values higher than
6% of the gobal positivity during the 201772018

season, particularly for diabetes, asthma and
chronic respiratory disease.

The participation of pregnant women remained
very low during both seasons, as shown in Table 2,
with recruitment of 9 and 5 pregnancy cases
respectively. Figure 3and Figure dillustrate that
during the two seasons, the age range of 65 years
and over in SARI cases and 5-15 years in ILI cases
had the highest positivity rates with 20.7% and
36.0% respectively. The analysis of hospitalization
risk factors for influenza-associated SARI was
conducted on a sample of 381 influenza positive
cases whatever clinical syndrome during the two
seasons (except for pregnancy where only 198
female cases were considered). The risk factors
considered in the bivariate analysis as shown in
Table 3 and found significantly associated with
hospitalization caused hy influenza-associated
SARI, included male sex {OR=2.2), age =65 years
{OR=10.6), presence of influenza cases in the
surroundings (OR=0.1), diabetes (OR=8.8), asthma
{OR=10.1), chronic respiratory disease (OR=17.7),
chronic heart disease (OR=4.2), chronic renal
failure (OR=12.2) and chronic hematological
disease (OR indeterminate). The multivariate
analysis by logistic regression after adjustment for
all previous risk factors, retained in the final model
the male sex (OR=2.1 with Cl 95%=[1.3-3.5] and
p=0.005), age 265 years (OR=5.4 with Cl 85%=[1.9-
15.6] and p=0.002), the presence of influenza cases
in the surroundings (OR=0.1 with O 85%=[0.05-0.3]
and p<107), diabetes (OR=7.5 with Cl 95%=[1.7-
32.8] and p=0.007) and chronic respiratory disease
(OR=10.9  with O  95%=[2.0-58.4] and
p=0.005).These results are summarized in Tahle 4.

Discussion

Since 2006, in response to the pandemic risk,
several international and governmental
institutions, such as WHO and US-CDC, have
invested in partnership with African countries to
develop their epidemiological surveillance and
lahoratory diagnostic capacities in the field of
influenza. In 2008, the African network for
influenza surveillance and epidemiology (ANISE),
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invalving mare than 30 African countries, was
deployed to generate and disseminate data on
influenza morhidity and mortality in Africa [17]
Influenza surveillance data from 2006 to 2010
ohtained in 15 African countries, including two
MNorth African countries, Morocco and Egypt [18],
showed that 21.7% of ILl cases (5165/69860) and
10.1% of SARI cases (4427/43620) were tested
positive for influenza [19]. Similar to our case
series, influenza is therefore detected consistently
with a higher proportion for ILI cases com pared to
SARl cases, which probably reflects the higher
sensibility of the IL| case definition comparedtothe
SARI case definition. However, these results are
sightly higher than those reported by other
resource-limited countries outside Africa such as
Bangadesh where the positivity rate is only 10% for
ILI cases and 6% for SARI cases [20] as well as
Camhodia  and Indonesia  with  similar
results [21,22]. In the African multicenter study, the
hurden of respiratory diseases and influenza was
highest among children less than 5 years of age,
which is cansistent with other studies conducted in
the region [23,24].

The children are probably aver-represented, which
explains the low proportions of influenza infection
inthe older age range. The effortsmade at the start
and during the 2017/2018 influenza season to
reactivate the sentinel system of epidemiological
and virological surveillance in Maorocco have
successfully limited the recruitment hias of cases of
pediatric, while the recruitment of ILI cases was
adequately represented in each age range from one
season to the other. The influenza positivity rate
results obhtained in 2017/2018 season, with 11.9%
for SAR| cases, were very close to the average of 15
African countries. However, the influenza positivity
rate was 34.8% for IL| cases, which is much higher,
indicating a better recruitment of ILl cases in
Morocco. The risk assessment of influenzainfection
according to age group in the two seasons
201642017 and 2017/2018 has revealed that
influenza infection in Morocco mainly affects SARI
casesover the age of 65 with an influenzapositivity
rate of 20.7%.The influenza positivity rate in SARI
cases under 2 yearsof age remainsrelatively low in

Morocco duringthe study period with 4.4%, which
is consistent with the results of international [25-
28] and national [29] studies showing the
preponderance of other viruses such as rhinovirus
and RSY in children with bronchoalveolitis.

In contrast, the 5-15 age range has the highest
influenza positivity rate in IU cases, with 36.0%,
probably due to school exposure. Despite the
progress in the management of serious infectious
diseases, community pneumaonia, which is the
major clinical presentation of SAR| cases, remains
the primary cause of hospitalization and death in
developed countries [30, 31] The influenza virus
causes about 6.5% of all cases of pneumaonia [32]
and up to 64% of their viral cause [33]. Available
studiesonthe impact of influenzavirusinfection on
morhidity and mortality in low-income countries
are particularly limited, although this impact may
be amplified by specific factors such as
overpopulation and inadequate access to health
services. However, if the vast majority of patients
have benign influenza during seasonal peaks, other
patients with specific risk factors will develop a
severe acute respiratory infection [34]. Hence, an
increase in the number of cases of acute
asthma[35], acute exacerbation of chronic
obstructive pulmonary disease (COPD) [36]
decompensating of metaholic diseases
(diahetes) [37], cardiac diseases [38] or other [39-
41] and an increase in hospitalizations for extreme
ages (children and elderly people) [42] as well as
pregnant women [43] are usually observed. This
leadsrapidly to an overload of admission capacities
of emergency wards and intensive care units
{ICUs) [44] where clinical management of this type
of infection will depend mainly on the patient's
condition rather than the virulence of the virus.

