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INTRODUCTION

L’influenza, plus communément appelée la grippe, est une maladie contagieuse qui
représente une menace sé€rieuse pour la santé humaine, mais aussi pour la santé animale. Cette
maladie est transmise par les virus influenza. Le genre Influenza A en particulier est le plus
commun et peut infecter un large spectre d’especes dont I’homme, faisant de ce virus un agent
de zoonose. Ce genre a d’ailleurs causé trois pandémies pendant le siecle dernier faisant sans
doute des dizaines de millions de victimes. Plus récemment, le monde a di faire face a une
grippe aviaire causée par un virus H5NT1 a partir de 1996, et a la pandémie de 2009 causée par

une souche HIN1.

Les oiseaux constituent un réservoir pour ce virus, notamment les oiseaux aquatiques.
Du fait des nombreux sous-types déja existants et leurs capacités de mutations, les virus
influenza A peuvent parfois franchir les barriéres inter-espéces, pour infecter des
mammiferes : porcs, chevaux, mammiféres marins, furets, et I’homme. Alors que chez les
oiseaux aquatiques sauvages l’infection reste majoritairement asymptomatique, chez les
volailles domestiques comme les poulets, les canards, les dindes ou encore les cailles ; les
manifestations cliniques dépendent largement de la souche virale, pouvant aller de
I’asymptomatique a une forme systémique Iétale. Chez I’homme, I’infection peut rester
asymptomatique, ou bien étre sévere voire fatale, notamment chez les personnes agées ou

immunodéprimées.

Devant I’émergence de nouvelles souches potentiellement pandémiques, et devant les
impacts socioéconomiques que représenterait une nouvelle pandémie, I’étude poussée de ces

virus est devenue une priorité.

Les barrieres moléculaires que franchissent les virus pour se transmettre a d’autres especes
hotes semblent étre nombreuses. L’une d’entre elle, représentée par I’expression et la
distribution des récepteurs est primordiale (Shinya et al. 2006). Ces récepteurs sont constitués
d’une molécule d’acide sialique : 1’acide N-Acétyl-Neuraminique (Neu5Ac) ou ’acide N-
Glycolyl-Neuraminique (Neu5Gc). L’homme ne possédant pas les récepteurs Neu5Ge, seul le
premier nous intéresse dans le cadre de cette étude. Il est reli¢ a une molécule de galactose par

deux types de liaisons : les liaisons a2,3, et les liaisons a2,6. Les virus aviaires et humains ne



se lient pas de la méme facon a ces deux types de récepteurs. Des centaines d’articles ont été

publiés sur ce sujet.

Des études ont suggéré que les virus aviaires se lieraient plus facilement aux récepteurs a2,3
alors que les virus humains préféreraient les 02,6 (Rogers, Paulson 1983)(Suzuki et al. 2000),
(Matrosovich et al. 1997). La préférence des virus chez d’autres hotes comme le cheval, est
tourné vers les acide sialiques reliés au galactose par une liaison de type 02,3 ce qui explique

une transmission directe des virus aviaires au cheval (Baigent, McCauley 2003).

Toutefois, de nombreuses ¢tudes expérimentales ont montrés qu’un certain nombre de
souches et de sous-types viraux adoptaient des comportements contrastés, ce qui rend difficile

I’émission de conclusions générales fiables.

Les conditions pour qu’une pandémie se produise sont une bonne réplication du virus chez

son hote et une bonne diffusion entre les hotes.

Or, la distribution des récepteurs varie selon les especes. Il est généralement dit que les virus
aviaires se répliquent dans le tractus gastro-intestinal de leurs hotes « classiques » (les oiseaux
aquatiques), la ou prédominent les récepteurs 02,3 (Lu et al. 2013); alors que chez I’homme
ils se répliquent plutot dans le tractus respiratoire dans sa partie inférieure, la ou les récepteurs
02,3 se trouvent en quantité plus importante (Ito et al. 1998). Les virus humains, se lient
classiquement chez I’homme dans 1’appareil respiratoire supérieur, la ou prédominent les 02,6

(Shinya et al. 20006).

Néanmoins, tout comme 1’affinité des différents virus pour les récepteurs, la distribution de
ces derniers dans 1’organisme dépend des hodtes. En premier lieu, les récepteurs 02,6
semblaient prédominer chez I’homme dans ’appareil respiratoire supérieur (ce résultat fut
celui trouvé par Shinya et al 2006), avec la présence de 02,3 réservé a I’appareil respiratoire
bas (Couceiro et al en 1993 n’avait pas non plus détecté de a2,3 dans la trachée). Ce qui
explique qu’en théorie, les virus HS aviaires, qui se lient a 02,3 ne peuvent infecter facilement
les humains mais qu’une fois établis, ils se développent dans le bas de 1’appareil respiratoire,

ce qui rend I'infection plus grave mais peu contagieuse.

Cependant, en 2007, Nicholls et al ont observé une plus large expression des 02,3, dans
I’ensemble de I’appareil respiratoire. Ce groupe de recherche a également observé une plus

grande quantité de 02,3 dans ’appareil respiratoire des enfants.



Chez la souris aussi des résultats contrastés ont été observés : alors qu’une étude a constaté
I’infection de poumons de souris par une souche préférant a2,6 (Gambaryan et Boravleva.
2005), une autre n’a pas pu mettre en évidence la présence de ces récepteurs dans le poumon
de la souris (Ibricevic et al. 2006). Enfin chez le porc, la présence des deux types de
récepteurs au niveau de 1’épithélium trachéal explique sa sensibilité aux virus grippaux
humains et aviaires (Nelli et al. 2010). Ce dernier pourrait jouer le réle d’hote intermédiaire
ou virus humains et porcins pourraient se recombiner pour former un nouveau virus capable

d’infecter I’homme (Ito et al. 1998).

La connaissance précise de la répartition des récepteurs dans les organismes des hdtes est

donc primordiale.

Devant des résultats aussi hétérogenes, le but de cette thése a donc été de réaliser une
méta-analyse afin de compiler le plus de résultats déja mis en évidence lors d’études

précédentes, pour tirer les conclusions les plus fiables possibles, sur :

* L’affinité des virus pour les récepteurs

* La distribution des récepteurs chez les différentes especes

* Les sauts d’especes

* La mise en évidence de possibles autres barrieres que celle des récepteurs impliquées

dans les sauts d’espéces.



1. Les virus influenza : des virus en constante évolution

1.1 Classification

Les virus influenza font partie de la famille des Orthomyxoviridae, qui comprend cinq

genres -

* Les virus influenza A, celui des mammiferes et des oiseaux, le plus étudié
¢ Les virus influenza B et C, essentiellement identifiés chez I’homme
* Les Thogotovirus (arbovirus)

* Les Isavirus (virus provoquant I’anémie infectieuse du saumon) (McCauley et

al.2012).

La dénomination adoptée pour les virus influenza est la suivante : on identifie le type
d’influenza (A si influenza A), son héte (animal dans lequel on a isol¢é le virus, sauf si ’hote
est I’homme auquel cas 1’espéce est omise), son origine géographique, son numéro de souche,
I’année ou il a été découvert et éventuellement les sous-types de glycoprotéines de surface

(HxNy).

Exemple : A/Chicken/Hong Kong/220/1997 (H5NT1)

Type of nuclear G Neuraminidase
material ]
Hemagglutin}

A/Fujian/411/2002 (H3N2)

7N N

Virus  Geographic Strain Year of Virus
type origin number isolation  subtype

Figure 1 : Diagramme de nomenclature des virus influenza

Source : http://www.medscape.org/
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1.2 Morphologie et structure des virions

Les virus influenza sont des virus sphériques de diameétre d’environ 80 a 100 nm,
généralement enveloppés par une bicouche lipidique dérivée de la membrane plasmique de la
cellule hote (Webster et al, 1992). Cette enveloppe est fragile et facilement détruite en milieu
extérieur, faisant des virus influenza des virus assez sensibles aux conditions

environnementales.

&

M, (Matrix protein)

Infected cell protein
NS,

PB1, PB2, PA _
(Transcriptase complex) NP (Nucleocapsid)

Figure 2 : Schéma d’un virus influenza et de ses composants

Source : http://www.medicalecology.org/

L’enveloppe est composée de protéines de surface, les glycoprotéines : 1’hémagglutinine
notée HA, et la neuraminidase notée NA. Les sous-types des virus influenza sont donc définis

en fonction des glycoprotéines de surface (par exemple Influenza HIN1).
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* L’hémagglutinine

L'hémagglutinine (HA) est composée de deux sous-unités qui possédent des sites de
fixation spécifiques a certains récepteurs des cellules cibles, et des sites de fixation pour les
anticorps neutralisants anti-hémagglutinine. Elle permet 1’attachement du virus a son
récepteur et la fusion entre la membrane de la cellule et I’enveloppe virale. Elle est la cible
majeure de la réponse immunitaire humorale de I’hote (Forrest et Webster 2010).
L’hémagglutinine est une protéine trimérique, et chaque monomere est composé d’une téte
globulaire et d’une tige, et peut étre décomposé en deux sous-unités nommée H1 et H2. La
sous-unité H1 est formée par la té€te globulaire compléte et une partie de la tige, et possede le
site récepteur qui permet l'attachement du virus a la cellule cible. La sous-unité HA2 est
comprise dans la tige uniquement, et intervient dans la fusion entre la membrane de la cellule
et ’enveloppe virale (cit¢ dans Forrest et Webster 2010). L'hémagglutinine des virus s'attache
a l'acide N-acétyl-neuraminique (ou acide sialique) (Rosenberg et al. 1956) terminal des
récepteurs membranaires de la cellule hote, permettant ainsi l'entrée du virus dans la cellule
par endocytose. L'endosome contenant la particule virale migre vers l'intérieur de la cellule.
Le pH va chuter dans I’endosome jusqu’a environ 5, provoquant un changement de
conformation de la molécule d'hémagglutinine qui permet la fusion de I'enveloppe virale avec

la membrane endosomale (ens-lyon.fr).

e Laneuraminidase

La neuraminidase est la deuxiéme protéine la plus représentée dans I’enveloppe virale.
Son rdle est complémentaire a celui de 1'hémagglutinine. Elle est dotée d'une activité
enzymatique et catalyse le clivage des résidus terminaux de I’acide sialique. Cette fonction est
capitale au stade tardif de la réplication, pour permettre la libération des virions nouvellement
formés, attachés a la surface de la cellule infectée. Des données récentes indiquent qu’elle
facilite également le détachement des virions du mucus présent au niveau de I'épithélium
respiratoire, riche en acide sialique (Webster et al. 1992, Landolt et al. 2007). Comme
I’hémagglutinine, la neuraminidase est un déterminant antigénique et montre une variation

importante en réponse a la pression immunitaire de 1’hote (Forrest et Webster 2010).
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Il existe au moins dix-sept sous-types d’hémagglutinine et neuf sous-types de neuraminidase,
donc un treés grand nombre de combinaisons possibles. L’hémagglutinine est la molécule qui
va le plus nous intéresser ici car c’est elle qui est impliquée dans 1’attachement du virus sur

des récepteurs cellulaires sialyloligosaccharidiques.

Receptor Binding Site

Cleavage Site

Figure 3:Structure tridimensionnelle de I'hémagglutinine du virus influenza (Receptor binding site: site de fixation au

récepteur cellulaire ; Cleavage site : site de clivage). © Lisa Dunn

Sources : http://www.futura-sciences.com/

e Autres éléments de structure

Les protéines M1 et M2 se trouvent sous la couche lipidique et assurent la cohérence de la
structure. La protéine M1 est la protéine la plus abondante du virion. Elle s'associe a la partie
intracellulaire des protéines de surface et a la nucléoprotéine, et assure la rigidité du virion

(Forrest et Webster 2010). La protéine M2 est codée par le méme segment d'ARN que M1 et
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est insérée dans l'enveloppe virale. Elle se comporte comme un canal ionique activé a pH bas
et permet ’entrée d’ions hydrogéne. Elle intervient également dans la maturation des
glycoprotéines, agissant en association avec I'hémagglutinine dans les processus de
décapsidation et le transport des glycoprotéines vers la surface cellulaire pour la formation de

nouvelles particules infectieuses.

A P’intérieur du virion, les 8 segments de geénes sont entourés par une nucléoprotéine, qui lie
et habille les segments de génes et contribue a la mise en volume du virion. Chaque complexe
RNP (pour ribonucléoprotéine) est donc compos¢ d’un segment d’ARN négatif et d’une
nucléoprotéine. Au bout de ces derniers se trouve un complexe polymérase 3P composé de
trois sous-unités : PB1, PB2 et PA. La protéine de matrice M1 entoure les 8 complexes RNP
et se situe sous la membrane (Bourret, 2012). Enfin, bien que la protéine NS1 soit présente en
grande quantit¢ dans les cellules infectées pendant la réplication des virus, elle n'est pas
incorporée dans les nouveaux virions (Forrest et al. 2010). Elle jouerait plusieurs roles, dont
un role important dans I'échappement du virus a I'action antivirale de l'interféron (Hale et al.
2008). Quant a la protéine NS2, elle assure le transport des ribonucléoprotéines nouvellement

formées du noyau vers le cytoplasme.

1.3 Structure du génome viral et cycle viral

1.3.1 Le génome

Le génome est composé de 8 segments d’ARN simple brin négatifs. On dit que le
génome viral a une forme caractéristique de « poéle » car les deux extrémités de ce dernier
sont hybridées sur une douzaine de paires de bases et se séparent ensuite (Palese, 1977).
L’ARN non hybridé est enveloppé dans la nucléoprotéine, associé aux trois sous-unités de la
polymérase. Cet assemblage permet de maintenir I’ARN. Chaque segment d’ARN code pour
une a trois protéines différentes. Ces protéines comprennent une polymérase et les différentes

protéines de structure ou d’enveloppe. (Bourret, 2012).
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| PB2 (2341 bp) ]
- PB2protein : componentof RNA polymerase, hostmRNA 5'-cap recognition

[ PB1(2241 bp) ]

- PB1protein : componentof RNA polymerase, polymerase active site
- PB1-F2protein (ORF +1): pro-apoptotic activity
- PB1-N40 protein : N-fruncatedversion of PB1 protein, of uncertain function

| PA (2233bp) |

- PA protein : endonucleolytic cleavage of hostmRNA
- PA-X protein (#+1 ORF accessedthrough frame shift) : host response modulation
- PA-N155and PA-N182: N-truncatedversionsof PA, of unceriain mechanism of action

[ HA (1777 bp) ]

- HA protein : surface glycoprotein, cellreceptor binding, envelope fusion. Major antigen

| NP (1565 bp) |
- NP protein : RNA binding, RNA synthesisand RNA nuclearimport

| NA (1452 bp) |

- NA protein : surface glycoproteinwith neuraminidase activity

[ M (1027 bp) |

- M1 protein : matrix protein: interaction with RNP and surface glycoproteins, nuclear export, budding
- M2 protein (ORF +1, spliced mRNA) : membrane protein, ion channel, involved in un-coating
- M42 protein : splicevariantform of M2. Canfunctionally replace M2

| NS (390 bp) |

- NS1protein : multifunctional protein, interferon antagonist
- NEP protein (ORF +1, spliced mRNA) : nuclearexportof RNP

Figure 4: Structure du génome de la souche influenza A/Duck/Netherlands/10-Nmkt/1999

Source : Bourret, 2012

Ce génome est sujet a de nombreuses mutations et lors de la co-infection par deux virus, il est

possible d’obtenir de nouveaux virions avec un nouvel assemblage des segments de genes.
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1.3.2 Le cycle viral

L’entrée du virus dans la cellule hote est permise par 1’hémagglutinine qui permet
I’attachement virus/cellule sensible. Elle reconnait le récepteur a I’extérieur de la cellule qui
se termine par un acide sialique reli¢ a un galactose. Ensuite se produit I’endocytose grace aux
clatrines. La vésicule d’endocytose contenant le virus est acidifié et son canal ionique permet
le passage des protons a I’intérieur du virus. Si des antiviraux n’inhibent pas ce transfert, la
membrane de I’endosome fusionne avec la membrane du virus grace a la sous-unité H2 de

I’hémagglutinine. Les RNP sont libérées dans le cytosol.

Les ARN viraux sont ensuite transportés vers le noyau grace a la protéine NP, ou le cycle de
réplication se déroule (le virus de la grippe constitue donc une exception notoire car la
majorité des virus 8 ARN ont un cycle de réplication cytoplasmique). Ils pénétrent le noyau a

travers les pores nucléaires (ens-lyon.fr)

Dans le noyau, chaque segment de I’ARN viral (négatif) est, d’une part, transcrit en ARN
message (positif) et d’autre part, répliqué pour former de nouveaux segments génomiques
viraux (ARN- = ARN+ =»ARN-). Les ARNm produits grace au complexe polymérase a
partir des segments 7 et 8, subissent un épissage différentiel ce qui permet la synthése de 2
protéines différentes a partir d’'un méme segment (ex : le segment 7 fournit deux protéines: la
protéine M1 qui forme la matrice et la protéine M2 qui forme les canaux ioniques). C’est
I’utilisation de 1’épissage différentiel qui explique sans doute le fait que le cycle viral soit
nucléaire. Les ARNm sont maturés puis exportés dans le cytoplasme pour y étre traduit,

permettant ainsi la synthese des protéines virales.

Dans le cytoplasme, les différentes protéines virales sont assemblées. Les glycoprotéines
d’enveloppe sont transportées vers la membrane. Les protéines NP se lient aux brins d’ARN
négatifs pour former les RNP. Ces derniers, avec la protéine M1, vont former la matrice
(http://www.afd-ld.org). Les nouveaux virions formés par bourgeonnement, se détachent de
la cellule par clivage de I'hémagglutinine par la neuraminidase (ens-lyon.fr). Il existe certains
antiviraux qui agissent comme des inhibiteurs de la neuraminidase. Un cycle de réplication
entier d’un virus dans une cellule hote ne dure souvent que quelques heures et a pour effet la

genese de plusieurs centaines de virus.
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Figure 5 : Cycle de réplication du virus influenza

Source : http://acces.ens-lyon.fr

1.4  Les possibilités d’évolution des virus Influenza

Représentant des antigénes importants pour la fabrication d’anticorps du coté des
systemes immunitaires des organismes hotes, les protéines d’enveloppes virales sont exposées
a une pression de sélection €levée de ces systeémes immunitaires. L hémagglutinine est ainsi
détectée, combattue et enregistrée en tant qu’ « envahisseur » par le systéme immunitaire de
I’héte. Pour survivre, chaque virus doit par conséquent, soit trouver un hdote qui n’a pas encore
été exposé auparavant a ce type d’hémagglutinine, soit modifier sa propre hémagglutinine de

facon a ce qu’elle ne soit pas détectée par le systéeme immunitaire. Il doit donc développer un
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avantage sélectif par rapport aux virus plus « conservateurs ». Cette variabilité qui est
indispensable a la survie du virus est garantie par différents mécanismes durant le cycle de

multiplication.

Il existe de nombreux type d'hémagglutinines (HI a H16) et de neuraminidases (N 1 a N9)
chez les influenzas A aviaires. Chez 1'homme, on connait 3 H et 2 N. Il existe deux types
de variations génétiques (et donc antigéniques) du virus qui se traduisent respectivement par

la "dérive antigénique" et par le "saut antigénique"(Forrest, Webster 2010).

1.4.1 La variabilité par mutation : la dérive antigénique ou « antigenic drift »

Puisque les ARN polymérases virales ne possedent pas de fonction de réparation des
erreurs de réplication de I’ARN, par cycle de réplication d’ARN, le taux de mutation des
nucléotides serait de 1’ordre de 9x10° a 7x10™ (Drake 1993), ce qui est un taux de mutations
trés €levé (le taux d’erreurs est 1000 fois plus élevé qu’avec ’ADN polymérase humaine).
Ces caractéristiques (grand nombre, temps de génération court, taux de mutations éleve)
contribuent a une évolution virale extrémement rapide. Chaque mutation permettant au virus
d’esquiver le systtme immunitaire de son hote, est sélectionné, transmise et propagée. Ainsi,
il y a un changement d’environ un nucléotide par génération virale. Les nombreuses
mutations ponctuelles meénent & des modifications (minimales) dans le génome et peuvent
aboutir a un changement de la séquence des acides aminés. Cette modification continue du
génome est appelée « dérive génétique ». Si la mutation se rapporte aux génes qui codent des
antigenes, la structure de ces protéines en question peut changer 1égérement; on parle alors de

« dérive antigénique » (Raman et al. 2014).

