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Introduction

En mai 2007, 'Assemblée mondiale de la Santé a, dans sa résolution WHAG60.1, prié le
Directeur général de I'Organisation mondiale de la Santé (OMS) d’entreprendre en 2010
un « examen majeur » de l'état de la recherche sur la variole et des recherches
complémentaires connexes nécessaires aux fins de la santé publique. Il s’agissait par la
de faire en sorte que, lors de sa Soixante-Quatrieme session en 2011, I'Assemblée
mondiale de la Santé soit en mesure de parvenir a un consensus mondial concernant la
date de la destruction des stocks existants de virus variolique.

En novembre 2008, le Comité consultatif OMS de la Recherche sur le Virus variolique
(ACVVR) a pris la décision de faire entreprendre une analyse exhaustive de la littérature
et des données inédites relatives au virus variolique vivant par un groupe de scientifiques
agréeés par lui et représentant tous les secteurs de la recherche et du développement dans
le domaine des orthopoxvirus (OPV).

Cette décision a abouti a la rédaction, supervisée par 'ACVVR, d'un document de
synthese intitulé Analyse scientifique de la recherche sur le virus variolique, 1999-2010
(désigné ci-aprés sous le nom d'«analyse scientifique »). Cette analyse scientifique
comporte six chapitres.

Les vaccins antivarioliques

Tests pour le diagnostic de la variole (virus variolique) au laboratoire

Génomique de la variole

La situation des conservatoires de virus variolique et d’ADN viral des deux
centres collaborateurs de 'OMS

Modeles animaux et pathogenése

La mise au point d’antiviraux pour le traitement de la variole — la situation des
agents thérapeutiques constitués de petites molécules.

PR

o g

Un groupe d’experts indépendants dont le champ d’activité se situe en dehors du domaine
de la variole (le Groupe consultatif d’experts indépendants chargé d’examiner le
programme de recherche sur la variole ou AGIES) a depuis lors étudié l'analyse
scientifique. L’AGIES a été constitué par le secrétariat de 'OMS pour la variole. Le présent
document récapitule les observations de 'AGIES et les recommandations qui lui font suite.
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Mandat et composition du Groupe consultatif d’experts indépendants
chargé d’examiner le programme de recherche sur la variole (AGIES)

Mandat

Le Groupe consultatif d’experts indépendants (AGIES) a été constitué pour jouer le role
d’'organe consultatif aupres de 'OMS pour les questions touchant a la stratégie et a
I'évaluation du programme de recherche sur la variole, avec les fonctions suivantes :

1. Prendre connaissance du document intitulé Analyse scientifique de la recherche sur
le virus variolique, 1999-2010, afin :

I. d’examiner les résultats des recherches déja entreprises sur la variole ainsi
gue des plans et des besoins concernant d’autres recherches essentielles aux
fins de la santé publique mondiale ;

II. de déterminer si des recherches supplémentaires portant sur le virus variolique
vivant sont nécessaires du point de vue de la santé publique dans le monde.

2.  Communiquer a I'OMS, lors de la réunion du Comité consultatif OMS de la
Recherche sur le Virus variolique (le 17 novembre 2010), un rapport récapitulant les
résultats obtenus jusqu’ici ainsi que les travaux qui restent encore a effectuer pour
assurer, en matiere de santé publique, un niveau élevé de sdreté dans I'éventualité
d’'une réapparition de la variole.

Composition de I'AGIES

C’est le Directeur général de 'TOMS qui a nomme les membres de I'AGIES ; il les a choisis
pour qu’ils servent a titre personnel, en veillant & ce qu'ils représentent une large gamme
de disciplines utiles a I'examen du programme de recherche sur la variole, mais aussi
dans le souci d’assurer une pondération et une diversification optimales en termes
d’expérience individuelle, de profil professionnel, de sexe et d'origine géographique. On
trouvera dans I'appendice la liste compléete des membres de 'AGIES, accompagnée d’'une
courte biographie.

Déclaration d’intéréts

Conformément a la politique de 'OMS en la matiére, tous les membres de 'AGIES ont
rempli et signé une déclaration d’intéréts. L’'un des experts a déclaré qu’il pouvait y avoir,
dans son cas, un conflit d'intéréts tenant au sujet méme de la réunion. Aucun autre conflit
d’intéréts qu’il y ait lieu de prendre en considération n’a été déclaré par les autres experts.
Le conflit d'intéréts mentionné par Gerd Sutter a été considéré comme minime et I'on a
estimé qu'il avait peu de chances d’infléchir son jugement ou d’'étre raisonnablement
percu comme pouvant l'infléchir. Le Secrétariat a tout de méme décidé de révéler la
teneur de cette déclaration d’intéréts. Le Professeur Gerd Sutter avait déclaré les faits
suivants : l'lnstitut des Maladies infectieuses et des Zoonoses, Ludwig-Maximilians-
Universitat Munchen, ou il travaille, a accepté une subvention de recherche du
Gouvernement allemand pour un projet intitulé « Analyse comparative des virus de la
vaccine MVA en tant que candidats vaccins antivarioliques de la prochaine génération »,
ainsi que de BIOSAFE, un consortium de recherche créé par la CE, pour un projet relatif a
la dissémination délibérée d’agents biologiques. L'un des partenaires de ce consortium est
la société Novartis-Italie.
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Résumeé d’orientation

L’AGIES considere que I'Analyse scientifique de la recherche sur le virus variolique,
1999-2010 est un rapport exhaustif, écrit avec clarté, qui rend compte fidélement de I'état
actuel de la recherche sur le virus variolique, en indiquant également les conséquences
des restrictions réglementaires sur les travaux actuels et futurs.

Le présent rapport comporte trois parties, conformément au mandat qui a été confié a
'AGIES. La premiere partie contient un résumé de chaque chapitre de l'analyse
scientifique auquel font suite des observations précises. La deuxiéme partie comporte les
recommandations formulées par le comité en vue des recherches futures ainsi que des
observations au sujet des conservatoires de virus varioligue (VARV). La troisieme partie
récapitule les recommandations de 'AGIES en vue d’assurer un niveau élevé de sdreté
dans 'éventualité d’'une réapparition de la variole.

Recommandations en vue des recherches futures et de l'utilisation de virus
varioliques vivants

Partie 1. Génomique, tests de diagnostic et conservatoires
Génomique

On dispose de séquences genomiques quasiment complétes appartenant a environ
50 isolements de virus variolique. Etant donné que le génome du virus variolique n’est
guere diversifié et présente d’importantes homologies avec celui des autres orthopoxvirus,
'AGIES estime qu’il n’est pas nécessaire, aux fins de la santé publique, de séquencer
d’autres isolements de ce virus.

Tests de diagnostic

Un certain nombre de tests basés sur l'acide nucléique ont été mis au point. Certains
chercheurs utilisent des éléments clonés ou synthétiques de 'ADN génomique du virus
variolique pour I'évaluation et le développement de ces tests ; d’autres font appel a I'ADN
génomique intact du virus ; d’autres encore utilisent ’'ADN variolique cloné pour constituer
des témoins positifs. La poursuite du développement de ces tests ne nécessite pas
I'utilisation de virus varioliques vivants.

En l'absence de maladie clinique, il n'est possible de déterminer ni la sensibilité, ni la
spécificité, ni la valeur prédictive positive ou négative de ces tests dans un contexte clinique.

Il est nécessaire que ces tests fassent I'objet d’une procédure de validation réglementaire.
Il faudrait donc comparer les tests existants en téte-a-téte et poursuivre leur optimisation,
notamment en ce qui concerne la réaction d’amplification génique (PCR) en temps réel et
les plates-formes de micropuces a ADN. Il faudrait également développer de nouveaux
tests au fur et a mesure des progres des technologies de diagnostic.