In hivariate analysis of our study for both seasons,
the majority of co-morhidities recommended by
WHO for influenza vaccination are strongly
associated with the hospitalization for influenza-
associated SARI whatever the type of wirus
identified (age 265 years, dishetes, asthma, chronic
respiratory disease, chronic heart disease, chronic
kidney failure and hematologc disease).The other
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factors such as pregnancy and neurological disease
recruited in very small numbers did not have
sufficient statistical power to assesstheir risk. Thus,
the multivariate logstic regression model retains
only three risk factors after adjustment, namely age
265 years, dishetes and chronicrespiratory disease.
The risk associated with chronic renal failure
remains at the limit of statistical significance where
p=7% whereas the risk of chronic heart disease is
certainly the subject of a confoundingeffect due to
the statistical association with the presence of
diabetes. It should be noted that the last two
diseases are often associated in current clinical
practice. These risk factors are usually found
associated with hospitalization for influenza-
associated SARI cases in several studies carried out
in both low-income and developed countries in
particular for extremes of age, diabetes, chraonic
respiratory diseases as asthma and HIY when the
prevalence is high [45-49]. In addition, male sex is
statistically strongly associated with  the
hospitalization for influenza-associated SARI due to
the over-recruitment of women with IU at sentinel
health centers. Moreover, the presence of
influenza cases in the surroundings appears to have
a protective effect on the risk of hospitalization for
SARI due to the fact that amhbulatory subjects
recruited from sentinel health centers are mare
exposed to the dissemination of the virus than
subjects with SARI recruited in a closed hospital
environment,

Conclusion

In this study, the analysis of epidemiologcal and
virological sentinel surveillance data collected
during the 2016/2017 and 2017/2018 seasons
allowed us to assess the risk of hospitalization due
to the occurrence of influenza-associated SARI.
Consequently, this evaluation provides national
epidemioclogical evidence, particularly for diabetics
and elderly persans. As recommended by the WHO,
an influenza vaccination program for these high-
risk-groups is therefore highly appropriate in
Morocco. Finally, in order to assess other risk

factors, particularly pregnancy, further studies
should be conducted with larger sam ples.

What is known about this topic

e  Following a comprehensive review of the
influenza  disease  burden, vaccine
performance and safety in populations of all
ages and at-risk groups, Incorporating
avallable data from low and middle-income
country settings, the WHO strategic
advisory group of experts (SAGE) on
immunization met on 10-12 April 2012 in
Geneva, Switzerland and recommended
pregnant wormen as the most important risk
group for inactivated seasonal influenza
vaccination. Other risk groups to be
considered, in no specific priority order
were! health-care workers; children aged 6-
59 months; the elderly and those with high
risk conditions {Reference: WER No. 21,
2012, 87, 201-216).

What this study adds

® At the request of the Morocco national
immunization technical advisory group
{NITAG) and before the implementing of the
Morocco influenza vaccination strategy
targeting high risk groups as recommended
by WHO, the influenza surveillance team
carried out epidemiological studies based on
data provided by the influenza surveillance
system to produce the evidence in Morocco
of the influenza vaccination benefit as done
by WHO at international level,
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Clinical service 2016-2017 2017-2018
season season
Pediatrics 527 434
0,4% 7,6%
Pulmonology 89 142
3,4% 7,6%
Medicine 1 40
0,0% 22,5%
Intensive Care Unit | 66 87
9,1% 20,7%
Emergencies 7 33
0,0% 9,4%
{*) Source : NIC-INH
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Table 2: number of SAR| cases with co-morbidities sampled and their influenza positivity rate
(2016/2017 and 2017 /2018 season)
016-2017 017-2018
Risk factor {or comorbidity) IZ [2 |Both seasons
season season
Diabetes MNumber 19 56 75
Rick factor proportion |2,7% 6,5% 4,9%
Rick factor positivity 5 39 32,6% b4,6%
rate
Obesity MNumber 10 9 19
Rick factor proportion |1,4% 1,1% 1,2%
Risk factor positivity 10,0% 37, 5% 22,2%
rate
Asthm a Number 39 68 107
Rick factor proportion |5,5% 3,3% 7,0%
Risk factor positivity 15,4% 11,9% 13, 2%
rate
Chronic Respiratory Disease [Number 40 75 115
Rick factor proportion |5,7% 9, 2% 7,6%
Risk factor positivity 7 50 18,3% 14,4%
rate
Chronic Heart Disease Number 24 35 59
Rick factor proportion |3,4% 4,3% 3,9%
Rick factor positivity 0.0% 32,3% 18,7%
rate
Chronic Renal Failure MNumber 13 23 29
Risk factor proportion [0,9% 2,8% 1,9%
Rick factor positivity 0.0% 27.3% 21, 4%
rate
@ronlc MNeurologjcal I b A "
Disease
Risk factor proportion [0,3% 0,5% 0,4%
Risk factor positivity 0,0% b5, 0% 16,7%
rate
Chronic Hem atological Number 13 13 b6
Disease
Rick factor proportion |1,8% 1,6% 1,7%
Rick factor positivity 7 7% 25,0% 16,0%
rate
Pregnancy (**) Number 9 5 14
Risk factor proportion |3,10% 1,80% 2,40%
Risk factor positivity 11.1% 10,0% 01,4%
rate
(*) Source : NIC-INH (**) Only fem ales
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Table 3: bi-variate analysis for evaluating the risk factors of influenza-associated SARI with a sample of 381
influenza-positive cases (2016/2017 and 201772018 season)

