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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 première évaluation nationale du 

degré de sensibilité des virus grippaux à ces deux antiviraux. Au cours de la période d'étude 

(quatre saisons grippales. L’évaluation phénotypique, complété par  l’analyse génotypique du 

gène NA, révèle 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 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 gène NA des 

virus grippaux isolés pendant les saisons grippales 2009/2010 à 2017/2018, déterminée selon 

la méthode (MCMC) complétée par un suivi de la dynamique de migration des sites de N-

glycosylation, révèle une dérive génétique associée à un taux de substitution plus accentué 

pour les virus grippaux type A que type B, particulièrement chez le A (H1N1) pdm09. A cette 

dérive s'ajoute une dynamique de migration des sites de glycosylation en faveur d'une 

diminution de l'affinité pour l'Oseltamivir et d’un échappement au système immunitaire. Les 

résultats obtenus grâce à cette première 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 gêne 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 

 

 



 

 

 

 

 ملخص 

 
 

بشكل كبير على الرغم من    الأمراض عن الوفيات و  مسئولونفي كل سنة يكون لأوبئة الأنفلونزا تأثير كبير على السكان فهم  

الوسيلة الرئيسية للوقاية من الأنفلونزا فإن مضادات الفيروسات تشكل عنصر أساسي من حيت الوقاية والعلاج لاسيما    ليزالأن التطعيم 

 بالنسبة للفئات التي تعاني من ضعف في جهازها المناعي أو من أمراض مزمنة.

النورامين تب تعتبر م الخصوص  ي طات  الأنفلونزا  داز على  المتوفرة حاليا من مضاضات  الوحيدة  الفئة  مام هده  أالأوسيلتا ميفير 

 مقاومة لهده الفئة من الأدوية تشكل مصدر قلق دائم.  عيناتالخيارات العلاجية المحدودة  فإن ظهور 

 ده المضاضات. المتعلقة بتقيم خصائص الحساسية لفيروسات الأنفلونزا له تالبياناعلى صعيد المغرب هناك شح في  

تشكل هده الدراسة أول رصد على الصعيد الوطني لخصائص الحساسية المتعلقة بالنمط الظاهر والنمطي الجيني لفيروسات   

حلقية أو أنفية من خلال الشبكة الوطنية    لمسحاتينةع  4888جمع    تمنفلونزا  للأبالمغرب خلال فترة الدراسة أربع مواسم    نفلوانزاالأ

أخدت العينات عند   للصحة.بالمعهد الوطني    للأنفلونزاوالتي يتم إرسالها إلى المركز الوطني المرجعي    للأنفلونزاوبائية  لتتبع الحالة ال

حالة ايجابية والتي ثم تأكيدها من خلال    1126بأمراض تنفسية حادة وخيمة من بين    مصابينمرضى يعانون من أعراض الأنفلونزا أو  

  MDCKوهي تتوزع كالتالي فئة الأنفلونزا   B 117  )36.7/(°فقط كانت نتوفر على شروط الأزمة    319تفاعل البلمرة المتسلسل  

لخلايا حقنها  بعد  ودلك  التقييم  لبقية    A(H3N2)  100(°/31.3)  الأنفلونزاا   A (H1N1) pdm09 102(°/32) للخضوع 

الأنفلونزاأظهر فحص الحساسية لمتبطات النورامينيداز المرتبطة بالنمط الظاهري والنمط الجيني أن كل العينات تظهر حساسية طبيعية 

ك أن الأحماض الأمنية  ضف إلى دلأبالاظافة أنه لم يتم الكشف عن أية طفرات ثم الإعلان عنها سابقا على أنها تمنح مقاومة للعقارين  

المشكلة أو المحيطة بالمركز المحفز للبروتين جد مخفوضة لكن بالمقابل ثم الكشف عن ارتفاع على مقاومة الأوزيلتاميفير هده المقاومة 

ق بالقرب من المركز المحفز الشيء الذي دفعنا إلى تعمي   قدرة A( H1N1) pdm 09ربما مرتبطة بالطفرات التي ثم الكشف عنها   

للنورامينيداز للسنوات الممتدة مابين   الجيني  أكثر من غيره 2017/2018و    2009/2010البحث من خلال رصد دينا ميكية التطور 

لتحريك المواقع الكليكوزيلية    09أظهر البحث سرعة تطور الجين بالنسبة لفيروس الأنفلونزا    A(H1 N1)  PDM مدعم بدينا مكية  

لمناعي للجسم كل هده النتائج المحصل عليها  تؤكد أن الترصد المتسم لحساسية متبطات النورا مينيداز أمر  بهدف الانفلات من الجهاز ا

 ضروري . 

 الديناميكية التطورية  –الخصائص الحساسية  –النورا مينيداز  –الأنفلونزا : الكلمات المفتاح
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PROBLÉMATIQUE 

Bien que la prophylaxie des infections grippales repose essentiellement sur la vaccination 

(Arr et al., 2010), les antiviraux jouent un rôle important dans la lutte contre les épidémies de 

grippe et dans la stratégie développée par l’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 à leur utilisation, réside 

dans leur pouvoir à exercer une pression sélective sur les formes résistantes. Il existe 

principalement deux classes de médicaments antiviraux, les inhibiteurs de la neuraminidase, 

l'Oseltamivir (Tamiflu) et le Zanamivir (Relenza) en l'occurence et les inhibiteurs du canal 

ionique M2 que sont les Adamantanes (l'Amantadine et la Rimantadine). L’exposition des 

virus grippaux à ces drogues provoque la sélection de mutants viraux génétiquement résistants 

qui peuvent ensuite se transmettre sans perdre leur pouvoir pathogène. 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 phénomène rare jusqu’en 2007. 

En effet de 1999 à 2002, moins de 1% des virus étaient résistants (Reece PA., 2007). 

Cependant, durant des dernières années une augmentation régulière 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 à l’Oseltamivir pour le virus 

A(H1N1) 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 système de surveillance de la 

résistance aux antiviraux grippaux. Les informations obtenues sont essentielles pour la prise 

de décisions concernant les recommandations relatives à la prescription des médicaments, à la 

gestion des épidémies ou à une éventuelle pandémie. 

 

 

 



 

 

 

 

Objectif global 

Etablir à l’échelle nationale, la première 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 aigües sévères 

durant les quatre saisons grippales de 2014/2015 à 2017/2018. Les résultats obtenus 

permettront d’estimer l’ampleur de la problématique liée à la résistance aux antiviraux 

grippaux et de constater l’éventualité d'une pharmaco résistance dans notre pays. Cette étude à 

la prétention de mettre à 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 thèse a été réalisé dans le but d'atteindre trois objectifs spécifiques : 

1 / L’évaluation phénotypique de la sensibilité des virus grippaux circulant à l’échelle 

national vis-à-vis des INAs, l’Oseltamivir et le Zanamiviren l'occurence. 

2/ L’analyse génotypique à la recherche d’éventuel marqueurs de résistance. 

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

grippaux. 

 

 

  
  
  



 

1 

 

 Introduction 
 

L’influenza, ou plus communément appelée la grippe est une infection virale aiguë qui 

se transmet aisément d’une personne à l’autre. Elle représente un problème majeur de santé 

public à 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 saisonnières d’influenza affectent 5 à 20% de la population mondiale causant une 

maladie sévère chez 3 à 5 millions de personnes et le décès de 290 000 à 650 000 personnes à 

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 épidémiologique, dont les principales attributions 

sont la détection, l’isolement, l’identification et la caractérisation antigéniques et génétiques 

des virus grippaux circulant durant une saison grippale. Les données générées par ce système 

de surveillance ont constitué l’évidence épidémiologique de base pour la mise en place d'un 

programme national de prévention et de contrôle de la grippe et des infections respiratoires 

aiguës sévères. 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 

à partir de 2006. Alors que le second axe est basé principalement sur l'élaboration d'un 

protocole thérapeutique utilisant des antiviraux, en l’occurrence, les inhibiteurs des canaux 

M2, les Adamantanes et les inhibiteurs de la neuraminidase (INAs), l'Oseltamivir et le 

Zanamivir.   

Avec plus de recul, ces derniers (l'Oseltamivir et le Zanamivir), sont devenus les agents 

de choix pour le traitement des personnes atteintes d'infections grippales sévères et celles 

présentant des maladies sous-jacentes prédisposant aux complications grippales. A l’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 problème majeur qui peut 

potentiellement limiter l'utilisation des INAs pour des fins thérapeutiques ou prophylaxies.  
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Les facteurs associés à 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), l'infection d'un hôte immunodéprimé et un traitement antiviral 

prolongé. Les mutations associées à la résistance aux INAs surviennent sur les huit sites 

catalytiques ou les 11 résidus de la charpente de la poche de liaison à l'acide sialique (AS) de 

la Neuraminidase. Ces mutations sont à l’origine d’une baisse du niveau d’interaction de la 

Neuraminidase et de la poche de liaison de l’acide sialique. (Essaghi et al., 2014 ; Yaqin et 

al.,2021). 

Plusieurs études cliniques ou de génétiques inverses ont démontré que des substitutions 

d'acides aminés dans des sites catalytiques ou de charpente pouvaient entraîner 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, I222V, 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 

(H1N1) ayant montré des mutations sur les positions E119V, I222R / 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 à l'Oseltamivir sont dus à 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 confère une 

transmission cinq fois plus importante de la souche mutée par rapport une souche sauvage du 

même 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 à l'Oseltamivir étaient moins sensibles à l'inhibition par des 

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

Depuis 2007, l’OMS ne cesse de mettre en garde contre la circulation de souches de 

virus grippaux A(H3N2) et A(H1N1) saisonniers résistants à l'Adamantane ainsi que des virus 

saisonniers A(H1N1) résistants à l'Oseltamivir.  
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En 2012-2013, le Groupe de travail d'experts du Système mondial de surveillance et de 

riposte à la grippe (GISRS) de l'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 (H1N1) 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 (H1N1) pdm09 et 0,3% des virus A (H3N2) ont 

montré une résistance aux NAIs, avec une résistance 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 utilisé pour la première fois en 2009 comme approche 

préventive et curative dans la gestion de la grippe porcine et pour la prise en charge des 

personnes à risques. Depuis, une utilisation plus étendue des INAs plus particulièrement de 

l'Oseltamivir, a été observée à l'échelle nationale. Cependant, à notre connaissance, aucune 

étude nationale n'a fait l'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 à 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 à 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 à lui le plus 

virulent. Il offre également une assez grande diversité antigénique 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 11NA 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 l’homme (Raj et al. 

2014 ; Litelier etal.2017). Les virus influenza sont responsables chaque année d’épidémies, 

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

La désignation officielle des souches a été adoptée par l’Organisation Mondiale de la 

Santé(OMS) en octobre 1971. C’est une formule qui décrit l’identité de la souche, à savoir le 

type antigénique (A, B, C), l’origine animale (si rien n’est précisé, le virus a été isolé chez 

l’homme), le lieu d’origine du virus (1er isolement), le numéro d’ordre de l’isolement du virus, 

les deux derniers chiffres de l’année d’isolement du virus et enfin la formule antigénique entre 

parenthèse avec H pour l’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 à Agadir sous le 

numéro 120 en 2012. Pour les virus isolés à partir de prélèvements vétérinaires, l’espèce 

d’origine précède le lieu. Par exemple A/CK/Cambodia/07/04(H5N1) est un virus A(H5N1) 

isolée à partir d’un poulet (CK = Chicken) au Cambodge en 2004 (Bouvier et Palese., 2008). 
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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 diamètre ou filamenteuses dépassant souvent 300 nm de long 

(figure1). Il s’agit d’un virus à 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 enchâssées deux glycoprotéines : l’hémagglutinine (HA) 

et la neuraminidase (NA) dans un rapport d'environ quatre pour un. Les deux glycoproteines 

sont responsables des propriétés antigéniques qui sont à 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, à savoir les protéines M1 et M2. En plus de 

leurs contributions à la cohérence de la structure de la particule virale, certaines fonctions du 

cycle réplicatif leurs sont attribuées. 

La protéine M1, qui adhère intimement à 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 

l’assemblage et le bourgeonnement des nouveaux virions (Yee et al., 1999). La protéine M2 

se comporte quand à elle, comme un canal ionique qui  régule le pH interne du virus à travers  

le transport d'ions H+(Rossman et al. 2010 ; Greber., 2016).  

A l’intérieur de la particule, on trouve sept ou huit nucléocapsides de symétrie 

hélicoïdale, chacune d’entre elles résultant de l’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/
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Figure 1: Photo en microscope électronique de virus de l’influenza (Wen-chi et al.,2017) 

 

 

Figure 2 : Illustration schématique du virus de la grippe                                                                 

(Sridhar et al.,2015) 
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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, l’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 à 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) 
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Protéines du virus de la grippe 

Globalement, les protéines du virus de la grippe peuvent être classées en deux groupes ; 

les protéines dites externes et celles internes. Les premières correspondent aux protéines 

virales HA (hémagglutinine), NA (neuraminidase) et le canal ionique M2 : ce sont les 

protéines présentes à la surface de la particule virale (Figure 2). Elles sont synthétisées au 

niveau des ribosomes du réticulum endoplasmique.  Les protéines dites internes sont celles 

qui sont synthétisées 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 NS1et NS2 

(Gira et al.,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-

trimère (molécule formée de trois monomères identiques). Chaque monomère est une 

glycoprotéine HA0 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 l’encrage de l’HA au 

seinde l’enveloppe virale et portant le peptide de fusion (Eckert et Kim., 2001). L’HA1 est 

impliquée dans l’attachement du virus à la cellule cible alors que l’HA2 est chargée 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) 
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3.2. La neuraminidase (NA) 

Présente en moins grande quantité que l'HA à 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 

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

Elle est organisée sous la forme d’un homo-tétramère ayant l’aspect d’un champignon 

avec une courte tige. Chaque monomère est formé d'une courte région intra-cytoplasmique de 

six acides aminéstrès conservés, une partie transmembranaire hydrophobe de 7 à 29 acides 

aminés, une tige considérée comme flexible de 50 acides aminéset une tête globulaire qui 

porte l’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 

l’enzyme (Colman.,1994 ; Shtyrya et al.,2009). 

 Son rôle est complémentaire à celui de l'hémagglutinine. Elle est dotée d'une activité 

enzymatique assurant le clivage des liaisons osidiques formées entre l'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 à la surface de la 

cellule infectée, et empêcher leur agrégation. Elle facilite également le détachement des 

virions du mucus présent au niveau de l'épithélium respiratoire, très riche en acide sialique 

(Ferraris et al., 2010).Cette protéine est donc impliquée dans la propagation de l’infection 

virale. 

La NA est la cible de la deuxième 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 l'Oseltamivir et le Zanamivir selon la numérotation N2 sont: Arg118, 

Asp151, Arg152, Arg224, Glu276, Arg292, Arg371 et Tyr406. La géométrie du site 

catalytique est stabilisée par résidus Glu119, Arg156, Trp178, Ser179, Asp / Asn 198, Ile222, 

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 à une pharmaco-résistance.  

Ces deux protéines (HA, NA) représentent les déterminants antigéniques majeurs du 

virus (Paleze et al.,1974). 

http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/biologie-enzymatique-8557/
http://www.futura-sciences.com/magazines/terre/infos/dico/d/geologie-clivage-1090/
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/medecine-virion-11385/
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/medecine-epithelium-2100/


 

11 

 

 

Figure 4: Structure linéaire et tridimensionnelle de la NA (Jagadesh et al.,2016) 

 

3.3. Les protéines de matrice M1et 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 l’enveloppe virale (d’où 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 enchâssée dans la bicouche phospholipidique, elles jouent le rôle de 

canal à proton qui assure la régulation du PH à l’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, l’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). 

  



 

12 

 

3.4. La nucléoprotéine (NP) 

C’est la protéine la plus intimement liée à l'ARN viral, constituée de 498 à 565 acides 

aminés (Elton et al., 1999). En plus de son importance dans l’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 être indispensable à la transcription de 

l’ARN viral (Kimura et al.,1992). 

3.5. Le complexe de la polymérase 

Trois protéines associées de façon non-covalentes forment le complexe de la 

polymérase qui à son tour s’associé avec l'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 hôte mais elle n’est pas présente au niveau de la particule virale. Brièvement, 

c’est une protéine de 230 acides aminées, impliquée surtout dans l’inhibition de la réponse 

antivirale cellulaire (Wang et al., 2000) et l’optimisation de la transcription desARNmviraux 

(Salvatore et al., 2002). 

Contrairement à 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 rôle fondamental dans l’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 système respiratoire. D’une 

manière générale le cycle débute par une phase d’attachement au cours de laquelle la particule 

virale se fixe à des récepteurs (glycoprotéines, glycolipides) localisés au niveau de la 

membrane cytoplasmique de la cellule cible. Ces derniers sont reconnus de façon 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 hôte, le virus pénètre à l’intérieur par par 

endocytose (Rossman et al.,2011 ;Rust et al., 2004). Ensuite, les protons de l’endosome, par 

l’intermédiaire du canal à protons M2, pénètrent à l’intérieur de la particule virale. 

