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Résumé // Abstract

La surveillance de la grippe par le Centre national de référence des virus influenzae au cours de la saison 2014-2015
a débuté fin septembre 2014 pour se terminer début avril 2015. Lépidémie, de forte intensité, a été marquée par
la circulation majoritaire de virus grippaux de sous-type A(H3N2), avec la co-circulation de virus grippaux de
sous-type A(H1N1)pdmO09 et de type B. Parmi les virus grippaux de sous-type A(H3N2), une part non négligeable
de virus variants, antigéniquement distincts de la souche vaccinale, a circulé. Lépidémie a été particulierement
sévere chez les personnes agées.

Influenza surveillance by the National Influenza Centre during the 2014-2015 season began at the end of
September and finished at the beginning of April. The epidemic was characterized by a high activity and was
marked by the circulation of all types and subtypes of viruses, subtype A(H3N2) viruses being dominant. Among
the A(H3N2) viruses, a significant proportion of variant viruses, antigenically distinct from the viral strain included
in the vaccine, circulated. The impact of the influenza epidemic was especially severe among the elderly.
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Introduction

La surveillance virologique de la grippe, coordonnée
par le Centre national de référence (CNR) des virus
influenzae, est assurée en métropole par le CNR
coordonnateur hébergé par I'unité de génétique
moléculaire des virus a ARN a I'Institut Pasteur
a Paris (CNR-IP) et le laboratoire associé localisé
aux Hospices civils de Lyon (CNR-HCL).

En métropole, la surveillance de la grippe au cours
des infections respiratoires aigués repose sur
différents réseaux : la surveillance en médecine
ambulatoire via le réseau Sentinelles (surveillance
par le réseau des GROG avant la saison 2014-2015)
et, chez les sujets hospitalisés, via le Réseau national
des laboratoires hospitaliers (Renal).

Les deux laboratoires du CNR réalisent la majorité des
analyses des prélévements de médecine ambulatoire,
aidés par le laboratoire de virologie de I'université de
Corse (EA7310) et celui de Reims, qui analysent les
prélevements effectués dans leur région et les envoient
également au CNR pour analyses complémentaires.
Le CNR recoit par ailleurs des prélévements hospi-
taliers, en particulier pour la détermination du sous-
type, la recherche de résistance aux antiviraux ou la
recherche de déterminants de virulence pour les cas
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graves. Les laboratoires hospitaliers appartenant au
réseau Renal analysent les prélévements respiratoires
effectués dans leur région et reportent ces données
dans la base du réseau ; elles sont ensuite analysées
par le CNR.

La surveillance virologique, mise en place chaque
année en médecine ambulatoire comme a I’hépital, a
pour objectifs la détermination de la nature des virus
grippaux qui circulent, le suivi de leur évolution géné-
tique, leur caractérisation antigénique afin d’évaluer
leur adéquation avec la composition vaccinale, I'éva-
luation de la sensibilité aux antiviraux et la recherche
d’éventuels déterminants de virulence.

Méthodes

La détection des virus grippaux est réalisée au
CNR par une technique de RT-PCR en temps réel
(gRT-PCR) sur des prélevements respiratoires permet-
tant la détection rapide de tous les virus influenza A
(gRT-PCR M) et I'identification spécifique des sous-
types A(H1N1)pdmO09 et A(H3N2) (qRT-PCR N1 et H3,
respectivement) qui circulent chez 'lhomme?, ainsi
que l'identification des virus influenza de type B avec
la détermination du lignage, Yamagata ou Victoria
(gRT-PCR B multiplex)?2.
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Le CNR réalise également, par gRT-PCR, la détection
d’autres virus respiratoires : rhino/entérovirus, virus
respiratoire syncytial (VRS) et métapneumovirus.

Dans la population générale, les médecins généra-
listes du réseau Sentinelles incluent chaque semaine
les deux premiers patients présentant un syndrome
grippal correspondant a la définition suivante : fievre
supérieure a 39°C d’apparition brutale accompa-
gnée de myalgies et de signes respiratoires. Avant
la saison 2014-2015, la surveillance virologique en
médecine ambulatoire reposait sur le réseau des
Groupes régionaux d’observation de la grippe (Grog)
et la définition de cas était la suivante : patient présen-
tant une insuffisance respiratoire aigué (apparition
brutale d’au moins un signe respiratoire et d’au moins
un signe systémique) dont les symptémes ont débuté
depuis moins de 48 heures.