Les erreurs dans les geénes codant la neuraminidase et 1’hémagglutinine sont les plus
fréquentes. Or, I’hémagglutinine est la cible majeure de la réponse immunitaire humorale de
I’héte, ce qui va conduire a la sélection de mutant avec des substitutions d’acides aminés au
niveau du site antigénique de 1’hémagglutinine (Landolt, Olsen 2007). En effet, les
changements au niveau du site antigénique rendent les virus moins reconnaissables par le
systtme immunitaire de 1’hote, ils ne seront plus neutralisés par les anticorps et seront

naturellement sélectionnés.
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Cette dérive antigénique est trés présente chez les virus influenza humains, et cause des
épidémies annuelles de la grippe. Cette dérive est un peu moins présente chez les virus équins
et porcins et encore moins chez les influenzas aviaires. Le taux d’évolution de ces derniers est
d’ailleurs beaucoup plus important chez les volailles que chez 1’hote naturel représenté par les

oiseaux sauvages.

protéine extrinséque

P mutation A .
(antigéne) proteine extrinseque

(antigéne) modifiee

anticorps
\

Figure 6 : La dérive antigénique

Source : http://www.evolution-of-life.com/

Ci-dessus se trouve une illustration schématique de la dérive antigénique. Sous la pression
immunitaire de 1’hdte (I’action des anticorps), les mutants avec des substitutions d’acides
aminés touchant le site antigénique de I’hémagglutinine et de la neuraminidase sont
sélectionnés. Ici, la mutation touche I’hémagglutinine et protége le nouveau virion des

anticorps de 1I’hdte. C’est pourquoi il sera sélectionné parmi la population.

1.4.2 La variabilité par néo-combinaisons : le réassortiment génétique

Les virus ayant un génome segmenté, peuvent en plus des mutations, faire preuve de
modifications génétiques appelées réassortiments génétiques. Cela correspond a 1’échange
d’un ou de plusieurs segments d’ARN entre deux virus qui ont infect¢ simultanément la
méme cellule hote. Pendant 1’assemblage des virus lors de la réplication, il se peut que des
segments de géne appartenant aux deux virus se retrouvent dans un méme virion. En effet, le
systeme réplicatif de 1’hdte ne fait pas de distinction sur 1’origine des différents ARN. Cette
nouvelle combinaison de segments entiers de matériel génétique mene a la création de

nouveaux virus. Si, durant le réassortiment génétique, il y a un échange des segments
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génétiques codant les protéines extrinseques virales de 1’hémagglutinine et de la
neuraminidase, les virus regoivent une nouvelle structure antigénique. On parle de
substitution antigénique. C’est ainsi que ces nouveaux virus peuvent éventuellement franchir
la barriere de I’espece (Landolt et al.2007). Deux des trois majeures pandémies d’influenza A
chez I’homme au siecle dernier (en 57 et 68), et de celle de 2009, ont été causées par des virus
réassortis entre des virus influenza A humains et des virus d’autres especes hotes (Landolt et

al. 2007).

C Réassortiment;
par ex. H2N1

Bourgeonnement (cambrure
el séparation) soit «budding»
d'un nouveau virus

0
>

cellule hote cellule hote
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H
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v autre protéines de structure

ou d'envelope de HIN1 'Substitution antigéniq

«genebc reassortment»

on e \% mumm

Fendosome et W
Wbération du M\ réplication . N2

génome au cytoplasme / //
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ou d'envelope de H2N2 copies apres la
réplication

Figure 7: Exemple de réassortiment génétique © National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID)

(modifiés) Source : http://www.evolution-of-life.com/

La figure 6 illustre de fagon schématique un réassortiment génétique. Lors de la co-infection
d’une méme cellule par deux virus distincts, des segments de génes peuvent étre échangés,
entrainant la formation d’un nouveau sous-type de virus avec une hémagglutinine différente.
Le virus peut donc échapper au systéme immunitaire et causer une pandémie ou épidémie. Il
faut pour cela un hote sensible a deux virus différents. Ces deux virus peuvent provenir de
deux especes différentes (aviaires et porcines par exemple). C’est d’ailleurs I’hypothése sur la

genese du virus pandémique de 2009 HINI.
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Figure 8: Hypothése sur la genése du virus pandémique HIN1 en 2009

Source : Trifonov et al. N Eng J Med 2009, 361:115-119
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1.5 Les récepteurs des virus influenza
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Figure 9: Structure des récepteurs des virus influenza A

Source : http://acces.ens-lyon.fr/

Les récepteurs des virus sont composés d’un acide sialique, présent a 1’extrémité
terminale de molécules sialyloligosaccharidiques de la membrane cellulaire, reli¢ a une
molécule de galactose, soit par une liaison glycosidique 02,3 (plutdt pour les virus aviaires)
ou 02,6 (plutot chez les virus d’origine humaine). Le galactose est un hexose épimére du
glucose au 4°™ carbone. L’acide sialique (ou N-acétylneuranamique) est un dérivé d’ose
possédant 11 atomes de carbone, pouvant se lier a de nombreuses lectines (protéines se liant

aux glucides, dans le cas des virus a I’hémagglutinine).

H oH HOOC OH

Galactose

Figure 10: Projection de Haworth du Galactose (a gauche) et représentation de Cram de 1'Acide sialique (a droite)
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L’abondance d’un ou plusieurs types de récepteurs sur les cellules cibles aux sites de

réplication virale exerce une pression de sélection variable sur la spécificité d’hote
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Figure 11: Attachement du virus influenza aux récepteurs humains ou aviaires

Source : http://www.afd-ld.org/




1.6 Ecologie des virus influenza

1.6.1 Les oiseaux aquatiques sauvages comme principal réservoir

Les virus influenza ont été détectés chez plus de 105 especes d’oiseaux de 12 ordres
différents, mais il existe des différences de sensibilité entre les especes. Les oiseaux
aquatiques sauvages sont considérés comme le réservoir principal des virus influenza A dans
la nature (Webster et al 1992), en particulier les espéces de ’ordre des Ansériformes (dont la
famille des Anatidés comprenant canards et oies) et de I’ordre des Charadriiformes (dont la
famille des Laridés comprenant mouettes et goélands). Les virus influenza peuvent parfois
étre isolés chez des especes appartenant a d’autres ordres tels que les Ciconiiformes, les
Gaviiformes, les Gruiformes, les Pelecaniformes, Podicipediformes et Procellariiformes ; et
d’autres espéces d’oiseaux terrestres comme les Columbiformes, les Falconiformes, les

Passeriformes, Piciformes et Psittaciformes (Franga et al. 2013).

Les oiseaux sauvages sont porteurs de 1’infection mais celle-ci ne se manifeste que par de
légers symptomes, voire passe inapercue. Parmi ce réservoir de nombreuses souches de virus
existent, puisqu’il n’existe pas moins de 16 sous-types de HA et 9 sous-types de NA. Plus
récemment H17 et H18 ainsi que N10 et N11 ont été isolés chez les chauves-souris. La
détection de virus influenza A chez les chauves-souris (qui représentent 20% des tous les

mammiferes connus) étend la gamme d’hote de fagon dramatique (Mehle 2014).

Au moins 82 combinaisons HA/NA différentes ont été identifiées, la plupart chez les oiseaux
aquatiques. Des virus ont pu étre isolés dans un lac ou de nombreux oiseaux coexistent.
Malgré leur relative fragilité, des virus persistants ont pu étre isolés dans un lac ou de
nombreux oiseaux coexistent. La persistance des virus dans 1’eau dépendrait de plusieurs

parametres (température, pH) (Webster et al 1992).

Deux voies principales de transmissions peuvent alors étre impliquées dans la propagation de

la grippe aviaire :

* une contamination par contact direct d’individu a individu

* une transmission par 1’eau
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Les oiseaux peuvent contracter la maladie et en engendrer une flambée épidémique en buvant
ou bien en filtrant I’eau lorsqu’ils mangent, donnant naissance a une transmission fécale-orale

(Webster et al. 1992).

Des études menées au Canada ont montré que plus de 20% des jeunes oiseaux étaient infectés
par un virus influenza avant leur migration automnale, alors qu’aucun d’entre eux ne
présentaient de symptomes. Elles ont montré que les virus influenza prédominent chez les
canards en Aot et Septembre. Le taux d’isolation des virus varie d’'une année sur 1’autre, et
durant leur migration du Canada vers le Mississippi, les oiseaux continuent de répandre le
virus méme si le taux tombe a 0.4% en Janvier. Des échantillons ont montré qu’a leur retour,
les canards étaient porteurs a hauteur de 0.25%, ce qui est un taux suffisant pour dire que les
virus influenza sont rapportés par les canards sauvages (Webster et al. 1992). De nombreuses
espeéces d’oiseaux sauvages ont donc un fort potentiel disséminatoire des virus influenza sur
de larges distances, quand ce sont des grandes espéces migratoires. Certains auteurs pensent
que le comportement migratoire de certaines especes peut €tre affecté par une éventuelle
infection par un virus influenza, méme dans le cas de souches faiblement pathogenes
(Vandegrift et al. 2010)

Les sous-types de virus isolés différent selon les especes. Par exemple alors que H3 et H6
sont prévalents chez les canards, ils sont peu isolés chez les limicoles et les mouettes, chez qui
on retrouve plus fréquemment H4, H9, H11, H13. De méme pour la neuraminidase, chez les
canards on retrouve plus souvent N2, N6 ou N8, et plus souvent N6 et N9 chez les mouettes

et les oiseaux de rivage.
Il existe plusieurs souches de virus influenza, généralement classées en deux catégories:

* Les souches faiblement pathogenes (IAFP) provoquant généralement peu ou pas de
manifestations cliniques chez les oiseaux
* Les souches hautement pathogeénes (IAHP) entrainant de graves manifestations

cliniques et/ou une forte mortalité (jusqu’a 100% dans un délai de 48 heures).

La souche hautement pathogéne H5N1 du virus de I’'IA a beaucoup fait parler d’elle ces
derniéres années en raison de 1’apparition de foyers importants chez les oiseaux domestiques
et les oiseaux sauvages au niveau mondial a partir de 1’Asie. La situation est préoccupante en

raison du degré de virulence non seulement chez les volailles mais également chez les oiseaux
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sauvages ainsi que la capacité de cette souche a s’étendre aux mammiferes, les virus de
I’TAHP H5N1 ayant provoqué des cas humains. Il existe des souches de virus TAHP H5N1

faiblement pathogénes qui n’entrainent pas de manifestations cliniques graves.

La plupart des virus isolés chez des oiseaux sauvages (dont la majorité appartient aux sous-
types HS5 et H7) présentent un profil faiblement pathogeéne. L hypothése actuelle est que les
virus H5 et H7 hautement pathogénes émergeraient suite a la transmission d’un virus
faiblement pathogeéne depuis les oiseaux sauvages vers les oiseaux d’¢élevage, chez qui ils
évolueraient vers un phénotype pathogéne. Ces virus hautement pathogénes pour les volailles
d’¢levage se répliquent peu et sont rarement pathogene pour les oiseaux sauvages (Van Reeth

2007).

1.6.2 Un virus pouvant se transmettre a de nombreuses espéces

Les virus influenza des oiseaux aquatiques sont parfois transmis aux volailles
domestiques. Les especes domestiques les plus sensibles sont la dinde, la poule, la caille,
’oie, le faisan, la pintade et I’autruche. Le canard domestique est régulierement infecté mais il
n’exprime en général pas de signe clinique. Les infections sont plus importantes dans les
zones géographiques de migration des espéces sauvages, et plus particulierement quand les
volailles sont ¢élevées en plein air ; par exemple, les troupeaux de dindes dans le Minnesota
aux Etats-Unis sont infectés chaque année au moment du rassemblement d’oiseaux pour la

migration (Webster et al. 1992).

L’adaptation des souches aux volailles domestiques s’accompagne souvent d’un changement
de tropisme : d’un tropisme digestif, les souches passent a un tropisme respiratoire. Ce
changement de tropisme s’accompagne de changement au niveau génomique et notamment,
une délétion dans la tige de la neuraminidase. Une fois adaptée a 1’espece domestique, la
souche se transmet par aérosol ou par ingestion. Contrairement a celui des grippes humaine,
porcine et équine, le virus de la grippe aviaire ne circule pas de fagon pérenne dans les
populations aviaires domestiques, et I’infection est le plus souvent épizootique. Cependant,
dans certaines régions comme au Moyen Orient (souches HIN2), en Asie « de I’Est »
(souches H5N1) et au Mexique (souches H5N2) ou dans certains segments du marché avicole
tels les marchés d’animaux vivants (aux USA, souches H7N2), I’infection est endémique

(Swayne, D. E., and D. A. Halvorson. 2003).

26



Le virus influenza aviaire peut étre transmis naturellement a des mammifeéres sauvages
(mammiferes marins, vison, furet, et récemment tigre et pantheére) ou domestiques tels le porc
(voir ci-dessus), le cheval (Guo et al. 2007), et plus récemment, le chat (voir ci-dessous). Ces
transmissions restent cependant tres rares. Les volailles domestiques peuvent également étre
infectées par des virus influenza de mammiféres. L’exemple connu est l’infection de
troupeaux de dindes par des souches d’influenza porcin (sous-types HINI et HIN2 et H3N2)
(Suarez et al. 2002a) (Choi et al. 2004, p. 2).

La transmission directe de la grippe aviaire a I’homme est extrémement rare. Les premiers cas
préoccupants ont été observés durant 1’épizootie de peste aviaire (sous-type H5N1) de 1997 a
Hong Kong : 6 personnes infectées sur les 18 hospitalisées sont décédées. Les autorités
déciderent I’abattage de la population entieére de poulets. Deux ans plus tard, toujours a Hong
Kong, une souche HIN2 était isolée de deux enfants souffrant de grippe. Cette souche
d’origine aviaire comportait des génes internes trés similaires a la souche HSN1 de 1997. En
2003, un pére et son fils ont été infectés avec une souche HSN1 en Chine, le pére est décédé.
La transmission d’influenza aviaire a ’homme a également été observée lors de la récente
épizootie de peste aviaire aux Pays-Bas. Quatre-vingt-neuf isolements d’influenza ont été
obtenus sur les 260 personnes testées présentant une conjonctivite ou un syndrome grippal.
Un vétérinaire de 57 ans présentant des symptomes grippaux et porteur de la souche H7N7 est

décédé a la suite d’une pneumopathie (Fouchier et al. 2004).

Vingt-huit décés humains sur trente-neuf cas ont été rapportés entre janvier et début
septembre 2004 lors de la récente épizootie de grippe HSN1 en Asie. Ces cas n’ont été
détectés que dans 2 des 8 pays touchés par 1’épizootie (Vietnam et Thailande). Au Canada,
des infections humaines ont également été détectées durant 1’épizootie de grippe de 2004. Les
signes cliniques chez I’homme vont d’une simple conjonctivite a des signes grippaux séveres.
Jusqu’a présent, parmi les souches aviaires, seules les souches hautement pathogeénes ont
provoqué des déceés humains. Le risque de transmission a 1’homme des virus influenza
aviaires a fait I’objet d’un excellent rapport de 1’Agence Francaise de Sécurité¢ Sanitaire des

aliments (AFSSA, rapport adopté¢ le 10 juillet 2002).

L’évolution des souches H5N1 en Chine a été étudiée depuis 1’épizootie de grippe aviaire
H5NI1 en 1997. Alors que les souches isolées chez ’homme n’ont plus été retrouvées apres
I’abattage des poulets, les précurseurs putatifs de ces souches ont continué de circuler, se sont

réassortis avec d’autres souches et ont infecté différentes especes aviaires (Li et al. 2004).
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Bien que les souches HP ne soient généralement pas pathogénes pour les oiseaux sauvages,
sont apparues en 2002 a Hong Kong plusieurs souches H5N1 de génotype différent mais
létales pour les oiseaux aquatiques sauvages et notamment, le canard considéré jusqu’alors
comme tres résistant. Ces souches présentent également un profil antigénique et un tropisme
(notamment pour la souris) différent des souches isolées d’épizooties précédentes (Guan et al.
2004). Les souches isolées en 2003 induisent la production in vitro de cytokines pro-
inflammatoires par des macrophages primaires humains contrairement aux souches isolées en
2001 ou 1997 (Guan et al. 2004). Ces nouvelles souches asiatiques ont également été isolées
en 2004 en Thailande d’un tigre et d’un l€éopard d’un zoo pres de Bangkok ainsi que de chats
domestiques ; le 1éopard ainsi que 14 des 15 chats présents dans le méme foyer sont décédés.
Une infection de félidés de zoo (tigre, 1€opard,...) a également ét¢ observée au Cambodge.
Tous ces animaux infectés avaient ¢ét€ nourris ou en contact avec des poulets infectés

(Keawcharoen et al. 2004).

L’infection expérimentale (administration intra-trachéale ou infection par I’intermédiaire de
poulet infecté¢) de chats par ces souches asiatiques a provoqué des symptomes de grippe
(fievre, troubles respiratoires, et méme mortalité) chez les animaux inoculés mais également
chez des animaux en contacts. Les chats pourraient donc étre un vecteur de transmission entre

poulaillers (Kuiken et al. 2004).

Alors que la transmission inter-especes de virus grippal était considérée aller dans le sens «
espéces sauvages vers especes domestiques », il est maintenant bien établi qu’en Chine du
Sud, les deux sens de transmission sont observés, notamment pour les sous-types H5SNI et
HON2 (Li et al. 2004). 1l est probable que les espéces sauvages migratrices aient joué un role
important dans 1’extension de la grippe aviaire en Asie. Chaque passage dans une autre espece
que celle d’origine s’accompagne d’une adaptation de la souche virale a la nouvelle espéce ;
ces multiples passages entre especes sont certainement une des causes des variations

croissantes de génotype, de profil antigénique et de tropisme des souches asiatiques HSN1.
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1.6.3 Conséquence sur la santé humaine et enjeux pour la communauté vétérinaire

Le sous-type A(H5N1) (comprenant des virus de la grippe aviaire hautement
pathogenes) a infecté pour la premiere fois des étres humains en 1997, lors d’une épizootie
touchant la volaille a Hong Kong (région administrative spéciale de Chine). Depuis sa
réémergence a une vaste échelle en 2003 et 2004, ce virus aviaire s’est propagé de 1’Asie a
I’Europe et a I’Afrique et s’est durablement enraciné dans les populations de volailles de
certains pays, provoquant des millions d’infections chez ces oiseaux, des centaines de cas
humains et de nombreux décés chez I’homme. Les flambées épidémiques affectant la volaille
ont eu de graves répercussions sur les moyens de subsistance, 1’économie et le commerce

international dans les pays touchés (Capua, Alexander 2006).

Le sous-type A(H7N9), un virus de la grippe aviaire faiblement pathogéne, a tout d’abord
infecté trois personnes, deux habitants de la ville de Shanghai et un habitant de la province de
I’ Anhui, en mars 2013. Aucun cas d’infection a virus A(H7N9) n’a été notifi¢ en dehors de la
Chine. Les mesures de confinement, dont la fermeture des marchés d’oiseaux vivants pendant
plusieurs mois, ont eu des effets sur les secteurs agricoles des pays touchés et le commerce
international. Il sera nécessaire de poursuivre la surveillance du virus A(H7N9) pour détecter

et endiguer sa propagation (Capua, Alexander 2006).

Le fait que le A(H5N1) et le A(H7N9) continuent a circuler parmi les volailles d’élevage (en
particulier a 1’état endémique) représente une menace persistante pour la santé publique, car
ces virus ont a la fois le potentiel de causer de graves maladies chez ’homme et la capacité de
muter sous une forme qui est davantage transmissible d’homme a homme. D’autres sous-
types du virus grippal circulent également parmi les volailles et d’autres animaux et peuvent

aussi constituer une menace potentielle pour la santé publique.

Plusieurs pandémies ont d’ailleurs eu lieu au cours du 20°™ et 21°™ siécle. En premier lieu la
grippe espagnole, en 1918, causée par un virus HIN1, la plus sérieuse pandémie enregistrée a
ce jour. Le nombre de mort causé par cette pandémie pourrait atteindre entre 20 et 50 millions
(Johnson, Mueller 2002), ce qui signifie un taux de mortalit¢ de 1% de la population

mondiale.

Ensuite s’est déroulée la grippe asiatique de 1957 causée par un sous-type H2N2 provenant

d’une source aviaire, causant 2 millions de morts. Puis est arrivée la grippe dite de Hong
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Kong de 1968 avec un virus H3N2 faisant 1 a 2 millions de morts (Guan et al. 2010). Ces
deux pandémies venaient de virus contenant a la fois du génome aviaire et humain. Puis la
grippe russe de 1977 faisant peu de cas, et enfin la grippe porcine en 2009, causée par un
virus HIN1. Ce dernier épisode a caus¢ 18449 cas humains confirmés (WHO 2010), ce qui
est peu par rapport aux précédentes pandémies. Néanmoins, en s’étendant a au moins 214
pays, cela démontre 1’existence d’un virus possédant un potentiel de transmission entre &tres
humains important et cela reste préoccupant car il pourrait se réassortir avec un virus plus
létal tel que le virus hautement pathogéne HS5NI1. Fort heureusement, la combinaison
hautement pathogeéne/ transmissible entre étres humains ne s’est encore jamais produite

(Bourret, 2012).

Le principal facteur de risque d’infection humaine semble étre 1’exposition directe ou
indirecte a des volailles infectées, vivantes ou mortes, ou a des environnements contaminés. I1
est essentiel de contenir la circulation des virus A(H5N1) et A(H7N9) chez les volailles pour
réduire les risques de transmission a I’homme. Compte tenu de la persistance des virus
A(H5N1) et A(H7N9) dans certaines populations de volailles, cette lutte nécessite un
engagement a long terme des pays et une bonne coordination entre les autorités de santé

animale et de santé publique (WHO 2014).