Progressivement, le PH du contenu s’abaisse. Lorsqu’il devient suffisamment acide (PH 6 à 

5) l’HA subit un changement conformationnelle déstabilisant l’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 à ARN négatif, les étapes de transcription et de 

réplication ont lieu dans le noyau de la cellule infectée. Après un transport actif à travers les 

ports nucléaires (Cheung et Poon., 2007), la transcription des ARN de polarité négatif en 

ARN de polarité positif se fait grâce aux complexe ARN polymérase formé par les 

polymérases acides et basiques (PA, PB1 et PB2) et grâce à une amorce (fragment d’ARN de 

10 à13 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 synthèse 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 à travers le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi 

certaines modifications (glycosylation). 

Au contact de la membrane cytoplasmique de la cellule hôte, les proteines virales vont 

se fixer et ainsi remplacer les protéines normales de la cellule hôte. Puis les nouvelles 

nucléocapsides se placent sous la membrane et provoque un bourgeonnement. Les virions se 

détachent progressivement grâce à l’activité sialidase de la NA qui détruit les acides sialiques 

présent à la surface de la cellule infectée. Ainsi, les virions néoformés sont disséminés dans 

l’épithélium respiratoire(Figure5) (Von Itzstein., 2007). 
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Figure 5 : Illustration schématique du cycle de réplication de virus de la grippe  

(D’après Neumann et al., 2009 ) 
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La variabilité antigénique   

La grande variabilité antigénique du virus de la grippe est due essentiellement à deux 

événements génétiques qui sont : le glissement antigénique (drift) et le réassortiment 

antigénique (shift). 

5.1. Glissement antigénique 

Le « drift », qui signifie littéralement glissement antigénique, est dû essentiellement aux 

mutations ponctuelles produites particulièrement lors de la synthèse des acides nucléiques. En 

général les taux de mutations produits par les ARN polymérases sont beaucoup plus 

importants que ceux générés par les ADN polymérases. Dans le cas du virus de l’influenza, le 

taux d’erreurs associés à l’ARN polymérase est de l’ordre de 1/105 mutations par cycle 

réplicatif viral (Drake.,1993). Cette enzyme est un complexe hétérotrimérique englobant la 

protéine acide, la protéine basique1 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 l’altération des épitopes ou des déterminants antigéniques à 

savoir l’HA et la NA (Ferguson 2003). Ce phénomène facilite l’échappement du virus au 

système immunitaire des populations hôtes et peut provoquer des épidémies (figure 6). Les 

mutations en question se produisent à une fréquence de moins de 1% par an (Abed et al., 

2002) et poussent les autorités sanitaires (l'OMS et son réseau mondial de surveillance de la 

Grippe) à revoir régulièrement 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 l’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 à l’apparition d’un nouveau virus hybride appelé « réassortant » (figure 6), 

contre lequel l’immunité préexistante et le vaccin demeurent inefficaces, et qui peut être à 

l'origine de pandémie. Il a été estimé qu’en moyenne il peut y avoir trois pandémies par 

siècle, soit une pandémie tous les 30ans (Turner et al., 2010). 
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Dans la nature, il existe des espèces 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 tapissées de récepteurs "acides sialiques α2,3 et 

α2,6" qui présentent une affinité assez élevée respectivement pour les virus aviaires et les 

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

 

 

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

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

Le virus grippal se propage rapidement à travers le monde lors d’épidémies saisonnières 

qui se traduisent par une morbidité et une mortalité excessives (Gaspariniet al.,2012). Sous les 

climats tempérés, la grippe saisonnière se manifeste chaque année, à la fin de l’automne ou au 

cours de l’hiver. Néanmoins, des cas sporadiques peuvent être observés toute l’année. Les 

épidémies peuvent être dues à une circulation exclusive ou prédominante d’un seul type ou 

sous-type viral A(H1N1) pdm09ou A(H3N2), soit à 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 caractère biphasique avec une première 

vague due à des virus de type A suivie d’une deuxième vague due à des virus de type B. La 

raison de la saisonnalité est inconnue, elle est probablement liée à la variabilité génétique des 

virus grippaux qui leur permet d’échapper à la réponse immunitaire de l’hôte (krammer et 

al.,2015). Chaque année, les épidémies saisonnières du virus de la grippe A et B affectent 5 à 

20% de la population humaine causant une maladie sévère chez 3 à 5 millions de personnes et 

entre 250 000 à 500 000 décès à travers le monde (Schirmer et al., 2009).  

A la différence des grippes saisonnières qui surviennent chaque année, les grippes 

pandémiques arrivent à des intervalles beaucoup moins fréquents (tous les 30ans) et sont 

issues de cassures antigéniques ; elles sont caractérisées par un taux d’attaque et une mortalité 

élevée (Ian et al.,2018). Après 2 à 3 vagues d’infections massives, la grippe pandémique 

devient une grippe habituelle à évolution saisonnière. (El ramahi et al.,2019). Quatre 

pandémies ont eu lieu au cours du siècle dernier en 1918, en 1957, en 1968 et en 2009 

(Tableau 2). 

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

 

 

Saison grippale Pandémie correspondante 

1918-1919 Grippe espagnole(H1N1)  30 millions de décès  

1957-1958 Grippe asiatique (H2N2) «asian-flu» 1million de décès  

1968-1969 Grippe de Hong-Kong A(H3N2) 0,8 million de décès  

2009-2010 Grippe mexicaine A(H1N1) pdm09 280 000 morts 
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En règle générale, la grippe touche toute les tranches d'âge, mais la prévalence est plus 

grande chez les enfants d’âge scolaire ; la gravité de la maladie est maximale chez les 

nourrissons, les personnes âgées et les personnes souffrant de maladies chroniques. 

(Taubenberger et al.,2008). Cependant, l’impact sur les différentes tranches d’âge varie d’une 

saison à une autre (Kwongetal., 2011). 

Pendant la phase aigüe 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 à 100µm 

de diamètre (Rolfes et al.,2018). Elles forment ainsi de véritables aérosols infectieux qui se 

transmettent d'autant plus rapidement que l’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 (crèches et écoles) (Taubenbergeret al.,2008). 
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III. 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 à haut 

risque, ce qui se manifeste le plus souvent par une infection respiratoire aigüe sévère (IRAS) 

(Mohn et al.,2018) 

1. Syndrome grippal 

La maladie s’exprime le plus souvent de façon relativement brutale. Chez l’adulte la 

période d’incubation est courte de 1 à 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 fièvre, pas toujours intense mais qui peut cependant atteindre 

40°C. Elle est souvent associée à une myalgie, frissons, anorexie, asthénie, mal de gorge, 

courbatures et céphalées. Typiquement, la fièvre ne dure que 3jours, mais parfois elle peut se 

prolonger jusqu’à 4 à 8 jours. Dans un certain nombre de cas, la courbe de la température 

corporelle peut adopter un caractère biphasique. Elle peut atteindre plus de 40°C, commencer 

à céder après 2 à 3 jours mais peut remonter au 4ème ou 5ème jour : c’est le « V » grippal. 

Elle n’excède jamais 7 jours. Les manifestations respiratoires telles que les éternuements, la 

congestion nasale, la rhinopharyngite et la toux dominent la phase aigüe. Les symptômes 

s’estompent progressivement avec une persistance del’asthénie pour quelques semaines 

(Treanor et al., 2000). 

Chez l’enfant, on observe les mêmes symptômes mais les symptômes gastro-intestinaux 

et la somnolence peuvent être plus fréquents que chez l’adulte. L’infection peut être 

accompagnée ou suivie de complications transitoires touchant d’autres systèmes 

physiologiques principalement des anomalies du rythme cardiaque et des convulsions fébriles. 

Une otite aigüe 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 à la virulence du virus, à la fragilité du sujet infecté 

(nourrissons, sujets âgés, comorbidités, femmes enceintes), et à la surinfections bactériennes 

(El ramahi et al., 2019). 

Les lésions trachéobronchiques engendrées par la desquamation de l’épithélium des 

cellules ciliées et sécrétoires suite à l’envahissement du virus font le lit de la prolifération 

bactérienne locale, avec le développement du Streptococcus pneumonia le plus souvent, 

l’Haemophilus Influenzae, ou le Staphylococcus aureus plus rarement (Trottein and 

Paget.,2019). Ces complications se manifestent par une bronchite aigüe avec accentuation de 

la toux qui devient purulente. Ainsi l’apparition d’un foyer de pneumopathie peut être souvent 

observé quelques joursaprès le début des symptômes de la maladie (Quinton et al.,2018). Les 

complications liées au virus sont le plussouvent respiratoires.  

On distingue généralement : 

• La bronchite aigüe dont l’incidence est plus élevée chez les personnes âgées et chez les 

patients souffrant de maladies chroniques.  

• 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 œdème aigu massif et 

irréversible provoquant une insuffisance respiratoire aigüe et mortelle en 3 à 4 jours. 

• Les complications de la sphère ORL (otite, sinusite et laryngite) touchent surtout les 

enfants. Il a été constaté que l’otite aigüe surviendrait chez 35% des enfants hospitalisés 

pour une grippe de type A(Scotta et al.,2019). 

• Les myocardites et les péricardites sont exceptionnelles. 

• Les 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 à 

une prise de poids associée à une diminution de la capacité pulmonaire totale liée à la 

compression par l’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 système immunitaire sous 

l’influence des facteurs hormonaux dévie au profit de l’immunité humorale. Ainsi on constate 

une diminution du nombre des lymphocytes T, une baisse de l’activité des lymphocytes T 

cytotoxiques et d'une atténuation de l’activité des cellules NK (Natural Killer) qui jouent un 

rôle déterminant dans la défense antivirale (Trushakova et al., 2019). 
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IV. Méthodes 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 à virus influenza A ou B est particulièrement 

indispensable chez tous les sujets hospitalisés pour une infection respiratoire aiguë sévère 

(IRAS). Elle est justifiée si l’on recourt à 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 sécrétions 

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

Le succès du diagnostic direct de la grippe est étroitement lié à la qualité du 

prélèvement qui doit être réalisé au cours de la phase aigüe de la maladie (idéalement 72 

heures après le début des symptômes), 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 à +4°C)(Johnson et al., 1990). 

Classiquement, les prélèvements effectués au niveau des voies respiratoires supérieures 

correspondent à des écouvillonnages nasaux ou pharyngés, parfois à des aspirations naso-

pharyngées. Si l'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 l’utilisation généralisée de la PCR pour la détection du virus de la grippe, les 

tests rapides occupaient une place de choix par leur facilité d’utilisation et la rapidité 

d’obtention du résultat (Waris et al.,1990). Ces tests qualitatifs font appel à 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 

spécificité de ces tests varient en fonction des types de tests choisi, types et sous-types du 

virus grippal, du site corporel à partir duquel le spécimen a été effectué (écouvillonnage 

nasale, pharyngé ou rhinopharyngé) et de l’âge du patient (Harper et al., 2009). 

Actuellement, ces tests trouvent toujours leur utilité lors des épidémies, dans 

l'adaptation d'une thérapie, ou lorsque les tests virologiques de biologie moléculaire ne sont 

pas accessibles (Hazelton et al.,2015). 

2. Immunofluorescence(IF) 

Les cellules provenant d’un écouvillonnage nasal et /ou pharyngé (ou d’une aspiration 

nasale ou trachéobronchique) sont, après lavage, déposées sur une lame microscopique. Elles 

sont ensuite fixées par l’acétone. Les cellules ainsi préparées sont mises en contactavec des 

anticorps monoclonaux spécifiques anti-virus influenza. La lecture au microscope à 

fluorescence se fait soit directement dans le cas où les anticorps sont couplés à un 

fluorochrome, soit indirectement après addition d’un anti-anticorps fluorescent. Ces tests sont 

principalement destinés à la détection des virus grippaux A et B. Cependant, ils ne sont pas 

utiles pour le sous-typage. Comparée à l’isolement en culture cellulaire, les tests IF ont 

montré une sensibilité allant de 60% à 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 à 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 système d’amplification virale puissant qui a l’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, l’isolement des virus influenza sur les cellules de 

mammifères cultivées in vitro ou sur l'œuf de poule embryonné, reste à ce jour la principale 

méthode de référence permettant l’identification des virus influenza (Vumela et al., 2016). 

Lorsque ces souches sont obtenues en culture sur œuf, elles peuvent éventuellement être 

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 spécifiques des virus influenza (de type sialique), qui les 

rendent sensibles à l’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 à la culture de cellules (laboratoire 

BSL2 ou BSL3, hottes à flux laminaire, incubateurs à 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 l’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 l’identification des virus de la 

grippe, utilisée dans la majorité des laboratoires de diagnostic du monde. Elle repose sur 

l’amplification d’un brin d’ADN complémentaire obtenu après 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 après 

migration sur gel des produits PCR obtenues (Poon et al.,2005 ; sharmaet al.,2018) ou en 

temps réel dans le cas de la RT-PCR temps réel, par détection d’un signal fluorescent 

proportionnel à la quantité du produit PCR généré.  

Cette dernière présente l’avantage de réduire le délai d’obtention des résultats 

(OMS.,2011). Il 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, à partir du 

même prélèvement (lee et al.,2018 ; Eigneret al., 2019). Par leur spécificité 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 l’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 l’OMS 

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

Deux vaccins (vaccin inactivé et vaccin atténué) ont montré jusqu’à aujourd’hui une 

bonne efficacité et une innocuité acceptable et ce, grâce à 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(H1N1) 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 inactivés 

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 à sous-unités, vaccins à virus fragmentés et vaccins à virus entiers. Du fait 

de la plus forte réactogénécité du vaccin à base de virus entier, ce sont surtout les vaccins 

fragmentés et sous unitaires qui sont désormais commercialisés. Le vaccin saisonnier inactivé 

contient 15µg de trois antigènes provenant chacun d’un sous-type viral (A(H1N1) pdm09, 

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 

âgées (jeffersonet al., 2010a ; jeffersonet al., 2010b). 

La production du vaccin est relativement lente nécessitant 3 à 6 mois. De plus ce vaccin 

est contre-indiqué pour les personnes présentant une allergie aux œufs. Afin de pallier au 

temps de production du vaccin et à l'allergie aux œufs, 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 à une réaction immunitaire naturelle (figure7). Cette 

production est homologuée aux États-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 antigènes 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 à celui du vaccin inactivé.  L’efficacité de ce dernier est supérieure à celle du vaccin 

inactivé chez les enfants et les jeunes adultes allant jusqu'à 80% chez les enfants de moins de 

6 ans (Jefferson et al.,2008). 

 

Figure 7 : Modèle d'induction des réponses immunitaires après la vaccination antigrippale 

atténuée (Sridhar et al.,2015) 

(1)   Immunisation intra-nasale, 

(2) L'antigène viral est transporté dans les amygdales / adénoïdes par les cellules dendritiques 

(CD), 

(3) Activation et prolifération des cellules T et B dans les amygdales / adénoïdes à 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 sécrètent 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 à risques comme celles souffrant de pathologies 

aggravantes telles que les infections broncho-alvéolaires chroniques, l’asthme, la 

mucoviscidose, les pathologies cardiaques, les néphropathies chroniques graves, le diabète 

insulino-dépendant ainsi que les pathologies qui conduisent à une immunosuppression. 

L’OMS considère comme population à haut risque : les femmes enceintes, les enfants de 

moins de 5 ans, les sujets âgés, 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 l’œuf notamment l'ovalbumine (Sridhar et 

al.,2015). 

 

Figure 8: Les groupes à risque pour les quels la vaccination est fortement recommandée par 

l’OMS (Sridhar et al.,2015) 
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1.4. Evaluation de l’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 l’âge du patient. Il existe plusieurs 

niveaux d’appréciation de l’efficacité vaccinale. On peut évaluer la prévention de l’infection, 

la prévention des complications graves et la prévention des décès dus à la grippe ou à ses 

complications. La compilation de plusieurs études a permis d’estimer une réduction de 27 % 

du risque d’hospitalisation pour une grippe ou une pneumonie chez les sujets âgés de plus de 

65 ans, une baisse de 48% du risque de décès dans la même 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 été développées à ce jour :  

- Les Adamantanes qui comportent l’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 à 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 diffèrent par leur mode d’action, leur 

toxicité et leur pharmacocinétique (Abed et al., 2006) (Figure9). 

 

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 l’Amantadine et son dérivé la 

Rimantadine, ces antiviraux représentent la première classe d'antiviraux cliniquement 

approuvés pour le traitement d’infection grippale de type A. Leur action réside dans 

l'inhibition de l’action du canal ionique M2 impliqué dans la libération du matériel génétique 

du virus dans le cytoplasme de la cellule hôte lors de la réplication virale. L’Amantadine 

exerce son action inhibitrice sur les résidus 22 à 46 de la protéine M2 qui assure le transport 

de protons, alors que la Rimantadine se lie plutôt aux résidus 18 à 60 (Takeda et al.,2002) 

(Figure10). 

