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ActivitActivitéé
neuraminidaseneuraminidase

Cellules MDCK infectCellules MDCK infectéées par du virus Influenza A en es par du virus Influenza A en 
microscopie microscopie éélectronique lectronique ((GubarevaGubareva et al., Lancet 2000)et al., Lancet 2000)

En prEn préésence sence 
dd’’inhibiteurs de la inhibiteurs de la 
neuraminidaseneuraminidase::

Pas de libPas de libéération ration 
des virions des virions 
nouvellement nouvellement 
formformééss

Action antivirale des Inhibiteurs de la Action antivirale des Inhibiteurs de la NeuraminidaseNeuraminidase



ZanamivirZanamivir
((RelenzaRelenza®®))

Inhalation (2 x 5mg) Inhalation (2 x 5mg) 

2x /j pendant 5 j2x /j pendant 5 j

Inhibiteurs de la Inhibiteurs de la NeuraminidaseNeuraminidase ((INAsINAs) ) 

Acide N Acide N acacéétylneuraminiquetylneuraminique
==

Acide SialiqueAcide Sialique

OseltamivirOseltamivir
((TamifluTamiflu®®))

orale (orale (prodrogueprodrogue))

75 mg 2x /j pendant 5 j75 mg 2x /j pendant 5 j

Analogues de lAnalogues de l’’acide sialique:acide sialique: bloquent le site actifbloquent le site actif de la NAde la NA
Conservation de site actif de la NA : actifs sur les virus Conservation de site actif de la NA : actifs sur les virus 
Influenza Influenza A et B A et B 
Actifs seulement si administrActifs seulement si administréés s prpréécoccocéémentment, au plus tard 48 h , au plus tard 48 h 
apraprèès le ds le déébut des signes cliniquesbut des signes cliniques



JusquJusqu’à’à prpréésentsent faiblefaible tauxtaux de rde réésistance aux sistance aux INAsINAs

•• Etudes chez des Etudes chez des patients traitpatients traitééss :: % + % + éélevlevéé de souches rde souches réésistantes sistantes 
(s(séélectionnlectionnéées par le traitement antiviral)es par le traitement antiviral)
–– patients immunocomppatients immunocompéétents tents 

•• AdultesAdultes : : 1 to 2 %1 to 2 % de R de R ((GubarevaGubareva et al., JID 2001)et al., JID 2001)
•• EnfantsEnfants : : 

–– 5 %5 % de R (de R (WhitleyWhitley et al., et al., PediatrPediatr Infect Dis J 2001)Infect Dis J 2001)
–– 16% to 18%16% to 18% de R, technique de clonage de R, technique de clonage ((KisoKiso et al., Lancet 2004; et al., Lancet 2004; 

Ward et al., J Ward et al., J AntimicrobAntimicrob ChemotherChemother 2005)2005)
–– Patients immunodPatients immunodééprimpriméés :s : 3 cas d3 cas d’’apparition de R apparition de R ((IsonIson et al., JID 2006)et al., JID 2006)
–– Infections Infections àà H5N1:H5N1: apparition de mutants rapparition de mutants réésistants sous traitement (2/8) sistants sous traitement (2/8) 

(De Jong NEJM 2005)(De Jong NEJM 2005)

•• RRéésultats de la sultats de la surveillance systsurveillance systéématique :matique :
–– Aucune Aucune souche rsouche réésistante dsistante déétecttectéée avant le avant l’’utilisation des utilisation des INAsINAs (1996(1996--1999) 1999) 

((McKimmMcKimm--BreschkinBreschkin et al., AAC 2003)et al., AAC 2003)

–– 0,35%0,35% de rde réésistance aprsistance aprèès 3 ans ds 3 ans d’’utilisation des utilisation des INAsINAs (1999(1999--2002)   2002)   
((MontoMonto et al., AAC 2006)et al., AAC 2006)



Test Test fluorimfluoriméétriquetrique de lde l’’activitactivitéé neuraminidaseneuraminidase