La caractérisation antigénique des virus grippaux, en
vue de la comparaison avec les souches vaccinales,
est réalisée sur les virus isolés en culture cellulaire
(MDCK) par inhibition de I'hémagglutination (IHA)
a l'aide de sérums de furet spécifiques (don de
J. Mc Cauley, Crick Worldwide Influenza Centre, The
Francis Crick Institute, Londres, Royaume-Uni) ou des
sérums de lapin hyperimmuns préparés par le CNR
pour les virus de type B?.

L'analyse moléculaire pour la détermination de la
séquence nucléotidique des génes de I’'hnémaggluti-
nine (HA) et de la neuraminidase (NA) est réalisée au
CNR par séquencage direct pour une sélection de
prélevements ou sur des souches isolées. Pour iden-
tifier rapidement des mutations responsables d’une
diminution de sensibilité aux antiviraux ou associées
a la virulence, le CNR utilise la méthode de pyro-
séquencage, qui permet le séquengage ciblé des
petites régions d’intérét correspondantes °. La muta-
tion H275Y dans la neuraminidase, qui se traduit par
une résistance a l'oseltamivir des virus A(H1N1)dmQ9,
est également recherchée par qRT-PCR différentielle
spécifique, ce qui permet de mettre en évidence la
présence ou l'absence de cette mutation ou I'exis-
tence de populations virales mixtes. Des analyses
fonctionnelles de sensibilité aux antineuraminidases
(oseltamivir, zanamivir), réalisées sur des virus isolés
pour la détermination des IC50 par test fluorimétrique ©,
viennent en complément des analyses génétiques.

Résultats

Contexte épidémique

La surveillance virologique de la grippe a débuté,
tout comme la surveillance épidémiologique, en
semaine 40/2014 (29 septembre-5 octobre 2014) et
s’est achevée en semaine 15/2015 (6-12 avril 2015).

Comme décrit dans le bilan épidémiologique de la
saison dans ce méme numéro (l. Bonmarin et coll.)?,
la période épidémique, définie par le franchisse-
ment du seuil épidémique du réseau Sentinelles,
a duré 9 semaines : elle s’est étendue entre les
semaines 03/2015 (12-18 janvier 2015) et 11/2015
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(9-15 mars), avec un pic d’activité en semaine 06/2015
(2-8 février). Cette épidémie de forte intensité a eu
un impact particulierement sévere chez les sujets
agés de 65 ans et plus”.

Bilan virologique

Durant la période de surveillance, 14 968 virus grip-
paux ont été détectés a partir des 2 675 préleve-
ments de médecine ambulatoire (Réseau Sentinelles
et Laboratoire de Reims) et des 77 097 prélévements
hospitaliers (réseau Renal).

Au début de la période de surveillance, ce sont prin-
cipalement d’autres virus respiratoires (rhinovirus/
entérovirus et VRS) qui ont été détectés, leur
circulation ayant diminué lors du démarrage de celle
des virus grippaux.

La saison a été caractérisée par une circulation majo-
ritaire de virus grippaux de sous-type A(H3N2), des
virus grippaux de sous-type A(H1N1)pdmO09 et de
type B ayant co-circulé. En fin d’épidémie, les virus
grippaux de sous-type A(H3N2) ont moins circulé,
alors que la circulation des virus grippaux de type B
s’intensifiait. Ces derniers appartenaient pour plus
de 95% au lignage B-Yamagata.

En médecine ambulatoire, le taux de positivité des
prélevements a été de 55,5%. Il ne peut étre comparé
a ceux des saisons précédentes en raison du chan-
gement de la définition de cas pour la réalisation
des prélevements. La proportion de prélevements
positifs pour les virus grippaux a augmenté a partir
de la semaine 49/2014, franchissant 22% de posi-
tivité en semaine 50/2014. Le taux de détection a
atteint son maximum (supérieur a 72%) entre les
semaines 06/2015 et 08/2015 (figure 1). Les virus
grippaux de type B ont circulé de fagon épidémique
en fin de période a partir de la semaine 08/2015.

Parmiles 1 486 virus grippaux détectés, 75% (n=1 116)
étaient des virus grippaux de type A, dont 19%
(n=282) de virus A(HIN1)pdm09, 53% (n=784) de
virus A(H3N2), 3% (n=50) de virus de type A non sous-
typés ; 25% (n=370) étaient des virus grippaux de
type B. Parmiles virus de type B pour lesquels la déter-
mination de lignage a été réalisée (n=353), 329 virus
de lignage B-Yamagata et 24 de lignage B-Victoria ont
été mis en évidence.