Les données actuelles ne permettent pas de dire si les virus H5N1 et H7N9 pourraient
contaminer ’homme par I’intermédiaire des ceufs ou de la viande de volailles, si ces derniers
sont bien préparés. Quelques rares cas humains de A(H5N1) ont été mis en relation avec la
consommation de mets préparés avec du sang de volaille cru contaminée (WHO 2014). Enfin,
la préparation des volailles pour leur consommation (abattage, plumage) entrainant la
manipulation des carcasses infectées serait un facteur de risque, en particulier dans le cadre

familial (WHO 2014).

Prédire I’apparition des pandémies de grippe (flambées affectant un fort pourcentage de la
population mondiale) est impossible malgré leur caractére récurrent, et ces derniéres ont des
conséquences sanitaires, ¢conomiques et sociales a 1’échelle mondiale. Une pandémie de

grippe survient lors de la présence simultanée de plusieurs facteurs essentiels.
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* L’émergence d’un virus grippal capable d’induire une transmission interhumaine

durable

* Une immunité trés faible ou nulle vis-a-vis de ce virus chez la plupart des individus

(WHO 2014).

Avec la mondialisation, les échanges sont trés importants entre les pays, autant en
marchandises qu’en population. Ainsi, une ¢épidémie localisée pourrait se transformer
rapidement en pandémie, laissant peu de temps pour préparer une riposte de santé publique

permettant d’enrayer la propagation de la maladie (WHO 2014).

Les virus H5N1 et H7N9 par leur circulation constante a grande échelle dans certaines
populations de volailles sont des virus dits a « potentiel pandémique » (WHO 2014). La
plupart des personnes ne sont probablement pas immunisées contre ces virus qui peuvent
occasionner chez eux de graves maladies et des déces. On ignore toutefois si le virus grippal

A(H7ND9) pourrait véritablement provoquer une pandémie (WHO 2014).

La communauté scientifique vétérinaire joue un role clé dans le contrdle et 1’éradication des
virus influenza aviaire hautement pathogenes, la gestion adéquate des foyers émergents et
dans les résultats des efforts qui sont produits pour combattre cette menace mondiale. Des
analyses rétrospectives portées sur les récents foyers émergents ont permis d’identifier les
points faibles dans le systéme de gestion, ce qui nécessite des améliorations. La communauté
scientifique doit donc analyser toutes les informations obtenues et développer des stratégies

de contrdle et de prévention appropriées (Capua, Alexander 2006).

1.7 Objectifs de cette étude

Nous avons vu que la transmission inter-espece des virus influenza A était un facteur
essentiel dans [’apparition de pandémies ou panzooties aux conséquences parfois
dramatiques. La spécificit¢ de liaison aux récepteurs cellulaires et 1’expression de ces
récepteurs chez les hotes sont considérés comme des déterminants majeurs de ces
phénomenes de transmission inter-espece. En particulier, la théorie dominante indique que les
virus aviaires se lient a des récepteurs présentant une liaison 02,3 entre 1’acide sialique et le

galactose, alors que les virus humain se lieraient a des récepteurs possédant une liaison 02,6.
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Cependant, la situation est bien moins décrite chez d’autres espeéces, et certaines études

empiriques ont rapporté des résultats contradictoires a ce sujet (Zhang 2009).

Devant DI’importance de cette question, nous proposons ici une méta-analyse
quantitative de la préférence des virus de différents hdtes pour 1’un et I’autre des récepteurs,
ainsi que I’expression de ces deux types de récepteurs chez les différents hotes. Notre objectif

est ainsi d’offir une référence la plus générale possible sur ce sujet.

Nous discuterons enfin les implications de ces résultats pour 1’épidémiologie des virus

influenza A, et notamment les différentes voies de transmission inter-espéce.
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II. Affinité des virus pour les récepteurs 02,3 ou 02,6

Devant la difficulté a généraliser des résultats concernant I’affinité des différentes souches
et sous-types de virus pour les deux types de récepteurs pour un hote donné, le but est ici de
rassembler le maximum de données afin de faire une méta-analyse et de tirer des conclusions

aussi solides que possible.

2.1 Méthodologie

Le but ici a ét¢ de compiler des données empiriques publiées sur I’affinité relative de
différentes souches et sous-types de virus influenza isolés pour chacun des deux récepteurs.
Les estimations d’affinité des liaisons pour 1’un ou pour I’autre des récepteurs ont été extraites
a partir de quarante-deux articles scientifiques analysés pour cette étude, et décrivant les tests
expérimentaux de liaisons de différentes souches de virus influenza A de différents hotes aux
récepteurs. Pour effectuer la recherche de littérature de manicre exhaustive et reproductible,
des mots clés précis ont été utilisés dans PubMed. Pour 1’année 2013 par exemple, les mots

clés utilisés ont été :

("2013"[PDAT] : "2013"[PDATY]) AND influenza| Title/Abstract] AND
receptor|[ Title/Abstract] AND (binding[Title/Abstract] OR distribution[Title/Abstract] OR
preference[ Title/Abstract])

Une fois ces mots clés rentrés, il a fallu faire le tri et analyser les articles pertinents pour en
extraire les informations voulues. Chaque année a été traitée individuellement de 2015 a

1970. 11 a été décidé de stopper la collecte des publications en fin d’année 2015.

Ensuite I’objectif a ét¢ de quantifier par des scores 1’affinité des virus pour les deux types de
récepteurs. Dans un tableau ont été consignées les souches ¢tudiées dans les différentes
¢tudes, leur hote, le sous-type, I’affinité estimée pour les deux récepteurs, ainsi que la
référence de I’article dans lequel cela a été trouvé. Les études plus anciennes utilisaient la
méthode d’hémagglutination, qui dans ce cas consistait a 6ter les acides sialiques présents
naturellement a la surface des érythrocytes pour les remplacer par des acides sialiques précis :

ici les récepteurs SA-02,3 ou SA-02,6. Dans ce cas, la valeur de la réciproque de la derni¢re
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dilution ou une hémagglutination était observée a été retenue comme score d’affinité du virus
pour la liaison (excepté dans les cas ou une mesure quantitative d’affinité était directement
donnée). Les études les plus récentes consistaient a doser les liaisons directes des virus avec
des sialyglycopolymeres synthétiques, et fournissaient parfois des constantes de dissociations,
qui sont d’autant plus basses que I’affinité est ¢élevée. Dans ce cas, la réciproque de la

constante de dissociation a été utilisée.

Lorsque I’affinit¢ de la liaison a ¢été donnée en fonction de la concentration en

sialiglycopolymere, la valeur donnée a la plus forte concentration a été retenue.

Dans les études ou la valeur la plus haute correspondait a 1’affinité la plus faible, comme
c’est le cas dans I’étude Gambaryan et al. 1997, 2005, I’inverse de la valeur a ¢été utilisé.
Lorsque différents variants du méme virus étaient utilisés, les mesures du variant ayant subi le
plus faible nombre d’amplification ont été retenues. Lorsque des valeurs d’haemagglutination
et d’adsorption ont été¢ fournies pour le méme virus, comme c’est le cas pour Rogers et
D’Souza 1989, seules les valeurs d’adsorption ont été utilisées. Enfin, les données obtenues a
partir de virus chimériques reconstitués ou réassortis artificiellement n’ont pas été pris en
compte ; et les données d’haemagglutination obtenues avec des globules rouges non dé-

sialisés puis re-sialisés n’ont pas été retenues.

Pour permettre une comparaison quantitative des estimations entre les différentes études,

chaque virus a été assigné d’un score normalisé « Si » obtenue par la présente formule :

Ai

Si = ——
YT Ui + Bi

ou Ai et Bi représentent les estimations empiriques des affinités de liaisons rapportées pour
les récepteurs 02,3 et a2,6 respectivement pour un virus i. Si est donc le score pour le
réecepteurs 02,3, ce score peut varier entre 0 et 1, ou 1 signifie une liaison exclusive pour le
recepteur a2,3, 0,5 signifiant que le virus n’a pas de préférence pour [’'un ou pour [’autre des

réecepteurs et () signifiant une liaison exclusive pour a.2,6.

Pour ensuite faciliter 1’analyse des données, il a fallu les extraire du tableau créé

précédemment pour ne garder que les données les plus importantes et regrouper les especes.
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Pour cela, les espéces telles que faisan, pigeon, pintade, autruche, étourneau ont été
regroupées sous le terme T pour « oiseaux terrestres ». Les especes telles que le canard (et
apparentés comme le canard pékin ou encore le canard pilet), I’oie, I’oie a téte barrée, la
mouette rieuse, le goéland, la sterne et la sarcelle ont été regroupées sous le terme W pour
« oiseaux aquatiques ». La caille, le poulet et la dinde ont été séparées volontairement car
elles joueraient un role particulier qui pourrait étre celui d’hdte intermédiaire, d’aprés la
littérature (Costa et al, 2012). Enfin, les sous-types possédant moins de trois valeurs par
espéce ont ¢té écartés. Finalement, les analyses ont €té conduites pour les espéces suivantes
dans I’ordre : Oiseaux aquatiques (W), Homme (H), Poulet (Ck), Caille (Qu) , Dinde (Tky),
Oiseaux terrestres (T) , Porc (P) , Cheval (E ), Phoque (Ph).

L’affinité relative des sous-types de virus influenza A isolés des différents hotes envers les
deux récepteurs a ensuite ¢té représentée sur un graphique. Ce graphique a été réalisé a 1’aide
du logiciel Excel. Un intervalle de confiance a 95% de la moyenne des scores de chaque sous-
type pour chaque hoéte a été calculé a 1’aide de la fonction bootstrap du logiciel R, interface
RStudio (logiciel en téléchargement libre sur internet). Ce bootstrap permet de simuler un
grand nombre de données de facon aléatoire, et effectue un ré échantillonnage ; cela permet
de s’affranchir de 1’assurance pour nos valeurs de suivre une loi Normale. En effet, dans de
nombreux cas le nombre de données était trop faible pour suivre une loi normale, et surtout
les valeurs extrémes (0 ou 1) étaient sur-représentées. Ces intervalles de confiance sont
représentés par les rectangles blancs sur la figure 12. Les traits en pointillés donnent une idée
de la dispersion des données. Les limites des traits en pointillés ont été calculées a I’aide de la
formule suivante : moyenne — écart type pour les limites basses ; moyenne + écart-types pour
les limites hautes. En effet, certaines valeurs étaient trés ¢loignées de la moyenne, rajouter la

dispersion totale autour des intervalles de confiance n’aurait pas été trés informatif.
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2.2 Résultats
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Figure 12 : Préférence des sous-types pour les récepteurs 02,3
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Oiseaux Aquatiques
H1 (26)
H2 (35)
H3 (32)
Ha (4)
H5 (28)
H7 (41)
H9 (8)
H11 (4)
H13(3)
Homme
H1(61)
H2 (31)
H3 (51)
H5 (37)
H7 (10)
Poulet
H5 (29)
H7 (4)
H9 (12)
Caille
H3 (3)
H9 (7)
Dinde
H1(6)

H7 (22)
Autres oiseaux terrestres
H5 (7)
H7 (4)
H9 (5)
Porc
H1 (49)
H3 (15)
Cheval
H3 (15)
H7 (5)
Phoque
H3 (4)

9,10,11,12,16,17,21,22,23,28,29,33,
6,9,11,12,17,21,22,23,25,26
6,9,10,12,17,21,22,23,29,38
7,9,11,12
9,11,15,18,19,21,22,31,35,36,37,38
9,12,18
9,24,42
9,12,17,29
9,20

1,7,8,9,13,14,16,19,25,28,29,32,33,34,36,38,40
5,6,21,23,26,29
6,7,8,9,11,13,14,17,21,23,24,25,27,29,32,35,36
1,2,3,7,11,13,21,27,31,34,36,37,40,41
3,12,36,39

4,7,11,13,15,21,35
3,12
24,42

38,
24,30,42

10,23,28
3,12,

11,4
3,12,
24,30,42

9,10,16,23,38,29,32,
9,10,25,34

6,29,
12,29,

23,

Figure 13: Numéro des articles dont les données ont été extraites
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1 Auewarakul ef al. (2007) 22 Matrosovich et al. (1999)
2 Ayora-Talavera et al. (2009) 23 Matrosovich et al. (2000)
3 Belser et al. (2008) 24 Matrosovich et al. (2001)
4 Boltz et al. (2010) 25 Meng et al. (2010)

5 Carroll et al. (1981) 26 Pappas et al. (2015)
6 Connor et al. (1994) 27 Ramos et al. (2015)
7 Crusat et al. (2013) 28 Rogers and D'Souza (1989)
8 Fei et al. (2015) 29 Rogers and Paulson (1983)
9 Gambaryan et al (2006) 30 Srinivasan et al. (2013)
10 Gambaryan et al. (1997) 31 Stewvens ef al. (2006)
11 Gambaryan et al. (2005) 32 Suzuki et al. (1997)
12 Gambaryan et al. (2012) 33 Tumpey et al. (2007)
13 Gopinath et al. (2013) 34 Tzarum (2015)

14 Guo et al .(2007) 35 Watanabe et al. (2011)
15 Hiono et al. (2014) 36 Wei et al. (2014)

16 Ito et al. (1998) 37 Yamada et al 2012
17 Ito et al. (2000) 38 Yamada et al. (2006)
18 Kumlin et al. 2008 39 Yang et al. (2010)
19 Li et al. (2014) 40 Zhang et al. (2015)
20 Lu et al. 2013 41 Zhou et al. (2012)

21 Mastrosovich et al (1998) 42 Zhu et al. (2015)

Figure 14: Correspondance entre les numéros et les articles de référence

La figure numéro 12 montre la préférence relative des sous-types de virus selon les especes.
En ordonnée se trouvent les especes placées dans I’ordre suivant : en premier les oiseaux
aquatiques incluant le canard. Ensuite ’homme, le poulet, la caille, la dinde, les autres
oiseaux terrestres, le porc, le cheval, le phoque. Le chiffre entre parenthése indique le nombre
de données utilisées pour calculer les intervalles de confiance a 95% de la moyenne. Pour
savoir a partir de quel article ont été extraites les données, deux tableaux de références sont
donnés. Le tableau source dans lequel se trouvent toutes les données est donné en annexe sur

CD. Au total, 42 articles ont été analysés.

En abscisse on peut donc voir une échelle comprise entre 0 et 100. 0 signifie une affinité
relative nulle pour les récepteurs a2,3 et donc par déduction une affinité relative a 100% pour
les récepteurs a2,3. Le trait rouge montre une affinité a 50% pour chacun des deux récepteurs,
soit pas d’affinité préférentielle pour I’un ou I’autre des récepteurs. Enfin a 100%, les virus

montrent une affinité relative maximale pour 02,3 et donc nulle pour 0.2,6.
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Analyse des résultats :

* Oiseaux aquatiques : d’aprés le tableau des résultats pour les oiseaux aquatiques, on
peut constater que la plupart des sous-types ont une affinité relative assez importante pour les
récepteurs a2,3. On peut dire que pour les sous-types H1, H2, H3, HS5, H7, le nombre de
données est assez important pour que les intervalles de confiance a 95% de la moyenne soient
fiables. Ces sous-types présentent une affinité relative pour les 02,3 allant de 80 a 100%.
Tandis que H1, H2 et H3 ont une moyenne comprise entre environ 85 et 95%, H5 montre une
moyenne plutdt aux alentours de 80 a 90%. H7 montre une tres nette préférence pour les
récepteurs 02,3, avec une moyenne comprise entre 98 et 100% ! De plus, les données ont été
obtenues a partir de nombreux articles différents : 11 pour HS et 12 pour H1. Les 41 données
rassemblées pour H7 ont été extraites a partir de 3 articles différents. H4, H9, H11 et H13 ont
moins de données. On peut voir que H4 tend plutdt a se lier aux 02,3, la moyenne étant
comprise entre 68 et 100%. Le peu de valeurs recueillies semblent également donner
I’avantage aux a2,3 pour ce sous-type. D’autant plus que ces 4 valeurs ont ¢té obtenues a
partir de 4 études différentes, ce qui montre que malgré les différentes méthodes, la tendance
reste la méme pour H4. H9 lui posséde plus de valeurs mais ces dernieéres sont plus
dispersées : la moyenne va de 46 a 90%. Il est difficile de déduire une information fiable. On

peut dire que la préférence relative pour 02,3 est moins certaine que pour les autres sous-

types.

Enfin, H11 et H13 malgré leur faible nombre de données montrent une moyenne entre 88 et
100% et 95 et 100% respectivement. Ce qui montre une préférence relative pour les 02,3

assez fiable, surtout pour H11 qui montre 4 données issues de 4 articles différents.

Conclusion : L’affinité relative des sous-types H1, H2 H3 H4 H5 H7 HI1 et HI3 est
importante et nette pour les 02,3, alors que le sous-type H9 se distingue des autres en

présentant une affinit€ moins importante et un intervalle de confiance bien plus large.

* Homme : Pour ’homme, seul le sous-type H7 présente peu de données avec 10

valeurs. Le sous-type H1 posséde un grand nombre de valeurs (63 issues de 17 articles
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différents), et montre une moyenne comprise entre 21 et 34%, ce qui montre une faible
affinité relative pour les 02,3, donc plutdt une affinité relative plus importante pour les
02,6. H2 malgré le grand nombre de données obtenues montre une moyenne plus large
comprise entre 21 et 50%... L affinité relative de H2 pour les 02,6 est donc moins
prononcée que dans le cas de H1. H3 lui montre une préférence relative importante
pour les a2,6. En effet, les 51 données recueillies a partir de 23 articles différents
tendent vers le méme résultat, et montrent une moyenne comprise entre 8 et 18%, ce
qui montre une forte affinité relative pour les a2,6. HS5 montre un comportement qui
contraste avec les trois premiers sous-types : contrairement a aux trois premiers, la
moyenne est comprise entre 65 et 80% ce qui montre une affinité relative en faveur des
02,3, les 37 valeurs ayant été obtenues a partir de 14 articles différents. H7 montre un
intervalle de confiance plus large : entre 50 et 90%, 1’affinité relative est donc plutdt en

faveur des récepteurs 02,3 mais la position exacte de la moyenne est inconnue.

Conclusion : H1 et H3 montrent une affinité relative en faveur des 02,6 de maniére assez
fiable alors que cette préférence n’est pas nette dans le cas de H2 (ou la moyenne pourrait
aussi bien se trouver a 50% qu’a 21%). H5 montre une affinité tournée vers les 02,3, de

manicre plus fiable que H7.

X/

< Poulet : Pour H5 29 valeurs ont ¢t¢é données par 7 articles différents et on voit une
préférence relative nette pour les 02,3 avec une moyenne comprise entre 82 et 92% !
Pour H7 cela est moins net, la moyenne varie entre 62 et 100%, la tendance est donc a
la préférence pour 02,3, mais seules 4 valeurs ont été récoltées a partir de 2 articles, ce
qui est peu. Concernant H9, la tendance est inversée avec une préférence relative qui

tend vers les 02,6 puisque la moyenne est comprise entre 21 et 49%.

Conclusion : H5 et H7 montrent une préférence relative pour les a2,3 contrairement a H9 qui

se comporte différemment et semble se lier de fagon plus importante aux a2,6.

X/

« Caille : H3 montre une affinité importante pour les 02,3 , avec une moyenne comprise
entre 85 et 95%, cependant il n’y a que 3 données recueillies dans le méme article, ce

qui rend un peu moins fiable ce résultat. Il est difficile d’interpréter les valeurs
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obtenues pour H9 également, car seules 7 valeurs ont été obtenues avec 3 articles
différents. L’intervalle de confiance est tres large allant de 15 a 65%, la dispersion est
donc trop grande par rapport au nombre de valeurs qui est trop faible pour obtenir une

conclusion fiable.

Conclusion : H3 semble tendre vers 02,3 d’apres le peu de données obtenues. On ne peut tirer

aucune conclusion générale pour H9.

X/

< Dinde : HI montre une affinité contrastée, avec un intervalle de confiance allant de 15
a 70%. Les valeurs recueillies sont faibles (6 sur 3 articles) donc on peut imaginer que
soit I’affinité est contrastée pour H1, soit les valeurs ne sont pas assez nombreuses. H7

lui montre une affinité nette pour 02,3 avec des valeurs nombreuses (22).

Conclusion : HI ne semble pas montrer d’affinité préférentielle pour I’un ou pour 1’autre des

récepteurs, contrairement a H7 qui montre une nette préférence pour a2,3.

X/

< Autres oiseaux terrestres : H5 montre une nette préférence pour 2,3 avec une
moyenne entre 94 et 100%, néanmoins le nombre de données est faible (7 sur 2
articles). H7 montre la méme tendance avec une moyenne entre 98 et 100% , avec 4
valeurs obtenues avec 2 articles. H9 lui montre une tendance complétement contraire !
La moyenne se trouve entre 2 et 25%, donc ce sous-type semble bien avoir une
préférence relative assez importante pour a2,6. Néanmoins le nombre de données la

aussi est faible avec 5 données obtenues dans 3 articles différents.

Conclusion : Deux comportement trés différents entre HS, H7 qui préfeérent nettement a2,3 et

H9 qui montre une affinité importante pour 0.2,6.