Il existe plusieurs tests sérologiques qui permettent de détecter la présence d’anticorps
anti-orthopoxvirus. Les tests par capture antigénique en sont aux premiers stades de
développement ; pour l'instant, ces tests ne s’appliquent qu’au genre Orthopoxvirus dans
son ensemble et aucun n’est spécifique du virus variolique. Ces tests pourraient
également bénéficier de comparaisons en téte-a-téte. Il est justifié de poursuivre les efforts
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en vue d’améliorer leurs caractéristiques de fonctionnement ; de nouveaux tests pourront
étre mis au point & mesure que progresseront les technologies de diagnostic.

Virus varioliques vivants

L’AGIES estime que les virus varioliques vivants ne sont pas nécessaires a la poursuite du
développement des tests de diagnostic ni a leur validation sur le plan technique.

Conservatoires
Voir la partie 3. Questions de s(reté.

Partie 2. Vaccins, modeéles animaux et médicaments — recherches futures et
conditions d'utilisation de virus varioligues vivants

Vaccins

L’AGIES est d'avis qu'il faut poursuivre les tentatives en vue de mettre au point des
vaccins qui soient plus sdrs et au moins aussi efficaces que les vaccins originaux et/ou les
vaccins antivarioliques actuellement homologués.

Afin de se préparer a I'éventualité d’'une flambée de variole, il convient de mettre au point
des stratégies permettant des immunisations a visée thérapeutique qui soient efficaces,
comme la vaccination aprés exposition ou I'administration d'immunoglobulines antivaccine
et/ou d’anticorps monoclonaux. Cela devrait contribuer a raccourcir le délai de réaction
des systemes de santé publigue en cas de flambée épidémique. Par ailleurs,
I'immunisation passive pourrait atténuer les effets indésirables des vaccins existants chez
certains sous-groupes de population.

Modeéeles animaux

Ni les modeles animaux de variole ni les infections orthopoxvirales chez I'animal ne
permettent une modélisation fidele de la variole humaine.

Les modéles primates actuels utilisant le virus variolique laissent a désirer, et les succes
des recherches menées au cours de la derniere décennie pour les améliorer restent
limités. Ces tentatives d’amélioration n’ont d’autre raison que de répondre a la rigueur des
prescriptions réglementaires actuelles, en I'absence de cas humains d’infection par le
virus variolique. Aux yeux de I'AGIES, il serait plus productif de revoir les prescriptions
réglementaires relatives a 'homologation des vaccins et des médicaments contre le virus
variolique, compte tenu du fait qu’il n’existe plus de cas humains d’infection par ce virus.

L’AGIES recommande donc qu’au lieu de développer des modéles animaux utilisant le
virus variolique, la recherche se consacre plutét & l'amélioration des modeles de
substitution basés sur l'infection expérimentale des hotes naturels d’autres orthopoxvirus
(par exemple I'infection expérimentale de primates non humains, de lapins ou de rongeurs
par I'orthopoxvirus simien, le virus de la variole bovine, le virus de la variole du lapin ou
encore le virus de I'ectromélie ou variole de la souris).

Ces modeéles permettraient d’étudier la pathogenese des infections poxvirales, d’analyser
I'efficacité des vaccins et des antiviraux et d’établir des critéeres sur la base desquels
évaluer la protection.

6
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Médicaments

Deux médicaments antivarioliques, & savoir le CMX001 et le ST-246°, sont actuellement &
un stade avancé de développement. On a observé une résistance a chacun de ces
composeés in vitro, mais on ignore s’il y a un risque que le traitement provoque également
une résistance in vivo. Si 'TACVVR estime que l'apparition d’'une pharmacorésistance
in vivo constitue une possibilité non négligeable, 'AGIES recommande de développer des
médicaments qui agissent contre le virus selon d’autres mécanismes. Quoi gu'’il en soit,
les efforts doivent se concentrer en premier lieu sur le cidofovir et le ST-246°.

Virus varioliques vivants

Pour linstant et pour autant que les probléemes d'ordre réglementaire concernant
I'expérimentation des vaccins et des médicaments soient résolus, il n’y a d’autre indication
a l'utilisation de virus varioliques vivants que I'évaluation in vitro des antiviraux.

Partie 3. Questions de slreté
Suivi des politiques de confinement

Les méthodes qui sont mises en pratique au Centre de Recherche d’Etat en Virologie et
Biotechnologie (SRC VB VECTOR) en Fédération de Russie et aux Centers for Disease
Control and Prevention aux Etats-Unis en matiére d’assurance de la qualité et de
confinement doivent continuer a étre régulierement contrélées avec la plus grande rigueur.

Virus varioliques génétiquement modifiés, mutants du virus variolique ou de poxvirus
contenant certaines parties du génome du virus variolique

L’AGIES formule les recommandations suivantes.

Dans I'hypothése ou des virus varioliques vivants pourraient étre synthétisés de novo, il
faudrait élaborer des stratégies nouvelles pour y faire face, par exemple I'adoption par les
Etats Membres de 'OMS d'une politique nationale en la matiére. Il est recommandé aux
décideurs nationaux d’examiner les propositions qui ont été faites récemment dans le
domaine de la sireté biologique (Biigl et al., 2007).

L’Organisation mondiale de la Santé devrait demander a tous les pays de procéder a une
validation actualisée de leurs stocks d’ADN variolique (sous différentes formes, par
exemple, des fragments, des amplicons et/ou des plasmides).

Compte tenu des restrictions actuellement imposées aux laboratoires, autres que ceux
des deux centres collaborateurs de 'OMS et qui détiennent plus de 20 % du génome du
virus variolique, il est recommandé que les CDC et le VECTOR fournissent & 'OMS un
catalogue indiquant quels segments d’ADN ont été distribués et a quels laboratoires. |l
conviendrait également de prendre conseil sur le point de savoir si le génome complet a
été distribué (ou devrait étre distribué), méme sous la forme de différents segments
géniques représentant moins de 20 % du génome, a divers laboratoires.

! Biigl H et al., 2007. DNA synthesis and biological security. Nature Biotechnology, 25: 627-629.
7
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PARTIE 1. Examen des résultats de la recherche sur la variole

Observations générales

Dans I'ensemble, 'AGIES considére que I'’Analyse scientifique de la recherche sur le virus
variolique, 1999-2010 est un rapport exhaustif, écrit avec clarté, qui rend compte
fidelement de I'état actuel de la recherche sur le virus variolique, en indiquant également
les conséquences des restrictions réglementaires pour les travaux actuels et futurs.

L’AGIES note que le texte de I'analyse scientifique ne contient aucune recommandation
particuliere et il a d’ailleurs été informé que cela n’entrait pas dans les attributions des
auteurs de ce rapport.

Cette premiére partie contient un résumé de chaque chapitre auquel font suite des
observations particuliéres.