OseltamivirOseltamivir
ouou
ZanamivirZanamivir
administradministrééss àà
≠≠ concentrations concentrations 
0,001 0,001 àà 10000 10000 ngng/ml/ml

MUNMUN
22’’--(4(4--methylumbelliferyl)methylumbelliferyl)--αα--DD--NN--

acetylneuraminic acid acetylneuraminic acid 

1 H 1 H –– 3737°°CC

Inhibition de Inhibition de ll’’activitactivitéé neuraminidaseneuraminidase

15 min 15 min –– 3737°°CC

44--methylumbelliferonemethylumbelliferone

Ex : 355nm              Ex : 355nm              EmEm : 460 nm: 460 nm

ActivitActivitéé neuraminidaseneuraminidase

1 H 1 H –– 3737°°CC

ICIC5050 obtenue en duplicata obtenue en duplicata 
pour chaque souchepour chaque souche

SensibilitSensibilitéé aux aux INAsINAs : analyse : analyse phphéénotypiquenotypique et et ggéénotypiquenotypique

SSééquenquenççage des gage des gèènes de la nes de la neuraminidaseneuraminidase et de let de l’’hhéémagglutininemagglutinine



Exemples de rExemples de réésultats des tests de sensibilitsultats des tests de sensibilitéé
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Log concentration Log concentration OseltamivirOseltamivir ((nMnM)) Log concentration Log concentration ZanamivirZanamivir ((nMnM))
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1,83 1,83 ±± 0,200,20

0,860,86 ±± 0,140,14

Moyenne Moyenne ±± Ecart typeEcart type

ZanamivirZanamivir

663,85663,85 ±± 4,414,41A/Toulouse/601/08 (H1N1) A/Toulouse/601/08 (H1N1) 274Y274Y

0,820,82 ±± 0,300,30A/Lyon/249/08 (H1N1) A/Lyon/249/08 (H1N1) 274H274H

Moyenne Moyenne ±± Ecart typeEcart typeICIC5050 ((nMnM))

OseltamivirOseltamivir

Les virus Les virus 274Y274Y rréésistants sistants àà ll’’oseltamiviroseltamivir demeurent demeurent sensibles au sensibles au zanamivirzanamivir



Surveillance de la sensibilitSurveillance de la sensibilitéé de la grippe aux de la grippe aux INAsINAs en en 
2008 (Virgil 2008 (Virgil –– EISS)EISS)

5 5 àà 49 souches test49 souches testééeses
> 50 souches test> 50 souches testééeses

0 to 1%              1 to 10%             10 to 20%     0 to 1%              1 to 10%             10 to 20%     
20 to 30%         30 to 40%           40 to 50%     20 to 30%         30 to 40%           40 to 50%     
> 50%> 50%



NbreNbre de patientsde patients 247247 204204
Virus A(H1N1)Virus A(H1N1) sensiblessensibles rréésistantssistants

Age moyenAge moyen 19 ans19 ans 21 ans21 ans
Min / MaxMin / Max 0 0 -- 81 ans81 ans 0 0 -- 70 ans70 ans
SexSex ratio H/Fratio H/F 1,21,2 1,11,1

DDéébut brutalbut brutal 88 %88 % 87 %87 %
FiFièèvrevre 100 %100 % 99,5  %99,5  %
TempTempéérature moyennerature moyenne 39,339,3°°CC 39,339,3°°CC
AsthAsthéénienie 77 %77 % 76 %76 %
MyalgieMyalgie 69 %69 % 71 %71 %
Mal de têteMal de tête 66 %66 % 73 %73 %
FrissonsFrissons 65 %65 % 73 %73 %
TouxToux 87 %87 % 92 %92 %
RhiniteRhinite 81 %81 % 85 %85 %
PharyngitePharyngite 65 %65 % 73 %73 %
Symptômes abdominauxSymptômes abdominaux 24 %24 % 22 %22 %
BronchiteBronchite 8 %8 % 7 %7 %
Otite moyenneOtite moyenne 9 %9 % 8 %8 %