X/

< Porc : H1 montre une affinité relative qui tend vers 02,6, la moyenne étant située entre
25 et 42%. Le nombre de valeurs (49) est important et obtenu avec 5 articles différents,

le résultat semble donc assez fiable. Pour H3 en revanche, le nombre de valeurs est un
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peu faible et obtenu sur 4 articles différents, et I’intervalle de confiance de la moyenne

est trés large.

Conclusion: préférence pour 02,3 pour H1 et pas de préférence claire pour H3.

X/

¢ Cheval : H3 et H7 montrent une préférence a 100% pour les 02,3.

¢ Phoque : H3 montre une préférence pour 02,3 pour un intervalle compris entre 88 et

98%.

Plusieurs virus ont été analysés plusieurs fois a travers différents articles. Il était intéressant

de comparer les résultats obtenus. C’est le cas des virus suivant :

* A/Duck/Alberta/35/76, virus de sous-type H1 isolé chez le canard

* A/Duck/Bavaria/1/77, virus de sous-type H1 isolé chez le canard

* A/Mallard/Tennessee/11464/85, virus de sous-type H1 isolé chez le canard
* A/Mallard/MT/61, virus de sous-type H2 isolé chez le canard

Ces trois sous-types ont montré des résultats semblables avec une préférence pour 02,3, quel
que soit I’article a partir duquel ils ont été analysés, seul Gambaryan et al 1997 montre une

valeur légérement en dessous avec un résultat de 77 pour A/Duck/Alberta/35/76.

* A/mallard/New York/6750/78, virus de sous-type H2 isolé chez le canard

Ce virus a montré des préférences variables selon 1’article lu : alors que dans Ito et al 2000 on
retrouve un score de 57 pour 02,3, un score de 100 est obtenu dans 1’article Gambaryan et al
2012. Cet écart met encore une fois en évidence I’importance du fait d’analyser différentes

¢tudes avant de tirer des conclusions générales.

* Dk/Hokkaido/7/82, virus de sous-type H3 isolé chez le canard
* A/Duck/Ukraine/1/63, virus de sous-type H3 isolé chez le canard
* A/gull/Maryland/704/1977, virus de sous-type H13 isol¢ chez la mouette
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Ces sous-types ont eu des scores quasiment identiques malgré les origines des résultats,

variant entre 94 et 100.

* A/Puerto Rico/8/34, virus de sous-type H1 isolé chez I’homme

Ce virus a obtenu des scores différents selon les études : les scores varient de 46 a 100 pour
les récepteur 02,3. La série de score obtenue est la suivante : 46, 50, 67, 68, 98, 100. Ce qui
donne une moyenne de 71,5 et une médiane de 67.5. Cette souche virale particuliere semble
avoir plus d’affinité pour les récepteurs 02,3, alors que dans I’analyse globale les sous-types

H1 montraient une préférence pour les 0.2,6.

* A/California/04/2009, virus de sous-type H1 isolé chez I’homme
* A/Aichi/2/68, virus de sous-type H3 isol¢ chez ’homme

Ces deux souches ont montré une homogénéité dans les scores, allant de 0 a 17, donc en

faveur des récepteurs 02,6.

*  A/Udorn/307/1972, virus de sous-type H3 isolé chez I’homme
*  A/Memphis/1/71, virus de sous-type H3 isolé chez I’homme

Les deux derniers sous-types ont montré des scores hétérogénes selon les articles :

Pour A/Udorn/307/1972, les scores étaient les suivant: 13,52,47,0,47. Cela donne une
moyenne a 31.8 et une médiane a 47, soit des valeurs en faveur des récepteurs 02,6, ce qui
suit la logique de 1’analyse globale. Les valeurs pour A/Memphis/1/71 sont trés disparates : 0

11 et 55, selon les articles.

* A/Panama/2007/1999/, virus de sous-type H3 isolé chez ’homme
* A/Vietnam/1203/2004, virus de sous-type HS isolé chez ’homme

Cette derniére souche A/Vietnam/1203/2004 a montré des résultats homogenes : entre 75 et

100 en faveur des récepteurs 02,3. Ce qui est typique des virus H5 et va dans le sens inverse

des autres sous-types.
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* A/lJiangxi-Donghu/346/2013, virus de sous-type H10 isolé chez I’homme

Deux valeurs obtenues dans deux articles différents, assez disparates : 68 et 100.

*  A/Turkey/MO/1/81, virus de sous-type H1 isolé chez la dinde
* A/Turkey/Kansas/4880/80, virus de sous-type H1 isolé chez la dinde

Des valeurs assez disparates pour A/Turkey/Kansas/4880/80 : 6 et 80 !

Conclusion : Non seulement différentes souches du méme sous-type peuvent avoir des
comportements différents d’aprés notre tableau général (voir le CD en annexe), mais les
souches elles-mémes ont aussi donné des résultats différents selon les études. Deux
explications sont possibles : soit le comportement du virus varie réellement, soit les

techniques d’étude font varier les résultats.
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III. Répartition des récepteurs a2,3 et 02,6 dans les

organismes des différents hotes

Apres avoir étudié la préférence des virus pour la liaison a I’un ou a I’autre des récepteurs,
nous nous sommes intéressés a la proportion relative de ces derniers dans les organes chez les
especes hotes. Cette analyse constituait le pendant indispensable a la premiére pour essayer de
tirer des conclusions sur les possibles voies de transmission inter-espece. De nombreuses
¢tudes ont €té menées sur ce sujet et les conclusions peuvent étre trés variables d’une étude a

[’autre.

3.1 Méthodologie

Afin d’obtenir des conclusions les plus fiables possibles, un grand nombre d’études ont
été compilées. Pour ne passer a c6té d’aucun article, la méme méthode que la recherche de
littérature dans la partie I a ét¢ appliquée. Pour effectuer la recherche de littérature de
manicre exhaustive et reproductible, des mots clés précis ont été utilisés dans PubMed. Pour

2013 par exemple, les mots clés utilisés ont été :

("2013"[PDAT]: "2013"[PDAT]) AND influenza [Title/Abstract] AND receptor
[Title/Abstract] AND (binding [Title/Abstract] OR distribution [Title/Abstract] OR
preference [Title/Abstract])

Une fois ces mots clés rentrés, il a fallu faire le tri et analyser les articles pertinents pour en
extraire les informations voulues. Chaque année a été traitée individuellement de 2015 a

1970. 11 a été décidé de stopper la collecte des publications en fin d’année 2015.

Un tableau Excel a de nouveau été mis en place pour rassembler toutes les données.

Ainsi, ont été regroupés dans ce tableau :

* L’espece hote
* [’organe cible

* La localisation plus précise dans cet organe
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* Les cellules cibles

* La classification de I’organe

* Les valeurs pour les récepteurs a2,3 et 02,6

¢ Le score 02,3 calculé

* Le nombre d’individus correspondant pour cette ¢tude
* Laréférence dans laquelle les valeurs ont été trouvées

¢ Des commentaires

La formule utilisée dans ce tableau est la méme que celle déja indiquée dans la partie II, qui
nous permet de pouvoir comparer les résultats entre eux grace a un score normalisé compris

entre O et 1.

Une fois les articles trouvés, il a fallu au maximum extraire des données quantitatives a partir
d’articles scientifiques. Certains auteurs donnent directement des valeurs chiffrées de la
quantité absolue ou relative des deux récepteurs dans les organes, ces données ont été utilisées
directement pour faire les scores (Pillai et al. 2010 par exemple). Cependant, dans certaines
¢tudes, seulement des scores semi-quantitatifs étaient fournis sous forme de : -, +/-, +, ++,
+++, qui ont été¢ convertis en score chiffrés: 0, 1, 2, 3,4 (Costa et al. 2012 par exemple).
Certains articles mettaient a disposition des images de tissus colorés, sans indication de
scores. Il a donc été décidé d’attribuer des scores quantitatifs relatifs en analysant ces images.
Ces analyses ont été conduites pour les tissus respiratoires et digestifs principalement, en
excluant les données obtenues pour des tissus qui n’étaient pas en contact direct avec le lumen
(c’est-a-dire le sub epithélium, les cellules basales et autre tissu adjacent). Pour certains
articles, les images ¢étaient trop difficiles a interpréter de manicre fiable, les scores ont donc
été établis d’apres les indications fournies par le texte. Ainsi, les adjectifs negative, weak,
moderate et strong ont été¢ convertis également en score 0, 1, 2, et 3. Si le texte indiquait
seulement la présence ou absence des récepteurs dans les tissus, le score de 0 et 1 a été utilisé

respectivement.

Ensuite les scores ont été¢ regroupés par hotes et par organes. Etant donné le grand nombre
d’especes et d’organes analysés, ces derniers ont €té regroupés. Les groupes d’especes n’ont
pas ¢été faits au hasard, en effet, il était essentiel de regrouper les espéces vivant dans le méme
biotope. Ainsi, les especes d’oiseaux pour lesquelles peu de données ont été collectées et

vivant essentiellement en eau douce ont ¢été regroupées sous le terme: « Oiseaux d’eau
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douce ». De la méme fagon, les oiseaux vivant dans les terres ont été regroupés sous le terme
« Oiseaux terrestres », enfin les especes d’oiseaux vivant en bord de mer ont été regroupées

sous le terme « Oiseaux marins ».

Les espéces pour lesquelles assez de données étaient obtenues ont ¢été analysées séparément.
Comme pour ’analyse de la préférence des virus pour les récepteurs, seuls les organes pour
lesquels nous avions trois données ou plus chez une espece ont été gardés. Pour faciliter
I’analyse des tissus, nous avons également regroupé les organes. Ainsi, cavités nasales,
cornets nasaux et le pharynx ont été regroupés sous le terme RU pour « respiratory upper »
soit appareil respiratoire haut. Ensuite, trachée et bronches ont été regroupés sous le terme
RM pour « respiratory middle » soit appareil respiratoire moyen. Enfin, bronchioles, poumons
(parenchyme ou alvéoles) ont été regroupés sous RL pour « respiratory lower » soit appareil
respiratoire bas. Tous les tissus appartenant au systeme digestif ont été regroupés sous le
terme D pour digestif. Les autres organes ont chacun eu une dénomination : la lettre « s »
signifie la rate, « sk » signifie la peau, « b » représente I’organe du cerveau, « h » signifie le
coeur, « li» signifie le foie, «k » signifie le rein, « g » signifie les organes génitaux, «1»

représente les organes du systéme immunitaire, « p » signifie le pancréas.

Pour faciliter 1’analyse des données, seuls les organes principaux ont ét¢ gardés dans les
tableaux présentés ici. Ainsi, les appareils respiratoires et digestifs sont présentés car ce sont
les plus importants du point de vue de la réplication des virus et de la transmission. En effet,
la transmission peut se faire par aérosols ou par la voie fécale-oral, et la réplication du virus se
fait essentiellement dans I’appareil respiratoire pour ’homme et le porc, et dans I’appareil

digestif pour les oiseaux. Au total, 47 articles ont ét¢ analysés pour cette partie.

Une représentation graphique des valeurs a été possible grace au logiciel Excel. Les
intervalles de confiance a 95% de la moyenne ont été calculés comme pour la partie II, a
I’aide de la fonction bootstrap de R. Ils sont ici aussi représentés par des rectangles blancs.
Les traits en pointillés donnent une indication de dispersion a partir de 1’écart-type. Les
limites de ces pointillés ont été calculées a 1’aide de la formule suivante : moyenne — écart
type pour les limites basses; moyenne + écart-types pour les limites hautes. En effet,
certaines valeurs étaient trés ¢loignées de la moyenne, rajouter la dispersion totale autour des

intervalles de confiance n’aurait pas été treés informatif.
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3.2 Résultats

3.2.1 Espéces principales

Hoétes et organes
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Figure 15: Expression relative des récepteurs a2,3 dans les organes des espéces principales



La figure ci-dessus montre 1’expression relative des récepteurs a2,3 dans les organes des
espéces principales : tout d’abord le canard qui est un important réservoir de virus. Ensuite
sont montrés les oiseaux d’eau douce autres que le canard, les oiseaux marins, I’homme.
Ensuite le poulet, la caille, la dinde, les autres oiseaux terrestres, le porc et le cheval. Le trait

rouge a 50 indique que les deux types de récepteurs sont exprimés en méme quantité.

Hote et organes Articles de référence Hote et organes Articles de référence
Canard Caille
RU(7) 4,7,20 RU(9) 4,44
RM(19) 4,7,20,21,29,38,41,47 RM(12) 4,20,43,44,47
RL(11) 4,20,21,38,41,47 RL(5) 4,20,47
D(19) 4,7,9,12,14,20,21,29,43,44 D(15) 4,10,20,43,44
Autres Oiseaux d'eau douce Dinde
RU(13) 7,20 RU(6) 4
RM(27) 7 RM(10) 4,20,29
D(29) 7,20 RL(3) 4,20
Oiseaux marins D(14) 4,20,29
RU(4) 7 Autres Oiseaux terrestres
RM(13) 7 RU(22) 4,7,20,22
D(11) 7 RM(31) 4,7,20,22,47
Homme RL(3) 4,20,22,47
RU(13) 6,8,26,32,33,46 D(36) 4,7,20,22
RM(16) 6,13,17,23,26,32,42,46 Porc
RL(19) 2,6,13,26,32,41,46 RU(4) 39,4
D(10) 8,33,46 RM(17) 14,25,34,35,36,38,39,40,43
Poulet RL(14) 25,34,35,38,39,40
RU(7) 4,22 D(3) 25
RM(20) 4,9,12,21,22,29,38,39,41,43,47 Cheval
RL(14) 4,18,21,22,38,39,41,42,47 RU(6) 24,31
D(25) 4,9,10,18,21,22,29,39,43 RM(12) 5,24,31,36

Figure 16: Numéro des articles dans lesquels les données ont été extraites

La figure 16 indique les numéros des articles a partir desquels les données ont été extraites.

La figure 17 indique la correspondance entre les numéros des articles et la référence

bibliographique.
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Références

Numérotation de I'article

Références

Numérotation de I'article

1 Anthony et al. 2012 25 Nelli et al. 2010

2 Barkhordari et al. 2004 26 Nicholls et al. 2007
3 Blanco et al. 2012 27 Ning. 2009

4 Costa et al.2012 28 Ning et Wu et al 2012
5 Daly et al. 2008 29 Pillai et al. 2010

6 De graaf. 2014 30 Sasaki. 2002

7 Franga et al. 2013 31 Scocco. 2008

8 Gagneux. 2003 32 Shinya et al. 2006
9 Gambaryan et al. 2002 33 Shu et al. 2010

10 Guo et al. 2007 34 Song. 2008

11 Hall. 2008 35 Sriwilaijaroen et al.2011
12 Hiono et al. 2014 36 Suzuki et al. 2000
13 Ibricevic et al. 2006 37 Takahashi et al 1995
14 Ito et al. 1998 38 Thongratsakul. 2010
15 Ito et al. 1999 39 Trebbien et al. 2011
16 Jayaraman. 2012 40 Van Poucke et al.2010
17 Jiaetal. 2014 41 Wang et al. 2012
18 Kim et al. 2005 42 Wang et al 2015
19 Kim et al 2013 43 Wan and Perez. 2006
20 Kimble et al. 2010 a4 Yamada et al. 2012
21 Kuchipudi et al. 2009 45 Yan Li et al. 2015
22 Liu et al 2009 46 Yao et al. 2008

23 Matrosovich et al. 2004 47 Yuetal. 2011

24 Muranaka. 2011

Figure 17: Correspondance entre les numéros et les articles de référence
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Analyse des résultats :

¢ Canard : L’ appareil digestif, dans lequel la réplication des virus est supposée avoir
lieu chez cet hote, exprime en grande majorité¢ des 02,3 avec une moyenne comprise
entre 88 et 100%, les dix-neuf données ont été obtenues avec huit articles différents,
ce résultat semble donc assez fiable. Concernant [’appareil respiratoire haut,
I’expression préférentielle relative est en faveur des 02,3 avec une moyenne comprise
entre 75 et 92%. Néanmoins, ce résultat est a relativiser car pour cet organe, seules
sept données ont été enregistrées a partir de deux articles. L’appareil respiratoire
moyen contraste avec ’appareil respiratoire haut, en effet la moyenne est comprise
entre 40 et 64%. Dix-neuf données ont été recueillies avec sept articles différents.
L’expression est partagée entre les deux récepteurs. En ce qui concerne ’appareil
respiratoire bas, il semble y avoir légérement plus de récepteurs 02,3 la moyenne étant
entre 50 et 68%. Onze valeurs ont été récoltées sur six articles différents, 1’intervalle

de confiance reste relativement serr¢, on peut donc penser que ce résultat est fiable.

Conclusion : Expression relative majoritaire des 02,3 dans 1’appareil digesitf et respiratoire
haut, pas d’expression relative préférentielle dans 1’appareil respiratoire moyen et légérement

plus d’expression d’a2,3 dans 1’appareil respiratoire bas.

¢ Autres oiseaux d’eau douce : L’ appareil digestif montre une expression relative plus
importante des 02,3 avec un intervalle compris entre 64 et 78%, donc un intervalle
assez resserré. Peu de données ont été récoltées pour 1’appareil respiratoire haut (13)
et sur seulement deux articles différents. L’intervalle de confiance montre une
moyenne comprise entre 60 et 90%.Donc méme si ce résultat semble montrer une plus
large expression des 02,3, la quantification n’est pas fiable. Pour ’appareil respiratoire
moyen, le nombre de données est assez important (27) mais sur deux articles
seulement. La moyenne se trouve entre 62 et 80%, montrant une expression
préférentielle relative pour les a2,3. Les résultats pour 1’appareil digestif et respiratoire
moyen semblent fiables. Néanmoins, pour les trois organes, les limites basses des

intervalles dépassent 50, donc quelques valeurs sont en faveur des 0.2,6.
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Conclusion : Expression préférentielle (mais non exclusive) des 02,3 dans tous les organes.

¢ QOiseaux marins : Concernant les données acquises pour les oiseaux marins, elles
proviennent toutes du méme article. Peu de données sont disponibles pour 1’appareil
respiratoire haut (4 seulement) et donnent une moyenne pouvant se trouver entre 50 et
88%. Un résultat plutot en faveur d’une plus large expression des 02,3 mais qui reste a
nuancer ¢tant donné le faible nombre de valeur. L’appareil respiratoire moyen montre
plus de données (13) et la moyenne se trouve entre 50 et 75%, donc la proportion de
récepteurs balance en faveur des a2,3. L’appareil digestif en revanche montre une
expression relative préférentielle pour 02,3, avec une moyenne comprise entre 82 et

98%.

Conclusion : Expression légérement en faveur des 02,3 dans 1’appareil respiratoire, trés en

faveur des 02,3 dans I’appareil digestif des oiseaux marins.

+ Homme : Pour I’appareil respiratoire haut, I’expression relative est en faveur des 02,6
avec une moyenne comprise entre 15 et 48%, mais le nombre de données reste peu
¢levé. L’intervalle est donc large, il est difficile de trancher sur 1’aspect quantificatif.
L’appareil respiratoire moyen a recueilli seize valeurs sur huit articles différents. La
moyenne se trouve dans un intervalle de confiance large, entre 22 et 50%...méme si il
est difficile d’interpréter ce résultat, on voit qu’il y a plus d’a2,3 que dans I’appareil
respiratoire haut. Dix-neuf valeurs ont été collectées dans sept articles différents pour
I’appareil respiratoire bas, qui exprime les deux types de récepteurs, avec un intervalle
compris entre 38 et 61%. Ce résultat semble fiable. L appareil digestif montre que les
deux types de récepteurs sont présents, la moyenne pouvant se trouver entre 30 et
62%. Les dix valeurs ont été recueillies sur trois articles différents, ce résultat semble

fiable.

Conclusion : On peut observer un gradient le long de I’appareil respiratoire de ’homme, avec
une expression préférentielle des 02,6 dans 1’appareil respiratoire haut, puis on voit une

quantité plus importante de a2,3 dans 1’appareil respiratoire moyen, pour ensuite finalement
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observer une expression partagée des deux récepteurs dans 1’appareil respiratoire bas. Enfin,

I’appareil digestif montre que les deux types de récepteurs sont présents.

¢ Poulet : Concernant ’appareil respiratoire haut, peu de données sur deux articles ont
été récoltées. L’intervalle est assez large, allant de 60 a 90%. On peut voir
I’expression relative en faveur des 02,3 mais cela reste difficile a quantifier. Pour les
appareils respiratoires moyens et bas, I’expression des récepteurs est assez semblable,
ne montrant pas d’expression préférentielle de 1’un ou 1’autre des récepteurs. Les deux
types sont exprimés, avec plus d’a2,3 dans ’appareil respiratoire bas. En effet les
moyennes sont comprises respectivement entre 38 et 65%, et 42 et 72%, le nombre de
données est correct et obtenu sur de nombreux articles, respectivement dix et huit
articles, on peut dire que le résultat est assez fiable. Il n’y a pas d’expression
préférentielle dans ces deux appareils chez le poulet. L appareil digestif suit un peu le
méme mouvement, avec 25 valeurs obtenues sur neuf articles, et révélant une
moyenne comprise entre 52 et 80%. Un intervalle trés large en faveur des a2,3. La
limite basse dans I’appareil digestif dépasse 50%, montrant la détection ponctuelle de

récepteurs a2,6.