Ce médicament est inefficace sur le virus de la grippe de type B car ce dernier ne 

possède pas la protéine M2. De nombreuses études ont attribuées une efficacité de 61% à 

l’Amantadine et 71% à la Rimantadine pour la prévention des infections des virus type A. 

L’utilisation des Adamantanes est souvent associée à des effets secondaires de types 

neurologiques tels que l’insomnie, la confusion, les hallucinations et la dépression (Jefferson 

et al.,2006). L’administration de cette classe d’antiviraux à des patients présentant une grippe 

confirmée induit une réduction de la durée des symptômes due à une diminution d’excrétions 

virales. Le problème majeur lié à l’utilisation de cette classe d’antiviraux, c’est qu’elle induit 

très rapidement l’émergence de variants résistants et transmissibles. Une seule mutation 

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

 

Figure 10 : Sites de liaison de la Rimantadine et de l'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 rôle 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 dès les années 1970. C’est grâce aux travaux de Itzstein et de ses collaborateurs 

que la première molécule a vu le jour en 1993 portant le nom de Zanamivir (Itzstein et 

al.,1993). Elle a été commercialisée en 1999 sous le nom de Rolenza. Cette molécule a servi 

de base pour la synthèse d’autres molécules comme l’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 dernière décennie deux autres molécules appartenant à la même 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 l’opposéde L’Oseltamivir (Tamiflu) et le Zanamivir 

(Relenza) qui sont utilisés dans le monde entier, le Peramivir n’est autorisé qu’aux États-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 l’ensemble des sous-types de NA des virus grippaux de type 

A et de type B. Les INAs possèdent une structure presque identique à celle de l’acide sialique 

(Figure11). Cette structure leur confère la capacité de se fixer sur le site actif de la NA et 

ainsi, de neutraliser son activité en empêchant le détachement des particules virales de la 

surface de la cellule hôteet l’envahissement d’autres cellules (Figure12 et 13) (Ha T Nguyen 

et al., 2012). 

Les INAs sont utilisés comme une alternative pour le contrôle de la grippe de façon 

prophylactique chez les sujets non vaccinés ou en cas d’inadéquation de la composition 

vaccinale avec les souches circulantes, ou de façon curative pour les formes compliquées de la 

grippe. En période de pandémie, l’émergence d’un nouveau réassortant contre lequel 

l’immunité préexistante demeure inefficace, le traitement par les INAs s’avère une arme de 

substitution. Comme ce fut le cas au cours de la pandémie grippale à A(H1N1) pdm09 (Miller 

et al., 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 l'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 Hydrogènes 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 

l'influenza A. 

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

B) Agrégation de particules virales à la surface de la cellule hôte 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 hôte. (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 où il va subir un clivage par des estérases hépatiques pour donner le 

carboxylated’Oseltamivir. Près de 75% de la dose rejoint la circulation sanguine 

(biodisponibilité) sous forme de carboxylate d’Oseltamivir avec une demi-vie de 6 à10 h dans 

le sang. Son élimination de l’organisme se fait à 80% par le système rénal et à 20% par la 

matière 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 l’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, l’Oseltamivir est prescrit en une prise journalière 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 l’enfant (Shun-shin et al.,2009). En revanche, il n’y a actuellement 

aucune donnée disponible pour les nourrissons âgés de moins d’un an. Au cours de la 

pandémie 2009, l’OMS a recommandé une posologie de 3mg/Kg/2x par jour pendant 5 jours 

uniquement pour un traitement curatif, mais sur une base de très 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). 

 

 

 

 

 

 

 



 

35 

 

 

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

 

Efficacité  

L’Oseltamivir a un effet antiviral significatif, qui se traduit par une amélioration plus 

rapide des symptômes chez les patients avec une grippe confirmée. Son administration à un 

stade précose induit une réduction de 30% de la durée moyenne des symptômes (Treanor et 

al., 2000 ; Yu glanz et al., 2018). En effet, l’instauration d’un traitement curatif précose par 

l’Oseltamivir (quatre premiers jours après apparitions des symptômes) induit une diminution 

significative de la charge virale. D'après 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 âgés de moins de 12 ans souffrants d’une grippe confirmée 

biologiquement, le traitement par l'Oseltamivir administré dans les 48 heures après le début 

des symptômes a entrainé une diminution de la durée moyenne des symptômes de 36 heures 

ainsi qu’une réduction de la sévérité des symptômes de 29% par rapport à un groupe témoin 

(Richard et al., 2001). 
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En terme de prévention des complications, le traitement par l'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 même, une autre étude réalisée en milieu hospitalier chez des patients présentants des 

formes grave de la grippe, indique que le risque de décès dans les 15 premiers jours 

d’hospitalisation est significativement réduit suite à un traitement par l’Oseltamivir même si 

le traitement est administré au-delà 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 à fort caractère polaire, ce qui induit une diminution 

considérable de son absorption par l’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 l’oropharynx (Cass et al., 1999). Ce 

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

Au sein de notre organisme, la molécule ne subit aucune transformation, son excrétion 

se fait par voie urinaire d’où la nécessité d’ajuster la dose pour les personnes présentant des 

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

La présence du lactose comme adjuvant présente certains inconvénients tels que son 

caractère hygroscopique qui augmente l'agglomération de la poudre via les forces capillaires 

inter-particules. De plus, l'augmentation de l'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 être utilisé pour des patients diabétiques et intolérants en 

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

Posologies usuelles  

Chez les adultes et les enfants âgés de plus de 5ans, la dose recommandée pour le 

traitement est de 5mg 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-à-vis de l’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% à 87% chez la 

population d’adulte ne présentant pas de pathologie chronique. Ce remarquable avantage est 

attribué à la modalité d’administration et à la rareté des effets indésirables observés 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 États-Unis, Rapiacta™ au 

Japon et PeramiFlu™ 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 États-Unis depuis l’année 2014 pour le traitement des grippes non compliquées 

chez les patients âgés 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. Il s'agit d'un inhibiteur de 

la neuraminidase à longue durée d'action avec une efficacité thérapeutique après une seule 

administration nasale. Après inhalation, Laninamivir est absorbé par les cellules épithéliales 

du revêtement des voies respiratoires supérieures où il est rapidement hydrolysé en 

Laninamivir actif. Autorisé uniquement au japon depuis l’année 2013 pour le traitement des 

patients de toute tranche d’âge. 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 à un traitement 

de 10 doses de 40 mg d'Oseltamivir administrées oralement (Hata et al.,2014). 
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En conclusion, l’utilisation des INAs chez les adultes en bonne santé n’a pas un grand 

intérêt du fait qu’il ne permet qu’une diminution de la durée de l’épisode grippale de 1 à 2 

jours. Ce bénéfice clinique reste modeste et peut se justifier pour le confort du patient ou pour 

favoriser un retour plus rapide à la vie active. Alors que pour les personnes à risque, un 

traitement par l'Oseltamivir ou le Zanamivir semble étre raisonnable et éthiquement 

incontournable afin de diminuer les complications pour les personnes à risques et de prendre 

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

1. Mécanisme de résistance 

L’utilisation des Adamantanes a été limitée par l’émergence rapide de mutants 

transmissibles. Les virus de l'influenza A résistants aux Adamantanes ont été signalés pour la 

première fois au cours de l'épidémie de 1980 (Heider et al., 1981). Jusqu'en 2004, une 

prévalence inférieure à 1% a été observée parmi les virus en circulation (Duwe., 2018). Au 

cours de la saison grippale 2004-2005, une prévalence élevée et une forte transmission du 

virus A(H3N2) résistants aux Adamantanes ont été observées en Asie, en Europe, en 

Australie et aux États-Unis (bright et al.,2005). Pendant la saison suivante (2005-2006), la 

prévalence de ces virus a augmenté pour atteindre près 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 être à l’origine de l’apparition de ces formes de résistance: 

les Mutations spontanées au cours de la réplication virale altérant le site d’interaction de 

l’antivirale avec la protéine cible, la pression de sélection due à un traitement mal conduit 

(durée et/ou dose non respectées) ou la prescription d'un traitement à dose prophylactique 

chez des sujets en phase d’incubation de la grippe. Les mutations de la protéine M2 qui 

confèrent une résistance aux médicaments à base d’Adamantanes sont classées en trois 

catégories en fonction de leur localisation dans la protéine. Ils comprennent les mutations 

faisant face aux pores (V27A, A30T, S31N, G34E), la mutation faisant face à l'hélice N-

terminale (L26F) et les mutations faisant face à l'inter-hélice C-terminal (L38F, D44A) (Gu et 

al., 2011 ; Hay et al.,1985) (figure 15).Il 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 à cette classe d’antiviraux (Bright et al., 

2005). Il est également à noter que les virus pandémiques A(H1N1) pdm09 sont porteurs de la 

mutation S31N et donc naturellement résistants aux Adamantanes (Garten et al., 2009). 
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Figure 15 : Les mutations de la protéine M2 qui confèrent une résistance aux d’Adamantanes 

(Présentation CDC., 2010) 
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Une évaluation épidémiologique de l’émergence des formes résistantes aux 

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

fréquence de 90.6% de formes résistantes pour le virus A(H3N2), à partir de l’année 2006, de 

69% pour A(H1N1) et de 28% pour A(H5N2) au cours de la saison grippale 2013 (figure 16). 

 

Figure 16 : Epidémiologie d’émergence des formes résistantes aux Adamantanes Dans la région 

EMRO (Moasser et al.,2016) 

 

 

 

  



 

42 

 

Contrairement aux Adamantanes, l’apparition de la résistance aux inhibiteurs de la 

neuraminidase était un phénomène rare jusqu’à 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 premières années d’utilisation de l’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 à cette classe d’antiviraux diminuaient la capacité réplicative de l’agent 

infectieux et par conséquence, empêchaient son émergence. Ce qui a permis de conclure que 

les mutations associées à 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 à l’Oseltamivir suite à la présence de la mutation H274Y chez les virus de la 

grippe A(H1N1) pouvant aller jusqu’à 100% de résistance dans certains pays.(Baz et al.,2010 

et Okomo-Adhiambo et al., 2010). Il a été démontré que c’est l’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 l’émergence des 

formes résistante (Bloom et al.,2010). Après la survenue de la pandémie grippale de 2009, 

l'ancien virus saisonnier A(H1N1) a été complètement remplacé par le nouveau virus 

A(H1N1) pdm09 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(H1N1) pdm09 (Chen H et al.,2009). 

La dernière mise à jour relative à la surveillance de la sensibilité aux INAs à l’échelle 

mondiale a estimé une fréquence des formes résistante à 1.7% pour l’A(H1N1) pdm09, à 

0.2% pour l’A(H3N2), à 0.5% pour le B Victoria et à 0.4% pour le B Yamagata (Gubareva et 

al.,2017) (figure 17). 
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Figure 17 : Représentation graphique de la dernière 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 résidus conservés 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 confèrent 

à la NA une résistance croisée au Zanamivir et à l’Oseltamivir comme les mutations R152K 

ou D198N. Alors que les autres sont spécifiques de l’Oseltamivir (Marmier et al., 2010).  La 

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

D’une manière générale, les mutations R292K et E119V sont associées le plus souvent 

au virus A(H3N2) résistant à l’Oseltamivir alors que la mutation H274Y (H275Y en 

nomenclature N1) est fréquemment rencontrée chez les virus A(H1N1) résistants à 

l’Oseltamivir (Ives et al.,2002). Chez le virus de type B, la substitution D198N a été détectée 

et décrite comme conférant la résistance à l’Oseltamivir chez un patient immunodéprimé 

(Gubareva., 2004). 

Les résistances associées au Zanamivir sont moins nombreuses que celles associées à 

l’Oseltamivir pour deux raisons : la première c’est que le Zanamivir présente une structure 

quasi identique à celle de l’acide sialique, donc toute mutation empêchant la liaison avec le 

Zanamivir dans le site actif de la NA, empêcherait aussi la liaison avec l’acide sialique et 

aurait un effet négatif sur la réplication du virus. La deuxième 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’après certaines études, l’augmentation progressive de la résistance à l’Oseltamivir par 

rapport au Zanamivir est probablement liée à la structure conformationnelle de la molécule 

favorisant le développement des formes résistantes à l’antiviral particulièrement pour les virus 

grippaux A(H1N1). 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 (figure18) 

(Varghese et al., 1998). 
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Figure 18: (A) mécanisme d’action de l’Oseltamivir et du Zanamivir.(B) marqueurs de 

résistance(Moscona., 2005) 

  



 

46 

 

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/N1 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 

particulièrement les INAs, repose essentiellement surdes tests phénotypiques basés sur la 

mesure de l’IC50 (concentration minimale d’antiviral inhibant 50% de la réplication virale) 

ou des tests génotypiques qui reposent sur la mise en évidence de la présence d’éventuel 

marqueurs de résistance au niveau du segment codant pour cette protéine par comparaison à 

des séquences de référence. Le choix de l’une ou l’autre de ces méthodes, ou la combinaison 

des deux dépendraessentiellement des capacités de chaque laboratoire et de l’objectif de 

l’investigation. C'est-à-dire, soit l’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 l’effet imprévisible du 

récepteur antigénique (HA) sur la multiplication virale (Tisdaleet al., 2001), ces tests ont été 

rapidement abandonnés pour être 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 l’IC50. Le 

substrat analogue de l’acide sialique est incubé en présence du virus grippal avec des 

concentrations croissante d’inhibiteurs de la neuraminidase. Après clivage du substrat on 

observe une augmentation de la fluorescence ou de la chimioluminescence (selon la technique 

de détection utilisée). Le signal est proportionnel à l’activité enzymatique de la 

neuraminidase. Plus l’IC50 est faible, plus la souche est sensible à 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 l’IC50 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 l’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 à 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, l’interprétation des résultats nécessite l’implication de plusieurs 

paramètres (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, comme 

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 à un antiviral est 

possible par séquençage du gène codant pour la protéine ciblée par l’antiviral. Comme c’est le 

cas pour le segment 6 du génome du virus de la grippe qui code pour la neuraminidase cible 

de l’Oseltamivir et du Zanamivir. Ces techniques permettent de mettre en évidence de 

nouvelles mutations de résistance par comparaison avec des séquences de référence provenant 

d'isolats viraux exprimant un phénotype résistant.  

3.2.1. Méthode de détection des polymorphismes 

mononucléotidiques (SNP) 

Lorsque les mutations de résistances sont déjà bien identifiées, par exemple, la mutation 

Y275H en N1 due à une substitution de la cytosine en thymine à la position 823 du gène de la 

neuraminidase peut entraîner une substitution d'histidine en tyrosine en position 275associée à 

la résistance à l’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 : Amorces et sondes utilisées pour les tests de RT-PCR à la recherche de la mutation 

H275Y du virus A/H1N1pdm09 (vandervries et al.,2010) 

Primers du A/H1N1pdm09/ 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 séquençage du génome du virus de la grippe 

Le séquençage 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 séquençage de Sanger, développée par Fredrick Sanger et ses collègues à la fin des années 

1970, cette approche implique l’utilisation de l’ADN polymérase (Enzyme thermostable), une 

paire d’amorces d’ADN, des désoxynucléotides triphosphates non marqués (dNTPs) et les 

didésoxynucléotides à terminaison de chaîne (ddNTP), chaque base étant marquée par un 

fluorophore unique. Dans ce cas, l’incorporation sélective de ddNTP dans un brin 

nouvellement synthétisé par l’ADN polymérase inhibe l’addition de dNTP ultérieurs, ce qui 

empêche l’allongement ultérieur de l’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 

séquençage. Cette approche de séquençage 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 séquençage 

de Sanger du génome complet est la disponibilité d’amorces capables de cibler de manière 

fiable uniquement les séquences du virus, mais pas celles d’hôte ou d’autres agents 

pathogènes. En raison de la grande diversité des virus de la grippe, la plupart des méthodes 

Sanger développées à ce jour sont spécifiquesaux sous-types et nécessitent souvent 

l'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/H3N2 implique l'utilisation de 19 

paires d'amorces PCR pour l'amplification du génome complet du virus, suivis de 40 amorces 
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supplémentaires pour le séquençage des produits de PCR. Les scientifiques utilisent souvent 

la méthode de Sanger pour effectuer le séquençage partiel du génome des virus de la grippe, 

tandis que les nouvelles technologies (NGS) conviennent mieux au séquençage du génome 

entier. 