Signes cliniques rapportSignes cliniques rapportéés sur les formulaires remplis par les ms sur les formulaires remplis par les méédecins du GROG  decins du GROG  

Pas de diffPas de difféérence dans lrence dans l’’expression clinique des souches expression clinique des souches 
A(H1N1) sensibles ou rA(H1N1) sensibles ou réésistantes sistantes àà ll’’oseltamiviroseltamivir



Emergence soudaine dEmergence soudaine d’’une proportion importante de souches une proportion importante de souches 
de grippe A(H1N1) rde grippe A(H1N1) réésistantes sistantes àà ll’’oseltamiviroseltamivir, sensibles au , sensibles au 
zanamivirzanamivir, mut, mutéées H274Yes H274Y

• Pour se lier à l’oseltamivir ou au peramivir (gpt hydrophobe en 6’) : 
modification du site actif de N1 par création d’une poche 
hydrophobe en générant un lien interne entre E (Glu) 276 et R (Arg) 
224

remplacement de H (His) par Y (Tyr) plus large en 274

pourrait empêcher la réorientation de Glu en 276, donc 
empêcher la formation de la poche hydrophobe et la 
liaison à l’oseltamivir (Ives et al., Antiviral Res 2002)
n’empêche pas la liaison à l’acide sialique ou au 
zanamivir

MMéécanismes de lcanismes de l’é’émergence de cette rmergence de cette réésistance (1)sistance (1)



•• Pas de pression de sPas de pression de séélection directe due lection directe due àà ll’’usage prusage prééalable dalable d’’antivirauxantiviraux
–– Taux de rTaux de réésistance sistance éélevlevéé en Europe seulement en Europe seulement 
–– Pas ou trPas ou trèès faible rs faible réésistance au Japon (alors que sistance au Japon (alors que INAsINAs plus utilisplus utiliséés s 

au Japon quau Japon qu’’en Europe)en Europe)

•• Apparition des souches rApparition des souches réésistantes sistantes concomitante de celle dconcomitante de celle d’’un nouveau un nouveau 
variant apparentvariant apparentéé àà la souche vaccinale A/la souche vaccinale A/SolomonSolomon IslandsIslands/3/2006 /3/2006 
(H1N1):(H1N1):
–– De 1999 De 1999 àà 2006 : circulation de variants apparent2006 : circulation de variants apparentéés s àà

A/New A/New CaledoniaCaledonia/20/1999 (H1N1) /20/1999 (H1N1) 
•• dont les mutants A(H1N1) 274Y avaient des capacitdont les mutants A(H1N1) 274Y avaient des capacitéés de multiplication s de multiplication 

et de transmissibilitet de transmissibilitéé rrééduites duites in vitroin vitro et et in vivoin vivo
(Ives et al., Antiviral (Ives et al., Antiviral ResRes 2002; 2002; HerlocherHerlocher et al., JID 2004)et al., JID 2004)

–– SSéélection dlection d’’un variant run variant réésistant avec de meilleures capacitsistant avec de meilleures capacitéés de s de 
multiplication ?multiplication ?

–– Mutations compensatoires dans NA et/ou HA ?Mutations compensatoires dans NA et/ou HA ?

MMéécanismes de lcanismes de l’é’émergence de cette rmergence de cette réésistance (2)sistance (2)



ConclusionsConclusions

•• Les Les rrééseauxseaux ont ont ééttéé capables de collecter des donncapables de collecter des donnéées es 
virologiques et cliniques virologiques et cliniques 

•• Augmentation soudaine de moins de 1% Augmentation soudaine de moins de 1% àà plus de 64% de virus plus de 64% de virus 
A(H1N1) rA(H1N1) réésistant sistant àà ll’’oseltamiviroseltamivir : : stabilitstabilitéé de la mutation 274Yde la mutation 274Y

•• Pas de diffPas de difféérence entre les souches 274H et 274Y dansrence entre les souches 274H et 274Y dans