Conclusion : Expression préférentielle des 02,3 dans I’appareil respiratoire haut, expression
des deux récepteurs dans 1’appareil respiratoire moyen et bas, expression préférentielle des

02,3 dans le digestif.

¢ Caille : L’appareil respiratoire haut de la caille semble exprimer de préférence les
02,6, mais pas de fagon exclusive. Néanmoins, seulement neuf valeurs a partir de deux
articles ont été récoltées, et cela donne un intervalle compris entre 18 et 52%...résultat
qui reste difficile a interpréter au niveau quantitatif. L appareil respiratoire moyen lui
a récolté douze données sur cinq articles différents, et montre un intervalle entre 20 et
38%, ce résultat semble plutdt fiable, et donc plus en faveur de I’expression des a2,6.
L’appareil respiratoire bas est difficilement interprétable car il montre cinq valeurs
récoltées a partir de trois articles différents, et I’intervalle obtenu est trés large, allant
de 42 a 82%...Donc soit les données sont trop faibles, soit il n’y a pas d’expression

préférentielle. Et enfin 1’appareil digestif lui montre quinze valeurs obtenues sur cing
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articles et un intervalle de confiance entre 18 et 54%, on peut donc dire que les deux

récepteurs sont exprimés, avec un léger avantage pour les a2,6.

Conclusion : Expression préférentielle des a2,6 dans I’appareil respiratoire moyen et haut
mais pas exclusive dans ce dernier, expression des deux récepteurs dans I’appareil respiratoire
bas mais plus en faveur des 02,3 ; et expression préférentielle des 02,6 dans le digestif mais

non exclusivement.

¢ Dinde : L’ appareil respiratoire haut de la dinde n’est représenté que par six valeurs
issues du méme article. L’intervalle de confiance est large allant de 18 a 50%. Ce
résultat reste difficile a interpréter, méme si on peut dire que 1’expression est plutdt en
faveur des 02,6. Les appareils respiratoires moyens, bas et digestifs ont peu de valeurs
(respectivement 10, 3 et 14). Pour I’appareil respiratoire moyen, la moyenne est
comprise entre 46 et 76%, donc les deux récepteurs sont exprimés mais plutdt en
faveur des a2,3. L’ appareil respiratoire bas montre un intervalle trés large compris
entre 0 et 50 %. Nous n’avons a disposition que trois valeurs tres différentes, donc ce
résultat n’est pas interprétable. Enfin 1’appareil digestif montre une moyenne entre 58

et 92%, donc une expression préférentielle des a2,3.

Conclusion : L’appareil respiratoire haut de la dinde semble exprimer préférentiellement les
02,6 alors que I’appareil moyen exprime plus les a2,3. L’appareil digestif exprime plus de

02,3.

¢ Autres oiseaux terrestres : L’appareil respiratoire haut a récolté un nombre correct
de données (22) sur quatre articles. L’intervalle de confiance obtenu compris entre 45
et 62% permet de dire que les deux récepteurs sont exprimés de facon comparable.
L’appareil respiratoire moyen montre quasiment le méme résultat avec une moyenne
comprise entre 46 et 68%. Seulement trois données ont été récoltées pour 1’appareil
respiratoire bas, et la moyenne est compris dans un intervalle trés large : entre 24 et
75%. Ce résultat n’est pas interprétable. L’appareil digestif a récolté beaucoup de
valeurs (36) a partir de quatre articles différents. La moyenne est comprise entre 60 et

82%, montrant une expression préférentielle des 02,3.
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Conclusion: Expression partagée des deux récepteurs pour l’appareil respiratoire haut et

moyen, expression préférentielle des 02,3 dans le digestif.

¢ Porc : Seulement quatre données étaient disponibles pour 1’appareil respiratoire haut,
donc aucune conclusion fiable ne peut étre tirée. L’appareil respiratoire moyen montre
une expression légerement plus prononcée pour les 02,6, mais les deux récepteurs sont
tout de méme exprimés dans cet organe, la moyenne pouvant aller de 22 a 52%.
L’appareil respiratoire bas montre une expression préférentielle pour les 2,6 avec une
moyenne pouvant se trouver entre 22 et 45%, avec quatorze valeurs récoltées dans six
articles différents. Ce résultat semble assez fiable. Pour finir, ’appareil digestif montre
une légere expression préférentielle pour 02,6 mais seulement trois valeurs sont

disponibles, et I’intervalle varie entre 30 et 55%, donc ce résultat reste peu fiable.

Conclusion : Expression légerement préférentielle pour les a2,6 pour I’appareil respiratoire

moyen, bas, et ’appareil digestif.

¢ Cheval : L’ appareil respiratoire haut montre une expression partagée pour les deux
types de récepteurs, la moyenne est située dans un intervalle large compris entre 20 et
62%. Cependant seulement six valeurs ont été récoltées sur deux articles, ce résultat
reste peu fiable. L’appareil respiratoire moyen a récolté plus de valeurs avec quatre
articles, mais la moyenne est comprise entre 25 et 72%. Cet intervalle est trés large, le

résultat n’est pas clair.

Conclusion : Expression probablement partagée des deux types de récepteurs dans I’appareil

respiratoire du cheval.
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3.2.2 Espéces secondaires
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Figure 18: Expression relative des récepteurs a2,3 chez les espéces secondaires



La figure 18 montre les expressions relatives des récepteurs des espéces d’importance moindre,
appelées arbitrairement « secondaires ». On retrouve dans 1’ordre : le chien, le phoque,
I’autruche, le faisan, le chimpanzé, le gorille, I’orang-outang, le furet, la souris, le raton-laveur,

le pika sauvage du Tibet. Les organes respiratoires et digestifs ont ¢té analysés.

Le tableau ci-dessous donne les numéros des articles a partir desquels les données ont été

extraites. Pour retrouver quels articles correspondent a ces numéros, se reporter a la figure 17.

Hotes et organes | Références| Hotes et organes Références
Chien Gorille
RM(14) 24,28,34,38 RL(4) 8
RL(5) 24,28,34,38 D(3) 8
D(20) 28 Orang-outan
Phoque RL(3) 8
RL(3) 1,15 D(13) 8
Autruche Furet
RU(4) 4 RM(8) 16,17,38
RM(3) 4 RL(7) 16,17,38
RL(3) 4 Souris
D(10) 4 RM(3) 13,27,41
Faisan RL(4) 27,41
RU(6) 4 D(12) 27
RM(10) 4,20,47 Raton laveur
RL(5) 4,20,47 RM(3) 11
D(12) 4,2 Pika sauvage du Tibet
Chimpanzé RM(3) 45
D(9) 8 D(5) 45

Figure 19: Numéro des articles a partir desquels les données ont été extraites
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Analyse des résultats :

¢ Chien : L’intervalle de confiance pour I’appareil respiratoire moyen du chien est
compris entre 70 et 92%, les données sont au nombre de quatorze, acquises avec
quatre articles différents, on peut dire de fagon fiable que cet appareil exprime en
majorité des a2,3. Pour I’appareil respiratoire bas, le faible nombre de données rend
le résultat moins fiable (cing données collectées). L’intervalle de confiance est tres
large : entre 30 et 98%. Le résultat n’est pas interprétable. Pour I’appareil digestif,
I’intervalle de confiance varie entre 25 et 54%, ce qui reste large mais en faveur des
02,6. On peut voir que les écarts de valeur sont importants puisque les pointillées
vont jusqu’a zéro en limite basse et 78 en limite haute...De plus les données
viennent toutes du méme article il est donc difficile de se fier totalement a ce

résultat.
Conclusion : Expression préférentielle des 02,3 dans 1’appareil respiratoire moyen, et plutot

en faveur des 02,6 dans le digestif.

¢ Phoque : Seulement trois données sont disponibles et montre un intervalle trés
large : 18 a 100% avec de plus un écart des valeurs important ! Ce résultat n’est pas

interprétable.

» Autruche : Peu de données ont été récoltées et proviennent toutes du méme article.

L)

Pour les trois étages de 1’appareil respiratoire, on voit une expression exclusive des
récepteurs a.2,3. Pour I’appareil digestif, on voit un intervalle trés large allant de 40 a

90%.

Conclusion : expression relative exclusive des 02,3 dans ’appareil respiratoire, difficile de

conclure pour I’appareil digestif.

¢ Faisan : Pour I’appareil respiratoire haut, les six valeurs récoltées montrent une
préférence relative en faveur des 02,3, avec une moyenne comprise entre 48 et 78%.

Néanmoins, le nombre de valeurs est faible et sont issues du méme article. Pour
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I’appareil respiratoire moyen, avec un intervalle allant de 32 et 56%, on peut dire que
les deux types de récepteurs sont exprimés. Pour 1’appareil respiratoire bas le nombre
de valeurs est bas (5) et ’intervalle de confiance trés large (entre 16 et 70%) ne permet
pas de dire si ’'un ou ’autre des récepteurs domine (le résultat est peu fiable). Pour
I’appareil digestif, on peut dire que les deux types de récepteurs sont exprimés car

I’intervalle est compris entre 36 et 62%.

Conclusion : Plus d’a2,3 dans 1’appareil respiratoire haut. Expression des deux types de

récepteurs dans I’appareil respiratoire moyen et digestif.

X/
L X4

X/
L X4

Chimpanzé : Les données récoltées pour les primates proviennent toutes du méme
article. On peut voir que pour I’appareil digestif, les deux récepteurs sont présents sans

préférence détectable, avec une moyenne pouvant aller de 35 a 68%.

Gorille : Trés peu de données ont été récoltées. Pour I’appareil respiratoire bas,
I’intervalle est trop large pour étre fiable. L’appareil digestif semblent comporter plus
de récepteurs 02,3, mais avec un intervalle allant de 50 a 100%, la quantification est

impossible.

Orang-outan : L’appareil respiratoire bas montre une préférence pour les 02,6, mais
avec une moyenne allant de 0 a 30%, la quantification reste impossible. L appareil
digestif montre une expression partagée pour les deux récepteurs, avec un intervalle

compris entre 24 et 58%.

Furet : Pour I’appareil respiratoire moyen, les deux types de récepteurs sont exprimés,
mais la préférence semble aller vers les récepteurs 02,6 avec une moyenne pouvant
aller de 15 a 55%. Pour le digestif, les 02,6 prédominent avec une moyenne comprise

entre 10 et 42%.

Souris : Concernant I’appareil respiratoire, les intervalles sont trop larges et le nombre
de données trop faible pour interpréter le résultat. Concernant ’appareil digestif,
I’expression préférentielle semble en faveur des 02,3, avec un intervalle compris entre

50 et 82%, la quantification reste néanmoins impossible.
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¢ Raton laveur : Seulement trois données ont été récoltées, montrant une expression
préférentielle des 02,6. Néanmoins, les écarts entre les valeurs sont importants, et

I’intervalle trop large pour étre fiable.

¢ Pika sauvage du Tibet : Expression plus importante pour les 02,3 avec une moyenne
comprise entre 50 et 85%. Pour le digestif, pas d’expression préférentielle visible

(moyenne comprise entre 22 et 70%).

La figure 20 située ci-dessous résume sous forme de schéma la distribution des deux types de
récepteurs chez les espéces les plus importantes. Les étoiles bleues montrent la présence de
récepteurs a2,3 tandis que les rouges représentent les 02,6. La taille des étoiles montre la

proportion relative des récepteurs les uns par rapport aux autres.
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Distribution des récepteurs chez le canard (a), les oiseaux aquatiques (b), les oiseaux
marins (c), le poulet (d), la caille (e), la dinde (f).
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g)

Distribution des récepteurs chez les autres oiseaux terrestres (a), le faisan (b), I'homme (c),
le porc (d), le chien (e), le cheval (f), le furet (g).

Légende:
% Récepteurs a2,3

Y Récepteurs a2,6

Figure 20: Représentation schématique de la distribution des récepteurs chez les espéces déterminantes
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IV. Discussion : Confrontation avec la littérature, mise en
relation des deux parties précédentes et interprétation

pour les sauts d’especes

4.1 Préférence des sous-types pour les récepteurs

L’avis général concernant les virus influenza aviaires est que ces derniers se lient aux
acides sialiques de conformation 02,3, alors que les virus humains se lient aux acides
sialiques 02,6 (Stevens et al. (2006), Rogers and Paulson. (1983)). Cette liaison précise
détermine également les espeéces hotes et est un obstacle majeur pour les virus influenza A

pour franchir la barriére des especes. Peu d’informations sont disponibles par sous-types.

Auparavant on considérait les virus influenza aviaires comme un groupe homogeéne en terme
de spécificité de récepteurs, avec une liaison spécifique aux acides sialiques terminés par a2,3
(Paulson, 1985). Nous avons vu dans les résultats que selon les especes d’oiseaux chez
lesquelles ils ont été isolés et le sous-type, ils n’ont pas présenté¢ la méme spécificité de

récepteurs.

» Le sous-type H1 est un sous-type important, en effet chez I’homme il a représenté

plusieurs pandémies, dont la « grippe espagnole » de 1918 ayant fait jusqu’a plus de

20 millions de victimes, et plusieurs épidémies sévéres au cours du 20°™ siécle. Un
virus de sous-type HI issu de la grippe HIN1 de 2009 continue de plus a circuler de
facon saisonniére. Les affinités des sous-types aux récepteurs dépendent en partie de
I’espéce chez laquelle ils sont isolés, car ce sont des sous-types qui s’adaptent
particulierement bien a leur hote (Matrosovich et al. 2000). Ainsi, chez la dinde, on
peut voir que le sous-type H1 isolé ne présente pas de préférence marquée pour I'un
ou pour l’autre, cela pourrait s’expliquer par une présence en quantité relativement
équilibrée des deux types de récepteurs dans [’appareil respiratoire supérieur et
moyen. Chez le canard, nous retrouvons dans notre analyse un résultat « classique »,
avec une affinité forte des sous-types H1 pour les a2,3. Chez I’homme, le sous-type

H1 a bien inversé sa préférence des a2,3 vers les 02,6 lors de son adaptation chez ce
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dernier (lors de la pandémie HINI1 par exemple). Chez le porc la préférence s’est

¢galement tourné vers les 0.2,6.

La pandémie de 1957 a été causée par un virus H2N2, et la réintroduction d’un sous-
type H2 chez ’homme pourrait poser un grand probléme de santé publique. Ce sous-
type montre classiquement une préférence pour les récepteurs a2,3. A D’analyse
générale de nos résultats, ce sous-type suit la tendance générale chez les oiseaux
aquatiques. Chez ’homme I’inversion de la préférence vers 02,6 est moins claire que

chez H1.

Le sous-types H3 chez le porc a une affinité augmenté pour les 02,6, d’apres

Gambaryan et al (2005) et Paulson. Dans notre é¢tude nous avons pu voir que cette
préférence est beaucoup moins nette, ce qui est un résultat différent. Chez le cheval,
d’aprés Roger and Paulson (1983), les virus de sous-types H3 se lient
préférentiellement aux 2,3, c’est également ce que nous retrouvons comme résultat.
Si  Anthony et al. (2012) affirment que la souche H3N8 A/harbor
Seal/Massachusetts/1/11 a réussi a montrer une mutation spontanée vers le phénotype
02,6, notre étude nous montre que la souche étudiée par Matrosovich n’a pas réussi ce
tour de force puisqu’on distingue nettement une préférence pour les a2,3. Concernant
le sous-type H3 de la caille, ce résultat a été obtenu aprés plusieurs passages d’un
virus H3 issu du canard chez la caille, il s’adapte donc trés vite au phénotype a2,6.

Comme pour H1, H3 a bien inversé sa préférence des 02,3 vers les 0.2,6.

Le sous-type HS est un sous-type important car depuis 1996 les virus HSN1 ont
touché les oiseaux sauvages, les oiseaux d’élevage, et ont aussi provoqué plus de 600
infections chez I’homme, avec un taux de mortalit¢ pouvant atteindre 60% (OMS,
2013). Depuis son apparition cette souche est devenue endémique, et cause donc des
infections sporadiques. Depuis 2006 en Egypte, on compte 112 cas confirmés
d’infections par le H5N1 (soit plus de 50% des cas recensés dans le monde!)

(Watanabe et al (2011)).

Certaines souches de H5SN1 hautement pathogénes comme par exemple HK/486/97

chez I’homme, montrent une forte affinité pour les 2,3, mais pas pour les a2,6. C’est
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le contraire pour A/HL/212/03 et A/HK/213/03, qui reconnaissent les deux types de
récepteurs. Notre é¢tude montre que chez I’homme le sous-type H5 n’a pas inversé sa
préférence et garde le récepteur 02,3, mais la moyenne tend a se rapprocher des a2,6.
Il se pourrait que ce sous-type débute son changement d’affinit¢. Dans notre étude,
chez les oiseaux aquatiques, les sous-types H5 ont respecté la logique habituelle. Cela
montre donc que les virus de sous-types H5 peuvent infecter ’homme sans réellement
changer d’affinité pour le récepteur classique des mammiferes (sujet aussi traité par
Auewarakul et al (2007), qui montre les mutations d’acides aminés nécessaires a ce
changement d’affinité). Les infections restent de ce fait sporadiques sans transmission

entre étres humains pour le moment.

Les sous-types H5 isolés chez ’homme semblent présenter tout de méme une adaptation aux
récepteurs 02,6 (ce qu’on constate légerement dans nos résultats par rapport aux HS isolés
chez les oiseaux) pour se répliquer plus efficacement chez 1’homme, qui posséde
essentiellement les récepteurs 02,6 dans son organisme. Cela va avec I’avis de Watanabe et al
(2011), qui écrit des sous-types H5 qu’en méme temps qu’ils s’adaptent aux 02,6, ils
conservent une affinité résiduelle forte pour 02,3. Cette affinité résiduelle semble d’apres
notre ¢tude assez importante. Ce résultat est plutdt rassurant pour la santé publique, car le
virus H5 n’a pas encore muté, ce qui lui permettrait de s’adapter a I’homme plus facilement et
d’acquérir la capacité de transmission entre homme, et donc de poser un sérieux probléme
d’endémie. Néanmoins, le fait que ce virus circule parmi de nombreux hdtes pourrait
favoriser son adaptation chez I’homme (Watanabe et al. (2011)). Ce sous-type reste a

surveiller attentivement.

Chez le poulet, malgré la délétion de dix-neuf acides aminés dans la séquence (Matrosovich
et al. 99), les sous-types H5N1 gardent leur affinité pour 02,3 (les rendant de ce fait

difficilement transmissibles a ’homme).

» Le sous-type H7 constitue une menace pour la santé publique. Depuis 2002 il est
responsable de nombreuses épidémies chez les oiseaux d’élevage et d’infections chez
I’homme, en Amérique et en Europe (Belser et al. 2008). Une souche hautement
pathogene : H7N7, n’a pas montré de changement d’affinité vers le récepteurs humain
a2,6. Ce qui n’est pas le cas d’autres souches aviaires faiblement pathogénes comme

H7N2 et H7N3, qui ont vu leur affinité pour 02,6 augmenter. Plus récemment nous
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avons vu apparaitre la souche zoonotique H7N9 en février 2013 (Xiong et al. 2014) en
Chine, qui pourrait se lier aux deux types de récepteurs, et aurait vu son affinité¢ pour
02,6 augmenter en méme temps qu’elle aurait vu son affinité pour 02,3 diminuer,

méme si elle garde une 1égere préférence pour a2,3.

Dans notre étude, les sous-types H7 chez les oiseaux aquatiques comme terrestres ainsi que
chez la dinde, ont gardé une forte préférence pour 02,3, donc la remarque de Xiong n’a pas
¢été visible pour nous, hormis peut-étre chez le poulet. Chez ’homme nous avons constaté
dans notre étude que le sous-type H7 gardait sa préférence pour a2,3 mais tendait & augmenter
son affinité pour 02,6, ce qui est en accord avec ce qui a également été observé par Belser et
al, et Xiong et al. Ce sous-type n’a pas encore les capacités pour €tre un virus pandémique
pour I’homme mais reste a surveiller avec attention. Concernant le cheval, d’apres
Gambaryan et al 2012, les sous-types H7 du cheval sont différents des sous-types H7 des
autres especes. En effet, les sous-types H7 se lient mieux aux NeuSGC qu’aux NeuSAc,
récepteurs qui n’existent pas chez les hommes et les oiseaux. Les sous-types H7 sont donc
particuliérement bien adaptés au cheval et rendent peu probable la transmission de ces virus a
d’autres especes. Notre étude a montré que les sous-type H7 du cheval avaient une affinité
maximale pour 02,3, mais toutes nos valeurs viennent de ce document de Gambaryan et al

2012.