Variable SARI ILI OR Crude | CI95% P Value
Positive Positive
n %) n &)

Socio-demographic
characteristics

Male sex Yes 79 (61.2%) | 105 (81.7%) | 2.2 [1.4-3.4] | <0.001
No 50 (38.8%) | 147 58.3%)

Age > 65 years Yes 30 (23.3%) | 7 (2.8%) 10.6 [4.5-24.9] | <10-11
No 99 (76.7%) | 245 (97.2%)

Context

Influenza vaccination | Yes 2 1.6%) |7 (2.8%) 0.6 [0.1-2.7] | 0.36(*)

during the current

52ason
No 127 (98.4%) | 245 (97.2%)

Existence of cases in Yes 9 {7.0%) |95 (37.3%) 0.1 [0.06-0.3] | <10-11

the surroundings
No 120 (93.0%) | 157 (62.3%)

Co-morbidities

Diabetes Yes 16 (12.4%) | 4 (1.6%) 8.8 [2.9-26.9] | <10-5
No 113 (87.6%) | 248 (98.4%)

Asthma Yes 14 {10.9%) | 3 {1.2%) 10.1 [2.8-35.9] | <10-4
No 115 (89.1%) | 249 (98.8%)

Chronic Respiratory Yes 16 (12.4%) | 2 (0.8%) 17.7 [4.0-78.3] | <10-5

Disease
No 113 (87.6%) | 250 (99.2%)

Chronic Heart Disease | Yes 10 {7.8%) 5 (2.0%) 4.2 [1.4-12.4] | 0.006
No 113 (92.2%) | 247 (98.0%)

Chronic Renal Failure | Yes 6 {(4.7%) 1 (0.4%) 12.2 [1.5- 0.007(*)

102.8]

No 123 (95.3%) | 251 (99.6%)

Chronic Neurological Yes 1 0.8%) |0 (0.0%) Ind. Ind. 0.33(*)

Disease
No 128 (99.2%) | 252 {100.0%)

Chronic Hematological | Yes 4 (3.1%) |0 (0.0%) Ind. Ind. 0.01(*)

Disease
No 125 (96.9%) | 252 (100.0%)

Pregnancy Yes 3 (5.9%) |2 (1.4%) 4.5 [0.7-27.9] | 0.11(*)
No 48 (94.1%) | 145 (98.6%)

Ohesity Yes 4 (3.1%) |2 (0.8%) 4.0 [0.7-22.1] [ 0.10 (*)
No 125 {96.9%) | 250 {(99.2%)

(*) Use of the exact Fisher test because of the too small number in cells, (**) Only females
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[Table 4: multivariate logistic regression model for evaluating the risk
factors of influenza-associated SARI with a sample of 381 influenza-
positive cases (2016/2017 and 2017/2018 season)

\ariable E.R C195% P-Value
justed
Male sex (Yes/No) D1 1.3 3.5 ]0.005
Age >=65 years (Yes/No) 5.4 1.9 15.6 [0.002
Existence of cases in the
it YRsING) 0.1 0.05 0.3 |<0.001
Diabetes (Yes/No) 7.5 1.7 32.8 |0.007
Asthma (Yes/No) .9 0.7 12.2 [0.15
Chronic Respiratory Disease 10.9 b o ca s l.oos
Yes/No)
KChronic Heart Disease (Yes/No) .3 0.5 10.5 [0.29
Chronic Renal Failure (Yes/No) 8.2 0.8 79.7 [0.07
150 Num_t?e‘r 149/444
(Positivity rate) 33.6%

103/655

91/819 15.7%

%0 11.1%

W Season 16-17
(N=1359)

70
EmSeason17-18
= (N=1263)
30
30 7
IRAS SG Clinical syndrome

(*) Source : NIC-INH

Figure 1: influenza positivity rate by clinical syndrome (2016/2017 and 2017/2018 season)
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(%)
535
500 - 75.9% 443
273
4 B Season 16-17
a0 35.7%
W Season17-18
100
T
<15 years >=15 years Age group
(=) Source - NIC-INH
Figure 2: SARI cases per age range (2016/2017 and 2017/2018 season)
Number Positivity Rate
800 - 25,0%
692
700 -
20,7% | 300%
600 )
500  15,0% -Positi\{e
13,0%  Negative
- 10, 5%/ % ~+=% positivity
300 - 9,0% ( - 10,0%
181
200
114 135 115 5,0%
42%
= < = d -
6
0 . - — . . 0,0%
<2 years 2to<5years Sto<15years 15to<50years S50 to <65 years >=65 years