Les systèmes de séquençage de nouvelle génération ont été introduits au cours de la 

dernière décennie et permettent des réactions de séquençage massivement parallèles. Ces 

systèmes sont capables d'analyser des millions, voir des milliards de réactions de séquençage 

en même temps. Une telle approche a amélioré considérablement la procédure de 

manipulation pour l'identification des souches de virus grippaux. Le NGS révèle les variations 

génétiques parmi de nombreuses particules de virus grippal différentes dans un seul 

échantillon. Ce niveau de détail peut être directement bénéfique pour la prise de décision en 

matière de santé publique. Toutefois, le coût et la disponibilité des équipements NGS, 

associés à la nécessité d'une bioinformatique d’analysecomplexe, constituent des obstacles 

majeurs pour de nombreux laboratoires lors de l’introduction de cette nouvelle technologie 

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

La surveillance de la grippe constitue un enjeu majeur de santé publique. Cette 

pathologie infectieuse saisonnière, dont l’agent étiologique est le virus Influenza, est 

responsable de trois à cinq millions de cas de maladies graves (Hsu et al.,2012) et d’environ 

250.000à 500.000 décès par an (Iuliano 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 l’échelle mondiale 

Les craintes suscitées par les maladies émergentes et réémergentes ont donné lieu à 

plusieurs initiatives nationales et internationales visant à rétablir et à améliorer les dispositifs 

de surveillance et de lutte contre les maladies transmissibles. L'un des principaux moyens mis 

en œuvre par les Etats Membres de l'Organisation mondiale de la Santé (OMS) est la création 

d’un système 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 système mondial de surveillance de la grippe en est un exemple concret.  Mis en 

place en 1949 à 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 référence 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 l'émergence et la propagation des différentes 

souches. Les données collectées à travers ce système 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. Ils font également parvenir aux 

centres collaborateurs mondiaux des échantillons des souches isolées à l’échelle locale. 

(L’OMS recommande quatre envois par saison et à deux mois d’intervalle). Les souches 

partagées feront l’objet d’une caractérisation antigénique et génétique plus poussée, les 

résultats obtenus constituent la base des recommandations de l’OMS pour la composition 

vaccinale lors des réunions annuelles en février au siège de l’OMS à Genève (OMS., 2013). 
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Parallèlement, une évaluation continue de la sensibilité de ces virus aux principaux 

médicaments antigrippaux est réalisée.  

Grâce à ce système on a pu mettre en évidence : 

• 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). 

• En 2008 l’émergence des formes 100% résistantes à l’Oseltamivir chez le virus 

A(H1N1) (Baz et al., 2010). 

• En 2012 l’identification en Australie d’un regroupement de virus A(H1N1)pdm09 

résistants à l’Oseltamivir chez des patients qui n’ont jamais suivi un traitement à 

l’Oseltamivir(Hurt et al.,2012). 

L’émergence inattendue et la propagation mondiale de la résistance aux antiviraux 

grippaux ont justifié l’importance de la surveillance de la sensibilité aux médicaments. Ainsi, 

l’OMS à travers son réseau de surveillance de la grippe a augmenté son niveau de vigilance, 

et a renforcé son système de surveillance de la sensibilité des virus grippaux aux INAs. Elle a 

procédé à la création en 2011, d’un groupe de travail formé par des experts en matière de 

surveillance de l’émergence des souches résistantes aux antiviraux. Ce comité veille à 

l’élaboration des approches pratiques à l’intention des centres nationaux de référence de la 

grippe en examinant les méthodes disponibles pour la surveillance de la sensibilité aux 

antiviraux, et à l’orientation de l’interprétation des données des laboratoires sur la 

surveillance. Elle assure par ailleurs, une collecte des données à l’échelle mondiale 

concernant l’émergence des formes résistantes, ce qui permet l’élaboration de rapports qui 

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

Grâce aux travaux de ce comité, un guide standard « Practical guidance for national 

influenza centres establishing or implementing neuraminidase inhibitor susceptibility 

surveillance>>a été 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 

neuraminidaseà l’échelle mondiale (OMS.,2016). 
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2. Au Maroc 

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

à travers deux systèmes complémentaires : 

• La surveillance virologique : Elle a été mise en place par le laboratoire de virologie de 

l’Institut National d’Hygiène (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 l’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, Fès, Meknès, Agadir, Tanger, Oujda et 

Béni Mellal).  Cette surveillance repose sur l’identification hebdomadaire tout au long 

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

• 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 

l’Epidémiologie et de la Lutte contre les Maladies.La DELM estime tout au long de 

l’année le nombre hebdomadaire de patient consultant pour un Syndrome Grippal ou 

pour une Infection Respiratoire Aigüe Sévère(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 l’analyse, la rétro-information et la diffusion des données. 

Ce système 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 contrôle de la maladie. Les objectifs spécifiques sont beaucoup plus attachés à 

l’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 à haut risque de complications graves et de décès ; 

c. Estimer la charge de morbidité et de mortalité de la grippe afin d’évaluer l'impact et 

la gravité de chaque saison et prédire l’impact d’éventuelles pandémies futures ; 

d. Aider à développer une compréhension de la relation entre les souches du virus et la 

gravité de la maladie. 
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Aspect Virologique : 

a. Identifier 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 l’OMS en fournissant 

des virus candidats pour la production de vaccins ; 

c. Décrire le caractère 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 à l’utilisation 

excessive du Tamiflu lors de la pandémie grippale 2009, une stratégie d’évaluation des profils 

sensibilité/résistance vis-à-vis des inhibiteurs de la neuraminidase des virus grippaux 

circulants à l’échelle nationale a été mise en placeà partir de saison 2014/2015. Une initiative 

qui a été considérée par l’OMS comme étude pilote au niveau de la région EMRO. 

Cette stratégie, selon les recommandations de l’OMS, repose sur une sélection 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 sensibilité normale dans le but d’évaluer la 

dynamique du glissement antigénique au niveau du segment 6 du génome virale 

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

Les prélèvements sont collectés dans le cadre de la surveillance virologique de la 

grippe, chez des patients présentant soit un Syndrome Grippal ou une Infection Respiratoire 

Aigüe Sévère. 

1. Définition de cas 

L’aspect syndrome grippal (SG) est attribué à toute personne présentant brusquement : 

une fièvre supérieure à 38° C,  une toux ou un mal de gorge, et en l’absence d’autre diagnostic 

(OMS., 2018 ; Rguig et al.,2020). Cinq prélèvements par jour (les cinq premières personnes 

répondant à 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 aigües sévère (IRAS) sont généralement 

attribuées à toute personne, quelque soit son âge, présentant un tableau clinique associant une 

apparition brutale de signes respiratoires (toux associée à une difficulté respiratoire) dans un 

contexte infectieux (fièvre, asthénie et céphalée). Toute personne répondant à la définition de 

cas d’IRAS (OMS., 2018; Rguig et al.,2020) fait l’objet d’un prélèvement dès son admission 

au niveau des services hospitaliers de Pédiatrie, de Réanimation et de Pneumologiedes 

hôpitaux sentinelles. 

2. Recueil des échantillons 

Les prélèvements sont réalisés par un écouvillonnage nasal, pharyngé ou naso-

pharyngé, dans les trois jours suivant l’apparition des symptômes qui correspond à la phase 

aigüe de la maladie (Johnson., 1990). Il s’agit d’un geste techniquement simple en médecine 

ambulatoire, à l’aide d’un écouvillon stérile, on prélève 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. Après étiquetage, chaque prélèvement est associé à une fiche 

d’investigation dument remplie et envoyée au centre national de référence de la grippe dans 

une caisse isotherme à 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 prélèvements collectés durant les quatre années de l’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(H1N1) pdm09. Seuls les 

prélèvements 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 génotypique de leur profil de sensibilité aux 

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

 

Figure 19 : Algorithme adopté au cours de cette étude 
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II. Procédures de laboratoire 

1. Extraction de l’ARN virale  

L’extraction de l’ARN virale est réalisée par méthode automatisée via l’extracteur 

PureLink ARN total (IPrep™) et Trizol ® Plus Kits ARN (IPrep ™ Kits ARN). La méthode 

repose sur une purification (après lyse des échantillons) qui fait appel à des mono-disperses, 

perles magnétiques avec une surface de silice optimisée d’une haute spécificité : 

« Dynabeads® MyOne™ silane ». Une fois les acides nucléiques fixés à 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 coûteuse, cette méthode reste d’une 

grande utilité pour les laboratoires de biologie moléculaire à haut débit (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 (ADNc) grâce à une enzyme 

appelée transcriptase inverse, suivie d’une amplification par le biais de deux amorces qui se 

lient aux extrémités 3’ de l'ADNc. La détection se fait grâce à une troisième amorce 

spécifique et couplée à des fluorophores (Probe). La présence de séquences virales spécifiques 

se traduit par une augmentation de la fluorescence observée à partir de la sonde doublement 

marquée. L’intensité de la fluorescence est proportionnelle à la charge virale dans 

l’échantillon. 

http://www.futura-sciences.com/fr/news/t/genetique-1/d/il-y-a-60-ans-watson-et-crick-decouvraient-la-structure-de-ladn_46103/
http://www.futura-sciences.com/magazines/matiere/infos/dico/d/chimie-enzyme-710/
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/genetique-transcriptase-inverse-13493/
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Dans notre étude le protocole expérimental implique l’utilisation de huit couples d’amorces et 

sondes : RNase P, InfA, InfB, A/H3N2, SW InfA, le SWH1, B/Yamagata et B/Victoria (voir 

annexe1). Le couple d’amorces et sondes RNase P sert comme contrôle positif interne pour les acides 

nucléiques humains, tandis que les autres sont plutôt impliqués dans la détection et l’identification des 

différents types et sous-types de virus grippaux selon l’algorithme représenté au niveau de la figure 21 

(OMS.,2009; OMS.,2011). 

Tableau 5 : Composition du mélange réactionnel 

 

 

 

 

Composants Volume pour une réaction (μl) 

H2O RNAse Free 5.5 

2X  RT-PCR buffer 12.5 

Amorce Forward (40uM) 0.5 

Amorce reverse (40uM) 0.5 

Sonde (10uM) 0.5 

SuperScript III ™ RT / Platinum Taq Mix® 0.5 

Volume total 20 
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Figure 21 : Représentation schématique de l’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 l'extrait de l'échantillonest ajouté comme 

indiqué dans la figure 22. 

 

Figure 22 : Répartition des échantillons et des couples d’amorces sur la plaque dans lecas du 

typage du virus de la grippe 



 

61 

 

La plaque scellée est introduite dans un thermocycleur (ABI7500 Fast), programmé 

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

 

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

 

2.2. Interprétation des résultats  

Lorsque tous les contrôles (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 considéré comme positif grippe A/H1N1pdm09, 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 l'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 l'INFA et négatif pour les deux sous-

types circulant couramment, il doit être sous-typé pour les autres virus de la grippe Humaine 

(H5, H7 et H9) selon le protocole spécifique à chaque sous-type de virus. 
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Figure 24 : Critères 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 

possédant des récepteurs de type sialique, spécifiquesaux virus influenza, ce qui explique leur 

sensibilité à l’infection par la majorité des virus influenza A, B et C (Tobita et al., 1975).  

Ces cellules sont cultivées dans des boîtes de culture stériles en présence d’un milieu 

nutritif MEM (Minimum essentiel Medium) additionné de 10 % de sérum de veau fœtal 

(SVF). Deux fois par semaine, lorsque les cellules sont confluentes, elles sont transférées 

aprés trypsination dans d’autres boîtes (repiquage). La trypsination consiste à décoller les 

cellules de leur support grâce à l'action d'une enzyme appelée Trypsine qui a la particularité 

à37°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 à 48heures, lorsque le tapis cellulaire 

atteint 70% de confluence, il est prêt à être inoculé. Après avoir lavé 2 fois les cellules au 

PBSincomplet (sans Ca++ ni Mg++), on inocule 0,1 ml de liquide de prélèvement par puit 

(figure25). 

Après 30 min d’adsorption à température ambiante, 2 ml de milieu MEM additionné de 

2μg/ml de trypsine TPCK sont ajoutés à chaque puit. Les cellules sont ensuite incubées dans 

des sachets scellés à 35°C. En général, la libération de nouvelles particules virales se produit à 

partir de la sixiéme heure et atteint son maximum à 16 voir 24 heures.  
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Pour juger du résultat de l’isolement, les cellules sont observées sous microscope 

inversé. L’effet cytopathogène 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 à l’aide d’un test d’hémagglutination.  

En effet, le virus de la grippe possède la propriété d’agglutiner les hématies de plusieurs 

espèces animales (Cochons dinde, Mouton, Coq). Ce phénomène peut être évaluéet visualisé 

de façon macroscopique. 

 

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 puislavées 3 fois avec 

le PBS. Entre chaque lavage, les cellules sont centrifugées 15 min à une vitesse de 3000 rpm. 

Elles sont ensuite resuspendues dansle PBS à raison de 1 volume pour 9 volumes et 

conservées à 4°c. 

Une série de dilutions de suspension virale de raison 2 au PBS est réalisée dans des 

microplaques à 96 cupules (50μl/cupule). Le même volume d’une suspension d’hématies de 

cobaye à 0,5% en PBS est ajouté. Les plaques sont ensuite incubées 1 heure, à température 

ambiante. La réaction positive se traduit par un dépôt irrégulier à 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 l’inverse 

de la dernière dilution qui donne encore une hémagglutination complète (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 l’activité de la neuraminidase in vitro par le 

biais d’un substrat fluorogénique, MUNANA (2’-(4-Methylumbelliferyl) -α-D-acetyl 

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

Metylumbelliferone (4MU), qui émet une fluorescence à 460 nm pour une excitation à 355 

nm. La mesure de cette fluorescence permet de quantifier l’activité neuraminidasique (Figure 

26). Une telle quantification permettra d’estimer le facteur de dilution spécifique pour chaque 

souche analysée qui permet l’obtention d’un signal en fluorescence équivalent à celui généré 

par une concentration de 10uM du 4MU (Valeur standardisée par l’OMS pour la réalisation 

de la suite du test). 

 

Figure 26 : principe de la technique d’étude de la sensibilité des virus grippaux par fluorescence 

- La seconde permet l’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. Après clivage du substrat, on observe une production de la 

fluorescence. Le signal est proportionnel à l’activité enzymatique de la NA, ainsi plus l’IC50 obtenue 

(concentration de médicament requise pour inhiber l’activité enzymatique de 50%) est faible plus la 

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

 

La validation du test nécessite l’introduction de souches de références types sauvages et 

types mutées pour les quelles l’IC50 Oseltamivir et Zanamivir ont été déterminés avec 

exactitude par le centre collaborateur OMS (tableau6). 

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

sous-type Génotype IC50 moyenne 

Oseltamivir 

IC50 moyenne 

Zanamivir 

A(H1N1) sauvage 0,5 0,4 

A(H1N1) Mutée (H275Y) 458,2 0,4 

A(H3N2) sauvage 0,2 7,1 

A(H3N2) Mutée (E119V) 42,3 7,1 

A(H1N1) pdm09 sauvage 0,6 0,2 

A(H1N1) pdm09 Mutée (H275Y) 191,3 0,4 

B sauvage 13,1 1,3 

B Mutée (D197E) 182,6 7,1 
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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 société 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 µM d’Oseltamivir 

carboxylase et de Zanamivir avec de l'eau ultra-pure. Les solutions reconstituées sont ensuite 

filtrées, aliquotées et stockées à -20°C. 

Préparation du Panel des souches de référence 

Le panel des virus de référence fourni par le laboratoire collaborateur de l’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 H1N1, H1N1pdm09 et 

H3N2) et les virus de type B comme indiqué dans le tableau 6. 

Dès leur réception au laboratoire, les souches de références sont rapidement stockées à -

70°C. Pour chaque type et sous-type de virus, on prépare deux flask de 75cm2 de culture de 

cellules MDCK à 100% de confluence. Dans une hotte à flux laminaire de classe II, 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 à 35°C pendant 30min. 

Ensuite on ajoute 20ml de MEM (0 % SVF) avec la trypsine TPCK et on réincube à 35°C 

pendant 3 jours. 

L’effet cytopathogène peut être observé au microscope optique et ensuite confirmé par 

la technique d’hémagglutination. Les 40ml de la suspension virale ainsi obtenu pour les deux 

flask sont aliquotés comme suit : 

 20 X 100µl (quantité suffisante pour un test). 

 8 X 1000µl (pour un stockage à long terme). 

 15 X 2000µl (pour un stockage à long terme). 
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4.3. Détermination de l’activité de la neuraminidase 

L’activité de la neuraminidase permet de mettre en évidence le niveau de multiplication 

virale. Pour ce faire, des microplaques à 96 cupules contenant différentes dilutions des 

suspensions virales à raison de 2 à l’aide du tampon 1X, sont préparées (Figure28). On y 

ajoute du substrat (MUNANA), puis les plaques sont incubées à 37°C pendant une heure. 

Immédiatement après l’addition de la solution stop, la plaque est introduite dans le 

fluoromètre. L’intensité de la fluorescence est détectée à 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’être transférés sur une feuille de calcul développée en interne par le 

CDC. Cette dernière permet de déterminer la dilution de la suspension virale standard pour la 

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

 

Figure 28 : Modèle de préparation de la série de dilution de la suspension virale 
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4.4. Détermination de l’IC50 

➢ Préparation des dilutions l’Oseltamivir et le Zanamivir de 1000 nM à 0.01nM 

A partir des solutions-mères Oseltamivir et Zanamivir à 100µM, on prépare une série de 

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

 

 

Figure 29: Dilution des médicaments 

 

➢ Dilution des suspensions virales 

Dans une hotte de classe II et selon le facteur de dilution obtenu par la fiche de calcul 

on procède à la dilution des suspensions virales aussi bien celles à tester que celles de 

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

suffisante pour tester un médicament. 