» Le sous-type H9 est surtout connu pour la souche HON2, détectée chez de nombreuses
espeéces d’oiseaux sauvages et domestiques, dans beaucoup de pays depuis quelques
dizaines d’années. Ce virus étant faiblement pathogéne, son éradication n’a jamais
été une priorité. Il a cependant continué a se répandre, touchant actuellement les
poulets, la caille et d’autres oiseaux d’élevage en Asie, causant également quelques
cas d’infection chez les humains. D’apres 1’é¢tude de Matrosovich et al publiée en
2001, cette souche isolée chez des oiseaux d’¢levage en Asie, montrerait une liaison
exclusive aux récepteurs 02,6, lui donnant donc une meilleure capacité pour infecter
I’homme. Les études plus récentes de Zhu et al (2005) et Li et al (2014) montrent
certes une affinité nette de virus isolés chez des volailles d’¢levage pour 02,6, mais
aussi une affinité contrastée pour les 02,3, selon les souches testées. Dans notre ¢tude,

I’affinité¢ des sous-types H9 a varié¢ selon les especes. La liaison aux 02,6 est moins
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flagrante chez les oiseaux aquatiques. Cependant, en accord avec les résultats des
équipes de Zhu et Li, les sous-types H9 chez le poulet ont montré une affinité forte
pour 02,6 mais pas exclusive puisque la moyenne peut aller jusqu’a 50%. Chez la
caille on retrouve une affinité partagée entre les deux types de récepteurs, donc nous
sommes plutot en accord avec les études les plus récentes. Chez les autres oiseaux
terrestres, nous avons trouvé une affinité quasiment exclusive pour les 02,6, donc
plutot en accord avec I’analyse de Matrosovich. Chez I’homme, nous n’avons pas eu
de données pour le virus H9, mais il semblerait que ces sous-type se lient

exclusivement aux a2,3 (Li et al. 2014).

Le sous-type H13 a été isolé pour la premiere fois chez la mouette en 1977, et sont

des sous-types faiblement pathogenes. Ils se lient exclusivement aux a2,3 selon Lu et

al (2013), résultat que nous avons également trouve.

Les sous-types H10 et H6 n’apparaissent pas dans notre étude car nous n’avons pas

récoltées de données les concernant. D’aprés I’équipe de Tzarum (2015), les H6
d’origine aviaires et humains n’auraient pas d’affinit¢ pour les a2,6. Le sous-type
H10, connu pour la souche HIONS, a infect¢ depuis peu les hommes, et est une
menace pandémique. D’apres ’étude de Zhang et al (2015), ce sous-type aurait une
forte affinit¢ pour les 02,3 et se lieraient de fagon négligeable aux 02,6. Ce qui
contraste avec les résultats obtenus par Vachieri et al (2014), qui ont mis en évidence
une liaison assez importante aux a2,6, presque aussi forte que 1’affinité des H1 et H3
pandémiques de 1918 et 1968 ! Ramos et son équipe ont montré en 2015 une forte
affinité pour les 02,3 et une légere interaction avec 02,6, contrairement aux équipes de
Wang et Yang, qui eux n’ont mis en évidence aucune interaction avec les a2,6. Il
faudrait donc mener plusieurs études, puis faire une analyse comparable a la notre
pour observer la réelle préférence de ces sous-types envers les récepteurs, afin d’avoir

des résultats moins contradictoires.
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4.2 Répartition des récepteurs dans les organes des especes

La question que souléve notre étude est de savoir quelle est la proportion relative des
deux conformations des récepteurs dans des organes précis de différentes especes. Cela a déja
été traité par de nombreuses études, donnant malheureusement des résultats souvent
divergents et seulement qualitatifs. L’étude de la répartition des récepteurs dans le tractus
respiratoire haut est particuliérement importante car c’est dans cet organe que le premier

contact entre le virus et 1’hote va se faire chez les mammiferes.

» Le canard est une espeéce particuliére car c’est a la fois une espéce domestiquée et
sauvage, qui est de plus le réservoir principal des virus influenza A, chez qui
I’infection reste trés souvent asymptomatique. Chez le canard, les virus influenza
ciblent principalement 1’appareil digestif, et se lient préférentiellement aux récepteurs
a2,3. Cela est cohérent avec le fait qu’on retrouve une prédominance des récepteurs
02,3 dans le tractus digestif du canard dans notre étude. La premiére étude sur la
répartition des acides sialiques dans les tissus des canards a ét¢ menée par Ito et al
(1998), et a montré que I’intestin du canard exprimaient principalement les 02,3, c’est
ce qu’a également suggéré 1’étude de Gambaryan et al (2002), nous avons un résultat
similaire. Néanmoins, contrairement a Costa et al (2012) qui n’en ont pas décelé, nous
avons détecté la présence de quelques récepteurs 02,6 dans le digestif car la moyenne

n’est pas a 100%.

Dans la trachée (correspondant a 1’appareil respiratoire moyen pour nous), Kuchipudi et al
(2009) ont montré que les 02,3 sont eux aussi dominants (dans 1’épithélium trachéal
notamment), et que le ratio des 02,6 sur 02,3 était de 1 sur 20. C’est également le résultat
trouvé par I’équipe de Gambaryan et al en 2002. Dans notre étude cependant, on voit plutot
une expression équilibrée des deux types de récepteurs. Pillai, Yu et al, se rapprochent de
notre avis car ils avaient eux aussi mis en évidence certes une majorité de 2,3 mais aussi un
peu de a2,6. Yu et al mentionnent le fait que les résultats différents peuvent venir des
différents types de lectines de Maakia amurensis, pas toujours mentionnées dans les matériels
et méthodes, et se liant plus aux récepteurs 02,3 possédant une liaison 1,4 au galactose pour

les Maakia amurensis I ou aux 02,3 B1,3 pour Maakia amurensis 11.
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Dans le reste de 1’appareil respiratoire du canard, les deux types de récepteurs sont présents,
d’aprés Kimble et al (2010), Kuchipudi et al (2009), ainsi que Costa et al (2012), c’est
également ce que nous observons, avec une prédominance des a2,3. La majorité des valeurs
pour les oiseaux aquatiques, marins et autres oiseaux terrestres viennent de I’article de Franca
et al 2013. Il est donc difficile de comparer avec d’autres études. On observe la méme
tendance que chez le canard (sauf pour les autres oiseaux terrestres), avec toutefois des

valeurs plus dispersées.

» Le poulet est une espece clée dans 1’épidémiologie des virus influenza, en effet cette
espéce est tres commune dans les €élevages et peut étre infectée par un large panel de
virus influenza A. Gambaryan et al 2002 et 2003 ont mis en évidence que les appareils
respiratoires et digestifs du poulet contenaient les deux types de récepteurs. Kim et al
(2005) a remarqué que dans le poumons se trouvaient des récepteurs a2,3 en quantité
plus importante que celle des 02,6, ce qui est en accord avec notre résultat. Nous ne
sommes pas tout a fait en accord avec Wan et Perez (2006) et Pillai et al (2010), qui
ont vu comme récepteurs prédominants les a2,3 dans la trachée. Kuchipudi et al
(2009) ainsi que Yu et al (2011) ont mis en évidence le contraire avec des 02,6 en

quantité plus importante dans la trachée.

Finalement, dans notre ¢tude, nous avons pu voir que I’appareil respiratoire haut (cavités
nasales, pharynx) exprime des 02,3 préférentiellement, mais que les deux types de récepteurs
¢taient détectés dans les appareils respiratoires moyens (trachée, bronches) (en quantité

quasiment équivalente dans ce dernier) ; et bas (parenchyme pulmonaires, bronchioles).

Kim et al (2005) a également remarqué que dans le digestif (et plus précisément le colon) les
récepteurs prédominants étaient les 02,6, (en accord avec 1’étude Wan and Perez (2006)), ce
qui est n’est pas visible dans notre tableau. L’équipe de Costa et al a remarqué 1’expression
des deux types de récepteurs chez le poulet dans le digestif. Les avis différent en fait selon les
portions de I’appareil digestif étudié. Pour des raisons de simplification, nous n’avons pas
distingué¢ les différents étages de 1’appareil digestif mais nous aurions pu distinguer 1’intestin

gréle et le colon par exemple mais le nombre de données aurait été trop faible.

Selon les articles analysés, on voit que selon si on observe I’intestin gréle ou le gros intestin
chez le poulet on trouve différentes sortes de récepteurs. Chez Costa et al donc les 02,6 ont

été observe en faible quantité dans le jéjunum-iléon et caecum, alors que I’équipe de Liu et al
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(2009) n’ont pas détecté¢ d’a2,6 dans I’intestin, et Kuchipudi seulement dans le gros intestin.
Selon les études les résultats peuvent €tre totalement différents ! Cela est peut-étre di a des
méthodes d’analyses différentes, une méthodologie d’amplification différente ou 1’origine des
lectines ou leur concentration, la préparation des tissus ou encore de la variabilité inter-
individuelle chez les hotes. L’étude de Gambaryan et al (2002) a montré néanmoins que des
virus HIN1 pouvaient se lier au colon du poulet, ce qui nous fait penser qu’il y a bien au

moins quelques récepteurs 02,6 présent dans cet organe.

En compilant toutes les études, on constate que ce sont finalement les 02,3 qui prédominent,
avec tout de méme la présence de récepteurs a2,6. Le poulet, exprimant les deux types de
récepteurs, est un candidat sérieux pour servir d’espece intermédiaire au méme titre que le
porc, chez laquelle des réassortiments génétiques pourraient se produire, et permettre aux
virus influenza de s’adapter a I’homme, en particulier de changer la préférence des virus des

récepteurs 02,3 vers les a2,6.

» L’homme est atteint principalement au niveau de 1’arbre respiratoire par les virus
influenza A. Les articles étudiant la répartition des récepteurs dans cet organe
distinguent la plupart du temps les différents types de cellules : cellules épithéliales
ciliées ou non ciliées, ce qui n’est pas le cas dans notre étude (nous nous sommes
restreints a la localisation globale dans les organes). L’équipe de Shinya et al a
démontré la forte expression des récepteurs 02,6 dans I’appareil respiratoire haut et
moyen chez I’homme (muqueuse nasale, sinus paranasaux, pharynx, trachée et
bronches) alors que 1’appareil respiratoire bas (alvéoles) exprimait en majorité des
a2,3. Un résultat partagé par Baum et Paulson (1990) mais aussi plus récemment par
Matrosovich et al (2004) ou encore Nicholls et al (2007). Nous retrouvons dans notre
¢tude ce gradient, avec I’expression de plus en plus importante des 02,3 en descendant
le long de I’appareil respiratoire, jusqu’a pouvoir observer une quantité quasiment
identique des deux récepteurs dans 1’appareil respiratoire bas! Cela rejoint donc 1’avis
de Nicholls et al qui avait eux aussi vu que les 02,3 étaient plus présents dans
I’appareil respiratoire de ’homme que ce qui avait déja été¢ dit auparavant. En
combinant les résultats de toutes les études, on trouve finalement que les 02,3 sont
autant présents que les 02,6 dans les poumons. Enfin, Nicholls et al ont en plus
remarqué que les enfants et les nouveaux-nés possédaient plus de récepteurs a2,3 que

les adultes, ce qui les rend plus sensibles aux virus.
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Concernant 1’appareil digestif de I’homme, les études sont plutdt récentes et peu nombreuses
(Gagneux 2003 et Shu 2010), et montrent 1’expression préférentielles des 02,3 ce qui est
plutot surprenant. Nous avons pu constater avec notre analyse que les deux récepteurs étaient
présents, faisant de I’appareil digestif humain une cible potentielle et une source d’excrétion
de virus a partir des individus infectés, il convient donc de surveiller cette source de

contamination attentivement. (Shu et al 2010).

> La caille est une espece trés intéressante car comme le poulet, elle posseéde les deux
types de récepteurs dans sa trachée et ses instestins, méme si les liaisons 02,6
semblent prédominer 1égérement. Une ¢tude plus récente menée par Costa en 2012 a
également montré une répartition dans ce sens. Kimble et al en 2010 n’ont cependant
pas détecté de récepteurs 02,6 dans le tractus digestif. Chez la caille on retrouve les
deux types de récepteurs mais a différents étages de 1’appareil respiratoire : d’abord
02,6 dans le RU et RM, puis les 02,3 dans le RL et le digestif. Alors que chez les
poulets, dans RM, RL et digestif les deux récepteurs sont en quantité plus équilibrée.
La caille est ¢galement une des espéces qui pourrait étre hote intermédiaire chez qui
les virus pourraient s’adapter aux récepteurs humains et permettre ensuite la
transmission d’homme a homme. C’est ce qu’ont montré Yamada et son équipe en
2011, avec des virus de canard H3N2. Aprés quelques passages dans la caille, leur
capacité a se répliquer chez la caille était augmentée, en particulier dans 1’appareil
respiratoire, ils ont aussi montré leur capacité a se répliquer plus efficacement dans les
cellules épithéliales des bronches de I’homme (qui contiennent des 02,6
essentiellement), et les virus présentaient 8 substitutions dans la chaine d’acides
aminés de I’hémagglutinine. Ces substitutions contribuent a 1’adaptation des virus aux
récepteurs de type humains, renforcant 1’hypothése de la caille comme hote

intermédiaire entre les virus des oiseaux aquatiques et I’homme.

» La dinde est une volaille dont on connait encore assez peu de choses, et qui pourrait
étre comme la caille une potentielle espece intermédiaire. La plupart des volailles
d’¢levage ont encore €té peu étudiées et sont pourtant en contact direct avec I’homme.
De plus, I’émergence des virus hautement pathogenes rend encore plus important le
besoin caractériser les dangers potentiels que peuvent représenter les volailles. Kimble
et son équipe s’est penché sur le cas de la dinde en 2010, et a observé I’expression des

deux récepteurs dans le poumon, ce que nous n’avons pas pu montrer. IIs n’ont pas
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observé d’a2,6 dans le tractus digestif, notamment le gros intestin, ce qui conforte
notre résultat. Comme Pillai, ils ont remarqué un effet de 1’age chez la dinde. Costa et
al en 2012 ont montré I’expression des deux récepteurs dans au moins une portion de
I’appareil digestif et dans tout le tractus respiratoire de la dinde. En combinant les
¢tudes, on voit que les deux types de récepteurs sont présents seulement dans
I’appareil respiratoire moyen et seulement les 02,3 ont été observé dans le digestif.
Dans tous les cas, avec la présence des deux types de récepteurs dans au moins une
portion de son appareil respiratoire, la dinde peut avoir le méme statut que le porc, le

poulet ou la caille d’hote intermédiaire et d’espece a surveiller.

» 1l est difficile de comparer les résultats obtenus pour les oiseaux terrestres car nos
résultats proviennent tous du méme article (Franca et al, (2013)). Néanmoins, il
convient de mener d’autres études plus approfondies sur ce type d’especes (buses,
faucons, colombes...etc) qui ont €té ici toutes regroupées ; car une seule étude ne
suffit pas a tirer des conclusions certaines, et on a pu voir que ces oiseaux possédent
les deux types de récepteurs, ce qui pourrait également leur donner le statut d’hote
intermédiaire chez qui des réassortiments et des adaptations des virus aux récepteurs
de type humain pourraient se faire. Il faudrait je pense, cibler les especes qui
pourraient étre en contact important avec I’homme : les faucons, pigeons, tourterelles
par exemple, qui sont fréquemment recueillis par des particuliers et conduits en centre

de soin « faune sauvage », quand ils sont blessés.

» Le porc a été beaucoup étudié car des cas de transmission de virus humains ou aviaires
au porc et du porc a ’homme ont ét¢ démontrés. Il a de plus été I’hdte intermédiaire le
plus probable chez qui les réassortiments entre des virus aviaires et humains ont pu se
produire, le mettant au cceur des grandes pandémies humaines (dont celle de 2009
avec le HIN1 par exemple). Le porc présente d’apres Ito et al 1998 les deux types de
récepteurs dans son appareil respiratoire, et les études plus récentes de Nelli et

Kuchipudi ont montré la présence des deux récepteurs dans tous les organes.
Néanmoins, ils ont détectés une majorité de récepteurs 02,6 dans les voies respiratoires

hautes, avec une proportion de 02,3 qui augmente en descendant dans 1’arbre respiratoire, ce

qui n’est pas notre cas. Notre étude montre que la principale différence entre I’homme et le
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porc en termes de distribution de récepteurs concerne 1’appareil respiratoire profond, ou le
porc exprime une majorit¢ de a2,6 alors que I’homme exprime les deux types de récepteurs.
De ce point de vue, rien n’indique qu’un virus aviaire exprimant une forte préférence pour les
récepteurs 02,3 ait moins de difficultés a s’adapter au porc qu’a s’adapter a ’homme. En
revanche, d’autres facteurs pourraient permettre 1’adaptation de virus aviaires au porc, ou le
virus se trouverait en présence majoritaire de récepteurs 2,6, et modifierait donc

progressivement sa préférence. Ceci faciliterait ensuite son passage a I’homme.

Suzuki et al ont étudié la répartition des récepteurs chez le cheval et ont observé la
prédominance des 02,3 dans la trachée de ce dernier. En combinant les études, la
prédominance des 02,3 n’a pas été confirmée par notre analyse, nous avons vu que les deux
¢taient présents, dans la trachée et I’appareil respiratoire haut. Peu de choses sont dites dans la
littérature sur des possibles passages de virus entre le cheval et I’homme, mais a la vue de

notre analyse, cela ne semble pas impossible !

Ces dernicres années, le chien a été 1’objet d’infection par différents virus influenza A,
notamment par le sous-type H5N1 hautement pathogéne mais pas seulement. Les sous-types
aviaires H3N2 (Song et al 2008), et ¢équins H3N8 (Payungporn et al 2008). Ainsi, le chien
retient 1’attention des vétérinaires praticiens et des spécialistes en virologie et épidémiologie.
Certains virus ont méme provoqué des infections respiratoires aigiies chez des chiens en
Corée du Sud, ou circulent actuellement les sous-types H3N2, HSN1, H6N1 et HON2 (Choi et
al 2005). Les risques de transmission a I’homme sont réels car le chien est a la fois un animal
de laboratoire et un animal de compagnie trés commun. Connaitre la distribution des
récepteurs pourrait contribuer a la compréhension de la pathogenese et la pathogénicité et
ainsi estimer des risques de transmission. D’aprés certaines études menées précédemment,
toutes les sections de tissus respiratoire de chien ont montré qu’elles contenaient en majorité
des 02,3 (Daly et al 2008) . Ce qui pouvait expliquer la transmission des virus des oiseaux
vers le chien facilement par contact direct, nous avons un résultat similaire pour 1’appareil
respiratoire haut. Cependant, notre étude montre que des récepteurs 02,6 ont été observé dans
I’appareil respiratoire bas et digestif. Le chien pourrait comme 1’homme présenter des
troubles intestinaux avec le virus HSN1 par exemple. On peut donc comprendre pourquoi le
chien est sensible aux virus d’origine aviaire, mais de plus le chien pourrait également étre
une espece intermédiaire chez laquelle des virus aviaires pourraient se répliquer, s’adapter aux

mammifeéres et ensuite franchir la barriecre de 1’espéce pour atteindre 1’homme. La
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transmission serait cependant difficile étant donné la dominance des récepteurs 2,3 dans
I’appareil respiratoire haut. Il serait intéressant d’avoir davantage de données sur les
préférences des virus issus de chien pour voir dans quelle mesure ceux-ci sont compatibles

avec les récepteurs des portes d’entrée humaines.

Comme dit précédemment pour le chien, I’émergence de nouvelles souches de virus influenza
constitue toujours une menace pour la santé publique, surtout quand il s’agit d’infection
survenant chez des mammiféres qui n’étaient pas touchés auparavant. C’est ainsi que le
phoque est devenu une espéce a risque, lorsque le sous-type H3NS8 a causé des pneumonies
chez des phoques en Nouvelle Angleterre (Anthony et al 2012). Lors de cette épidémie, le
virus s’est adapté trés facilement adapté aux mammiféres et cela a permis au virus
d’augmenter la transmissibilité et la virulence chez cette espéce. Dans notre étude cependant
il n’a pas été possible de mettre en évidence une éventuelle répartition préférentielle, d’autres

études sont a mettre en ceuvre pour clarifier la situation du phoque.

Le faisan est suspecté¢ d’étre un hote intermédiaire au méme titre que la caille car il
exprimerait les deux types de récepteurs selon Yu et al 2011. Notre étude montre également
que les faisans expriment en priorité les 02,3 dans le haut de I’appareil respiratoire et un peu
d’a2,6. L’expression des deux récepteurs plus visible dans le reste de 1’appareil respiratoire et
le digestif. Cela peut expliquer pourquoi les faisan pourraient étre infectés par des virus HON2
d’origine aviaire possédant une forte affinit¢ pour 02,6 (Costa et al. 2012). Des virus H4N5
avaires ont aussi déja été trouvés chez des faisans.A ce titre, le faisan est une espece a

surveiller car elle pourrait étre espeéce intermédiaire.