(*)Scurce: MIC-INH

Figure 3: positive rate per age range of SARI cases, all-season combined {2016/2017 and 2017/2018
season)
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350 40,0%
300 - 35,0%
250 30,0%
200 - 25,0% . Positive
74 +
RS - 20,0% == Negative

o 10,1% 128 15.0% —=% positivity
100 - - 10,0%

50 27 5,0%

9
0 ; 1= — — 0,0%
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(*) Source : NIC-INH

Figure 4: positive rate per age range of IL| cases, all seasons combined {2016/2017 and 2017/2018
season)
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Annexe : 1

PRIMER et PROBE pour la détection du A(H1IN1) pdmQ9 par RT-
PCR temps réel (OMS., 2009)

Primers Sequence (5°>3’) Working
and Probes Concentration
InfA Forward GAC CRATCC TGT CACCTCTGAC 40 uM
InfA Reverse AGG GCATTY TGG ACA AAK CGT CTA 40 uM
TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACG 10 uM
InfA Probe

SW InfA Forward | GCA CGG TCA GCA CTT ATY CTR AG 40 uM
SW InfA Reverse | GTGRGC TGG GTT TTC ATT TGG TC 40 uM
CYA CTG CAA GCC CA”T” ACA CAC AAG 10 pM

SW InfA Probe | CAG GCA
SW H1 Forward | GTG CTATAA ACA CCAGCCTYCCA 40 uM
SW H1 Reverse | CGG GAT ATT CCT TAATCC TGT RGC 40 uM

Les sondes TagMan® sont marquées a I'extrémité 5 'avec la molécule rapporteur (FAM) et
avec Quencher 1, Blackhole (BHQ1) a I'extrémité 3 .
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Annexe : 2

Annexe 2 : Réference des séquences du géne NA des souches A(H1IN1) pdmQ9 isolées au

Maroc

Segment ID Segment Country Collection date Isolate-1D Isolate name
EP11437408 NA Morocco 13/12/2018 EPI_ISL 355415 A/Meknes/217/2018
EP11255241 NA Morocco 09/03/2018 EPI_ISL 314700 A/Oujda/1493/2018
EP11255227 NA Morocco 23/02/2018 EPI_ISL_314693 A/Meknes/1302/2018
EP11255225 NA Morocco 20/02/2018 EPI_ISL_314692 A/Meknes/1286/2018
EPI11252733 NA Morocco 02/03/2018 EPI_ISL 314266 A/Tanger/1388/2018
EPI11252727 NA Morocco 27/02/2018 EPI_ISL 314263 A/Rabat /1320/2018
EPI11252719 NA Morocco 15/03/2018 EPI_ISL 314259 A/Meknes/1477/2018
EP11223067 NA Morocco 23/01/2018 EPI_ISL_308505 A/Rabat/921/2018
EPI11223047 NA Morocco 13/12/2017 EPI_ISL_308494 A/Agadir/408/2017
EP11222998 NA Morocco 18/12/2018 EPI_ISL_308469 Al/Temara/423/2017
EP11222992 NA Morocco 26/01/2018 EPI_ISL_308466 A/Marrakech/963/2018
EP11222978 NA Morocco 01/02/2018 EPI_ISL_308459 A/Meknes/1070/2018
EP11222972 NA Morocco 18/12/2017 EPI_ISL_308456 A/Agadir/469/2017
EP1748991 NA Morocco 21/01/2016 EPI_ISL_219674 A/Meknes/344/2016
EP1748907 NA Morocco 22/02/2016 EPI_ISL 219632 A/Fés/644/2016
EP1748905 NA Morocco 15/01/2016 EPI_ISL 219631 A/Fés/231/2016
EP1748821 NA Morocco 18/02/2016 EPI_ISL 219589 A/Benimellal/615/2016
EP1921448 NA Morocco 25/02/2016 EPI_ISL_249599 A/ Morocco /654/2016
EP1921377 NA Morocco 18/02/2016 EPI_ISL_249596 A/ Morocco /568/2016
EP1921270 NA Morocco 09/02/2016 EPI_ISL 249584 A/ Morocco /472/2016
EPI317175 NA Morocco 28/12/2009 EPI_ISL 90153 A/Morocco/93/2009
EPI1317172 NA Morocco 29/12/2009 EPI_ISL 90152 A/Morocco/344/2009
EPI1317169 NA Morocco 01/11/2009 EPI_ISL 90151 A/Morocco/274/2009
EPI1317166 NA Morocco 23/11/2009 EPI_ISL_90150 A/Morocco/22/2009
EPI317163 NA Morocco 22/10/2009 EPI_ISL 90149 A/Morocco/439/2009
EPI317161 NA Morocco 18/05/2009 EPI_ISL 90148 A/Morocco/1515/2009
EPI1317158 NA Morocco 16/11/2009 EPI_ISL_90147 A/Morocco/889/2009
EPI1317155 NA Morocco 12/11/2009 EPI_ISL 90146 A/Morocco/276/2009
EPI1317152 NA Morocco 22/10/2009 EPI_ISL 90145 A/Morocco/436/2009
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Annexe 2 : Réference des séquences du géne NA des souches A(H1IN1) pdmQ9 isolées au