Comme on pouvait s’y attendre, il y a quelques redites dans les informations qui sont
présentées, mais cela étant, les membres de 'AGIES ont noté, aux chapitres 2, 3 et 4 des
divergences dans le nombre d’isolements de virus variolique qui ont été séquenceés : on
indique en effet des nombres variables, a savoir 45, 46, 49 ou 50 isolements. Il est
possible que ces disparités soient dues a l'utilisation de données ne datant pas de la
méme époque ou au choix des équipes de recherche dont elles émanaient. Il est
nécessaire d'éclaircir ce point et d’'indiquer quel est actuellement le véritable nombre de
ces isolements.
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Chapitre 1. Les vaccins antivarioliques
Résumé

Les auteurs de ce chapitre voient dans I'éradication de la variole, obtenue en 1980 grace
a une campagne mondiale de vaccination a l'aide de vaccins utilisant des virus de la
vaccine vivants, I'un des plus grands succés de I'histoire en matiere de santé publique.
Toutefois, depuis que la variole a été éradiquée, la stabilité du monde est remise en cause
par le terrorisme et la menace d’utiliser la variole comme arme biologique fait désormais
partie des possibles. Cette menace s’est aggravée depuis que I'on ne vaccine plus contre
la variole et du fait que la vaccination au moyen d’un vaccin vivant est contre-indiquée
chez une partie non négligeable de la population sensible.

Ce chapitre fait le bilan des progres accomplis dans la mise au point de vaccins, en
commencant par ceux qui ont été utilisés au cours des campagnes d’éradication, par
exemple les vaccins & base de virus de la vaccine, comme le NYCBH-Dryvax®, le Lister-
Elstree ou le Tian-Tan qui, bien qu’efficaces, étaient principalement produits dans le tissu
cutané d’animaux vivants et dont l'utilisation comportait des effets indésirables plus ou
moins marqués. Dans un souci de santé publique, on procede actuellement a la mise au
point de nouveaux vaccins, a la fois sdrs et efficaces et un certain nombre d’entre eux,
potentiellement utilisables, sont a divers stades de développement. Les auteurs se livrent
a une analyse critique des progrés accomplis entre 1999 et 2010 en matiére de
recherche-développement sur les vaccins antivarioliques et des avancées dans ce
domaine qui ont été approuvées par I'OMS. Dans lI'ensemble, ils admettent que les
vaccins utilisant le virus initial de la vaccine (d’origine animale au départ, mais produit par
la suite dans des cultures cellulaires qui en permettent la réplication) conférent une
protection suffisante, mais souffrent de problemes d’innocuité intrinséques qu’il va falloir
surmonter en développant de nouveaux vaccins. Grace aux vaccins fortement atténués,
aux vaccins génétiqguement modifiés ou encore aux vaccins sous-unités, on devrait
pouvoir réduire les effets indésirables, mais I'efficacité de ces produits doit étre améliorée.

Le développement et les essais cliniques de L’ACAM2000 — un vaccin vivant produit en
culture tissulaire a partir de la souche de virus vaccinal NYCBH et purifié par la méthode
des plages — ainsi que les plans en vue d’en constituer des réserves, représentent un
progrés pour la santé publique et pour la préparation a une situation d’'urgence. Toutefois,
le risque de graves effets indésirables — principalement des complications cardiaques —
reste préoccupant et, faute de données expérimentales, on ignore s'il convient a un usage
pédiatrique. Pour les sujets exposés a ces événements indésirables, une thérapie a base
d'immunoglobulines peut étre utile. Leur utilisation n’a toutefois fait I'objet d’aucun essai.
Parmi les vaccins produits en culture cellulaire qui pourraient présenter une meilleure
innocuité figurent les vaccins expérimentaux fortement atténués tels que le MVA et le
LC16m8, dérivés du virus de la vaccine ; ces vaccins ont été obtenus apres plusieurs
passages en culture tissulaire.

Les vaccins a base de virus vaccinaux vivants génétiquement modifiés et les vaccins
sous-unités utilisant certains antigenes du virus de la vaccine tels que les protéines A33 et
B5 présentent également une meilleure innocuité selon les auteurs. Les données tirées de
modeles animaux et d’études limitées sur des sujets humains laissent penser que ces
vaccins sont moins immunogenes et moins protecteurs que les vaccins classiques de
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premiere génération a base de virus vivants, les vaccins produits en culture cellulaire ou
les vaccins a base de virus de la vaccine atténués par passage en culture tissulaire.

L’'analyse scientifique évoque la possibilité d'utiliser la vaccination aprés exposition pour

des interventions a visée thérapeutique, mais les données relatives a cette méthode
prometteuse restent limitées.

Observations

Les publications examinées par les auteurs portent sur la mise au point de vaccins, avec
une description des vaccins initiaux a base de virus de la vaccine ; elles concernent
également les perfectionnements apportés aux techniques de production et de purification
qui ont permis le développement des vaccins préparés en culture cellulaire ainsi que les
améliorations qui sont en cours dans le cas des vaccins atténués. Les premiers vaccins
ont été largement utilisés avant 1980 pour éradiquer la variole puis ne l'ont plus été
ensuite que chez les groupes a risque de certains pays. Actuellement, les vaccins dont on
a le plus de chances de disposer pour réagir dans l'urgence a une flambée de variole sont
des vaccins vivants produits en culture cellulaire avec ou sans purification par la méthode
des plages, mais ils sont a base de virus de la vaccine parfaitement capables de se
répliquer.

Les auteurs passent en revue les données relatives aux complications graves de la
vaccination par les premiers vaccins a base de virus de la vaccine d’origine animale ou
produits en culture cellulaire ainsi que la réponse immunitaire protectrice qu’ils suscitent
(humorale ou cellulaire) en indiquant les effets indésirables imputables & la méthode de
production des vaccins de « premiere génération ». Les vaccins préparés en culture
cellulaire ont un meilleur profil d'innocuité que les vaccins de premiére génération mais les
virus dont ils sont constitués conservent toute leur capacité de réplication et posent donc
un probléme de sécurité vaccinale. L'utilisation de vaccins constitués de virus capables de
se répliguer est particulierement préoccupante en raison de l'existence d’importants
groupes de population porteurs de pathologies (comme linfection par le virus de
'immunodéficience humaine ou VIH) qui contre-indiquent l'usage de tels vaccins. Les
méthodes modernes de production (purification par la méthode des plages et cultures
cellulaires), I'amélioration de la stérilité et de la pureté et la réduction du risque de
contamination par des agents étrangers ont permis de mettre au point des produits
génétiqguement homogenes dont la production a grande échelle est désormais possible.
L’ACAM2000 est un vaccin homologué de cette catégorie qui a déja recu une AMM.

Si une flambée de variole éclate, il faudra procéder a des vaccinations apres exposition,
mais des travaux sont encore nécessaires pour valider cette stratégie. Ce point n’est que
brievement évoqué dans ce chapitre, peut-étre en raison de la rareté des données.
Références complémentaires

Deux publications trés récentes ont été trouvées sur e-pub avant impression ; elles ont

paru sur support électronique avant la communication du rapport et peuvent étre ajoutées
a la liste de références bibliographiques.
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L'une d'entre elles est une mise au point utile sur le développement des vaccins
sous-unités contre les orthopoxviroses humaines :

Chapman JL et al. Animal models of Orthopoxvirus infection. Veterinary Pathology,
2010, 47: 852-870.

L’autre porte sur les épreuves virulentes au moyen de I'orthopoxvirus simien :

Buchman GW et al. A protein-based smallpox vaccine protects non-human primates
from a lethal monkeypox virus challenge. Vaccine, 2010, 28: 6627-6636.
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Chapitre 2. Tests pour le diagnostic de la variole (virus variolique) au laboratoire
Résumé

Ce chapitre passe en revue les méthodes existantes pour diagnostiquer une infection par
le virus variolique, qui est 'agent causal de la variole humaine. Bien que la maladie ait été
éradiquée, il est nécessaire de pouvoir la diagnostiquer car, d'une part, le virus variolique
pourrait étre utilisé comme arme de guerre biologique ou servir a un acte de bioterrorisme,
et d’autre part, il s’agit d’'une maladie infectieuse dont les conséquences sont graves.