Les chimpanzés et orang-outangs ont montré les deux types de récepteurs dans le digestif
comme [’homme. L’orang-outang exprime seulement les a2,6 dans son appareil respiratoire
bas, contrairement a 1’homme qui possede les deux. On suppose que des virus aviaires
pourraient ainsi provoquer des signes digestifs chez les primates. Le furet pourrait jouer le

role d’intermédiaire avec les deux types de récepteurs dans sa trachée.
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4.3 Mise en relation entre la répartition des récepteurs et la préférence des virus

Le réservoir naturel des virus influenza a ¢été¢ bien identifié¢ : il s’agit des Ansériformes
principalement (canards colverts notamment, cygnes, oies) mais aussi des Charadriiformes
(mouettes, oiseaux cotiers). Chez ces animaux, les seize sous-types sont présents, et deux
d’entre eux notamment HS5 et H7, peuvent passer d’une virulence basse a haute lors de la
transmission aux volailles d’¢levage. Tous les sous-types sauf H9 ont montré une préférence
claire pour les récepteurs 02,3, et la présence de ce type de récepteur dans 1’appareil digestif
est cohérente avec une réplication principalement dans les intestins, et une transmission
fécale-orale. Au niveau de la trachée cependant, la présence des deux récepteurs peut
permettre la circulation des sous-types H9. Ce sous-type est particulierement intéressant car
avec les sous-types H5 et H7, il pourrait étre a 1’origine de la prochaine pandémie. La seule
barriere a franchir par ces sous-types pour provoquer une pandémie est une bonne

transmission entre les €tres humains.

Les transmissions inter-especes les plus fréquentes arrivent entre les oiseaux aquatiques et les
oiseaux terrestres domestiques dans les fermes ou cohabitent différentes especes, ou dans les
marchés de volailles vivantes (en Asie principalement). C’est également dans ces marchés que
des transferts entre volailles et mammiferes, principalement ’homme, peuvent se produire.
C’est ainsi que le virus H7N9 a été transféré chez ’homme en 2013 (Webster et al) de

manicre ponctuelle.

Chez I’homme notre étude confirme 1’adaptation des sous-types H1, H2 et H3, avec une
préférence pour les 02,6, alors que les sous-types isolés chez I’homme HS5 et H7 n’ont pas
encore basculé leur préférence vers a2,6. En mettant les deux tableaux des résultats, on peut
dire que I’homme pourrait étre infecté par les virus H1 et H3 a partir du porc, par les H9 a
partir du canard et des oiseaux aquatiques, du poulet et de la caille, ainsi que des oiseaux

terrestres. Le virus H1 pourrait aussi etre transmis depuis la dinde.

Du c6té des sous-types, le H9 est pour moi celui a surveiller. D’une part parce que ce sous-
type a montré qu’il se liait aux deux types de récepteurs chez les oiseaux aquatiques, les
cailles, et préféraient les 02,6 chez le poulet et les oiseaux terrestres. Ce virus s’est peut-&tre
d’ailleurs adapté aux récepteurs de ce type apres son passage chez la caille, le poulet ou
d’autres especes d’oiseaux terrestres (comme le faisan) car ce sont des especes qui possedent

les deux types de récepteurs.
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Du coté des especes sensibles, on retrouve en priorité le porc, la caille, le poulet, la dinde, les
oiseaux terrestres, le faisan, le cheval ainsi que le chien et le furet, peuvent étre considérées
comme des especes a surveiller, car pouvant potentiellement étre infectées par tous les sous-
types issus des oiseaux aquatiques. Elles pourraient étre des hotes intermédiaires car elles
possedent les deux types de récepteurs, voire une majorité de 02,6 dans I’appareil respiratoire
haut pour le furet la dinde et la caille, chez qui les virus d’origine aviaires pourraient s’adapter
aux 02,6. Les especes d’¢levage comme les volailles et les porcs sont les plus a risque car
elles sont ¢levées en grande quantité, et les premieres victimes d’une nouvelle pandémie sont
les vétérinaires et les €leveurs. De plus, ce sont des espéces consommeées en grande quantité,
et méme si la transmission a I’homme par voie digestive n’a encore jamais ét¢ montrée, cela
rend encore plus a risque ces espéces. Le role des oiseaux terrestres (y compris le faisan)
comme hotes intermédiaires a peut-Etre été sous-estimé jusqu’a maintenant. La dinde et son
virus HI1 et le porc avec les virus HI et H3 peuvent transmettre ces virus a ’homme. A
I’inverse, des souches de HIN1 ont déja été transmis de I’homme vers la dinde, le porc, le

chat (Thongratsakul et al. 2010).

Les virus H3 du cheval proviennent probablement du canard (Guo et al 95). Quelques
transmissions ont été observées entre le cheval et le chien et entre le cheval et le porc (Daly et

al. 96) (Tu et al. 2009).

Les virus aviaires comme par exemple les virus HSN1 sont difficilement transmis a I’homme
car ce dernier posseéde les 02,3 seulement dans la partie inférieure de son arbre respiratoire et
digestif. Lorsque cette transmission se fait, elle est plus grave car elle se transforme en

pneumonie.

Peu de choses sont dites dans la littérature sur des possibles passages de virus entre le cheval
et ’homme, mais a la vue de notre analyse, cela ne semble pas impossible ! Il faudrait
néanmoins que les virus du cheval s’adaptent chez cet hote aux récepteurs a2,3 car ils sont tré
spécialisés envers les 02,3. On pourrait imaginer que des transmissions entre le cheval et le
porc ou entre le cheval et le chien pourraient permettre aux virus de s’adapter aux récepteurs
types des mammiféres. Le cheval et le chien pourraient méme servir d’intermédiaire entre les
virus H5N1 des oiseaux aux mammiféres si on regarde nos résultats. La transmision a
I’homme serait plus probable depuis le cheval que depuis le chien d’aprés nos résultats (il
manque en effet ’appareil respiratoire haut du chien et I’appareil respiratoire moyen ne

montre pas de récepteurs 02,6, ainsi que la préférence pour les récepteurs des virus issus des
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chiens). Bien que non étudi¢ dans notre €tude, le chat semble suivre le méme chemin d’apres
la littérature : le virus HINI1 aurait infecté¢ des chats en 2009, et plus récemment le virus
humain H3N2 (Mc cullers et al. 2011). Zhang et al en 2013 avait déja suggéré que les chiens
et chats domestiques avaient été infectés par des virus HIN2, endémique chez les volailles en
Eurasie. La voie des transmissions classique (voie orale) n’est peut-étre pas la seule
impliquée. En effet, Daly et al en 2008 rapportent des cas de chiens infectés suite a I’ingestion
de tissus respiratoire de chevaux morts. Peut-étre que I’ingestion de cette viande a permis
d’inhaler une quantité de virus suffisante pour infecter les chiens. Néanmoins, des chats, des
1éopards et des chiens ont été malade suite a 1’ingestion de carcasses d’oiseaux infectées par le
H5NI1 hautement pathogéne (Kuiken et al.2004), et pourraient le transmettre a 1’homme. I1

convient donc de monitorer ces espéces en cas d’épidémie.

Les grands singes partagent les deux récepteurs dans 1’appareil digestif. Leur role comme
intermédiaire par la voie aérosol semble limité, ils pourraient néanmoins comme les chats,

chiens et I’homme étre infectés par la voie digestive.

Les récentes épidémies de grippe aviaires en France avec le virus HSN1 hautement pathogéne
ont posé la question de la consommation des produits issus de la volaille comme les ceufs, le
foie gras, la viande. Les autorités ont affirmé que le virus n’était pas transmissible par la
consommation d’aliments. Néanmoins, méme si le virus HS5N1 est surtout transmis par
aérosol et touche en premier 1’appareil respiratoire, il peut aussi cibler les intestins et

provoquer les troubles dans cet organe. C’est ce qu’ont montré Shu et ses associés en 2010.

Comme eux, nous avons vu que les deux types de récepteurs étaient présents dans les intestins
de ’homme. De plus, ils ont montré la capacité des virus HSN1 a infecter et se répliquer
directement dans les intestins de ’homme ex vivo. Donc, méme si aucune preuve n’a
réellement été apportée, une transmission de virus H5N1 par voie digestive n’est pas exclue !
De plus, les excrétions importantes de virus qui en résulteraient par les hommes infectés
engendreraient des conséquences sur la santé publique. Malgré tout, nous ne disposons que de
peu de données a ce sujet, des études complémentaires sont donc a mener pour éclaircir ce
point crucial ! Il faudrait par exemple voir si les virus survivent au passage de 1’estomac chez
I’homme, avant d’arriver dans les cellules de I’intestin dans lesquelles on sait qu’ils peuvent
se répliquer. Il faudrait mener des études in vivo, ce qui est impossible chez 1’homme et les
especes qui se rapprochent le plus de lui, ¢’est-a-dire les grands singes, sauf en cas d’extréme

nécessité sanitaire (ce qui pourrait arriver un jour cependant).
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il est maintenant possible de retravailler le diagramme de
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V. Franchissement de la barriére des espéces : autres enjeux

Méme s’il est certain que I’expression dans les tissus des récepteurs (les acides sialiques)
aux virus influenza 02,3 ou 02,6 est considéré comme 1’'un des facteurs déterminants de la
gamme d’hoétes et du tropisme des tissus des virus influenza, il n’est trés probablement pas le

seul.

5.1 Mutation des hémagglutinines et switch des récepteurs: un facteur
important pour I’émergence d’une population virale stable chez une autre

espece

Il avait été émis comme hypotheése par certains auteurs (Rogers Da Souza 1989, Ito et al
1998) que le réassortiment de virus aviaires chez le porc ainsi que leur adaptation en venait a
changer la spécificité de récepteurs, facilitant ainsi la transmission des virus vers les humains.
Néanmoins, Mastrosovich et al ont soulignés le fait que certains cas humains ont été rapportés
en 1997, suite a un contact proche avec des virus HSN1 aviaires, ce qui montre bien que le
passage des virus aviaires vers I’homme sans réassortiment préalable et sans hote
intermédiaire préalable est possible. Certaines mutations spécifiques dans la séquence
d’acides aminés, et des glycosylations au niveau du site de fixation des HA pourraient
inverser la préférence de liaison de 02,3 vers 02,6, et vice versa. Par exemple, Ito et al (1998),
ont montré qu’avec une seule mutation de résidus d’acide aminé a la position 145 (de Ser vers
un autre acide aminé) chez un virus H3 porcin était associée a une perte de reconnaissance du
récepteurs 02,3, au profit du seul récepteur 02,6 (alors qu’il reconnaissait les deux
auparavant). Cet acide aminé se trouve sur la boucle de HA prés du site de fixation. Il
semblerait que 1’abondance des 02,6 dans les cellules épithéliales de la trachée des porcs
permette aux virus qui possedent cette reconnaissance spécifique de se répliquer d’avantage

que les autres (Van Poucke et al. 2013).
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Receptor Binding Site

A H1 A/Cal/04/09

/

B

- Amino Acid
) "7 |95 153 183 190 195 225 226 228
Avian H1 Y W H E Y G Q G
AvianH2 |Y W H E Y G Q G
Avian H3 Y W H E Y G Q G
AvianH5 | Y W H E Y G Q G

Cleavage Site HumanH1| Y W H D Y D Q G

HumanH2| Y W H E Y G L S
HumanH3| Y W H E Y G L S

Figure 22: Structure 3D de I'hémagglutinine et mutations des acides aminés du site récepteurs-liaison impliqués dans

la spécificité des récepteurs

Sur la figure ci-dessus, on peut observer la structure de base de I’hémagglutinine, avec
les boucles 130, 200 et I’hélice 190 composant le site récepteur-liaison (Mair et al. 2014).
Sont en vert les acides aminés (image A en haut a droite) impliqués dans la liaison aux acides
sialiques ou connus pour influencer cette liaison. Le tableau montre les acides aminés (en
rouge) qui conférent la spécificité pour les récepteurs humains, comparés a la séquence

d’acides aminés chez des virus aviaires.

* Les sous-types HI, H2 et H3

Comme décrit par Skehel et Wiley en 2000, le site récepteur est composé chez les souches
H1 par une poche peu profonde située au sommet de I’hémagglutinine et délimitée par une

hélice a 190 au sommet, et deux boucles 220 et 130 sur les cotés, comme vu sur la figure ci-
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dessus. Les acides sialiques intéragissent principalement avec quatre acides aminés tres
conservés parmi presque toutes les souches : Y98, W153, H183 et Y195. D’apres Roger et al
1983, le changement de préférence pour I'un ou pour 1’autre des récepteurs chez les sous
types H2 et H3 serait régit par la mutation d’un acide aminé en position 226 et 228. Tandis
que en 226 la leucine confere une spécificité pour 02,6, la glycine confére une spécificité pour
a2,3. Pour I’acide aminé 228, il est possible de retrouver la sérine spécifique pour 02,6 contre
la glycine pour a2,3. Les virus isolés plus récemment en revanche auraient remplacé la
leucine en 226 par I’isoleucine ou la valine, probablement face a la réponse immunitaire des

hoétes, permettant a la souche de continuer a avoir une affinité pour a2,6.

Pour la souche H1, ce sont les acides aminés positionnés en 190 et 225 qui seraient a 1’origine
de la spécificit¢ de récepteurs. L’acide glutamique en 190 et la glycine en 225 sont
spécifiques des récepteurs aviaires tandis que [’acide aspartique en 190 et en 225 sont

spécifiques des récepteurs humains (Mair et al. 2014).

Avec I’analyse précise des structures des hémagglutinines de virus humains et aviaires de
sous-type H2, il a été décrit des changements moléculaires qui ont toutes leur importance : la
leucine en 226 créerait un environnement hydrophobe qui stabiliserait la liaison avec le
récepteur humain, et déstabiliserait la liaison avec le type aviaire. Il serait de méme pour les
sous types H3 (Pappas et al. 2015). Pour les sous types H1 humains, des ponts hydrogenes
entre les deux acides aminés 190 et 225 serait a 1’origine de la préférence pour 02,6. En fin de
compte, les acides aminés impliqués dans la préférence des récepteurs créent des interactions

favorables a la stabilisation du récepteur préférentiel.
* (Cas particulier de la souche HSN1

Le cas de la souche H5N1 est a analyser avec attention, étant donnée son caracteére
hautement pathogene observé dans le cas d’infection chez ’homme, causant 60% de mortalité
parmi les cas confirmés (Gambotto et al 2008). La capacité de cette souche a acquérir une
préférence envers les récepteurs typiques chez I’homme n’a pas encore ét¢ observée dans la
nature, mais un changement de préférence pourrait entrainer un risque pandémique important,
comme cela a été le cas pour la grippe espagnole de 1918. Pour le moment, les cas humains
rapportés avec cette souche d’origine aviaire ont €té infectés aprés un contact étroit avec la
volaille d’¢levage, et la capacité a se transmettre entre hommes n’a pas été¢ observée (d’apres

Wang et al). Cette souche est de retour et de nouveau au cceur de I’actualité notamment en
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France, ou 75 foyers d’influenza aviaire hautement pathogéne pour les volailles ont été
détectés dans 8 départements du Sud-ouest de la France. Les souches identifiées par I’ANSES

sont les souches H5SN1, H5SN2, et HSNO.

D’apres le ministére de ’agriculture, de I’agroalimentaire et de la forét, le s€quencage de la
souche a parmi de confirmer 1’absence des principaux marqueurs de dangerosité pour
I’homme, néanmoins il convient de rester prudent, et une préférence pour les récepteurs
humains de cette souche lui permettrait d’étre transmissible d’un homme a un autre et causer
une nouvelle pandémie. Paulson et al dans Virus Research en 2013 s’est intéress¢ aux
mutations qui permettent a cette souche de se lier aux récepteurs humains et donc d’évaluer le

risque d’une nouvelle pandémie.

Il semblerait que 3 ou 4 mutations simultanées soient nécessaires pour acquérir la préférence
vers le récepteur humain, ce qui expliquerait pourquoi la souche n’a pas encore acquis cette
préférence dans la nature (Paulson et al.2013). Une analyse de la séquence d’acides aminés
chez des H5 isolés au sein d’humains infectés a montré que des mutations proche de la zone
récepteur, notamment N186K, Q196R, Q196H, K193R, S227N combinées ensemble ou avec
d’autres mutations augmentaient 1’affinité des virus pour 02,6 et diminuait celle pour 02,3
(Mair et al 2014). Malgré cela, 1’affinité poura2,3 reste forte. Les plus connues semblent étre

celles arrivant en position 189 et 196, déja identifiées auparavant (Yamada et al. 2006).

Chez H7 des délétions dans la boucle 220 faciliteraient la liaison aux a2,6, chez les H9 la
leucine en 226 (comme H2 et H3) permet une meilleure réplication du virus dans I’appareil

respiratoire de ’homme (Mair et al. 2014).

Le moment d’apparition de ses mutations n’est pas connu, il n’est pas encore possible de
savoir si les mutations apparaissent pendant I’infection et conférent un avantage pour la
réplication chez I’homme, ou si elles apparaissent avant 1’infection, dans le but d’infecter

I’homme. Ces mutations arrivent naturellement et donnent un avantage pour 1’hdte humain.

Shinya et al 2006 ont réussi a montrer que la mutation S227N chez des virus H5N1 de
canards redonne la préférence pour le récepteur aviaire. Cela signifie que les mutations ne
sont pas stables et sont probablement sélectionnées pendant la réplication chez les humains.
Une autre mutation identifiée semble étre Q196H, qui auraient initi¢ ou propagé la réplication

de la souche chez ’homme. Les mutations qui arrivent naturellement chez HSN1 augmente la
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spécificité pour 02,6 et augmente la réplication virale chez 1I’homme. La fréquence

d’apparition de ces mutations arrivant naturellement ou par sélection n’est pas connue.

Comme vu précédemment, les oiseaux terrestres tels que le faisan, le poulet ou la caille
possedent des récepteurs 02,6 identiques a ceux des hommes, et personne ne sait si ces
espéces permettent la sélection des souches virales, mais ils jouent certainement le role d’hote
intermédiaire, permettant la sélection de la préférence pour les récepteurs 02,6, amenant ainsi
un risque pandémique. Des expériences in vitro et in vivo menées par différents groupes de
chercheurs ont permis d’identifier les mutations ou les combinaisons de mutations,
nécessaires non seulement a I’acquisition de I’affinité pour 02,6, mais aussi a la capacité de
transmission des virus entre furets (le modele humain in vitro), et donc par extension la
capacité de transmission entre humains. Des combinaisons de mutations ont pu éEtre
identifiées notamment : E190G et D187G, ou encore la combinaison S227N/D187G et
S227N/Q196R. L’association de Q196R avec Q226L/G228S a montré une quasi suppression
de la liaison a 02,3 en méme temps qu’une augmentation de 1’affinité pour a2,6 (Paulson et
al.2013). Méme si les HSN1 arrivent a acquérir naturellement la spécificité pour 02,6, il n’est
pas certain que cela suffise pour permettre la transmission entre humains. Une combinaison
de quatre mutations permettant la transmission par contact direct et par aérosol a été identifi¢e
par mutagenese : N158D/N224K/Q226L/T3181 (Paulson et al. 2013). Etudier les mutations
contribue a comprendre ce dont les hémagglutinines ont besoin pour se lier aux récepteurs
02,6, et se lier de fagon plus faible aux 12,3, et permettre ainsi de reconnaitre une souche qui

pourrait étre a 1’origine d’une pandémie.

Les mutations dans la séquence d’acides aminés des hémagglutinines jouent un role important
dans le franchissement de la barriére inter-espece. Il est donc important d’analyser celles qui
peuvent permettre de franchir cette barriére notamment chez les souches hautement
pathogenes. De nombreux auteurs se penchent maintenant sur cette question, (comme Xiaoli
Xiong, Yang, ou encore M.Crusat par exemple). Ils travaillent entre autre sur des virus par
mutagenése et analysent les mutations. Il serait intéressant de faire une méta-analyse sur
toutes les recherches menées afin de compiler toutes les mutations observées qui permettent le
changement d’affinité et la transmission, afin de voir quelles sont les plus fréquentes et les
plus efficaces. Xiaoli Xiong s’est d’ailleurs intéressé a ce travail, et devrait publier une méta-
analyse sur les altérations de structure et les mutations des hémagglutinines chez de nombreux

sous-types de virus (comme HINI1, H2N2, H3N2, H5NI1, et H7N9 notamment) et leurs
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implications biologiques (liaisons avec HA, fonction sialidase de la neuraminidase..),

permettant 1’adaptation du virus a I’homme.

Enfin, comme Mastrosovich et al (1999) I’ont remarqué au cours de leur étude, un virus
d’origine aviaire tel que HSN1 (isolé chez I’homme en 97 de souche A/HK/156/97) peut
causer une infection qui peut étre fatale chez ’homme sans changement significatif d’affinité
pour le récepteur 2,6, typique chez I’homme. Alors que les souches H2 et H3 ont, elles,

montré un changement d’affinité clair.

5.2 Mutations des neuraminidases

Mastrosovich et al (1999) ont mis en évidence une délétion de 19 acides aminés,
notamment chez HS5N1 et N2, qui semble avoir une influence sur I’activité des
neuraminidases. Leur activité d’enzyme serait plus lente, le taux d’élution serait plus bas que
sans la délétion. Certaines mutations, peuvent également réduire la sensibilit¢ des
neuraminidases a leurs inhibiteurs (comme par exemple 1’oseltamivir contenu dans le Tamiflu
ou encore le zanamivir contenu dans le relenza, qui sont deux antiviraux utilisés dans la

prévention ou le traitement de la grippe) (Naughtin et al. 2011).