Maroc (suite)

Segment ID Segment Country Collection date Isolate-1D Isolate name
EP1317149 NA Morocco 16/11/2009 EPI_ISL 90144 A/Morocco/671/2009
EP1317146 NA Morocco 16/11/2009 EPI_ISL 90143 A/Morocco/608/2009
EP1317143 NA Morocco 09/11/2009 EPI_ISL 90142 A/Morocco/442/2009
EP1317140 NA Morocco 02/12/2009 EPI_ISL 90141 A/Morocco/270/2009
EP1317133 NA Morocco 16/11/2009 EPI_ISL 90140 A/Morocco/893/2009
EP1317130 NA Morocco 01/01/2010 EPI_ISL 90139 A/Morocco/1598/2009
EP1317127 NA Morocco 16/11/2009 EPI_ISL 90138 A/Morocco/618/2009
EP1317124 NA Morocco 16/11/2009 EPI_ISL 90137 A/Morocco/606/2009
EP1316939 NA Morocco 12/11/2009 EPI_ISL 90086 A/ Morocco /49/2009
EP1316936 NA Morocco 13/11/2009 EPI_ISL 90085 A/ Morocco /51/2009
EP1316933 NA Morocco 05/11/2009 EPI_ISL 90084 A/Morocco/11/2009
EP1737407 NA Morocco 29/01/2016 EPI ISL 215756 A/ Morocco /344/2016
EP1729913 NA Morocco 17/02/2016 EPI ISL 215611 A/ Morocco 602/2016
EP1729911 NA Morocco 15/01/2016 EPI ISL 215610 A/ Morocco /231/2016
EP1729111 NA Morocco 04/02/2015 EPI ISL 215490 A/Morocco/161/2015
EP1255990 NA Morocco 16/12/2009 EPI ISL 74517 A/Morocco/901H/2009
EP1255988 NA Morocco 21/12/2009 EPI _ISL 74516 A/Morocco/1024H/2009
EP1255986 NA Morocco 23/12/2009 EPI ISL 74515 A/Morocco/1088H/2009
EP1210539 NA Morocco 02/07/2009 EPI ISL 60281 A/RABAT/72/2009
EP1210521 NA Morocco 23/06/2009 EPI ISL 60272 A/MARRAKECH/47/2009
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https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/317149
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90144
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/317146
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90143
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/317143
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90142
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/317140
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90141
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/317133
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90140
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/317130
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90139
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/317127
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90138
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/317124
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90137
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/316939
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90086
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/316936
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90085
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/316933
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90084
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/737407
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/215756
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/729913
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/215611
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/729911
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/215610
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/729111
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/215490
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/255990
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/74517
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/255988
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/74516
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/255986
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/74515
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/210539
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/60281
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/210521
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/60272

Annexe : 3

Annexe 3 : Réference des séquences du gene NA des souches A(H3N2) isolées au Maroc

EP11255201 NA Morocco 18/02/2018 EPI ISL 314680 A/Rabat/1229/2018
EP11255183 NA Morocco 23/02/2018 EPI ISL 314671 A/Meknes/1299/2018
EP11252576 NA Morocco 20/03/2018 EPI_ISL 314186 AJ/Tanger/1449/2018
EP11252554 NA Morocco 13/02/2018 EPI ISL 314175 A/Meknes/1218/2018
EP11252536 NA Morocco 26/02/2018 EPI ISL 314165 A/Fes/1440/2018
EP11223516 NA Morocco 18/12/2018 EPI ISL 308731 AlTemara/422/2017
EP11223514 NA Morocco 12/12/2017 EPI ISL 308730 A/Temara/370/2017
EP11223512 NA Morocco 16/01/2018 EPI ISL 308729 A/Rabat/799/2018
EP11223508 NA Morocco 09/01/2018 EPI ISL 308727 A/Meknes/662/2018
EP11223506 NA Morocco 11/12/2017 EPI ISL 308726 A/Meknes/376/2017
EP11223504 NA Morocco 22/11/2017 EPI ISL 308725 | A/Marrakech/280/2017
EP11223485 NA Morocco 04/01/2018 EPI ISL 308715 | A/Beni Mellal/735/2018
EP11223479 NA Morocco 13/01/2018 EPI ISL 308712 A/Agadir/757/2018
EP11223477 NA Morocco 09/11/2017 EPI ISL 308711 A/Agadir/206/2017
EP1991824 NA Morocco 28/12/2016 EPI ISL 262318 | A/Beni Mellal/339/2016
EP1991708 NA Morocco 07/11/2016 EPI ISL 262264 A/Temara/50/2016
EP1991664 NA Morocco 02/11/2016 EPI ISL 262242 A/Meknes/42/2016
EP1991660 NA Morocco 03/11/2016 EPI ISL 262241 A/Marrakech/58/2016
EP1991658 NA Morocco 01/11/2016 EPI ISL 262240 A/Marrakech/37/2016
EP1991554 NA Morocco 08/11/2016 EPI ISL 262200 A/Fes/67/2016
EP1991552 NA Morocco 10/01/2017 EPI ISL 262199 A/Fes/534/2017
EP1991548 NA Morocco 29/12/2016 EPI ISL 262198 A/Fes/365/2016
EP1991545 NA Morocco 16/11/2016 EPI ISL 262197 A/Fes/123/2016
EP1967202 NA Morocco 27/12/2016 EPI ISL 257370 A/Fes/315/2016
EP1960145 NA Morocco 23/11/2016 EPI ISL 256058 A/Tanger/333/2016
EP1746068 NA Morocco 17/01/2016 EPI ISL 218962 A/Temara/235/2016
EP1746046 NA Morocco 21/01/2016 EPI ISL 218951 A/Rabat/274/2016
EP1746044 NA Morocco 21/01/2016 EPI ISL 218950 A/Rabat/259/2016
EP1746036 NA Morocco 06/01/2016 EPI ISL 218946 A/Meknes/168/2016
EP1746030 NA Morocco 20/01/2016 EPI ISL 218943 A/Fes/238/2016
EP1746028 NA Morocco 18/01/2016 EPI ISL 218942 A/Fes/207/2016
EP1746026 NA Morocco 07/01/2016 EPI ISL 218941 A/Fes/161/2016
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https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1255201
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/314680
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1255183
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/314671
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1252576
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/314186
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1252554
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/314175
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1252536
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/314165
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223516
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308731
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223514
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308730
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223512
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308729
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223508
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308727
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223506
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308726
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223504
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308725
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223485
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308715
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223479
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308712
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223477
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308711
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/991824
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/262318
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/991708
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/262264
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/991664
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/262242
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/991660
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/262241
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/991658
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/262240
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/991554
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/262200
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/991552
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/262199
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/991548
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/262198
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/991545
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/262197
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/967202
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/257370
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/960145
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/256058
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/746068
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/218962
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/746046
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/218951
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/746044
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/218950
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/746036
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/218946
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/746030
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/218943
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/746028
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/218942
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/746026
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/218941