➢ Détermination de l’IC50 

Cette étape permet de tester l’influence directe des inhibiteurs sur l’activité 

neuraminidasique. La suspension virale diluée est pré-incubée à 37°C pendant 45 min en 

présence d’une gamme de concentration d’inhibiteurs (1000 nM à 0.01 nM). Le substrat est 

ensuite ajoutésuivi d'une réincubation à 37°C pendant 60min. Ceci permet d’évaluer l’activité 

neuraminidasique résiduelle par la détection du signal généré à 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 à 0.01 nM) 

 

4.5. L’analyse des données 

Une représentation graphique de l’intensité de la fluorescence émise en fonction de la 

concentration du médicament permet la détermination de l’IC50, en utilisant le 

logicield'ajustement de courbe JASPR V1.2 (CDC, Atlanta, GA, USA).  

La courbe est obtenue selonl’équation V = Vmax * (1 - ([I] / (Ki + [I])). 

Vmax : la vitesse maximale de génération du métabolite, 

I : la concentration de l’inhibiteur,  

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

Les valeurs de l’IC50 sont ensuite analysées par comparaison aux souches de référence. 

L’analyse de la distribution des valeurs de l’IC50 est effectuée pour chaque médicament grâce 

au logiciel Statistica 6, qui déterminela moyenne, paramètre nécessaire pour la comparaison 

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

L’une des principales difficultés de la surveillance de la sensibilité aux inhibiteurs de la 

neuraminidase est l’interprétation des résultats obtenus. Pour les essais phénotypiques, il s'agit 

d'interpréter les valeurs des IC50 obtenues. 

Actuellement, il n’y a pas de données suffisantes pour décrire les conséquences 

cliniques des modifications même mineures des valeurs des IC50 et/ou des substitutions 

d’acides aminés associées. Pour veiller à la cohérence de la notification des données de 

surveillance de la sensibilité aux inhibiteurs de la neuraminidase, l’OMS a fixé un ensemble 

de critères 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, l'OMS recommande d’utiliser les critères suivants : 

 Sensibilité normale :IC50 <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 très réduite :IC50 >100 fois IC50 moyennede la souche de référence sauvage.  

Pour les virus grippaux type B, voici les recommandations de l’OMS : 

 Sensibilité normale :IC50 <5 fois IC50 moyenne de la souche de référence sauvage, 

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

référence sauvage, 

 Sensibilité très réduite (IC50 >50 fois IC50 moyennede la souche de référence sauvage. 

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

Sanger 

Dans le but de garantir l’obtention de séquences de bonne qualité, le gène de la 

neuraminidase des différents sous-types de virus de la grippe a été séquencé en 5 fragments 

individuels chevauchant les uns avec les autres (figure31). Ainsi 5 paires d’amorce permettent 

un séquençage complet du gène 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 à minimiser le nombre de réaction PCR (réaction de séquence) 

tout en garantissant la qualité du séquençage. 

En effet, au niveau de la réaction de séquence, les deux amorces universelles couvraient 

efficacement l’ensemble des fragments pour tous les produits PCR, réduisant ainsi la 

nécessité d’un séquençage plus approfondi utilisant des amorces internes supplémentaires 

(référence Protocol CDC non publié). 

 

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 à partir des isolats obtenus par culture cellulaire. Une 

rétrotranscription associée à une amplification pour les 5 fragments du gène 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 l’amplification du 

gène de la neuraminidase du virus pandémique A/H1N1pdm09 (OMS., 2018) 

Amorces NA 

A/H1N1pdm09 

 

Séquence de nucléotides 

N1pdmNA_F1 TGT AAA ACG ACG GCC AGT AGC AAA AGC AGG AGT 

N1pdmNA_R1 CAG GAA ACA GCT ATG ACC TCT GTT ATT ATR CCR TTG TA 

N1pdmNA_F2 TGT AAA ACG ACG GCC AGT TGT CAT RAG RGA RCC ATT CA 

N1pdmNA_R2 CAG GAA ACA GCT ATG ACC TAA CAG GAG CAT TCC TCA TA 

N1pdmNA_F3 TGT AAA ACG ACG GCC AGT CCA TAC AAC TCA AGA TTT GAG TCA G 

N1pdmNA_R3 CAG GAA ACA GCT ATG ACC CGC TAT ATC CTG ACC ACT CAT T 

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 à 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 Taq polymérase une minute à 95°C. A la fin de 40 cycles de (dénaturation à 

95°C pendant 10 secondes, hybridation à 60°c pendant 10 secondes et extension à 72°C 

pendant 30 secondes), le produit PCR peut être détecté. 

 

Tableau 8 : Composition du mélange réactionnel 

 

 

 

                    

 

 

 

 

 

 

           

5.2. Révélation des produits de PCR sur gel 

Les produits de la première PCR sont déposés dans un gel d’agarose à1% 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 lumière ultraviolet (UV). C’est ainsi 

que les produits après migration sont visualisés sur plaque à UV, leurs tailles sont déterminées 

en comparaison avec un marqueur de poids moléculaire.  

 

Composants Volume pour une réaction (μl) 

H2O Ultra pure 14.5 

Tampon (2X My Taq one-step Mix) 25 

Amorce Forward  2 

Amorce reverse  2 

Rnase inhibiteur 1 

Reverse transcriptase 0.5 

Volume total 45 
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5.3. Purification des produits de PCR : EXOSAP-IT 

L’Exo SAP permet de purifier les produits de PCR en éliminant les amorces et les 

dNTPs en excès. L’enzyme est active à 37°C et inactive à 80°C. Les fragments simples brins 

inférieurs à 100 paires de base sont ainsi dégradés. Pour 5ul du produit PCR 4ul de 

l’EXOSAP-IT sont ajoutés. L’ensemble est introduit dans un thermocycleur et incubé selon le 

protocole suivant : 15min à 37°C, 15min à 80°C et 4°C à ∞. Le produit de purification peut 

être conservé au congélateur -20°C pour effectuer la réaction de séquence ultérieurement. 

5.4. Réaction de séquence 

Le séquençage consiste à déterminer la séquence nucléotidique d’un gène ou d’un 

fragment de gène. La méthode de séquençage actuellement employée est la méthode 

enzymatique de Sanger ou méthode des interrupteurs de chaines. Elle consiste à synthétiser 

I’ADN complémentaire de chaque brin par extension de l’amorce tout en incorporant au 

hasard des didésoxynucléotides (ddNTPs). Dès qu’un ddNTP est incorporé, la synthèse 

d’ADN s’arrête puisqu’il ne possède pas de groupement hydroxyle en position 3’ nécessaire 

pour former la liaison phosphodiester reliant les ddNTPs entre eux. Les ddNTPs étant en très 

faible concentration ne s’incorporent que rarement et au hasard. Statistiquement, des 

fragments d’ADN de toutes les tailles sont formés, contenant à leur extrémité 3’ terminale les 

ddNTPs d’arrêt. La trousse Big DyeTerminator utilise le principe des terminateurs de chaîne ; 

il s’agit de ddNTPs marqués avec quatre fluorochromes de couleurs différentes (Beate et 

al.,2020) 

Les produits PCR purifiés ont été séquencés avec l'utilisation du kit Big Dye Terminator 

(version 3.1) et des amorces universelles M13 (protocole CDC non publié). Chaque produit 

de PCR devra être séquencé dans deux réactions (séquençage bidirectionnel). 

Un mélange réactionnel de 10 ul contenant : 2ul tampon Big Dye Terminator 

(version3.1),2 ul de la polymérase, 3μl de l’eau ultra pure,1ul des amorces (M13 Forward ou 

réverse) en plus de 2 μl de l’ADN purifiée est introduit dans un thermocycleur. L’ADN 

matrice est amplifiée après activation de la polymérase 5 minutes à 95°C, suivie de 30 cycles 

de (15 secondes dénaturation à 95°C, 30 secondes d’hybridation à 45°C et 30 secondes 

d’élongation à 68°C) et une extension finale 3 minutes à 60°C. Les réactions de séquençage 

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 excès 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 à 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 

vérification de la présence de deux phases culot et surnageant au niveau de la plaque de 

séquence avant son introduction dans l’analyseur est recommandée. 

5.6. Détection automatisée des séquences 

Les produits préalablement purifiés sont chargés au niveau de l’analyseur ABI 3130XL. 

Le séquençage implique la création d’un flux électrique du sens négatif vers le sens positif à 

travers le polymère capillaire (migration en capillaire avec du polymère POP7). Les fragments 

d’ADN les plus petits migrent plus vite que les fragments plus longs. Comme chaque 

fragment est excité par le laser à ions argon, la fluorescence est détectée par une caméra CCD 

et convertie en séquence par le logiciel d’analyse de séquençage d’ADN (Sequencing 

Analysis) 
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III. Analyse phylogénétique des séquences 

Les séquences sont assemblées, éditées, et alignées à 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 méthode du plus proche 

voisin, dite de « neighbour-joining » (NJ) et en utilisant le test de robustesse de l’arbre (« boot 

strap ») de 1000 (Tamura et al., 2007). Le test de robustesse de l’arbre (« boot strap ») de 

1000 permet de déterminer le degré de fiabilité des branchements dans les arbres. Lorsque ce 

nombre est supérieur à 70%, le noeud est fortement prédit, lorsqu’il est compris entre 50 et 

70%, il est douteux, et lorsqu’il est inférieur à 50%, cela signifie que la branche concernée est 

très faiblement prédite, donc non significative. Dans chaque cas, les isolats sont comparés à 

des souches de référence et ceci pour établir le degré de proximité génétique. 

IV. Estimation du taux d’évolution du gène de la NA 

Les taux globaux de changement évolutif (substitutions / site / an) et la diversité 

génétique relative des gènes de NA ont été déterminés à l'aide de la méthode Bayesienne 

Chaînes de Markov Monte Carlo (MCMC) mise en œuvre 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 gène de la NA des différents sous-types grippaux collectés 

durant les saisons grippale de 2009/2010 à 2017/2018, afin d’analyser l'évolutiongénétique des 

séquences au fil du temps. 

V. Détermination des sites de glycosylation 

A l’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 dernières 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 prélèvements 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 aigüe. Le suivie hebdomadaire 

des épisodes grippaux durant la période de l'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 ème et 49éme semaine et un pic entre la 3éme et la 4 éme semaine de chaque 

l’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(H1N1) pdm09 au cours de la saison 2016/2017 et le sous-type A(H3N2) 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 prélèvements 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). 

 

 

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 

 

 

Figure 34: Taux de positivité grippale relative à chaque saison 
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II. Isolement virale 

Tous les prélèvements positifs ont été cultivés sur cellules MDCK dans le but 

d’augmenter leur titre viral (paramètre primordial pour l’évaluation de leur sensibilité aux 

deux antiviraux). Après culture, uniquement les isolats ayant un titre viral supérieur ou égal à 

1/16 ont été retenus pour la suite de l’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/H1N1pdm09, 102(32%) de sous-type A/H3N2 et 100(31.3%) de type B 

(figure35). Les résultats obtenus reflètent 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). 

 

Figure 35: Rendement en culture cellulaire relatif à chaque sous-type de virus grippale 

 

 

Figure 36: Rendement en culture cellulaire relatif à chaque saison grippale 



 

81 

 

III. 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 l’objet d’une évaluation de leur 

sensibilité aux deux antiviraux grippaux (Oseltamivir et le Zanamivir) par un test 

fluorométrique permettant ainsi un calcul de l’IC50 (la concentration d’antivirale capable 

d’inhiber 50% de l’activité neuraminidase). Comme indiqué précédemment, le profil 

"sensibilité ou résistance" est déterminé à la base des coefficients de multiplication des 

valeurs des IC50 moyenne des souches testées par rapport à l’IC50 moyenne spécifique à la 

souche de référence B/Perth/211/2009. Le résultat de l’analyse phénotypique comme indiqué 

dans le tableau 8 a révélé que parmi les 100 isolats testés 98 ont présentés une IC50 moyenne 

par rapport à l’IC50 moyenne B/Perth/211/2009(souche référence type B) inférieur à 5. Donc 

ils ont une sensibilité normale vis à 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 à l'IC50 moyenne de la souche de référence. Elles sont 

considérées comme ayant une sensibilité réduite vis-à-vis de l’Oseltamivir, alors que leur 

sensibilité au Zanamivir est normale. Un profil qui doit être confirmé par une analyse 

génotypique. D’autre part, Dans le but d’évaluer le degré de sensibilité des isolats grippaux 

types B à chaque médicament, l’IC50 moyenne globale relative à chaque molécule a été 

calculée. L’IC50 moyenne du Zanamivir globale est de 2.47µM alors que celle de 

l’Oseltamivir est de 35.29µM, ce qui traduit une sensibilité plus accrue (14 fois) pour le 

Zanamivir par rapport à l’Oseltamivir. 

Cette grande différence de comportement pourrait s'expliquer par la structure 

conformationnelle caractéristique de chaque médicament. En effet, l’Oseltamivir renferme un 

groupement amine et une chaine latérale hydrophobe alors que le Zanamivir possède un 

groupement guanine et une chaine glycérol. Il a été démontré que la fixation de l’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 à une réduction de l’affinité de 

l’enzyme vis-à-vis du médicament. Le Zanamivir a une haute homologie à l’acide sialique, 

substrat naturel de la neuraminidase, par conséquent, cette modification conformationnelle 
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n’est pas nécessaire d’où l’affinité enzymatique observée pour ce médicament (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 à la grippe A 

(Sugaya et al.,2007 ; Burhman et al.,2013) 

Lors de cette étude, une grande variabilité des valeurs des IC50 pour l'Oseltamivir a été 

constatée pour les 98 échantillons. En revanche, pour le Zanamivir, les IC50 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, à savoir la lignée Victoria et la lignée Yamagata (Okomo-Adhiamo et al., 

2013a). Cette constatation nous a incité à effectuer des analyses génétiques et antigéniques 

supplémentaires. Sur les 98 virus grippaux B testés pour l'Oseltamivir, 20(20,41%) 

appartenaient à la lignée Victoria, tandis que 78(79.59%) étaient de la lignée Yamagata. 

L’analyse statistique complémentaire des données de l’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 à 

l'Oseltamivir que les virus de la lignée Yamagata (Figure 37). 
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Tableau 8 : Valeurs des IC50 moyenne du type B (Yamagata et Victoria) des deux INAs 

 

SN : sensibilité normale       SR : sensibilité reduite 

 

 

Figure 37: Comparaison de la sensibilité du virus de type B aux deux médicaments  

 

 

 

 

 

 

Oseltamivir  

Années 

d'isolement  

Origine  IC50 (nM) Type B  

Nombre (100)  Médiane [range]  Moyenne ± SD  phénotype  

2014/2015  SG  28  33,94 [11,60 - 46,44]  31,98 ± 9,57  S N  

IRAS  30  32,26 [12,04 - 380,20]  31,52 ± 11,17  S N  

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  S N  

2017/2018  SG  20  26,33 [19,51 - 37,03]  27,08 ± 5,41  S N  

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 ± 2,11  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  
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1.2. L’évaluation génotypique par séquençage du gène de la NA 

Comme il a été décrit dans le protocole de l’étude, les souches ayant présentées un 

profil de sensibilité anormale, la B/Morocco/176H/2014 et la B/Morocco/CP10/2015en 

l'occurence, ont fait l'objet d'une analyse génotypique dans le but de rechercher d’éventuelle 

mutations reconnues par l'AVWG comme conférant une résistance aux INAs de la 

neuraminidase. 

Parallèlement, un échantillon représentatif de 30 souches de type B, ayant un profil de 

sensibilité normale a été également génotypé, dans le but d’évaluer l’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 à une réduction de la sensibilité aux deux inhibiteurs de la 

neuraminidase. En ce qui concerne l’isolat B/Morocco/CP10/2015 une mutation à la position 

K371N a été identifiée mais n'a jamais été décrite auparavant comme étant un marqueur de 

résistance. Elle est localisée à 3 acides aminés du site actif. Ceci peut être à l’origine de la 

modification de la sensibilité observée pour l’Oseltamivir au niveau du test phénotypique. 