On considérait naguere que la variole était facile a diagnostiquer du point de vue clinique,
encore qu'on puisse parfois avoir des difficultés a la distinguer d’autres maladies
exanthématiques. Depuis I'éradication de la maladie, il peut étre délicat de faire la
distinction étant donné que la plupart des médecins contemporains n’ont plus I'expérience
d’un tel diagnostic.

Les échantillons utilisés pour l'identification du virus variolique proviennent de crodtes
cicatricielles, du liquide contenu dans les vésicules ou de la peau qui les recouvre ; ils
peuvent également consister en empreintes sur lames de verre, grilles pour microscopie
électronique ou papier-filtre, effectuées sur des Iésions ouvertes, ou encore en biopsies
cutanées. Des écouvillonnages sanguins ou pharyngés peuvent étre utiles pendant la
premiere phase de linfection. Des échantillons de sérum (de préférence des sérums
appariés prélevés pendant la phase précoce et la phase de convalescence) sont utilisés
pour un diagnostic basé sur les anticorps. Le chapitre donne une bonne description des
méthodes de prélevement et de transport des échantillons.

Il existe quatre catégories de tests pour la mise en évidence d’'une infection par le virus
variolique :

tection du virus ;

tection de I'acide nucléique viral ;

tection des anticorps dirigés contre le virus variolique (tests sérologiques) ;
t

d
d
d
détection des protéines virales.

1. dé
2. dé
3. de
4. dé

De tous ces tests, ceux pour lesquels le plus de progres a été accompli reposent sur la
recherche de I'acide nucléique viral. Comparativement, les progres réalisés dans les tests
de diagnostic basés sur la recherche du virus lui-méme, la détection des anticorps
spécifiques ou la mise en évidence des protéines virales restent relativement limités.

Techniques d’isolement et de culture du virus

Au nombre de ces techniques, figurent la microscopie électronique et I'isolement du virus.
Elles ont I'inconvénient de ne pas pouvoir étre mises en ceuvre en dehors des deux
laboratoires qui sont les seuls dans le monde a étre équipés pour manipuler des
echantillons contenant des virus varioliques vivants.

La microscopie électronique permet de distinguer les poxvirus (notamment le virus

variolique, les orthopoxvirus apparentés et d’autres virus n’appartenant pas au genre

parapoxvirus) des herpésvirus (qui sont la cause de maladies exanthématiques qu'’il faut

distinguer de la variole), grace a leur morphologie caractéristique. En outre, les résultats
13
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peuvent étre obtenus rapidement. La microscopie électronique ne permet toutefois pas de
distinguer le virus variolique des autres orthopoxvirus et la méthode est peu sensible, une
forte concentration en virus varioliques étant nécessaire pour permettre la détection.

On peut isoler le virus soit en opérant sur la membrane chorioallantoidienne d’ceufs de
poule embryonnés, soit sur un certain nombre de lignées cellulaires, supports sur lesquels
on recherche l'apparition d’'un effet cytopathique caractéristique. L’utilisation de cette
méthode est limitée par le petit nombre de laboratoires capables de la mettre en ceuvre
dans de bonnes conditions de sécurité, bien qu'il s’agisse d’'une méthode idéale qui
permet en outre de disposer de virus vivants en vue d’autres études.

Tests de diagnostic basés sur I'acide nucléique

Plusieurs techniques ont été expérimentées pour la détection du virus variolique dans des
échantillons cliniques, notamment le polymorphisme de longueur des fragments de
restriction (RFLP), 'amplification génique (PCR), la PCR-RFLP, la PCR en temps réel, le
séquencage de l'acide nucléique et les plates-formes de micropuces a ADN. Avec les
progrés de la technologie, on expérimente de plus en plus de nouvelles méthodes qui se
prétent mieux a une automatisation, comme la PCR en temps réel, le séquencage et les
microréseaux de puces a ADN. Ces dernieres représentent les techniques qui ont le plus
de chances d’étre utilisées aux fins du diagnostic. Cela étant, les techniques basées sur
I'acide nucléique ne permettent pas de distinguer les virus viables de ceux qui ne le sont
pas.

Les techniques simples basées sur le polymorphisme de longueur des fragments de
restriction sont utiles pour différencier le virus variolique des autres orthopoxvirus et faire
la distinction entre divers isolements du virus variolique, mais elles nécessitent de grandes
guantités d’ADN viral et par conséquent une mise en culture préalable. De ce fait, et
comme de surcroit les nouvelles techniques comme le séquencage vont étre de plus en
plus faciles a utiliser, la méthode RFLP va bient6t perdre de son intérét.

Les techniques d’amplification génique actuelles comme la PCR-RFLP, y compris la

PCR multiplexe, permettent dans une certaine mesure de différencier le virus variolique
des autres orthopoxvirus. Il reste que ces techniques sont quelque peu limitées par
I'hétérogénéité génétique des orthopoxvirus et comportent un risque de faux-positifs en
cas de contamination des échantillons au laboratoire.

On a mis au point plusieurs techniques de PCR en temps réel pour la détection du virus
variolique. Ces techniques sont rapides, trés sensibles et spécifiques, et il est facile de les
automatiser. Elles utilisent des fragments d’ADN variolique clonés ou synthétiques comme
témoins positifs et permettent apparemment de distinguer facilement le virus variolique
des autres poxvirus. Par ailleurs, elles comportent un moindre risque de faux-positifs que
la PCR ordinaire. De récentes innovations, comme la mise au point d’appareils portables
de PCR en temps réel et de réactifs lyophilisés, rendent ces techniques particulierement
intéressantes pour les opérations sur le terrain. L’exécution de tests multiples portant sur
différentes parties du génome permet d’obtenir une spécificité encore meilleure.

Les réseaux de micropuces a oligonucléotides destinés a la détection du virus variolique

contiennent plusieurs sondes ADN spécifiques de ce virus et des autres espéces

orthopoxvirales (ou éventuellement, d’autres agents viraux comme les herpésvirus qui
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peuvent conduire a des manifestations cliniques analogues a celles de la variole)
immobilisées sur une micropuce tridimensionnelle dans une matrice en gel de
polyacrylamide ou sur des lames de verre. Ces méthodes sont robustes, rapides et
permettent un débit élevé. Elles se sont révélées extrémement fiables.

On a utilisé le séquencage des produits d’amplification génique pour différencier le virus
variolique des especes virales apparentées. Cette technique permet également de
remonter a l'origine des différentes souches de virus.

Ces tests basés sur I'acide nucléique viral utilisent généralement comme amorces, sondes
ou témoins positifs des fragments clonés ou synthétiques d’ADN varioligue comportant
jusqu'a 500 bases — ce qui reste en dessous de la limite supérieure fixée pour les
fragments de génome du virus variolique que les laboratoires sans équipements spéciaux
sont susceptibles d’utiliser — et ils n’ont pas besoin de virus varioliques vivants.

Tous les tests existants ont une limitation commune : ils sont tous a vocation heuristique.
L'un d’entre eux est disponible dans le commerce, mais étant uniquement destiné a la
recherche, il n'a pas de visée diagnostique. De toute maniere, aucun de ces tests n'a
encore recu d’autorisation réglementaire et cela en limite toute généralisation future a des
fins de diagnostic.