–– la capacitla capacitéé de multiplication in vitro, de multiplication in vitro, 

–– la prla préésentation clinique et la ssentation clinique et la séévvééritritéé, , 

–– la transmissibilitla transmissibilitéé

•• La La surveillancesurveillance de la sensibilitde la sensibilitéé des virus grippaux aux des virus grippaux aux 
antiviraux doit continuerantiviraux doit continuer

•• La recherche de La recherche de nouvelles stratnouvelles stratéégies antiviralesgies antivirales contre la grippe contre la grippe 
est importanteest importante
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InhibiteursInhibiteurs de la neuraminidase (de la neuraminidase (INAsINAs))

Analogues structuraux de lAnalogues structuraux de l’’acide sialique: acide sialique: 
bloquent site actif NAbloquent site actif NA

Acide N Acide N acacéétylneuraminiquetylneuraminique
==

Acide SialiqueAcide Sialique

Peramivir

Actifs sur les virus Influenza Actifs sur les virus Influenza A et B A et B 
Actifs si administrActifs si administréés s prpréécoccocéémentment

ZanamivirZanamivir ((RelenzaRelenza®®))

Inhalation (2 x 5mg) Inhalation (2 x 5mg) 

2x /j pendant 5 j2x /j pendant 5 j

OseltamivirOseltamivir ((TamifluTamiflu®®))

orale (orale (prodrogueprodrogue))

75 mg 2x /j pendant 5 j75 mg 2x /j pendant 5 j



Mutations Mutations associassociééeses àà la rla réésistance aux sistance aux INAsINAs

B

H3N2

B

H5N1

H1N1

H3N2

virus

RRRZanamivirR152K

ndnd/RROseltamivirR292KCatalytique

SSROseltamivirD198N

RSROseltamivir

RSROseltamivirH274Y

SSROseltamivirN119VStructural

peramivirzanamiviroseltamivirtraitementpositionfonction

Données in vitro LV Gubavera, Virus Research 2004



Site actif de la Site actif de la NeuraminidaseNeuraminidase (N2)(N2)

Acides aminés du site catalytique de la 
Neuraminidase N2 et leurs relations 
avec le substrat, l’acide sialique

Yen et al., J Virol 2006

acides aminacides aminééss catalytiquescatalytiques

- interaction directe avec le 
substrat (l’acide sialique)

R118, D151, R118, D151, R152R152, R224, E227, E276, , R224, E227, E276, 
R292R292, R371, Y406, R371, Y406

acides aminacides aminééss structurauxstructuraux

- stabilisent le site actif

E119E119, R156, W178, S179, , R156, W178, S179, D/N198D/N198, I222, , I222, 
E227, E227, H274H274, E277, N294, E425, E277, N294, E425



Mutations de la Neuraminidase Mutations de la Neuraminidase associassociééeses àà la rla réésistance sistance 
aux aux INAsINAs

BB (R150K) in vivo(R150K) in vivo
R152K R152K ** aaaa fonctionnelfonctionnel
R R oseltamiviroseltamivir, R , R peramivirperamivir
R R zanamivirzanamivir

* Num* Numéérotation dans N2rotation dans N2

N2N2 in vivo,  in vivo,  N9N9 in vitroin vitro
E119G,A,D,V*E119G,A,D,V* aaaa structuralstructural
R R oseltamiviroseltamivir, , S S peramivirperamivir,, S S zanamivirzanamivir

N2N2 in vivo in vivo 
N2,N9,N2,N9, in vitroin vitro
R292KR292K**
aaaa fonctionnelfonctionnel

R R oseltamiviroseltamivir
R R zanamivirzanamivir

N1N1 (H275Y)            (H275Y)            
in vitro, in vivoin vitro, in vivo
H274Y*H274Y*
aaaa structuralstructural
R R oseltamiviroseltamivir
R R peramivirperamivir
S S zanamivirzanamivir

DiffDifféérentes en fonction de la NA rentes en fonction de la NA 

BB (D197N,E)        (D197N,E)        
in vivoin vivo
D198N *D198N *
aaaa structuralstructural