Annexe : 3

Annexe 3 : Réference des séquences du gene NA des souches A(H3N2) isolées au Maroc

(suite)

Segment ID | Segment | Country | Collection Isolate-1D Isolate name

date
EP1745994 NA Morocco | 14/01/2016 EPI_ISL 218924 A/Agadir/217/2016
EP11091663 NA Morocco | 30/01/2017 EP1_ISL_ 283697 A/MOROCCO/534/2017
EP11091658 NA Morocco | 01/12/2016 EPI_ISL 283694 A/MOROCCO/195/2017
EP1921761 NA Morocco | 28/12/2016 EP1_ISL_ 249623 A/MOROCCO0/367/2016
EP1393503 NA Morocco | 24/11/2011 EPI_ISL_128350 A/MOROCCO0/49H/2011
EP1393495 NA Morocco | 12/12/2011 EP1_ISL_128347 A/MOROCCO/184/2011
EP1393381 NA Morocco | 26/10/2011 EPI_ISL_128315 A/MOROCCO0/47/2011
EP1345999 NA Morocco | 26/01/2011 EPI_ISL 99638 A/Meknes/109/2011
EP1345985 NA Morocco | 19/01/2011 EPI_ISL 99631 A/Tanger/144/2011
EP1345982 NA Morocco | 07/01/2011 EPI_ISL 99630 A/Agadir/50/2011
EP1737406 NA Morocco | 04/02/2016 EPI_ISL_ 215757 A/MOROCCO/430/2016
EP1729908 NA Morocco | 17/03/2015 EP1_ISL_ 215609 A/Morocco/184/2015
EP1729905 NA Morocco | 25/03/2015 EP1_ISL_ 215608 A/Morocco/190/2015
EP1393501 NA Morocco | 03/01/2012 EP1_ISL_128349 A/MOROCCO/144H/2012
EP1574635 NA Morocco | 20/11/2014 | EPI_ISL_175046 A/Meknes/24/2015
EP1563208 NA Morocco | 16/12/2014 | EPI _ISL_172394 A/Marrakech/79/2014
EP1352802 NA Morocco | 01/12/2011 EP1_ISL_103305 A/Oujda/144H/2011
EP1352762 NA Morocco | 28/11/2011 EPI_ISL_103286 A/Meknes/136H/2011
EP1352760 NA Morocco | 28/12/2011 EPI_ISL_103285 A/Rabat/197/2011
EP1352758 NA Morocco | 26/12/2011 EPI_ISL 103284 AlTiznit/167/2011
EP1352756 NA Morocco | 26/12/2011 EPI_ISL_103283 A/Casablanca/155/2011
EP1352754 NA Morocco | 12/12/2011 EPI_ISL_103282 A/Agadir/87/2011
EPI1215121 NA Morocco | 20/12/2008 EPI_ISL 61768 A/Tanger/533/2009
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https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/745994
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/218924
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1091663
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/283697
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1091658
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/283694
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/921761
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/249623
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/393503
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/128350
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/393495
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/128347
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/393381
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/128315
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/345999
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/99638
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/345985
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/99631
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/345982
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/99630
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/737406
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/215757
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/729908
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/215609
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/729905
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/215608
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/393501
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/128349
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/574635
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/175046
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/563208
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/172394
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/352802
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/103305
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/352762
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/103286
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/352760
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/103285
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/352758
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/103284
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/352756
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/103283
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/352754
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/103282
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/215121
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/61768