Tests basés sur les protéines

Il existe un test de capture antigénique utilisable pour la détection des orthopoxvirus. Ce
test repose sur [l'utilisation d’anticorps polyclonaux qui reconnaissent les éléments
structuraux des virions. Ce test n'a pas encore été bien caractérisé mais il pourrait étre
intéressant pour un usage sur le terrain. Une évaluation plus approfondie est nécessaire
concernant un test d’inhibition de 'lhémagglutination et de 'hémadsorption utilisé pendant
la période antérieure a I'éradication. L’aptitude de ces tests a distinguer une infection par
le virus variolique d’une infection par d’autres orthopoxvirus pourrait étre limitée.

Tests sérologiques de recherche d’anticorps antivirus variolique

Ces tests peuvent rendre service lorsqu'on ne dispose pas d’échantillons cliniques
convenables pour la recherche du virus ou de ses constituants, car ils permettent de
déterminer si une personne est porteuse d’anticorps IgM antiviraux, autrement dit si elle a
été récemment exposée a un orthopoxvirus. Bien qu'’il existe plusieurs tests sérologiques
pour la recherche d’'une orthopoxvirose, aucun d’entre eux n’est spécifique d’'une espéce
virale déterminée. Pour linstant, les réponses immunitaires a médiation cellulaire ne
semblent guére étre utiles au diagnostic d’'une infection variolique.

Observations
Le présent chapitre donne des informations complétes sur les tests de recherche du virus
variolique et il fait une synthése fidele des connaissances dans ce domaine. L'utilisation

de virus varioliques vivants n’est nécessaire a aucun des examens de laboratoire pour le
diagnostic d’'une infection variolique.

15



Observations de 'AGIES relatives a I’Analyse scientifique de la recherche sur le virus variolique, 1999-2010
Geneéve, Suisse, décembre 2010

Chapitre 3. Génomique de la variole
Résumé
Le génome du virus variolique

Les avanceées technologiques dans le séquencage de ’ADN et en bioinformatique ont eu
des incidences directes sur la capacité a séquencer le génome viral et notamment sur la
rapidité et la précision avec lesquelles cette opération peut étre effectuée, ce qui a permis
d’obtenir des informations a peu prés completes sur les séquences géniques de
49 isolements du virus variolique. Selon les auteurs, ces données relatives aux séquences
génomiques sont disponibles sur les bases de données publiques.® Comme aucun des
génomes sequencés du virus variolique actuellement disponibles ne comporte les
séquences terminales natives en épingle a cheveux, on ne dispose pas (pour l'instant)

d’'une séquence véritablement compléte.

Les Centers for Disease Control and Prevention (CDC) aux Etats-Unis et le Centre de
Recherche d’Etat en Virologie et Biotechnologie (SRC VB VECTOR) en Fédération de
Russie détiennent actuellement environ 550 isolements de virus variolique qui n'ont pas
été séquencés. Toutefois, il n'est pas certain que le séquencage d’isolements
supplémentaires présente un intérét.

Comme chez tous les poxvirus, le génome du virus varioligue est constitué d’ADN
bicaténaire (~ 185 kb), avec des extrémités en épingle a cheveux et des séquences
terminales inversées répétées (TIR). Tous les génomes séquencés contiennent environ
200 cadres de lecture ouverts. Contrairement a la plupart des autres poxvirus, les
séquences TIR ne codent pour aucune protéine virale. La région centrale du génome
comporte environ 90 genes poxviraux fortement conservés qui sont essentiels pour la
réplication du génome, l'expression des genes et I'assemblage du virus. Les génes
responsables des propriétés biologiques du virus variolique, comme la virulence, les
déterminants de la réponse immunitaire et la pathogenése de l'infection se révelent étre
proches des extrémités. Compte tenu du degré important de similitude entre les
séquences géniques du virus variolique et celles des autres orthopoxvirus, on peut penser
gue les souches de virus variolique sont sensibles aux médicaments qui sont actifs contre
d’'autres orthopoxvirus, comme le ST-246° et un dérivé du cidofovir, le CMX001. Plusieurs
protéines du virus variolique ont été étudiées et certaines d’entre elles se sont révelées
capables d'interagir avec des éléments déterminés du systeme immunitaire humain ainsi
gu’'avec diverses voies de signalisation.

L’évolution de la variole

En s’appuyant sur le séquencage du génome, on a pu identifier plusieurs groupes distincts
de virus varioligues. L'un de ces groupes comporte le virus de la variole majeure,
originaire d'Asie, avec également des isolements d’origine africaine. Les autres groupes
comportent le virus de la variole mineure, avec des isolements originaires d’Amérique du
Sud et de I'Afriqgue de I'Ouest. On estime que le virus de la variole a divergé a partir d’'un
poxvirus ancestral, probablement hébergé par des rongeurs africains, il y a environ

! Voir http://www.poxvirus.org et http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank, derniére consultation,
novembre 2010.
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16 000 a 68 000 ans. On a calculé que le taux moyen de mutation du virus variolique est
d'environ 10° substitutions nucléotidiques par site et par an. Selon ce chiffre, le virus
variolique aurait commencé a évoluer de fagcon indépendante il y a environ 3400 (+ 800) ans.

L'ancétre initial des orthopoxvirus reste inconnu mais il était peut-étre apparenté aux
souches actuelles de virus de la variole bovine. On ne sait toujours pas non plus laquelle,
de la variole majeure ou de la variole mineure, est apparue la premiere dans les
populations humaines, mais il est clair que ces souches étaient en train de diverger l'une
de l'autre lorsque la variole a été éradiquée.

Technologies portant sur le génome des poxvirus

La récente expansion des technologies de séquencage et de clonage de '’ADN ou encore
de synthése génique permet désormais de synthétiser de novo l'intégralité du génome du
virus variolique et de créer un virus vivant en ne se servant pour cela que des informations
sur les séquences disponibles dans les bases de données publiques. On estime que la
synthese de tous les clones nécessaires a la construction d’'un virus variolique complet
codterait moins de US $200 000, et ce chiffre est susceptible de baisser encore dans
I'avenir.

Il existe également d’autres méthodes pour produire des virus varioliques intacts ou des
virus qui leur soient semblables : on pourrait par exemple utiliser des orthopoxvirus
recombinants. Ces virus recombinants représentent un danger potentiel car ils seraient
beaucoup plus faciles & assembler ou a produire que le virus varioliqgue de type sauvage.

Lignes directrices applicables au génome du virus variolique

Les stratégies actuelles de confinement stipulent qu’aucun laboratoire autre que les deux
centres collaborateurs de 'OMS désignés a cet effet n’est autorisé a détenir plus de 20 %
du génome du virus variolique. En outre, toute manipulation portant sur I’ADN de ce virus
doit se faire dans un lieu géographiquement isolé de celui ou sont effectués des travaux
impliqguant la multiplication d’autres poxvirus. Ces stratégies restent valables. Cela étant,
des stratégies complémentaires doivent étre élaborées, sous la forme par exemple d’'une
politigue nationale, face a la possibilité d’'une synthése de novo d’un virus variolique
vivant.

Observations

Il serait utile, pour en faciliter 'examen par le Comité consultatif OMS de la Recherche sur
le Virus variolique, que les auteurs mettent les principaux usages des données relatives
aux séguences genomiques sous la forme d’un tableau et indiquent, pour chacun de ces
usages (par exemple pour I'étude des relations entre le virus variolique et les autres
poxvirus, aux fins du diagnostic, pour I'étude des interactions virus-hote, pour
I'identification de nouvelles cibles pour les antiviraux ou pour la mise au point de vaccins),
dans quelle mesure il est souhaitable de procéder a des séquencages supplémentaires.
Pour linstant, les auteurs ne s’interrogent sur les avantages supplémentaires éventuels
gue du point de vue de I'étude de I'évolution virale.
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Il faudrait peut-étre que les auteurs fassent part de leurs observations sur le point de
savoir s'il est souhaitable et/ou réalisable de poursuivre le séquencage des extrémités
terminales du génome du virus variolique.