Une confirmation par génétique inversée à été recommandée par le comité de surveillance de 

la sensibilité aux antiviraux grippaux de la région EMRO (Elfalaki et al., 2016). Concernant 

l’isolatB/Morocco/176H/2014, étant donné la faible différence de son IC50par rapport à la 

valeur seuil et de l’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 à la 

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

Le résultat obtenu traduit une prévalence de 1% des formes résistantes relatives à 

l’Oseltamivir, ce qui est en phase avec les tendances observées à l’échelle mondiale. En effet, 

les études de surveillance antivirale menées au cours des différentes saisons et dans 

différentes zones géographiques à 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 dernière mise à jour en terme de prévalence des 

formes résistantes à l’échelle mondiale, ontestimé uneprévalence de 0.5% des formes 

résistantes à l’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 à la lignée Yamagata par rapport à 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 à la lignée Victoria par rapport à la souche de référence B/Malaysia/30552/2004 
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2. Pour les virus sous-type A(H1N1) 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 à celui utilisé pour l'influenza B et comprend l’approche phénotypique complétée 

par l’analyse génotypique (Potier et al., 1979). Un total de 116 isolats A(H1N1) pdm09 a été 

sélectionné durant la présente étude et soumis à l’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 sévère. 

Par comparaison à l’IC50 moyenne d’A/Perth/265/2009 (souche de référence sous-type 

A/H1N1pdm09), et comme indiqué dans le tableau 10, la totalité des souches testées a 

présenté un coefficient de multiplication inférieur à10aussi bien pour l’Oseltamivir que pour 

le Zanamivir. Ce qui traduit un profil de sensibilité normale pour les deux médicaments. La 

figure 40 représente les IC50 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) pdm09, reflète une sensibilité 3 fois plusréduite pour 

l’Oseltamivir (IC501.24 µM) que pour le Zanamivir (IC50 0.54µM). IL a été rapporté, que le 

virus pandémique présente une sensibilité similaire pour ces deux médicaments (okomo-

adhiambo et al.,2010). 

Les résultats obtenus à travers cette évaluation phénotypique sont en faveur de la 

probabilité d’une modification à l’échelle moléculaire du gène 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 l'OMS. Le taux d’incidence relativement faible des formes résistantes aux INAs 

suggère que ces mutations pourraient avoir un impact négatif sur la capacité réplicative du 

virus entrainant une diminution du taux de transmission directe chez l’Homme (Bloom et 

al.,2010 ; Baek etal.,2015). Une étude expérimentale travaillant sur des modèles animaux a 

permis d'établir une corrélation entre la diminution de la capacité réplicative et une 

transmission réduite, dans le cas des virus A(H1N1)pdm09 porteur de la mutation 

H274Y(Herlocher et al.,2002 ;Ives et al.,2002 ; Eshaghi et al.,2014). 
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Tableau 9 : Valeurs des IC50 moyenne des souches A/H1N1pdm 09 relatives aux deux INAs 

 
 

 

SN : sensibilité normale 

 

 

Figure 40: Comparaison de la sensibilité du virus, sous-type A/H1N1pdm09 aux deux 

médicaments 

 

 

 

 

Oseltamivir 

Années 

d'isolement 

Origine IC50(nM) Type A(H1N1) pdm09 

Nombre(117) Médiane [range] Moyenne ± SD phénotype 

2015/2016 SG 56 1,29 [0,12 - 1,96] 1,31 ± 0,27 SN 

IRAS 40 1,43 [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 

 

 

Zanamivir 

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 

2017/2018 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 
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2.2. L’évaluation génotypique par séquençage du gène de la NA 

Bien que l’analyse phénotypique des 117 isolats A(H1N1) pdm09 testés a permis de 

confirmer un profil de sensibilité normal vis-à-vis des deux INAs, la NA d’une sélection de 

23 isolats couvrant les quatre années de l’étude a été séquencée et par la suite analysée, dans 

le but d'essayer de trouver une explication à la diminution de la sensibilité observée pour 

l’Oseltamivir. Un alignement des protéines de la NA par rapport à 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, 

I223, R225, E277, R293, R368 et Y402 ainsi que les résidus structuraux R156, S180, E228, 

S247, E278 et N295 étaient hautement conservés dans tous les isolats A(H1N1)pdm09 

marocains soumis à l’analyse. 

-  Les 23 isolats marocains traités présentent des substitutions caractéristiques dont : 

 Quatre sont localisées à proximité du site catalytique, c’est le cas pour la 

substitution V241I, la N369K, la N386K et la K432E (23/23). 

 Deux sont plutôt proches des acides aminés structuraux, ce sont les substitutions 

N248D (23/23) et N270K (21/23). 

Les substitutions V241I, la N369K, la N386K et la K432E, favorisent la stabilité de 

la protéine neuraminidase, ce qui induit probablement une diminution de l’affinité à 

l'Oseltamivir et par conséquent une forte dissémination virale chez l’hôte (Fry et 

al., 2012 ; Zhao et al.,2020). La présence des deux mutations la V241I et la N369K 

dites permissives dans tous les virus A(H1N1) pdm09 suggère qu'ils sont plus 

favorables à l'acquisition de la H275Y et augmentent donc le risque de propagation 

à l’échelle national des souches résistantes à l'Oseltamivir, comme elles leur 

permettent de rétablir leur capacité réplicative (Abed et al., 2013). Il est important 

de noter que les mutations N386K et K432E ont été rapportées comme affectant de 

manière significative l'affinité de liaison de l'Oseltamivir à la neuraminidase. Suite 

à 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 à une 

diminution de la liaison de l'oseltamivir à NA. Rendant ainsi la neuraminidase 

moins susceptible (Butler et al., 2014 ;Liu 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 l’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 l’échappement du virus au 

système immunitaire (Richard etal., 2008). 

L’analyse génotypique nous a permis de mettre en exergue les modifications génétiques qui 

sont probablement à l’origine de la diminution de l’affinité pour l’Oseltamivir observée lors 

de l’analyse phénotypique. 

A la lumière de ces résultats, on peut estimer que la dynamique active de dérive 

génétique qui se traduit par l'accumulation de substitutions sporadiques d'acides aminés au 

niveau du segment 6 du génome viral, confirme l'instabilité génétique des virus A (H1N1) 

pdm09. le nouveau virus pandémique pourrait ne pas encore être complètement adapté à la 

population humaine, ce qui signifie que de nouveaux changements  conduiront à l’émergence 

de souches plus virulentes (Mukherjee et al., 2016). 
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Figure 41: Variation dans la séquence en acides aminés de la neuraminidase des isolats cliniques 

appartenant au sous-type A(H1N1) pdm09 par rapport à 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 prélèvements positifs A(H3N2) collectés durant les quatre saisons et cultivés 

sur cellules MDCK, 102 ont présentés un titre d’Hémagglutination supérieur à 1/16 et par 

conséquences ont été soumis à une évaluation phénotypique de leur sensibilité aux deux 

INAs. Comme indiqué dans le tableau 11, l’IC50 moyenne de la totalité des souches testées 

présente un coefficient de multiplication (1) par rapport à la IC50 moyenne de 

A/Ficui/20/2004 (souche de référence sous-type A(H3N2)). Un rapport qui traduit une 

sensibilité normale de la totalité des isolats testés aussi bien pour l’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 l’Oseltamivir (IC50 moyenne 0.45) que pour le Zanamivir 

(IC50 moyenne 0.55) (figure42).  
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Tableau 10 : Valeurs des IC50 moyenne des isolats A(H3N2) relatifs aux deux INAs 

 

 

 

 

0seltamivir  

Années 

d'isolement  

Origine  IC50(nM) Type A(H3N2)  

Nombre(102)  Médiane [range]  Moyenne ± SD  Rapport  

2014/2015  SG  4 0,41 [0,29 - 0,55]  0,41 ± 0,10  SN  

2015/2016  SG  8 0,33 [0,25 - 0,77]  0,38 ± 0,17  SN  

2016/2017  SG  60 0,47 [0,19 -1,00]  0,50 ± 0,20  SN  

IRAS  10 0,46 [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 -0,70]  0.43± 0,10  SN  

 

 

 

Zanamivir  

2014/2015  SG  4 0,47 [0,41 - 1,02]  0,59 ± 0,28  SN  

2015/2016  SG  8 0,39 [0,30 - 0,65]  0,41 ± 0,10  SN  

2016/2017  SG  60 0,62 [0,30 - 1,59]  0,64 ± 0,21  SN  

IRAS  10 0,65 [0,30 - 0,89]  0,65 ± 0,18  SN  

2017/2018  SG  15 0,59 [0,45 - 0,89]  0,61 ± 0,12     SN  

IRAS  5 0,43 [0,38 - 0,84]  0,55 ± 0,11     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 séquençage du gène de la NA 

Dans le cas des souches A (H3N2), le gène de la NA de 36 isolats a été séquencé et 

soumis à l’analyse. D’après les résultats obtenus, suite à un alignement par rapport à la souche 

de référence A/Brisbane/10/2007, le gène NA était moins variable que le A (H1N1) 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 près du site actif, à 

savoir les mutations I176M, E221D, S245N, S247T, S367N, K369T et N402D. À l'exception 

I176M, 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 

à l’Oseltamivir c’est-à-dire le H274Y, E119I ou R292K. 
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L’effet marquant c’est la double mutation 245/247 qui a été rapportée comme 

déstabilisant la liaison à l’oseltamivir. 

A l'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 à l’Oseltamivir (Gubareva.,2017). Selon la dernière mise à jour 

effectuée par les centres collaborateurs OMS, chargés de la surveillance de la sensibilité des 

virus grippaux aux INAs les plus couramment utilisés, la fréquence 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

97 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43: variation dans la séquence en acides aminés de la neuraminidase des isolats cliniques 

appartenant au sous-type A(H3N2) par rapport à la souche de référenceA/Brisbane/10/2007 
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Comme tous les virus à ARN négatifs, l’influenza a potentiellement une forte capacité à 

muter pendant la réplication. A la lumière des résultats obtenus relatifs à l’analyse 

phénotypique complétée par l’analyse génotypique pour les isolats cliniques obtenus durant la 

période de la présente étude : 

➢ On peut considérer l’évaluation phénotypique comme preuve irréfutable sur l’efficacité 

in vitro des INAs plus particulièrement l’Oseltamivir et le Zanamivir dans l'inactivation 

des virus grippaux circulants au Maroc. 

➢ La décision prise par le ministère de la Santé d'utiliser les INAs, en particulier 

l'Oseltamivir, comme approche préventive et curative dans la prise en charge des 

personnes à risque de développer des complications suite à une infection grippale. 

➢ Dans le cas d’une infection à l’influenza B, il est plusjudicieux d’orienter les schémas 

thérapeutiques vers l’utilisation du Zanamivir plutôt que l’Oseltamivir. 

➢ A travers l’analyse génotypique on a pu exclure la présence de toutes mutations 

associées à la résistance aux deux INAs. Cependant, l'accumulation de substitutions 

sporadiques d'acides aminés au niveau du segment 6 du génome viral, reflète une 

dynamique évolutive progressive en faveur d’une adaptation à l’organisme humain, par 

conséquent une résistance aux traitements antiviraux. 
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IV. Dynamique d’évolution du gène de la neuraminidase des virus 

de la grippe au cours des dix dernières années au Maroc 

Dans le but d’évaluer la dynamique d’évolution du gène de la NA des virus de la grippe 

A et B circulants au Maroc, une étude phylodynamique rétrospective a été réalisée, englobant 

154 souches qui ont été isolées et séquencées durant les dix dernières années (2009-2018). 

Parmi ces souches testées, 50 séquences du gène de la NA correspondent auvirus de la grippe 

de type B, 49 au sous-type A(H1N1) pdm09 et 55 au sous-type A(H3N2). Les numéros 

d’accès de ces séquences au niveaude la base de données GISAID sont mentionnés dans 

l’annexe2, 3 et 4. Notre analyse a été consolidée par l’introduction des séquences de la NA 

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

grippale. 

1. Analyse phylogénétique et taux de substitution à l’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 saisonnière. 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 à 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 première fois en 1940 lors d'une 

épidémie aux États-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 gène de l’HA (McCullers et al.,1999), laissant supposé que le gène de la NA est 

identique (Xu et al., 2004). La différence de sensibilitéde ces deux lignées vis-à-vis de 

l’Oseltamivir, suggère une dynamique d’évolution différente pour le géne de la NA. Comme 

représenté dans les figures 44 et 45, l’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 à l’échelle nucléotidique du gèneNA de la 
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lignée B Victoria, déterminé par le logiciel Tracer, est de l’ordre de 2.58 x 10-3substitution 

/site /an. Le taux de substitution de la lignée B Yamagata, est de l’ordre de 2.33 x10-

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 gène 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 à l’échelle 

génomique entre les deux lignées semble être à l’origine de la différence de susceptibilité à 

l’Oseltamivir.   

Langat et ses collaborateurs, ont évalué la dynamique d’évolution du virus de l’influenza B 

ayant circulé entre 1989 et 2015 à l’échelle mondiale. Un fait intéressant a été relevé lors de 

l’analyse phylogénétique. En effet, la scission du génome s’est produite progressivement sur 

une période d'environ 10 ans, en commençant 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 structurelle1(NS1) et protéine matricielle1(M1) en 2002–2003 (HPD 95% 2001-2004) 

(Langat et al.,2017). 

Dans notre étude, l'estimation du temps jusqu'au dernier ancêtre commun (TMRCA) dans le 

cas du virus type B est de l’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 gène NA s'est probablement 

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

A la diversification génétique, origine de l’évolution des profils antigénique, le virus de 

l’influenza B adopte une dynamique évolutive supplémentaire qui repose sur un modèle de 

dominance alternée entre les deux lignées B/Victoria et B/Yamagata. En effet, l'une de ces 

deux lignées domine la population virale jusqu'à ce qu'une immunité suffisante soit générée 

contre elle, pour céder la place à l'autre lignée qui va en profiter pour augmenter en fréquence 

(Chen et al.,2008). 
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Figure 44: Représente le taux de substitution à l’échelle nucléotidique du gène de la 

neuraminidase du virus type B lignée Victoria. Avec un intervalle de confiance de 95% HPD 

(2.24x10-3- 2.96x10-3) 
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Figure 45: Arbre phylogénétique Bayesiendu virus B lignée Victoria 
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Figure 46: Taux de substitution à l’échelle nucléotidique du gènede la neuraminidase du virus de 

la grippe de type B lignée Yamagata. Avec un intervalle de confiance de 95% HPD (1.99x10-3- 

2.71x10-3). 
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Figure 47: Arbre phylogénétique Bayesiendu virus B lignée Yamagata 
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1.2. Cas du virus pandémique A(H1N1) pdm09 

L’évaluation phénotypique et génotypique constitue une première à l’échelle nationale. 

Les résultats de cette étude rétrospective refléte une dynamique d’évolution inquiétante qui se 

traduit par une tendance vers un échappement à l’action inhibitrice de la nouvelle classe 

d’antiviraux.  

En effet, l’analyse phylogénétique démontre clairement une dérive génitique assez 

remarquable du gène NA. L'estimation du taux de substitution à l’échelle nucléotidique est de 

l’ordre de 4.15x 10-3 substitution/site/an, ce qui est relativement plus élevé que celui de 

l’influenza B. Ce taux de substitution nucléotidique du gène de la NA est comparable à celui 

signalé dans d’autre pays du monde (Stamatakis et al.,2006 ; Rambaut et al., 2016) comme la 

Thaïlande qui a rapporté un taux de substitution de 3.49 x 10-3 substitution/site/an lors de la 

période 2010-2015(Tewawong et al.,2017). 

L'accumulation de substitutions sporadiques d'acides aminés associée à un taux de 

substitution relativement plus élevé que ceux des autres virus grippaux, confirment 

l'instabilité génétique des virus A (H1N1) pdm09. Il a été suggéré que le nouveau virus 

pandémique pourrait ne pas encore s'être complètement adapté à la population Humaine, ce 

qui signifie que de nouveaux changements vont s’installer dansle but d’assurer une meilleure 

dissémination au sein de l’organisme (Mukherjee et al ; 2016).  
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Figure 48: Taux de substitution à l’échelle nucléotidique du gène de la neuraminidase du virus 

sous-type A(H1N1) pdm09 estimé à 4,15x10-3 avec un intervalle de confiance de 95% HPD 

(3.52x10-3- 4.78x10-3) 
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Figure 49: Arbre phylogénétique Bayesien du virus A(H1N1) pdm09 
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1.3. Cas du virus A(H3N2) 

Bien que le taux de substitution à l’échelle nucléotidique soit légèrement plus faible que 

celui du virus pandémique A(H1N1) pdm09 (3.42x10-3substitution/site/an), le virus A(H3N2) 

possède une dynamique d’évolution plus régulière. En effet, les souches appartenant à ce 

sous-type ont acquis au cours des dix dernières années, plusieurs substitutions qui ont été 

introduites avec sucées et de façon irréversible. La majorité de ces substitutionsa été à 

l’origine de la diversité antigénique au sein de la population virale, contrairement aux souches 

du virus A(H1N1) pdm09 pour les quelles certaines substitutions ne sont que transitoires. Il a 

été suggéré que cette stabilité est probablement associéeau fait que ce virus circule au sein de 

la population humaine depuis 1968. 