5.3 Conformation différente des récepteurs et accroche des virus

L hypothése actuelle est que les virus des oiseaux sauvages différent de ceux des oiseaux
d’¢levage de par la structure de leur hémagglutinine et neuraminidase. Des liaisons N-
glycosidiques au sommet de 1’hémagglutinine et des délétions dans la structure des
neuraminidases différent pour les H5 et H7 entre oiseaux domestiques et sauvages. C’est ce
qui a ¢été constaté dans des lignées d’oiseaux d’élevage, et qui serait donc le fruit de
I’adaptation des virus depuis les oiseaux aquatiques vers les oiseaux domestiques. D’autres
parameétres entre en jeu aujourd’hui, a ainsi été découverte I’importance de la structure des
sialylglycopolymeres. En effet, les virus se lient a 1’acide sialique, et celui-ci est relié ensuite
a une molécule de galactose selon une liaison 02,3 ou 02,6, mais la suite de la chaine

carbonée peut étre différente :
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Figure 23: Différentes structures possibles de sialylglycopolyméres

Source : Image modifiée d’aprés Hiono et al 2014

Comme montré sur la figure 22, le galactose peut étre lié a une molécule de N-
acétylglucosamine a I’aide d’une liaison B1,4 ou B1,3 (voir molécule 1 et 2). Le N-
acétylglucosamine est un ose qui a la méme structure que celle du glucose mais dont le
carbone numéro 2 possede un groupement N-acétyl (constitué d’une fonction amide et du
squelette de D’acide acétique) au lieu de la fonction alcool. La molécule de N-
acétylglucosamine peut étre fucosylée, c’est-a-dire qu'un ose, le fucose, est rajouté, a 1’aide
d’une liaison al,3 ou al,4 (voir molécule 3 et 4). Le fucose est un aldohexose, donc un ose
qui comprend six atomes de carbone, et dont le premier atome de carbone comprend une

fonction aldéhyde.
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Figure 24: Représentation de Cram du fucose (a gauche) et représentation de Haworth du N-acétylglucosamine

La fucosylation ou le caractere sulfaté¢ de la chaine carbonée des récepteurs suggere que les

acides sialiques ne sont pas tous identiques, et certains virus seraient plus réceptifs que

d’autres a ces récepteurs. Dans ’étude de Hiono en 2014, il a été montré 1I’importance de la

fucosylation et de la sulfation d’un récepteur a2,3, pour la fixation de virus chez les oiseaux

terrestres, dont le poulet. Dans cette étude, il a ét¢é montré que le virus spécifique du poulet

H5N2 se fixait six fois plus au récepteur 02,3 fucosylé qu’au récepteur a2,3 linéaire.

Absorbance (450-630 nm)

0 150 200
o Récepteur Reécepteur alpha2 3 o Récepteur alpha2 6
alpha2 3 linéaire linéaire

Figure 25: Fixation préférentielle du virus HSN1 du poulet sur le récepteurs 2,3 fucosylé

Source : Image modifiée d’aprés Hiono et al 2014
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De plus, ce type de récepteur a été largement détecté dans la trachée et le larynx du poulet au
niveau des cellules épithéliales, contrairement au récepteur linéaire, non détecté ! Un virus
H5N2 originaire du canard a montré qu’il se liait aussi a ce récepteur fucosylé, mais ce
récepteur n’est pas présent dans le colon du canard. Il semble donc que la structure de la
chaine carbonée soit un parametre important pour la reconnaissance des récepteurs par les
virus. Gambaryan et al 2005 ont démontré que quelques virus aviaires et humains possédaient
une forte affinité pour les récepteurs 02,3 fucosylés ou sulfatés en position 6, notamment pour
I’oligosaccharide: Neu5SAca2,3Galf1,4(Fucal,3)(6-O-Su)GlcNacp (voir la figure ci-dessous).
La présence du sulfate a cette position n’affecterait non seulement pas la liaison des virus
chez les mouettes et les canards, mais augmenterait de fagon significative I’affinité de la
liaison dans le cas du poulet, du porc, du cheval et du phoque. En particulier dans le cas de
virus H5 et H7 du poulet et H3 du cheval, et H7 du phoque, et globalement chez tous les sous-

types de virus du porc.

6-0-Su-SiaLe*

Figure 26: Structure 3D du NeuSAca2,3Galp1,4(Fucal,3)(6-O-Su)GlcNacp

Source : Modifiée d’aprés Gambaryan et al.2005
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Un autre paramétre a prendre en compte au niveau des liaisons virus/récepteurs serait
la conformation de la liaison O-glycosidique. En effet, les acides sialiques possédent les deux
types de liaisons qui les relient aux autres glycanes, se trouvant plus prés de la membrane
plasmique, les liaisons N et O-glycosidiques. Si le réle de la liaison N-glycosidique a déja
montré son importance, celle de la liaison O-glycosidique n’est pas bien connue. Pourtant, ce
type de liaison est parfois treés présent dans certains types de cellule, notamment les cellules
caliciformes, et dans la mucine qu’elles sécretent (grande protéine glycosylée entrant dans la

composition du mucus, cette protéine étant reliée a la membrane plasmique).

Jayaraman et al (2012) se sont d’ailleurs intéressés a la distribution des récepteurs possédant
une liaison O-glycosidique dans 1’appareil respiratoire du furet, et ont trouvé que ces liaisons
se trouvaient principalement dans les cellules sécrétant la mucine dans 1’appareil respiratoire
bas, au niveau du hile du poumon. L’universit¢ de Hong-kong a déja remarqué que lorsque
les récepteurs avec la liaison N étaient bloqués, ceux possédant une liaison O prenaient le
relais. Si ces derniers étaient également bloqués, 1’infection s’en trouvait significativement

réduite, ce qui démontre bien leur importance dans la liaison des virus aux cellules.

a2-6

2-6 { >—.—.—
2 N-linked ocalyx
| O-m-C }Glyc ly:

2-3 N-linked
._o_{ }Glycocalyx & few goblet cells
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Figure 27: Récepteurs possédant des liaisons N ou O-glycosidiques

Source : Image modifiée d’apres Jayaraman et al. 2012
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5.4 Autre enjeux : la présence de récepteurs ne suffit pas a expliquer la

liaison des virus aux tissus.

La présence de récepteurs dans les tissus semble a priori étre I’endroit préférentiel de
liaison des virus dans ces mémes tissus. Or, la distribution des récepteurs ne « colle » pas
toujours avec 1’accroche des virus aux tissus. C’est ce qu’ont montré Costa et al, dans
Veterinary Research en 2012, et qui montre donc que les récepteurs seuls ne déterminent pas

I’infection virale.

Species Tissues, types of receptor/virus bindingd
Small Intestine Large Intestine
2,3 H4AN5 o-26 HIN1 o-23 H4AN5 o-26 HIN1

Chicken +++ + + + . - -
Quail ++ + + + + - . -
Partridge + + + + + + . -
Turkey - - - » » - + +
Pheasant ++ + + + ++ o+ +
Ostrich ++ + - t + + - -
Mallard ++ + = t + + - -

Figure 28: Incohérence entre la présence des récepteurs et la fixation des virus

Source : Image modifiée d’apreés Costa et al 2012

L’¢étude décrite ici utilisait deux virus, un d’origine humaine HIN1, 1’autre d’origine
aviaire H4NS5. Il a pu étre démontré que malgré la présence de récepteurs, les virus ne se
fixaient pas toujours, ou se fixaient en quantité plus importante que la quantité de récepteurs
observée ; et que parfois méme en 1’absence de récepteurs, il était possible d’observer tout de
méme une fixation des virus. C’est le cas par exemple pour I’intestin gréle et le gros intestin
de la dinde (voir rectangle rose) : malgré les récepteurs 02,3, aucun virus H4NS5 (qui ont pour
récepteur préférentiel ces derniers) ne se fixe. C’est également le cas dans le gros intestin de
la perdrix (voir le rectangle bleu) avec les récepteurs 02,6 et les virus HIN1 (qui ont pour

récepteurs préférentiel a2,6).
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A T’inverse, malgré 1’absence de récepteurs 02,6, des virus HIN1 se sont attachés (de
manicre faible) dans les intestins gréles de la dinde, de I’autruche et du canard colvert (voir
les rectangles roses et verts sur la figure 26). Ces inconstances entre répartition des récepteurs
dans les tissus et fixation des virus ont également ét¢ montrées dans le tractus respiratoire de
ces mémes especes d’oiseaux. Ces observations montrent que d’autres facteurs que la
distribution des récepteurs dans les tissus, et I’affinité des virus pour ces derniers, déterminent
le résultat d’une exposition a certains virus influenza A ; et la restriction des transmissions
inter-especes. D’autres facteurs comme les glycoprotéines virales ou encore la réponse
immunitaire de 1’hdte, interviendraient dans le processus de réplication et d’adaptation des

virus chez une nouvelle espece.

Kimble et al dans Virology Journal, 2010, se sont intéressés au méme probléme. Toujours
chez des espéces d’oiseaux domestiques, ils ont test¢ I’accroche des virus en comparaison
avec 1’¢tude de la répartition des récepteurs dans les tissus. Comme pour Costa et al, quelques

non-superpositions ont ét¢ démontrées entre la présence ou non et la fixation ou non des virus.

Par exemple, malgré la large expression de récepteurs a2,3 dans la trachée de 1’oie, le virus
H3N2 d’origine aviaire utilisé ici et ayant une préférence pour les 02,3 ne s’est pas fixé. De
méme pour les intestins, ou sont principalement présents des récepteurs 02,3 chez tous les
oiseaux, seuls les canards et oies ont pu fixer le virus H3N2 aviaire. Nicholls et al ont
démontré avec une étude ex vivo que des tissus de nasopharynx humains ont pu €tre infectés
malgré I’absence de récepteurs a2,3. Kumari et al (2007) ont observé que 1’absence d’acides
sialiques 02,6 ne protégeaient pas non plus les cellules de I’infection, et vice versa, la

présence de nombreux 02,6 ne garantirait pas non plus I’infection.

De nombreuses autres recherches ont montré des résultats allant dans ce sens, menées par
Stray et al (2000) ou encore Thompson et al (2006). Zhang Hong, dans Science in China Press
évoque méme que des ¢tudes menées sur la liaison des virus aux acides sialiques auraient
montré que des virus réassortis se seraient liés a des acides sialiques possédant une liaison
a2,8. Huang et al 1996 ont montré qu’une protéine de 33 kDa, I’annexine, se trouvant dans la
membrane plasmique, pouvait jouer le réle de ‘second’ récepteur, qui permettrait 1’infection

de virus influenza A.

La longueur des glycanes auraient aussi une importance : par résonnance plasmique de

surface, Hidari et al (2008) ont montré que les virus influenza A aviaires préféraient se lier
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aux acides sialiques 02,3 reliés a une chaine carbohydratée courte, comme c¢’était le cas du
résultat de I’étude menée par Stevens et al (2006). D’autre part, les virus influenza A humains
de sous-type H3 et H1 préféreraient se lier aux récepteurs a2,6 dont la chaine carbohydratée
est longue (Stevens et al 2006). Enfin, I’importance de la structure des glycanes a ét¢ montrée
par Chandrasekaran et al (2008): les virus humain se lieraient plus a des chaines

carbohydratées longues et flexibles contre des chaines courtes et étroites.

Tous ces résultats d’études indiquent que les acides sialiques ne sont pas les seuls
déterminants du tropisme d’hotes des virus influenza, cela serait une vision beaucoup trop

simpliste des enjeux.

Il faudra de nombreuses autres études pour mieux comprendre la fonction et la capacité des
récepteurs a lier les virus, et dans quelle mesure les changements minimes dans la liaison aux
récepteurs permettent d’établir une infection productive chez une espece hote. 11 faudra
¢galement s’intéresser a d’autres facteurs tels que la typologie, la longueur et la structure des
glycanes (comme vu précédemment), la densité des récepteurs dans un tissu, la concentration
virale nécessaire a I’infection, des co-récepteurs éventuels des acides sialiques par exemple.
Un des facteurs limitant de nombreuses études est que les lectines utilisées (Maakia
amurensis et Sambucus nigra agglutinin) ne peuvent pas reconnaitre tous les glycanes, de ce

fait la distribution d’autres sialoglycanes dans les organes n’est pas bien connue.

5.5 Passage d’un virus faiblement pathogéne a un virus hautement

pathogene : influence du sialoglycopolymeére terminant le récepteur

Il arrive parfois comme dit précédemment dans cette étude, que des virus faiblement
pathogenes présents chez des oiseaux d’¢levages (de sous type HS ou H7 par exemple)
évoluent en phénotype hautement pathogeéne apres I’acquisition de multiples bases d’acides
aminés au niveau du site de clivage de I’hémagglutinine. Mais ce n’est pas la seule différence

entre les deux souches de virus.

Heider et al (2015) ont montré que les affinités a différents récepteurs varient selon le
caractére hautement ou faiblement pathogeéne de la souche virale. En étudiant toujours le

récepteur de conformation de base NeuS5SAca2,3Gal, il semblerait que les virus hautement
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pathogenes possedent une affinité plus grande pour les galactoses reliés a une molécule N-
acétylglucosamine non fucosylée par une liaison B1-4 ou B1-3 (molécule 1 et 2 de la figure
22) que les virus faiblement pathogenes. Globalement, les virus faiblement pathogenes
montrent une affinité deux fois plus élevée pour les récepteurs dont la N-acétylglucosamine
est fucosylée en B1-3, qui est un récepteur principal dans les volailles d’¢levage. Une forte
corré¢lation a été montrée entre le phénotype pathogénique et I’affinité pour le récepteur non

fucosylé, sans différence entre la liaison 1-3 ou f1-4.

Tout comme pour le passage d’une espece a une autre, la préférence des virus H5 ou H7 pour
le récepteur linéaire 02,3Galf1,4 (récepteur 1 de la figure 22) est également due a des
substitutions d’acides aminés au niveau du site de liaison de 1’hémagglutinine (Heider et al.
2015). Le site de fixation de I’hémagglutinine est compris entre les acides aminés 110 a 240,
les substitutions relevées entre les deux souches virales (virus hautement ou faiblement
pathogenes) sont Glul89Ala et Alal192Glu. Une autre mutation comme celle de Pro221Ser
change la conformation du site récepteur, rendant la chaine plus flexible avec Ser qu’avec Pro
et plus hydrophile, donnant une affinité plus grande aux virus hautement pathogenes pour les
sialosides non fucosylés. Chez d’autres souches de virus, d’autres mutations ont été
responsables du changement de préférence pour les récepteurs (nous ne les décriront pas
toutes ici). Pour les virus H7 méme constat: entre les virus hautement et faiblement
pathogenes, deux substitutions sont a I’origine du changement de préférence, ici Gly136 pour

les virus faiblement pathogeénes contre Asnl36 pour les hautement pathogenes.

Chez un virus H7N7 isolé chez un patient humain décéd¢, la mutation de 1’acide aminé 132
de la thréonine vers 1’asparagine aurait introduit un potentiel site de glycosylation qui aurait
contribué a son caracteére pathogénique, en méme temps qu’elle augmente 1’affinité du virus
pour le récepteur linéaire a2,3Galf1,4. La fucosylation interfére également avec 1’action de la
neuraminidase, qui hydrolyse plus lentement les récepteurs fucosylés que les non-fucosylés.
C’est le cas pour N1, N2, N3, N5, N6, N7, N8, N9. Néanmoins, dans cette étude, deux
souches de virus faiblement pathogénes ont montré une forte affinité pour les récepteurs
privilégiés normalement par les souches hautement pathogeénes. Cela suggere que ces deux
souches de virus faiblement pathogeénes pourraient étre des souches précurseur de futures
souches hautement pathogenes. D’autre part, ce changement de récepteur préférentiel pourrait

expliquer la capacité des virus hautement pathogeénes a se répliquer dans des tissus ou les
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virus faiblement pathogéne ne se répliquent habituellement pas, notamment dans les cellules

endothéliales (Heider et al. 2015).

Un autre caractere de virulence relevé par plusieurs auteurs (notamment par Matrosovich et al
1998) est I’ajout de nombreux acides aminés basiques au niveau du site de clivage entre HIA
et HA2. Chez certains virus de sous-type H5 ou H7, de nombreux acides aminés basiques sont
ajoutés a ce site de clivage suite a des mutations. La coupure entre HA1 et HA2 se fait alors
directement dans la cellule et non aprés la libération des virus. Cela leur permet de se
multiplier dans des tissus normalement peu ou pas infectés, et leur apporte donc un potentiel
de diffusion dans I’organisme infecté important. Ces virus hautement virulents diffusent

rapidement et entrainent une mortalité €¢levée chez les volailles d’¢élevage.
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CONCLUSION

L’influenza est une maladie plus que jamais d’actualité, notamment en France ou
I’épidémie débutée en novembre 2015 n’a pas encore ét€¢ complétement maitrisée. Le
ministére de ’agriculture a annoncé cet ét¢ que deux cas sporadiques de virus influenza
hautement pathogéne avaient été détectés a Ladornac dans le Périgord, et un en Aveyron

(http://agriculture.gouv.fr/). Cela porte donc a 81 le nombre de foyers déclaré sur 10

départements du Sud-Ouest. Ceci montre que la pression d’infection est forte et que des cas
isolés peuvent de nouveau surgir malgré la mise en place d’un plan de surveillance renforcée

de ’ensemble du territoire national.

Notre étude a permis de mettre en avant des especes suspectées de jouer le réle d'hote
intermédiaire, notamment la dinde, la caille, le poulet et le faisan. De plus, elle a souligné le
potentiel que pourraient avoir le furet, les oiseaux terrestres, le chien comme hotes
intermédiaires. Elle nous a permis de voir que les sous-types pouvant engendrer une
prochaine pandémie pourraient étre H1, H5, H7 ou encore H9, qui sont donc des sous-types a

surveiller attentivement.

Enfin, cela nous a permis de reconstruire un diagramme résumant toutes les transmissions

déja connues entre espéces, tout en rajoutant celles qui pourraient potentiellement avoir lieu.

Connaitre les especes et sous-types a surveiller est primordial. En combinant ces données
avec les études qui s’intéressent aux mutations favorisant la transmission des virus aviaires
vers ’homme et entre hommes, il sera possible de rapidement prédire quel virus émergent

pourrait devenir pandémique et ainsi éviter de nombreuses contaminations.

Néanmoins, comme nous avons vu dans la derniére partie, 1’affinité des virus pour leurs
récepteurs et la répartition de ces derniers ne sont pas les seuls critéres permettant ou non

I’infection.

Il serait intéressant de conduire une méta-analyse analogue des données déja connues sur les
mutations du site récepteur de I’hémagglutinine qui permettent un changement d’affinité des
virus pour les récepteurs. Il serait également enrichissant de se pencher de plus prés sur tous

les autres facteurs qui permettent I’infection d'une espéce par une autre. Un échange fréquent
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des informations et des données récemment acquises permettront de mieux combattre

I’influenza, une maladie aussi importante pour la santé¢ de I’homme que pour celle de I'animal.
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ANNEXES

* CD-ROM contenant : - Le tableau des préférences des virus pour les récepteurs

-Le tableau de distribution des récepteurs chez les hotes
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RESUME : L’influenza est une affection contagieuse touchant les oiseaux sauvages et d’¢levage, certains
mammiféres et ’homme, pouvant causer d’importantes pertes économiques et des zoonoses graves. L’infection
commence par 1’attachement du virus aux récepteurs présents a la surface des cellules. Cette étude a pour but de
regrouper un maximum de résultats d’études menées sur 1’affinité des souches virale envers deux grands types
de récepteurs d’une part, et sur la distribution de ces récepteurs chez les organismes hotes d’autre part. L’objectif
était d’obtenir le résultat le plus fiable possible concernant ces deux questions, et d’en voir les implications
possibles concernant les sauts d’espéces. Nous avons conclu que la caille, le poulet, la dinde et les oiseaux
terrestres ainsi que le chien et les mammiféres marins dans une moindre mesure, pouvaient servir d’hotes
intermédiaires au méme titre que le porc, car ils possédent dans leurs tissus les récepteurs de « type » humains.
Chez ces espéeces, les virus aviaires pourraient inverser leur préférence pour finalement s’adapter aux récepteurs
humains. Les sous-types a surveiller dans 1’avenir sont H9, observé chez la caille, le poulet et les oiseaux
terrestres, ainsi que le H7, qui montrent une tendance a inverser leur préférence des récepteurs aviaires vers les
récepteurs humains. Le virus H1 isolé chez la dinde a aussi montré une préférence pour les récepteurs humains.
Chez I’homme nous avons confirmé une graduation des récepteurs en descendant dans 1’arbre respiratoire. Cela
explique la difficulté des virus aviaires a infecter I’homme et a se transmettre entre hommes, ainsi que la gravité
de I’infection lorsque celle-ci se produit. Nous avons pu établir un nouveau diagramme des transmissions inter-
especes. Enfin, présence conséquente des récepteurs aviaires dans I’appareil digestif de I’lhomme doit nous faire
rester attentif quant a une éventuelle contamination par la nourriture.
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the future, the subtypes we should keep a close eye on are H9, seen in the quail, chicken and land-based birds,
along with the H7, both showing a tendency to invert their avian receptor preference towards the human
receptors. The H1 viruses isolated from turkeys also show a preference for the human receptors. Among humans
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