Une discussion est nécessaire a propos du risque de synthése d'un virus variolique
recombinant résistant & des médicaments tels que le ST-246° ou le CMX001.

Les auteurs présentent des arguments contradictoires au sujet du séquencage des autres
isolements de virus varioliqgue actuellement détenus par les CDC et le SRC VB VECTOR.
D'un c6té, ils indiquent que la poursuite du séquencage permettrait de voir s'il y a
davantage de variations génétiques entre les isolements et pourrait conduire a la
découverte de nouvelles interactions avec I'h6te. De I'autre, ils contestent I'intérét de ces
séquencages supplémentaires pour la mise au point de vaccins ou de médicaments.
Aprés avoir examiné toutes ces observations, 'AGIES est d’avis qu'il n'est pas indiqué,
sous l'angle de la santé publique, de procéder & des séquencgages supplémentaires.

Le Groupe suggere aux auteurs de présenter une liste ou un tableau des 49 isolements de
virus variolique au sujet desquels on dispose de données génomiques quasiment
completes (en rappelant toutefois qu'ailleurs dans le texte de I'analyse scientifique, il est
indiqgué que ce nombre pourrait étre en fait de 50), et de les recouper avec les
informations qui figurent au chapitre 4. En outre, il serait intéressant de représenter
graphiquement les relations de plusieurs groupes distincts de virus varioliques — soit sous
la forme de trois clades distincts, soit sous la forme de deux clades majeurs dont I'un
contient deux sous-groupes — au moyen d’arbres phylogénétiques. La référence faisant
état de cette différence évidente, liée a la méthode d’analyse, devrait étre clairement
indiquée dans le document (Esposito et al., 2006).*

Dans le chapitre intitulé Génomique de la variole, la citation (Gubser et al., 2004)? qui
figure dans le premier paragraphe de la section portant le titre « L’évolution de la variole »,
devrait étre mentionnée dans le texte relatif aux genes poxviraux conservés qui sont
supposes coder pour les éléments essentiels du génome viral.

Dans le chapitre intitulé Génomique de la variole, a la section qui porte le titre
« L’évolution de la variole », dans la derniere phrase du troisieme paragraphe, il faudrait
mentionner clairement a quelle référence il est fait allusion lorsqu’on dit gu'’il est clair que
les souches de virus varioligue connaissaient un processus d’évolution divergente au
moment ou la variole a été éradiquée.

Une recherche effectuée dans les banques de données publiques de GenBank® montre
gue des informations sur les séquences du virus variolique sont effectivement disponibles
dans le domaine public. On n'a pas pu vérifier dans quelle mesure ces séquences sont
completes.

! Esposito JJ et al., 2006. Genome sequence diversity and clues to the evolution of variola (smallpox) virus.
Science, 313: 807-812.

2 Gubser C et al., 2004. Poxvirus genomes: a phylogenetic analysis. The Journal of General Virology,
85: 105-117.

% Voir http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank, derniére consultation, novembre 2010.
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Chapitre 4. La situation des conservatoires de virus variolique et d’ADN viral des
centres collaborateurs de I'OMS

Résumé

Le chapitre fait un bref historique, jusqu’a aujourd’hui, des stocks de virus variolique et
d’ADN viral encore détenus et spontanément déclarés au cours de la période qui a suivi
I'éradication et donne la description du matériel biologique qui se trouve dans les
conservatoires désignés a cet effet, situés tous les deux dans des centres collaborateurs
de 'OMS.

Ces conservatoires sont situés I'un, aux Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) d’Atlanta, aux Etats-Unis, et 'autre, au Centre de Recherche d’Etat en Virologie et
Biotechnologie (SRC VB VECTOR) de Koltsovo, région de Novossibirsk, en Fédération de
Russie.

Le Comité OMS des Infections a Orthopoxvirus avait recommandé en 1986 qu’en fin de
compte, toutes les collections de souches de virus variolique et leur ADN génomique
soient détruites. Mais il avait toutefois indiqué qu’'il était nécessaire de conserver le
matériel génétique sous une forme fiable et biologiqguement sdre. C’est actuellement sous
la forme d’ADN génomique, de collections d’amplicons et de plasmides recombinants que
ce matériel est conservé. La conservation sous la forme de plasmides recombinants
permet d’apporter une solution & deux problémes posés par les collections d’amplicons, a
savoir : 1) le risque potentiel d’'une dégradation de I'ADN pendant une longue période de
stockage ; et 2)la nécessité de conserver de 'ADN génomique pour maintenir une
collection complete d’amplicons (voir I'analyse scientifique, chapitre 4, section 4.2.2).

Conformément aux toutes derniéres recommandations de I'OMS' concernant la
distribution, la manipulation et la synthése de I'ADN du virus variolique, les deux
laboratoires qui abritent ces conservatoires peuvent distribuer des fragments d’ADN du
virus variolique (ne dépassant pas 20 % de la totalité du génome viral) aux scientifiques
qui en font la demande, pour autant que les deux parties respectent les recommandations
de 'OMS qui peuvent étre consultées sur le site de I'Organisation. Les deux laboratoires
qui abritent les conservatoires sont tenus de communiquer chaque année a 'OMS des
rapports écrits et oraux sur l'utilisation de virus varioliques vivants et sur la situation des
conservatoires.

En 2010, la collection détenue par le laboratoire du SRC VB VECTOR comportait
120 souches de virus variolique, dont 32 étaient constituées de virus vivants) (voir
I'analyse scientifique, chapitre 4, section 4.2.1). Le matériel génétique était détenu sous la
forme d’ADN génomique (199 flacons ; matériel biologique issu de 39 souches différentes
de virus variolique), de collections d’amplicons correspondant dans chaque cas a une
souche de virus variolique (1446 flacons ; 17 collections, chacune sous la forme de trois
séries répétitives) et de collections de plasmides recombinants (3795 flacons;
16 collections conservées en trois séries répétitives).

! Recommandations de 'OMS concernant la distribution, la manipulation et la synthése de 'ADN du virus
variolique, mai 2008, disponibles sur le site suivant :
http://www.who.int/csr/disease/smallpox/SummaryrecommendationsMay08.pdf, derniére consultation en
novembre 2010.
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En 2010, la collection détenue par le laboratoire des CDC comportait 451 isolements ou
échantillons cliniques (crodtes cicatricielles). On ignore la provenance de 213 d’entre elles.
Quarante-six souches similaires sur le plan épidémiologique, mais différentes quant a
I'époque et au lieu et choisies pour représenter la diversité virale, ont été soumises a un
séquengage génomique complet et placées dans ce conservatoire. Trois de ces souches
ont été utilisées pour créer des collections d’amplicons (309 flacons) et de plasmides
(875 flacons).

Le chapitre 4 contient également un tableau des chercheurs extérieurs auxquels le
laboratoire des CDC a distribué des fragments déterminés du génome viral (2003-2008).

Observations

La forme sous laquelle les informations sont présentées respectivement par les CDC et le
SRC VB VECTOR differe essentiellement par le fait que les CDC indiquent quels sont les
chercheurs extérieurs auxquels de I'’ADN viral a été distribué a des fins expérimentales.
Cette information est utile dans le contexte général du rapport. Il est donc recommandé
que le SRC VB VECTOR apporte ce genre de renseignements dans la partie de I'analyse
scientifique qui le concerne et plus précisément qu’il indique si du matériel génétique
provenant du virus variolique a été distribué et a quels instituts de recherche.