Annexe : 4

Annexe 4 : Réference des séquences du gene NA des souches influenza B isolées au Maroc

Segment ID Segment | Country Collection date Isolate-1D Isolate name
EP11252256 NA Morocco 05/02/2018 EPI ISL 314082 B/Meknes/1104/2018
EP11252250 NA Morocco 08/02/2018 EPI_ISL 314079 B/Oujda/1182/2018
EP11252248 NA Morocco 13/02/2018 EPI_ISL 314078 B/Oujda/1186/2018
EP11252246 NA Morocco 26/02/2018 EPI ISL 314077 B/Oujda/1371/2018
EP11223298 NA Morocco 20/12/2017 EPI ISL 308620 B/Meknes/491/2017
EP11223296 NA Morocco 18/12/2017 EPI ISL 308619 B/Marrakech/487/2017
EP11223294 NA Morocco 14/12/2017 EPI_ISL 308618 B/Meknes/412/2017
EP11223292 NA Morocco 14/12/2017 EPI_ISL 308617 B/Meknes/411/2017
EP11223290 NA Morocco 13/12/2017 EPI ISL 308616 B/Agadir/407/2017
EP11223288 NA Morocco 08/12/2017 EPI ISL 308615 B/Marrakech/343/2017
EP11223286 NA Morocco 22/12/2017 EPI ISL 308614 B/Marrakech/489/2017
EP11223284 NA Morocco 04/12/2017 EPI ISL 308613 B/Tanger/396/2017
EP11223280 NA Morocco 07/12/2017 EPI ISL 308611 B/Marrakech/342/2017
EP11223278 NA Morocco 04/01/2018 EPI ISL 308610 B/Fes/619/2018
EP11223276 NA Morocco 08/01/2018 EPI ISL 308609 B/Fes/649/2018
EP1902742 NA Morocco 03/01/2011 EPI ISL 246637 B/Agadir/156/2011
EPI11091672 NA Morocco 11/04/2017 EPI ISL 283701 B/ Morocco /1412/2017
EPI1091670 NA Morocco 06/03/2017 EPI ISL 283700 B/ Morocco 1185/2017
EP11091668 NA Morocco 24/01/2017 EPI ISL 283699 B/ Morocco /708/2017
EP11091666 NA Morocco 28/02/2017 EPI ISL 283698 B/ Morocco /1157/2017
EP11091661 NA Morocco 15/03/2017 EPI ISL 283696 B/ Morocco /1292/2017
EP1734129 NA Morocco 15/01/2015 EPI ISL 216533 B/Morocco/CP10/2015
EP1733904 NA Morocco 09/03/2016 EPI ISL 216461 B/Morocco/829/2016
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https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1252256
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/314082
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1252250
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/314079
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1252248
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/314078
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1252246
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/314077
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223298
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308620
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223296
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308619
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223294
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308618
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223292
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308617
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223290
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308616
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223288
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308615
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223286
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308614
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223284
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308613
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223280
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308611
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223278
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308610
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223276
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308609
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/902742
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/246637
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1091672
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/283701
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1091670
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/283700
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1091668
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/283699
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1091666
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/283698
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1091661
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/283696
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/734129
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/216533
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/733904
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/216461

Annexe 4 :
Réference des séquences du géne NA des souches influenza B isolées au Maroc

(Suite)
EP1921609 | NA Morocco | 20/12/2016 EPI ISL 249614 | B/IMOROCCO/316/2016
EP1450057 | NA Morocco | 18/02/2013 EPI ISL 141515 | B/ Casablanca/247/2013
EP1450054 | NA Morocco | 19/02/2013 EPI ISL 141514 | B/Casablanca/246/2013
EPI393499 | NA Morocco | 05/03/2012 EPI ISL 128348 | B/ Morocco /836/2012
EPI1393378 | NA Morocco | 06/06/2012 EPI ISL 128314 | B/ Morocco /940/2012
EP1346955 | NA Morocco | 18/01/2011 EPI ISL 100080 | B/Marrakech/281/2011
EPI1346953 | NA Morocco | 13/12/2010 EPI_ISL_100079 | B/Tanger/63/2010
EPI1346950 | NA Morocco | 24/02/2011 EPI ISL 100078 | B/Rabat/406/2011
EP1346484 | NA Morocco | 13/12/2010 EPI ISL 99808 B/Safi/176/2010
EP1346481 | NA Morocco | 27/01/2011 EPI ISL 99807 B/Tanger/146/2011
EP1346224 | NA Morocco | 04/03/2011 EPI ISL 99727 B/Fés/428/2011
EP1346221 | NA Morocco | 01/03/2011 EPI ISL 99726 B/Marrakech/418/2011
EPI1346218 | NA Morocco | 01/01/2011 EPI ISL 99725 B/Sale/355/2011
EPI1346009 | NA Morocco | 22/02/2011 EPI ISL 99643 B/Rabat/164/2011
EP1346005 | NA Morocco | 03/01/2011 EPI ISL 99641 B/Agadir/156/2011
EPI1346002 | NA Morocco | 26/01/2011 EPI ISL 99640 B/Rabat/123/2011
EP1730808 | NA Morocco | 10/02/2015 EPI ISL 215754 | B/Morocco/176H/2015
EP1730553 | NA Morocco | 07/01/2015 EPI ISL 215717 | B/Morocco/102/2015
EPI1730551 | NA Morocco | 17/12/2014 EPI ISL 215716 | B/ Morocco /43H/2014
EP11098486 | NA Morocco | 17/01/2017 EPI ISL 284682 | B/ Morocco /620/2017
EPI574837 | NA Morocco | 13/12/2014 EPI ISL 175142 | B/Sale/70/2014
EPI574831 | NA Morocco | 27/11/2014 EPI ISL 175139 | B/Meknes/35/2014
EPI574725 | NA Morocco | 12/12/2014 EPI_ISL_175086 | B/Agadir/68/2014
EPI1562358 | NA Morocco | 23/12/2014 EPI ISL 171966 | B/Oujda/96/2014
EP1562354 | NA Morocco | 16/12/2014 EPI ISL 171964 | B/Meknes/32/2014
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Résumé
Les épidémies de grippe sont responsables d’une mortalité et d’une morbidité importante. Bien que la vaccination reste le