 

Figure 50: Taux de substitution a l’échelle nucléotidique du gène de la neuraminidase du virus 

sous-type A(H3N2) estimé à 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 immunogènes à 

savoir l'HA et la NA. On parle alors, de glissement antigénique (Kim et al., 2018). La 

glycosylation, dépendante des cellules hôtes, est une modification post-traductionnelle, qui se 

manifeste par la fixation d’une ramification glucidique à une chaîne latérale d’asparagine de 

la protéine. Seules les asparagines appartenant aux deux séquences Asn-X-Ser ou Asn-X-Thr 

où X peut représenter tout acide aminé sauf la Proline peuvent être glycosylées (kornfeld  et 

al.,1985). 

Ce processus peut être à l’origine d’une altération de la spécificité de liaison ainsi que de la 

virulence, soit directement, en modifiant les propriétés biologiques de l’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 empêchant 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 l’impact de ces changements sur l’activité 

biologique de la neuraminidase, un suivi des modifications des sites de glycosylation des 154 

isolats, objet de l’étude, a été réalisé via le logiciel "Glycosylation site calculator". 

Les protéines de la NA des virus de la lignée B/Yamagata présentent cinq sites potentiels de 

N-glycosylation bien conservés (56, 64, 144, 284, 463) par rapport à la souche de référence 

(B/Florida/4/2006). Tandis que celles de la lignée B/Victoria  n'en ont que quatre par 

référence à B/Malaysia/30552/2004. Ce qui suggère que cette dernière a subi une délétion 

d’un site de glycosylation de la partie globulaire au niveau de la position 463 après sa scission 

de la lignée Yamagata.Ceci peut être à l’origine de la modification de l’affinité à 

l’Oseltamivir observée au cours du test phénotypique.  
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2.2. Cas du virus A (H1N1) pdm09 

Par comparaison à la souche de référence A/California/07/09 les virus A (H1N1) pdm09 

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 tête globulaire de la protéine (88, 146, 235). Fait 

intéressant, c’est qu’une année après leur émergence (2010/2011), ils ont acquis un nouveau 

site de glycosylation à la position 386, pour le perdre en 2014/2015. Cette perte a été 

compensée au cours de la même saison par l’insertion d’un autre site de N-glycosylation au 

niveau de la tige à la position 42. 

2.3. Cas du virus A (H3N2) 

En se référant à 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 tête globulaire (146, 200, 234,367). Cependant au cours de leur évolution durant 

ces dix dernières années, ces virus ont perdu deux potentiel site de N-glycosylation au niveau 

de la tête globulaire de la molécule, l’un à la position 402 au cours de la saison 2011/2012 et 

un autre à la position 329 durant la saison 2016/2017. Cette perte a été contre-balancée par 

ungain d’un site de glycosylation à la position 245 qui s’est infiltré au sein de la population 

virale de façon permanente à partir de la saison 2015/2016 (tableau 12). 
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Tableau 11 : Sites de glycosylation relatifs à chaque type /sous-type du virus de la grippe 

circulant au Maroc de 2009 à 2018 

 

 

 

 

Bien que les changements dans les sites de glycosylation de NA ont été considérés 

comme moins dramatiques que pour l’HA (Huang et al.,2017), ils revêtent 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 l’HA,ce la 

permet de masquer plus efficacement les sites antigéniques et par conséquentde moduler la 

reconnaissance des glycoprotéines par le système immunitaire adaptatif (Schulze.,1997 ;Sun 

et al.,2012). Cette modification du potentiel de N- glycosylation pour la NA joue également 

un rôle important dans l’atténuation de la réponse immunitaire innée, vu que les glycanes sont 

eux même des dérivés d’hôte 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 tête 

globulaire semble contribuer à une modification de l’affinité vis-à-vis de l’Oseltamivir dans le 

cas de la lignée B Victoria et dans le cas du sous-type A(H1N1) pdm09. 

 

Type /Sous-type Saison Nombre Sites de N-glycosylation 

LignéeB Yamagata 2012/2013 

5 

56, 64, 144, 284,463 

  

  

  2014/2015 

  2017/2018 

Lignée B Victoria 2010/2011 

4 

  

56, 64, 144, 284,463 

  

  

  2011/2012 

  2012/2013 

  2015/2016 

  2016/2017 

A(H1N1)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, 
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La glycosylation de la tige de la NA à la position 42 détectée dans les virus A(H1N1)pdm09 a 

été identifiée initialement dans des isolats de porcs à la fin des années 1990. Elle a été 

introduite dans les virus aviaires et humains ces dernières années, reflétant probablement une 

transmission zoonotique du porc à l'homme (Kim et al.,2018). Il a été rapporté qu’une 

modification des sites de glycosylation au niveau de la tige est plutôt liée à une protection 

plus accentuée vis-à-vis de l’action protéolytique. Ce qui est le cas pour le sous-type 

A(H1N1) 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 l’activité catalytique. Elles sont probablement associées à un maintien de la stabilité 

de la région globulaire de la protéine. La dérive antigénique dans le cas de l’HA contribue à 

faciliter l’échappement du virus de la grippe au système 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 l’enzyme. C'est pour cette raison que les vaccins produits aujourd'hui 

sont normalisés principalement en fonction de la quantité de l'HA, alors que celle de la NA est 

souvent variable (Jakadesh et al.,2016).  

        Suite à la pandémie de 2009, la composition vaccinale a été revue. De 2010 à 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 très précoce du 

virus de la grippe A (H1N1) pdm09. Le taux d'efficacité était de l’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 l’efficacité du vaccin a été attribuée à la dérive 

antigénique du gène de l’HA, qui a été à l’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(H1N1) pdm09 a été revue. 
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       En 2019, Gao et ses collègues ont pu démontrer que la faible efficacité des vaccins 

atténués au cours des saisons 2013-2014 et 2015-2016 n’était pas liées à la mauvaise 

réplication du virus A(H1N1) pdm09 comme il a été rapporté dans d'autres études (Linderman 

et al.,2014; Helmekeet al.,2015), mais surtout à l’effet de la dérive antigénique du gène NA. 

(Gao et al.,2019). Il existe des preuves que NA est immunogène et que les anticorps anti-NA 

confèrent une immunité hétérologue à large spectre. Des études ont montré que la variation 

antigénique se produit à un taux plus lent dans NA que dans HA, et donc, les anticorps anti-

NA peuvent induire une immunité à long terme. Des décennies de recherche sur les anticorps 

anti-NA, en particulier sur leur rôle dans l'immunité et les méthodes de détection, faciliteront 

la mise au point de nouveaux vaccins pouvant être 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, l’agent étiologique est un virus à ARN 

segmenté qui évolue continuellement. Il est à l’origine d’épidémies annuelles qui atteignent 

leur pic pendant l’hiver dans les régions tempérées. Parfois il peut provoquer des pandémies.  

Cette infection respiratoire extrêmement contagieuse sévit dans le monde avec un taux 

d'attaque annuel estimé de 5 à 10% chez les adultes et de 20 à 30% chez les enfants (Duwe et 

al., 2017). Généralement bénigne, elle peut aussi être fatale. Elle est responsable d’environ 3 à 

5 millions d'hospitalisations et de 250 000 à 500 000 décès (Hsu et al., 2012), constituant de 

ce fait, un problème de santé publique majeur.  

        En dehors des mesures d’hygiène, 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 particulièrement l’HA et facultativement la NA. En raison des 

modifications constantes des virus grippaux, le vaccin peut différer dans sa composition d’une 

année à une autre. La raison pour laquelle l’OMS émet chaque année des recommandations 

sur les souches qui doivent être incluses dans le vaccin. Cependant l’efficacité du vaccin 

dépend d’une part de l’âge 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’où l’importance 

d'utiliser des antiviraux dans la prise en charge des cas sévères (Duwe., 2017).   Leur rôle est 

important dans le contrôle des épidémies et dans la stratégie développée par l’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.  

       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 particulièrement 

les INAs a été constatée. Sauf quele danger associé à leur utilisation, réside dans leur pouvoir 

à exercer une pression sélective sur les formes résistantes. En effet, l’exposition des virus 

grippaux à ces drogues provoque la sélection de mutants viraux génétiquement résistants qui 

peuvent ensuite se transmettre sans perdre leur pouvoir pathogène, comme c’était le cas pour 

le virus de la grippe A(H3N2). Jusqu’en 2004, la prévalence des formes résistantes du virus 

A(H3N2) était de moins de 1% pour atteindre une prévalence de 100% au cours de l'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 États-Unis, rendant 

ainsi, cette classe de médicaments pratiquement inefficace. 

       En ce qui concerne les inhibiteurs de la neuraminidase (INAs), jusqu’en 2007 la 

résistance était un phénomène rare. Pourtant durant la saison 2007-2008, une augmentation 

des formes résistantes du virus A(H1N1) saisonnier a été observée,et à même 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 phénomène 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 virologique. 

C’est dans ce contexte que la présente étude a été entreprise, dans l’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 gène de la neuraminidase, cible des ces antiviraux.  

      Les prélèvements testés ont été collectés à travers le réseau national de surveillance de la 

grippe, un système 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 à l’échelle nationale. Ceci concorde avec le dernier rapport de l’OMS relatif à 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'à l’Oseltamivir, alors 

que pour les virus A(H1N1) pdm09 et A(H3N2) la sensibilité est presque similaire pour les 

deux médicaments. L’effet inquiétant observé est lié à la diminution de l’affinité des virus 

A(H1N1) pdm09 (plus virulent que l’A(H3N2) et le B) pour l’Oseltamivir et ce, pour la 

totalité des souches isolées durant la période de l’étude. 

      Les résultats obtenus ont été consolidé par l’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(H1N1) pdm09, Type B Yamagata et le type B Victoria, ont 

mis l’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 l’affinité plus particulièrement dans le cas du virus 

A(H1N1) pdm09. Les modifications observées nous ont incité à nous orienter vers un suivi de 

l’évolution du gène de la NA pour chaque sous-type. 

Effectivement, l’évolution du gène de la NA au cours des neuf dernières années reflète une 

dérive antigénique importante, accompagnée par un taux de substitution variable d’un sous-

type à un autre. L’estimation du taux de substitution à l’échelle nucléotidiques refléte une 

dynamique d’évolution plus accentuée pour le virusA(H1N1) pdm09 que pour les autres sous-

types. 

De plus, la dynamique de migration des sites de glycosylation consolide la tendance du virus 

pandémique à une adaptation à l’organisme Humain, associé à un échappement au système 

immunitaire et à une émergence des formes résistantes aux médicaments. 

Au Maroc, jusqu'en 2009, l’utilisation des antiviraux grippaux surtout les INAs était 

strictement limité à la prise en charge des cas suspectsde grippe aviaire H5N2. 

Lorsque la pandémie de 2009 est survenue et afin de la contrôler, le Tamiflu a été utilisé de 

façon massive, plus en tant qu’approche prophylactique que thérapeutique, ce qui a entrainé 

l'émergence de quelques cas de résistance à cet antiviral. A la fin de la deuxième 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 à une augmentation du nombre 

des IRAS au niveau des services hospitaliers avec une grippe A(H1N1) pdm09 confirmée, un 

nouveau protocole thérapeutique a été élaboré, validé et diffusé. Ce dernier repose sur 

l’utilisation du Tamiflu comme recours thérapeutique pour la prise en charge des 

complications associées à la grippe porcine A(H1N1) pdm09 surtout chez les personnes à 

risque. 

Le risque d'émergence et de propagation de variant du virus résistant aux antiviraux doublé 

d'options thérapeutiques limitées, souligne l’importance du système de surveillance de la 

résistance aux antiviraux grippaux à l’échelle nationale. 
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VI. Conclusion et recommandations 

Cette étude a la prétention d'être la première à l'échelle nationale à avoir permis une 

estimation de la prévalence, des souches résistantes aux antiviraux grippaux, particulièrement 

les inhibiteurs de la neuraminidase (INAs). Pour la réalisation de ce travail deux démarches 

complémentaires ont été suivies: 

La première consiste en une évaluation phénotypique complétéed'une analyse génotypique 

des virus grippaux isolés durant quatre saisons grippales, de 2014/2015 à 2017/2018. La 

seconde s'est penchée sur la dynamique d’évolution du gène de la neuraminidase des souches 

isolées durant la dernière décennie. 

Les résultats de la première partie de ce travail plaident en faveur d’une faible prévalence des 

formes résistantes aux antiviraux. En effet, à travers l’analyse phénotypique, une sensibilité 

normale pour la majorité des isolats a été démontrée. Néanmoins, notre étude a mis en 

exergue une réduction de l’affinité vis-à-vis del’Oseltamivir pour les isolats du sous-

typeA(H1N1) pdm09. L’analyse génotypique a permis de consolider les résultats du test 

phénotypique. Ainsi, la comparaison aux souches de références confirme l’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 à l’origine de la 

diminution de l’affinité pour l’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 gène de la neuraminidase, relativement plus accentuée dans le cas du virus 

A(H1N1) pdm09, à laquelle est associée une dynamique de migration des sites de N-

glycosylation.  

Les données de la présente étude apportent les élèments 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 système de surveillance intégré 

épidémiologique et virologique doit être maintenu et renforcé conformément aux 

recommandations suivantes : 

- Maintenir et elargir le système de surveillance virologique de la grippe saisonnière. 

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

- Mettre en place un système de monitoring de l’évolution de la maladie et d’éventuelles 

complications sous INAs.  

- Intégrer de nouveaux outils de séquençage 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 système 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 espèces 

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 Ministère de la Santé, les décideurs doivent 

impérativement diversifier le stock national d'antiviraux grippaux et faire appel à la 

nouvelle et prometteuse génération d'inhibiteurs de la neuraminidase (INAs). 
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Annexe : 1 

PRIMER et PROBE pour la détection du A(H1N1) pdm09 par RT-

PCR temps réel (OMS., 2009) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les sondes TaqMan® sont marquées à l'extrémité 5 'avec la molécule rapporteur (FAM) et 

avec Quencher 1, Blackhole (BHQ1) à l'extrémité 3 '. 

  

Primers 

and Probes 

Sequence (5’>3’) Working 

Concentration 

InfA Forward GAC CRA TCC TGT CAC CTC TGA C 40 μM 

InfA Reverse AGG GCA TTY TGG ACA AAK CGT CTA 40 μM 

 

InfA Probe 
TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACG 10 μM 

SW InfA Forward GCA CGG TCA GCA CTT ATY CTR AG 40 μM 

SW InfA Reverse GTG RGC TGG GTT TTC ATT TGG TC 40 μM 

 

SW InfA Probe 

CYA CTG CAA GCC CA”T” ACA CAC AAG 

CAG GCA 
10 μM 

SW H1 Forward GTG CTA TAA ACA CCA GCC TYC CA 40 μM 

SW H1 Reverse CGG GAT ATT CCT TAA TCC TGT RGC 40 μM 

 

SW H1 Probe 

CA GAA TAT ACA “T”CC RGT CAC AAT TGG 

ARA A 
10 μM 

RnaseP Forward AGA TTT GGA CCT GCG AGC G 40 μM 

RnaseP Reverse GAG CGG CTG TCT CCA CAA GT 40 μM 

 

RnaseP Probe 
TTC TGA CCT GAA GGC TCT GCG CG 10 μM 
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Annexe : 2 

Annexe 2 : Réference des séquences du gène NA des souches A(H1N1) pdm09 isolées au 

Maroc 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Segment ID Segment Country Collection date Isolate-ID Isolate name 

EPI1437408 NA Morocco 13/12/2018 EPI_ISL_355415 A/Meknes/217/2018 

EPI1255241 NA Morocco 09/03/2018 EPI_ISL_314700 A/Oujda/1493/2018 

EPI1255227 NA Morocco 23/02/2018 EPI_ISL_314693 A/Meknes/1302/2018 

EPI1255225 NA Morocco 20/02/2018 EPI_ISL_314692 A/Meknes/1286/2018 

EPI1252733 NA Morocco 02/03/2018 EPI_ISL_314266 A/Tanger/1388/2018 

EPI1252727 NA Morocco 27/02/2018 EPI_ISL_314263 A/Rabat /1320/2018 

EPI1252719 NA Morocco 15/03/2018 EPI_ISL_314259 A/Meknes/1477/2018 

EPI1223067 NA Morocco 23/01/2018 EPI_ISL_308505 A/Rabat/921/2018 

EPI1223047 NA Morocco 13/12/2017 EPI_ISL_308494 A/Agadir/408/2017 

EPI1222998 NA Morocco 18/12/2018 EPI_ISL_308469 A/Temara/423/2017 

EPI1222992 NA Morocco 26/01/2018 EPI_ISL_308466 A/Marrakech/963/2018 

EPI1222978 NA Morocco 01/02/2018 EPI_ISL_308459 A/Meknes/1070/2018 

EPI1222972 NA Morocco 18/12/2017 EPI_ISL_308456 A/Agadir/469/2017 

EPI748991 NA Morocco 21/01/2016 EPI_ISL_219674 A/Meknes/344/2016 

EPI748907 NA Morocco 22/02/2016 EPI_ISL_219632 A/Fès/644/2016 

EPI748905 NA Morocco 15/01/2016 EPI_ISL_219631 A/Fès/231/2016 

EPI748821 NA Morocco 18/02/2016 EPI_ISL_219589 A/Benimellal/615/2016 

EPI921448 NA Morocco 25/02/2016 EPI_ISL_249599 A/ Morocco /654/2016 

EPI921377 NA Morocco 18/02/2016 EPI_ISL_249596 A/ Morocco /568/2016 

EPI921270 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 

EPI317172 NA Morocco 29/12/2009 EPI_ISL_90152 A/Morocco/344/2009 

EPI317169 NA Morocco 01/11/2009 EPI_ISL_90151 A/Morocco/274/2009 

EPI317166 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 

EPI317158 NA Morocco 16/11/2009 EPI_ISL_90147 A/Morocco/889/2009 

EPI317155 NA Morocco 12/11/2009 EPI_ISL_90146 A/Morocco/276/2009 

EPI317152 NA Morocco 22/10/2009 EPI_ISL_90145 A/Morocco/436/2009 

https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1437408
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/355415
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1255241
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/314700
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1255227
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/314693
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1255225
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/314692
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1252733
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/314266
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1252727
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/314263
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1252719
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/314259
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223067
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308505
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1223047
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308494
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1222998
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308469
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1222992
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308466
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1222978
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308459
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1222972
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/308456
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/748991
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/219674
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/748907
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/219632
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/748905
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/219631
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/748821
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/219589
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/921448
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/249599
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/921377
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/249596
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/921270
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/249584
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/317175
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90153
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/317172
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90152
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/317169
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90151
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/317166
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90150
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/317163
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90149
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/317161
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90148
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/317158
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90147
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/317155
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90146
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/317152
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/90145
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Annexe 2 : Réference des séquences du gène NA des souches A(H1N1) pdm09 isolées au 