SRC VB VECTOR

Il est indiqué que 32 des 120 souches de virus variolique détenues au SRC VB VECTOR
sont viables (voir l'analyse scientifique, chapitre 4, partie 1, section 4.2.1). Sur les
59 souches récapitulées dans le Tableau 4.2, on constate que les stocks lyophilisés
(n =25) sont restés viables, mais que ce n'est pas le cas des stocks constitués de
membranes chorioallantoidiennes congelées (n = 19) ni d'un homogénéisat de membrane
chorioallantoidienne (# 57, pas d'indication s’il a été congelé ou non) et qu’en outre,
7 échantillons cliniques sur 14 (croltes cicatricielles) contiennent des virus viables (mode
de stockage non précisé). Il est recommandé de déterminer s'il est nécessaire de
continuer a conserver des échantillons et du matériel biologique non viables et, au besoin,
d’optimiser les conditions générales de stockage et de conservation et/ou de les
normaliser afin d’éviter toute autre perte de matériel biologique.

Le laboratoire conserve les séquences génomiques completes de 39 souches de virus
variolique (32 isolements viables et 6 non viables figurent dans le Tableau 4.2 plus un
autre, la souche Ind-70, qui n’est pas mentionnée dans ce tableau). Dix-sept souches
viables de virus variolique sont contenues dans le conservatoire de plasmides
recombinants. L’ADN de 9 souches est présent a la fois dans le conservatoire d’amplicons
et dans le conservatoire de plasmides recombinants. Ces souches appartiennent a deux
types épidémiologiques isolés dans des zones géographiques différentes (voir I'analyse
scientifique, chapitre 4, section 4.2.2).

Centers for Disease Control and Prevention

Le conservatoire d’amplicons des CDC contient 'ADN d’'une souche présente dans le
conservatoire de génomes complets et de deux autres qui ne figurent pas dans ce
conservatoire ; le conservatoire de plasmides contient TADN de cing souches présentes
dans le conservatoire de génomes complets et d’une souche qui n'y figure pas.
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Questions soulevées par ces informations

Ces deux laboratoires possedent-ils des éléments d’appréciation permettant du juger de
I'état de 'ADN (c’est-a-dire s'il y a ou non dégradation) contenu dans leurs conservatoires
d’amplicons ?

Combien de souches de virus variolique devraient-elles figurer dans les conservatoires
d’amplicons et de plasmides ?

Des stocks de fragments non infectieux d’ADN variolique ont été conservés en Afrique du
Sud. Dans la version de novembre 2010 de l'analyse scientifique, dans le Résumé
d’orientation du chapitre 4, on peut lire I'élément de phrase suivante :

« ... mais I'Afrique du Sud détient peut-étre encore des fragments clonés, non
infectieux, du virus variolique ».

Il conviendrait de modifier le résumé d’orientation comme suit :

Un double d’'une série de clones d’ADN, initialement préparés au Royaume-Uni et
envoyés aux CDC, est également détenu en Afrique du Sud. Ce double avait été
transféré en Afrique du Sud a la suite d’'un accord entre 'OMS et le Gouvernement
sud-africain autorisant le Département de la Santé d’Afrique du Sud a conserver une
série de clones en échange de la destruction de ses stocks de virus variolique.
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Chapitre 5. Modéles animaux et pathogénese
Résumé

Ce chapitre porte principalement sur la pathogenése et sur les modéles animaux dont on
dispose pour étudier les orthopoxviroses. L'auteur expose non seulement les données
relatives au virus variolique, mais encore celles qui concernent d’autres orthopoxvirus
capables de provoquer des infections chez I'animal, comme le virus de l'ectromélie, le
virus de la variole bovine, le virus de la variole du lapin ou le virus de la vaccine. Il indique
gue I'on sait trés peu de choses de la physiopathologie fondamentale ou des mécanismes
de virulence du virus variolique et rappelle que la mise au point d'un modeéle animal
utilisable est essentielle pour comprendre la pathogenese de cette affection virale ainsi
gue pour le développement de nouveaux médicaments et vaccins contre la variole.

Bien que la variole ait été éradiquée, la réintroduction délibérée du virus variolique dans la
population humaine reste un grave sujet de préoccupation en raison de la facilité avec
laquelle le virus se transmet d’'une personne a l'autre, du taux élevé de mortalité (qui
atteint environ 30 %) et de l'absence quasi totale d’immunité dans la majorité de la
population humaine. En outre, on observe depuis quelques années un nombre croissant
de cas humains d’'autres orthopoxviroses, comme la variole bovine ou I'orthopoxvirose
simienne, ce qui traduit le potentiel zoonotique des différentes especes d’orthopoxvirus.
Par ailleurs, les vaccins antivarioliques existants peuvent avoir de graves effets
indésirables. La mise au point et ’lhomologation de contre-mesures, comme un traitement
médicamenteux ou l'administration de vaccins, seront conditionnées par I'existence de
modeles animaux permettant de mettre en évidence l'efficacité protectrice de ces agents
thérapeutiques.

L'auteur fait observer qu’il est important de mettre au point un modele animal dans lequel
le virus variolique puisse provoquer une maladie similaire & la variole humaine et qui
permette ainsi de faire la démonstration la plus convaincante possible de lefficacité
protectrice des vaccins et des antiviraux. Les autorités chargées de la réglementation
pharmaceutique (par exemple la Food and Drug Administration aux Etats-Unis ou la FDA)
peuvent exiger que ce soit le véritable agent pathogene (dans ce cas, le virus variolique)
gu'on utilise pour les tests d'efficacité conformément a I'« Animal Rule » et que le
processus morbide observé chez I'animal reproduise fidelement la maladie humaine. La
mise au point d'un modele animal approprié est également essentielle aux études de
pharmacocinétigue en vue de déterminer la dose correcte des meédicaments
antivarioliques nouvellement développés pour traiter les cas humains ainsi que le bon
déroulement de la thérapie.

L’'un des obstacles majeurs a la mise au point d’'un modéle « parfait » tient a la spécificité
d’espece du virus variolique. Les tentatives en vue d’infecter des rongeurs, des lapins ou
des primates a 'aide de ce virus de maniére a provoquer une maladie ont soit échoué, soit
conduit a des pathologies qui ne reproduisaient pas les caractéristiques de la maladie
humaine. C’est pourquoi la plupart des études sont effectuées avec d’autres orthopoxvirus
chez des animaux qui sont leurs hotes naturels. Dans ces modéles, on peut observer
certaines des caractéristiques de la variole humaine, mais pas toutes. L'analyse au cas
par cas de chaque modéle animal montre que, dans certaines circonstances, les
interactions entre le virus et son hdte présentent des traits qui sont caractéristiqgues de
I'espece et ne peuvent pas étre généralisés de maniere fiable.
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Malgré ces faiblesses, les modeles animaux ont tout de méme permis de mettre en
evidence l'efficacité de plusieurs antiviraux expérimentaux, notamment le cidofovir et le
ST-246°. Ces médicaments restent toutefois & affiner et il n'existe actuellement aucun
modele remplissant tous les criteres qui sont a respecter au titre I'« Animal Rule » de la
FDA (US 21CRF310.610).

Ce chapitre souleve deux points importants :

1. La variole a été éradiquée avant que ne soient développées les techniques
modernes de limmunologie et de la biologie moléculaire, ce qui fait que la
connaissance que nous avons de cette maladie infectieuse reste tres limitée. Il faut
donc poursuivre les études en vue d’'une meilleure analyse de la pathogenése, du
traitement et de la prévention de cette affection virale.