principal moyen de prévention, les antiviraux constituent un élément clé en termes de prophylaxie et de traitement. Les
inhibiteurs de la neuraminidase sont actuellement la seule classe d'antiviraux disponible. Compte tenu de ces options limitées
de thérapie antivirale, la résistance aux médicaments antigrippaux constitue une préoccupation constante. Au Maroc, les
données relatives aux profils de sensibilité des virus grippaux aux INAs sont rares. Cette étude constitue une premiere
évaluation nationale du degré de sensibilité des virus grippaux a ces deux antiviraux. Au cours de la période d'étude (quatre
saisons grippales. L’évaluation phénotypique, complété par [’analyse génotypique du geéne NA, révéle une sensibilité
normale pour les deux médicaments. Aucune mutation de résistance n’a été identifiée. Cependant, une diminution de 1'affinité
du virus A (H1IN1) pdm09 pour l'oseltamivir a été détectée. Probablement liée aux mutations situées au voisinage du site actif
de la neuraminidase. D’autre part, la dynamique d'évolution du géne NA des virus grippaux isolés pendant les saisons
grippales 2009/2010 & 2017/2018, déterminée selon la méthode (MCMC) complétée par un suivi de la dynamique de
migration des sites de N-glycosylation, révéle une dérive génétique associée a un taux de substitution plus accentué pour les
virus grippaux type A que type B, particulierement chez le A (HIN1) pdm09. A cette dérive s'ajoute une dynamique de
migration des sites de glycosylation en faveur d'une diminution de l'affinité pour I'Oseltamivir et d’un échappement au
systeme immunitaire. Les résultats obtenus gréace a cette premiére étude documentée démontrent clairement l'importance de
la surveillance des profils de sensibilité des virus grippaux aux antiviraux et du suivi de la dynamique d’évolution du géne de
la NA.

Mots clés : Influenza, neuraminidase, INAs, profil de sensibilité, Dynamique d’évolution

Abstract

Influenza epidemics are responsible for significant mortality and morbidity. Although vaccination remains the primary means

for the prevention of influenza, antiviral drugs are a key component in the prophylaxis and treatment. Neuraminidase

inhibitors are currently the only class of antiviral available. Given these limited antiviral therapy options, resistance to anti-
influenza drugs is constant concern. In Morocco, data relating to the sensitivity profiles of influenza viruses to the two INAs
are scarce. This study constitutes a first national assessment of the degree of sensitivity of influenza viruses to two antiviral
drugs. During the study period (four influenza seasons),using the phenotypic NA inhibition assay as well as sequencing of the
NA gene. We found that all the influenza viruses exhibited normal sensitivity for both drugs. The mutations in the NA
polypeptide associated with drug resistance in Influenza virus were not detected in any of the Moroccan isolates analyzed in
this study. However, a decrease in the affinity of influenza A (H1N1) pdm09 to Oseltamivir was detected. Probably related to
mutations detected in the vicinity of the active site of the NA polypeptide. The evolution dynamics of the NA gene of
influenza viruses isolated during the influenza seasons 2009/2010 to 2017/2018, determined using the Bayesian method
(MCMC).Completed by a follow-up of the migration dynamics of the N-glycosylation sites. The results obtained reveal a
genetic drift associated with a substitution rate at the nucleotide scale that is relatively more accentuated in the case of
influenza viruses type A than type B. In addition to this drift, there is a migration dynamic of the glycosylation sites in favor
of a decrease in affinity to Oseltamivir and escape to the immune system. The results obtained through this first documented
study clearly demonstrate the importance of monitoring the susceptibility profiles of influenza viruses to antiviral.

Keywords: Influenza, neuraminidase, INAs, sensitivity profile, Evolutionary dynamic
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