Maroc (suite) 

 

 

 

  

Segment ID Segment Country Collection date Isolate-ID Isolate name 

EPI317149 NA Morocco 16/11/2009 EPI_ISL_90144 A/Morocco/671/2009 

EPI317146 NA Morocco 16/11/2009 EPI_ISL_90143 A/Morocco/608/2009 

EPI317143 NA Morocco 09/11/2009 EPI_ISL_90142 A/Morocco/442/2009 

EPI317140 NA Morocco 02/12/2009 EPI_ISL_90141 A/Morocco/270/2009 

EPI317133 NA Morocco 16/11/2009 EPI_ISL_90140 A/Morocco/893/2009 

EPI317130 NA Morocco 01/01/2010 EPI_ISL_90139 A/Morocco/1598/2009 

EPI317127 NA Morocco 16/11/2009 EPI_ISL_90138 A/Morocco/618/2009 

EPI317124 NA Morocco 16/11/2009 EPI_ISL_90137 A/Morocco/606/2009 

EPI316939 NA Morocco 12/11/2009 EPI_ISL_90086 A/ Morocco /49/2009 

EPI316936 NA Morocco 13/11/2009 EPI_ISL_90085 A/ Morocco /51/2009 

EPI316933 NA Morocco 05/11/2009 EPI_ISL_90084 A/Morocco/11/2009 

EPI737407 NA Morocco 29/01/2016 EPI_ISL_215756 A/ Morocco /344/2016 

EPI729913 NA Morocco 17/02/2016 EPI_ISL_215611 A/ Morocco 602/2016 

EPI729911 NA Morocco 15/01/2016 EPI_ISL_215610 A/ Morocco /231/2016 

EPI729111 NA Morocco 04/02/2015 EPI_ISL_215490 A/Morocco/161/2015 

EPI255990 NA Morocco 16/12/2009 EPI_ISL_74517 A/Morocco/901H/2009 

EPI255988 NA Morocco 21/12/2009 EPI_ISL_74516 A/Morocco/1024H/2009 

EPI255986 NA Morocco 23/12/2009 EPI_ISL_74515 A/Morocco/1088H/2009 

EPI210539 NA Morocco 02/07/2009 EPI_ISL_60281 A/RABAT/72/2009 

EPI210521 NA Morocco 23/06/2009 EPI_ISL_60272 A/MARRAKECH/47/2009 

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
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Annexe : 3 

Annexe 3 : Réference des séquences du gène NA des souches A(H3N2) isolées au Maroc 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Segment ID Segment Country Collection date Isolate-ID Isolate name 

EPI1255201 NA Morocco 18/02/2018 EPI_ISL_314680 A/Rabat/1229/2018 

EPI1255183 NA Morocco 23/02/2018 EPI_ISL_314671 A/Meknes/1299/2018 

EPI1252576 NA Morocco 20/03/2018 EPI_ISL_314186 A/Tanger/1449/2018 

EPI1252554 NA Morocco 13/02/2018 EPI_ISL_314175 A/Meknes/1218/2018 

EPI1252536 NA Morocco 26/02/2018 EPI_ISL_314165 A/Fes/1440/2018 

EPI1223516 NA Morocco 18/12/2018 EPI_ISL_308731 A/Temara/422/2017 

EPI1223514 NA Morocco 12/12/2017 EPI_ISL_308730 A/Temara/370/2017 

EPI1223512 NA Morocco 16/01/2018 EPI_ISL_308729 A/Rabat/799/2018 

EPI1223508 NA Morocco 09/01/2018 EPI_ISL_308727 A/Meknes/662/2018 

EPI1223506 NA Morocco 11/12/2017 EPI_ISL_308726 A/Meknes/376/2017 

EPI1223504 NA Morocco 22/11/2017 EPI_ISL_308725 A/Marrakech/280/2017 

EPI1223485 NA Morocco 04/01/2018 EPI_ISL_308715 A/Beni Mellal/735/2018 

EPI1223479 NA Morocco 13/01/2018 EPI_ISL_308712 A/Agadir/757/2018 

EPI1223477 NA Morocco 09/11/2017 EPI_ISL_308711 A/Agadir/206/2017 

EPI991824 NA Morocco 28/12/2016 EPI_ISL_262318 A/Beni Mellal/339/2016 

EPI991708 NA Morocco 07/11/2016 EPI_ISL_262264 A/Temara/50/2016 

EPI991664 NA Morocco 02/11/2016 EPI_ISL_262242 A/Meknes/42/2016 

EPI991660 NA Morocco 03/11/2016 EPI_ISL_262241 A/Marrakech/58/2016 

EPI991658 NA Morocco 01/11/2016 EPI_ISL_262240 A/Marrakech/37/2016 

EPI991554 NA Morocco 08/11/2016 EPI_ISL_262200 A/Fes/67/2016 

EPI991552 NA Morocco 10/01/2017 EPI_ISL_262199 A/Fes/534/2017 

EPI991548 NA Morocco 29/12/2016 EPI_ISL_262198 A/Fes/365/2016 

EPI991545 NA Morocco 16/11/2016 EPI_ISL_262197 A/Fes/123/2016 

EPI967202 NA Morocco 27/12/2016 EPI_ISL_257370 A/Fes/315/2016 

EPI960145 NA Morocco 23/11/2016 EPI_ISL_256058 A/Tanger/333/2016 

EPI746068 NA Morocco 17/01/2016 EPI_ISL_218962 A/Temara/235/2016 

EPI746046 NA Morocco 21/01/2016 EPI_ISL_218951 A/Rabat/274/2016 

EPI746044 NA Morocco 21/01/2016 EPI_ISL_218950 A/Rabat/259/2016 

EPI746036 NA Morocco 06/01/2016 EPI_ISL_218946 A/Meknes/168/2016 

EPI746030 NA Morocco 20/01/2016 EPI_ISL_218943 A/Fes/238/2016 

EPI746028 NA Morocco 18/01/2016 EPI_ISL_218942 A/Fes/207/2016 

EPI746026 NA Morocco 07/01/2016 EPI_ISL_218941 A/Fes/161/2016 

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
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Annexe 3 : Réference des séquences du gène NA des souches A(H3N2) isolées au Maroc 

(suite) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Segment ID Segment Country Collection 

date 

Isolate-ID Isolate name 

EPI745994 NA Morocco 14/01/2016 EPI_ISL_218924 A/Agadir/217/2016 

EPI1091663 NA Morocco 30/01/2017 EPI_ISL_283697 A/MOROCCO/534/2017 

EPI1091658 NA Morocco 01/12/2016 EPI_ISL_283694 A/MOROCCO/195/2017 

EPI921761 NA Morocco 28/12/2016 EPI_ISL_249623 A/MOROCCO/367/2016 

EPI393503 NA Morocco 24/11/2011 EPI_ISL_128350 A/MOROCCO/49H/2011 

EPI393495 NA Morocco 12/12/2011 EPI_ISL_128347 A/MOROCCO/184/2011 

EPI393381 NA Morocco 26/10/2011 EPI_ISL_128315 A/MOROCCO/47/2011 

EPI345999 NA Morocco 26/01/2011 EPI_ISL_99638 A/Meknes/109/2011 

EPI345985 NA Morocco 19/01/2011 EPI_ISL_99631 A/Tanger/144/2011 

EPI345982 NA Morocco 07/01/2011 EPI_ISL_99630 A/Agadir/50/2011 

EPI737406 NA Morocco 04/02/2016 EPI_ISL_215757 A/MOROCCO/430/2016 

EPI729908 NA Morocco 17/03/2015 EPI_ISL_215609 A/Morocco/184/2015 

EPI729905 NA Morocco 25/03/2015 EPI_ISL_215608 A/Morocco/190/2015 

EPI393501 NA Morocco 03/01/2012 EPI_ISL_128349 A/MOROCCO/144H/2012 

EPI574635 NA Morocco 20/11/2014 EPI_ISL_175046 A/Meknes/24/2015 

EPI563208 NA Morocco 16/12/2014 EPI_ISL_172394 A/Marrakech/79/2014 

EPI352802 NA Morocco 01/12/2011 EPI_ISL_103305 A/Oujda/144H/2011 

EPI352762 NA Morocco 28/11/2011 EPI_ISL_103286 A/Meknes/136H/2011 

EPI352760 NA Morocco 28/12/2011 EPI_ISL_103285 A/Rabat/197/2011 

EPI352758 NA Morocco 26/12/2011 EPI_ISL_103284 A/Tiznit/167/2011 

EPI352756 NA Morocco 26/12/2011 EPI_ISL_103283 A/Casablanca/155/2011 

EPI352754 NA Morocco 12/12/2011 EPI_ISL_103282 A/Agadir/87/2011 

EPI215121 NA Morocco 20/12/2008 EPI_ISL_61768 A/Tanger/533/2009 

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
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Annexe 4 : Réference des séquences du gène NA des souches influenza B isolées au Maroc 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Segment ID Segment Country Collection date Isolate-ID Isolate name 

EPI1252256 NA Morocco 05/02/2018 EPI_ISL_314082 B/Meknes/1104/2018 

EPI1252250 NA Morocco 08/02/2018 EPI_ISL_314079 B/Oujda/1182/2018 

EPI1252248 NA Morocco 13/02/2018 EPI_ISL_314078 B/Oujda/1186/2018 

EPI1252246 NA Morocco 26/02/2018 EPI_ISL_314077 B/Oujda/1371/2018 

EPI1223298 NA Morocco 20/12/2017 EPI_ISL_308620 B/Meknes/491/2017 

EPI1223296 NA Morocco 18/12/2017 EPI_ISL_308619 B/Marrakech/487/2017 

EPI1223294 NA Morocco 14/12/2017 EPI_ISL_308618 B/Meknes/412/2017 

EPI1223292 NA Morocco 14/12/2017 EPI_ISL_308617 B/Meknes/411/2017 

EPI1223290 NA Morocco 13/12/2017 EPI_ISL_308616 B/Agadir/407/2017 

EPI1223288 NA Morocco 08/12/2017 EPI_ISL_308615 B/Marrakech/343/2017 

EPI1223286 NA Morocco 22/12/2017 EPI_ISL_308614 B/Marrakech/489/2017 

EPI1223284 NA Morocco 04/12/2017 EPI_ISL_308613 B/Tanger/396/2017 

EPI1223280 NA Morocco 07/12/2017 EPI_ISL_308611 B/Marrakech/342/2017 

EPI1223278 NA Morocco 04/01/2018 EPI_ISL_308610 B/Fès/619/2018 

EPI1223276 NA Morocco 08/01/2018 EPI_ISL_308609 B/Fès/649/2018 

EPI902742 NA Morocco 03/01/2011 EPI_ISL_246637 B/Agadir/156/2011 

EPI1091672 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 

EPI1091668 NA Morocco 24/01/2017 EPI_ISL_283699 B/ Morocco /708/2017 

EPI1091666 NA Morocco 28/02/2017 EPI_ISL_283698 B/ Morocco /1157/2017 

EPI1091661 NA Morocco 15/03/2017 EPI_ISL_283696 B/ Morocco /1292/2017 

EPI734129 NA Morocco 15/01/2015 EPI_ISL_216533 B/Morocco/CP10/2015 

EPI733904 NA Morocco 09/03/2016 EPI_ISL_216461 B/Morocco/829/2016 

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
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Segment 

ID 
Segment Country Collection date Isolate-ID Isolate name 

EPI921609  NA Morocco 20/12/2016 EPI_ISL_249614  B/MOROCCO/316/2016 

EPI450057  NA Morocco 18/02/2013 EPI_ISL_141515  B/ Casablanca /247/2013 

EPI450054  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 

EPI393378  NA Morocco 06/06/2012 EPI_ISL_128314  B/ Morocco /940/2012 

EPI346955  NA Morocco 18/01/2011 EPI_ISL_100080  B/Marrakech/281/2011 

EPI346953  NA Morocco 13/12/2010 EPI_ISL_100079  B/Tanger/63/2010 

EPI346950  NA Morocco 24/02/2011 EPI_ISL_100078  B/Rabat/406/2011 

EPI346484  NA Morocco 13/12/2010 EPI_ISL_99808  B/Safi/176/2010 

EPI346481  NA Morocco 27/01/2011 EPI_ISL_99807  B/Tanger/146/2011 

EPI346224  NA Morocco 04/03/2011 EPI_ISL_99727  B/Fés/428/2011 

EPI346221  NA Morocco 01/03/2011 EPI_ISL_99726  B/Marrakech/418/2011 

EPI346218  NA Morocco 01/01/2011 EPI_ISL_99725  B/Sale/355/2011 

EPI346009  NA Morocco 22/02/2011 EPI_ISL_99643  B/Rabat/164/2011 

EPI346005  NA Morocco 03/01/2011 EPI_ISL_99641  B/Agadir/156/2011 

EPI346002  NA Morocco 26/01/2011 EPI_ISL_99640  B/Rabat/123/2011 

EPI730808  NA Morocco 10/02/2015 EPI_ISL_215754  B/Morocco/176H/2015 

EPI730553  NA Morocco 07/01/2015 EPI_ISL_215717  B/Morocco/102/2015 

EPI730551  NA Morocco 17/12/2014 EPI_ISL_215716  B/ Morocco /43H/2014 

EPI1098486  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 

EPI562358 NA Morocco 23/12/2014 EPI_ISL_171966 B/Oujda/96/2014 

EPI562354 NA Morocco 16/12/2014 EPI_ISL_171964 B/Meknes/32/2014 

EPI562352 NA Morocco 07/01/2015 EPI_ISL_171963 B/Meknes/102/2015 

EPI305370 NA Morocco 03/01/2011 EPI_ISL_86985 B/Agadir/156/2011 
 

 

 

https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/921609
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/249614
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/450057
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/141515
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/450054
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/141514
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/393499
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/128348
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/393378
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/128314
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/346955
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/100080
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/346953
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/100079
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/346950
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/100078
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/346484
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/99808
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/346481
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/99807
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/346224
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/99727
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/346221
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/99726
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/346218
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/99725
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/346009
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/99643
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/346005
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/99641
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/346002
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/99640
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/730808
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/215754
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/730553
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/215717
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/730551
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/215716
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/1098486
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/284682
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/574837
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/175142
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/574831
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/175139
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/574725
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/175086
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/562358
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/171966
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/562354
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/171964
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/562352
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/171963
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI/305370
https://platform.gisaid.org/epi3/start/EPI_ISL/86985
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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 première 

évaluation nationale du degré de sensibilité des virus grippaux à ces deux antiviraux. Au cours de la période d'étude (quatre 

saisons grippales. L’évaluation phénotypique, complété par  l’analyse génotypique du gène NA, révèle 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 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 gène NA des virus grippaux isolés pendant les saisons 

grippales 2009/2010 à 2017/2018, déterminée selon la méthode (MCMC) complétée par un suivi de la dynamique de 

migration des sites de N-glycosylation, révèle une dérive génétique associée à un taux de substitution plus accentué pour les 

virus grippaux type A que type B, particulièrement chez le A (H1N1) pdm09. A cette dérive s'ajoute une dynamique de 

migration des sites de glycosylation en faveur d'une diminution de l'affinité pour l'Oseltamivir et d’un échappement au 

système immunitaire. Les résultats obtenus grâce à cette première 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 gêne 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. 
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