Lors de la saison 2014-2015, parmi les prélevements
de patients pour lesquels le statut vaccinal était
connu (98% des patients du réseau Sentinelles), 8,7%
provenaient de patients vaccinés. Le pourcentage de
détection de grippe était de 64% parmi les vaccinés
et de 56% chez les non vaccinés.

A I’hopital, la proportion de prélévements positifs
pour les virus grippaux a augmenté a partir
de la semaine 52/2014, dépassant les 10% en
semaine 02/2015, le pic ayant été atteint en
semaine 07/2015 avec 37% de prélévements positifs
pour la grippe. La circulation des virus grippaux a
ensuite rapidement diminué et, en semaine 13/2015,
le taux de détection était redescendu a moins de 10%
(figure 2).
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Figure 1

Détection des virus grippaux en médecine ambulatoire (réseau Sentinelles) et taux de positivité des prélévements (en %)
au cours de la saison 2014-2015 en France métropolitaine
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Figure 2
Détection des virus grippaux a I’hdpital (réseau Renal) et taux de positivité des prélévements (en %)
au cours de la saison 2014-2015 en France métropolitaine
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Parmi les 13 482 virus grippaux identifiés, 80,4%
étaient de type A, sans que I'on puisse déterminer la
proportion des sous-types A(H3N2) et A(H1N1)pdmOQ9,
le sous-type A(H3N2) étant moins souvent recherché
a I’hopital. Les virus de type B ont été détectés plus
tardivement que les virus de type A a I'hdpital, mais
dans de moindres proportions que dans la population
générale.

Caractérisation antigénique des virus

La caractérisation antigénique des virus grippaux est
réalisée par test d’inhibition de ’lhémagglutination sur
les virus isolés en culture cellulaire afin d’apprécier
leur adéquation avec les souches incluses dans la
composition du vaccin. La composition du vaccin
antigrippal pour la saison 2014-2015 était la suivante :

e une souche analogue a A/California/7/2009
(HIN1)pdmOQ9 ;

® une souche analogue a A/Texas/50/2012 (H3N2) ;

e une souche analogue a B/Massachusetts/2/2012
(Yamagata).

Virus A(H3N2)

Au cours de la saison 2014-2015, les virus A(H3N2)
ont présenté différents profils antigéniques avec, d’'une
part, des virus antigéniquement proches de la souche
vaccinale A/Texas/50/2012 utilisée cet hiver dans
I’'hémisphere nord et antigéniquement apparentés a des
degrés divers a la souche A/Switzerland/9715293/2013,
incluse dans la composition vaccinale de I’hémisphére
sud pour la saison 2015 et, d’autre part, des virus
variants, antigéniquement différents de la souche vacci-
nale A/Texas/50/2012 et antigéniquement proches
de la souche A/Switzerland/9715293/2013.

Parmi les 265 virus A(H3N2) caractérisés par test
d’inhibition d’hémagglutination par le CNR, 115
(43,4%) étaient variants et antigéniquement proches
de la souche A/Switzerland/9715293/2013, non
incluse dans la composition du vaccin 2014-2015.

Virus A(HIN1)pdm09

Les virus grippaux A(H1N1)pdmOQ9 caractérisés anti-
géniquement étaient tous analogues a la souche
vaccinale A/California/09/2009.

Virus B

Les virus grippaux de type B du lignage B-Yamagata
étaient majoritairement analogues a la souche
B/Massachussetts/2/2012 incluse dans la compo-
sition du vaccin 2014-2015. Les quelques virus
grippaux de type B du lignage B-Victoria étaient
apparentés a la souche B/Brisbane/60/2008 (souche
non incluse dans la composition vaccinale).

Caractérisation génétique des virus

Le séquengage conventionnel ou haut débit des
virus a été réalisé pour une sélection de virus
représentative de ceux ayant circulé en France
au cours de la saison 2014-2015 et pour une
sélection de virus isolés de cas graves (n=70).
L'analyse phylogénétique des séquences du gene
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de I'hémagglutinine des virus A(H3N2) a mis en
évidence une évolution génétique au cours de la
saison. En début de saison, les virus se répartissaient
de maniere homogene dans les deux clades prin-
cipaux, 3C.2a et 3C.3a (clade dont fait partie le virus
A/Switzerland/9715293/2013). A partir du mois de
janvier, lors de l'intensification de la circulation virale,
les virus A(H3N2) détectés étaient trés majoritaire-
ment issus du clade 3C.2a tout en étant antigénique-
ment proches du virus A/Switzerland/9715293/2013
(souche non incluse dans la composition vaccinale).
En fin d’épidémie, on observe de nouveau une répar-
tition a parts égales dans les deux clades 3C.2a et
3C.3a. Les virus A(HIN1)pdmO09 détectés étaient
tous issus du clade 6B et les virus B-Yamagata du
clade 3, mettant en évidence une diversification
génétique par rapport aux souches vaccinales
correspondantes (A/California/7/2009 (H1N1)pdmO09
et B/Massachusetts/2/2012), bien que ces virus
restent antigéniquement proches de ces souches
vaccinales comme indiqué plus haut.