R R oseltamiviroseltamivir
R/S R/S zanamivirzanamivir



0,89 ± 0,39424,40 ± 157,91881

H1N1 (app New 

Cal) résistante 
à l’oseltamivir

9,02 ± 4,3313,34 ± 3,4335322 (testées)B

1,21 ± 0,700,39 ± 0,143268H3N2

1,37 ± 1,17564,56 ± 359,29142140

H1N1 (app

Solomon Island)

résistantes à
l’oseltamivir

1,54 ± 0,711,36 ± 0,70107232

H1N1 (app

Solomon Island)

sensibles à
l’oseltamivir

IC50 Zanamivir
(Moy ± ET nM)

IC50 Oseltamivir
(Moy ± ET nM)

Activité
NA

Nbre de 
souches

Sous-type

Soit 37,6% de souches rSoit 37,6% de souches réésistantessistantes

RRéésultats des tests sultats des tests fluorimfluoriméétriquestriques France Sud 2008France Sud 2008



Hiver 2007-08 - France Sud - Sensibilité Isolats H1N1
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Distribution des virus A(H1N1) rDistribution des virus A(H1N1) réésistants sistants àà ll’’oseltamiviroseltamivir
en Europe: donnen Europe: donnéées cumules cumuléées (au 7 Mai 2008)es (au 7 Mai 2008)

2800 virus test2800 virus testééss

670 r670 réésistants sistants àà ll’’oseltamiviroseltamivir
(soit environ 24%)(soit environ 24%)



Formulaires : renseignements cliniques, Formulaires : renseignements cliniques, 
ththéérapeutiquesrapeutiques

CoordonnCoordonnéées es 
du prdu prééleveurleveur

Labo
ID

Données 
Cliniques

Virology 1 
souche

Echantillon
ID

Préleveur
ID

Virology 2 
R or S Impactquestions

Impact clinique et Impact clinique et ééconomique (rconomique (rééseau GROG)seau GROG)

Questions sur :Questions sur :
-- la cliniquela clinique
-- la thla théérapeutiquerapeutique



Phylogeny of NA of recent viruses



Evolution of the N1 gene



Phylogeny of Ha

H1 virus Ha clusters in different groups

Multiclonal distribution

No resistant in sub clades A and C



H1 HA sequence



PhylogPhylogéénie de lnie de l’’hhéémagglutininemagglutinine

Les HA des virus H1 se rLes HA des virus H1 se réépartissent partissent 
dans diffdans difféérents groupesrents groupes

distribution distribution multiclonalemulticlonale des mutants 274Ydes mutants 274Y
maismais
pas de rpas de réésistants dans les soussistants dans les sous--clades A et Cclades A et C

SuggSuggèèrerait la prrerait la préésence de mutations sence de mutations 
compensatoires dans HA?compensatoires dans HA?

HypothHypothèèse se àà tester par exemple en tester par exemple en 
ggéénnéétique inversetique inverse



MMéécanismescanismes de rde réésistance des virus Influenza virus aux sistance des virus Influenza virus aux INAsINAs

HA
NA

Récepteur 

++++modérée à
faible

+/-+/-étroite à
modérée

++++++++adaptéeétroite

CapacitCapacitéé de de 
multiplicationmultiplication

LibLibéération ration 
virionsvirions

Fonction Fonction 
NANA

Liaison HA/ Liaison HA/ 
Acide Acide 
SialiqueSialique

SensibilitSensibilitéé aux aux INAsINAs

RRéésistance aux sistance aux INAsINAs

Ex des mutants rEx des mutants réésistants au sistants au zanamivirzanamivir ou virus sans NAou virus sans NA
mutations dans HAmutations dans HA

liaison HA / acide sialique modliaison HA / acide sialique modéérréée e àà faible,faible,
nouveaux rnouveaux réécepteurs pour HA ?cepteurs pour HA ?

la multiplication devient indla multiplication devient indéépendante de la NApendante de la NA