Chez un patient hospitalisé en réanimation, un virus
grippal de sous-type A(H1N1)pdmQ9 porteur de la
mutation D222N sur ’lhémagglutinine (touchant un
résidu dont le polymorphisme a été associé aux
formes graves?), a été mis en évidence.

Aucune mutation significative en termes de virulence
n'a été détectée pour les virus grippaux de sous-
type A(H3N2) et de type B.

Sensibilité aux antiviraux

La surveillance de la résistance aux inhibiteurs de
le neuraminidase est réalisée au moyen de tests
génotypiques et phénotypiques (cf Méthodes).
Au total, 429 virus ont été analysés, et seuls quatre
virus A(H1IN1)pdmO09 ont présenté une résistance
a l'oseltamivir associée a la mutation H275Y sur la
neuraminidase. Ces virus provenaient de patients
hospitalisés en réanimation ou en soins intensifs pour
grippe grave. L'un d’eux, atteint d’'une hémopathie et
traité par oseltamivir, est décedé ; un autre était un
enfant également traité par oseltamivir, qui a présenté
une excrétion prolongée de virus. Un virus grippal
de sous-type A(H3N2) porteur de la mutation E119V
sur la neuraminidase (associée a une forte réduction
de la sensibilité a I'oseltamivir) a été détecté chez un
patient immunodéprimé (immunodépression pour
greffe d’organe), qui avait présenté une excrétion
virale prolongée malgré le traitement antiviral répété
par oseltamivir.

Discussion - Conclusion

La surveillance virologique a mis en évidence que
cette saison 2014-2015 a été caractérisée par une
circulation importante de virus grippaux A(H3N2),
avec une part non négligeable de variants anti-
géniques partiellement couverts par le vaccin, asso-
ciée a la circulation concomitante de virus grippaux
de sous-type A(H1N1)pdmO9 et de virus grippaux de
type B. La part exacte des virus variants ne peut étre
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établie de fagon précise du fait des biais dans le choix
des virus pour lesquels la caractérisation antigénique
a pu étre réalisée, qui dépend a la fois des préléve-
ments regus et de la possibilité d’isoler le virus. Dans
le reste de I’'Europe et aux Etats-Unis, on a noté
également la circulation de virus grippaux A(H3N2)
variants. Lors des saisons précédentes de 2012-2013
et 2013-2014, les virus A(H3N2) ont co-circulé avec
les virus A(H1IN1)pdmO9 de fagon concomitante ou
précédant la circulation des virus de type B. Toutefois,
contrairement a cette saison, il n'avait pas été noté
de variation antigénique notable des virus A(H3N2)
par rapport aux souches vaccinales.

Les analyses génétiques des virus de la saison 2014-
2015 n’ont pas mis en évidence d’éléments de viru-
lence particuliers, sauf pour un virus A(H1N1)pdmO09
présentant la mutation D222N sur ’'hémagglutinine.

En termes de sensibilité aux antiviraux, les virus
analysés se sont globalement avérés sensibles aux
inhibiteurs de neuraminidase méme si, comme les
saisons précédentes, la détection chez des sujets
immunodéprimés de virus A(H1IN1)pdmQ9 présen-
tant la mutation H275Y de résistance a I'oseltamivir
souligne la nécessité d’un suivi virologique de la
résistance chez ces patients.

Les éléments virologiques rapportés ici permettent de
mieux comprendre I'impact particulier de I'’épidémie
de grippe chez les sujets agés cette saison. Outre
I'intensité de la circulation virale, les virus A(H3N2) ont
été plus particulierement associés a des infections
plus séveres chez les sujets plus agés. De surcroit,
pour ces virus A(H3N2), 'inadéquation partielle entre
virus circulants et souche vaccinale a probablement
également contribué a I'impact de I'épidémie dans
ce segment de la population. l
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