2. Jusqu’ici, pour évaluer la gravité de la maladie, on s’est fondé sur le délai de
survenue de lissue fatale, le taux de mortalité, la virémie et la numération des
lésions, qui sont des éléments d’appréciation rudimentaires. Chez les modéles
animaux, la mortalité n’est pas identiqgue a celle que I'on observe dans la maladie
humaine, aussi faudra-t-il encore mettre sur pied une batterie de criteres de
substitution qui reproduisent plus fidelement le processus pathologique.

Il est également rappelé qu’on ne trouvera probablement aucun ensemble de pathologies
qui permettent d’établir un modele capable de répondre simultanément a tous les criteres
d’'un modele idéal d’infection variolique : il faudra sans doute différents modéles pour
evaluer les différentes indications.

Selon l'auteur, les primates semblent constituer les modéles qui conviennent le mieux
pour étudier les orthopoxviroses. Certes, I'interaction entre le virus variolique et le systeme
immunitaire humain ne peut qu’étre approximativement modélisée sur le singe, mais
extrapoler du primate non humain a 'homme est moins sujet a caution que d’extrapoler
des rongeurs a ’'homme. La question de savoir si I'orthopoxvirose simienne reproduit plus
fidelement la variole humaine que linfection expérimentale de singes au moyen du virus
variolique fait I'objet de recherches d'une grande ampleur. Ces deux types de modeles
primates sont susceptibles d’apporter des lumieres utiles a I'élaboration de stratégies en
matiére de diagnostic, de prophylaxie et de thérapeutique. Il convient cependant de ne
pas perdre de vue que lutilisation du virus variolique in vivo semble poser de gros
problémes pratiques.

Comparaison des modeéles animaux

Dans ce chapitre, 'auteur expose en détail les avantages et les inconvénients des divers
modeéles animaux. Il s’agit notamment de I'infection de différentes souches de souris au
moyen du virus de I'ectromélie (dont il est un agent pathogéne naturel), de I'utilisation du
virus de la variole bovine (par exemple la souche Brighton Red) également chez la souris,
de linfection de souris au moyen du virus de la vaccine ou encore de I'expérimentation a
I'aide du virus de la variole du lapin (des souches de virus vaccinal qui ont provoqué des
flambées de variole du lapin dans des élevages de ces animaux).

L'un des grands avantages des modéles murins tient au fait que I'on dispose de souches
consanguines de souris ainsi que de réactifs permettant d’étudier la réponse immunitaire
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au laboratoire, ce qui ouvre la possibilité d’analyser les facteurs spécifiques dont
pourraient dépendre la sensibilité, la résistance et la réponse au traitement ou au vaccin.
Cela étant, il faut bien voir que le tableau clinique, la létalité et la réponse immunitaire que
I'on observe dépendent a la fois du virus et de la souche de souris.

S'il est vrai qu’en exposant des lapins au virus de la variole du lapin sous forme d’aérosols
ou par inoculation intradermique, on observe l'apparition d'un syndrome systémique
similaire a la variole humaine, le principal probleme que pose [l'utilisation de ce modéle
animal réside dans le fait que la possibilité d’'une analyse détaillée de la réponse
immunitaire de I'héte reste limitée en raison de I'absence de réactifs et de souches
consanguines de lapins.

Modeles orthopoxvirose simienne/primates non humains

L’'orthopoxvirose simienne se maintient dans le milieu naturel grace aux rongeurs qui en
constituent le réservoir. C'est également une maladie humaine dont la symptomatologie
est en grande partie similaire a celle de la variole, encore que son potentiel de
transmission interhumaine soit plus faible. Il est donc justifié de I'étudier, non seulement
comme modele de substitution de la variole, mais aussi comme une entité pathologique
en soi.

On a étudié la possibilité d'utiliser des écureuils terrestres et des chiens de prairie (Hutson
et al., 2009, 2010) pour modéliser I'orthopoxvirose simienne. Depuis que ce chapitre a été
rédigé, il a également été fait état de modéeles murins. Dans ces modeles, on a montré que
de faibles doses infectieuses pouvaient provoquer une infection systémique mortelle
(Americo et al., 2010 ; Stabenow et al., 2010).

Chez les primates, principalement des macaques cynomolgus (soit Macaca iris, soit
Macaca fascicularis, mais également des singes rhésus — Macaca mulatta), on a provoqué
une orthopoxvirose expérimentale en les exposant au virus sous la forme d’aérosols, ou
encore par la voie intramusculaire, intratrachéenne, intrabronchique ou intraveineuse. La
transmission naturelle de [l'orthopoxvirus simien (et du virus variolique) s’effectue
probablement par un ensemble de voies : aérosols, fomites ou contact avec les
muqueuses. L’exposition sous la forme d'aérosols est donc la plus appropriée pour
modéliser une exposition primaire consécutive a un acte de guerre biologique. Toutefois,
pour effectuer des expositions expérimentales a de tels aérosols, il faut travailler dans des
enceintes de classe lll et dans des conditions de confinement correspondant au niveau 4
de seécurité biologique (NSB-4); par ailleurs ce type d’exposition est plus difficile a
contrdler gu’une exposition par voie intraveineuse. Dans ce cas, I'exposition par la voie
intratrachéenne (Stittelaar et al., 2005) pourrait se révéler plus commode.

Les changements observés dans les différents paramétres cliniques de singes exposés a
des orthopoxvirus simiens en aérosols se succédent comme dans la maladie humaine,
mais plus rapidement.

L’exposition de macaques cynomolgus a des orthopoxvirus simiens inoculés par voie

intraveineuse a également provoqué une infection systémique uniforme, qui dépendait de

la dose. Ce modele a été utilisé pour évaluer l'efficacité d’'un candidat vaccin, la souche

vaccinale Ankara modifiée et fortement atténuée (MVA). On a également eu recours a ce

genre de modéle d’épreuve virulente par I'orthopoxvirus simien pour comparer I'efficacité
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du MVA & celle d'un vaccin homologué, le Dryvax® et déterminer aussi I'efficacité d’'une
association de ces deux vaccins (Stittelaar et al., 2005). Le modele macaque/orthopoxvirus/voie
intraveineuse a aussi été utilisé pour mettre en évidence I'efficacité d’'un certain nombre
d’'antiviraux expérimentaux comme le cidofovir et le ST-246°.

Il y a une certaine réticence a admettre la validité du modéle d’épreuve virulente par voie
intraveineuse sous prétexte qu’il ne constitue pas la voie « naturelle ». La protection
contre une dose intraveineuse massive constitue cependant un critere tres exigeant et
devrait permettre de déterminer si le produit testé sera efficace contre une infection par
une voie périphérique. D’autres modéles d’exposition, notamment par la voie
intratrachéenne, sont a I'étude.

Observations

Il existe un certain nombre d'articles récents non cités dans le présent chapitre qui
pourraient permettre d’actualiser les données concernant les modéles animaux des
orthopoxviroses.

L'un de ces articles propose un autre modeéle qui consiste a infecter le singe marmouset
commun (Callithrix jacchus) avec un calpoxvirus, qui est un virus de la variole bovine
nouvellement isolé. Les auteurs de I'article indiquent que les modéles primates existants
basés sur I'utilisation du virus variolique et de I'orthopoxvirus simien nécessitent des doses
tres élevées de virus que l'on inocule par voie intraveineuse ou intratrachéenne pour
obtenir une infection mortelle chez le macaque. lls ont pu montrer que des marmousets
infectés expérimentalement par le calpoxvirus, non seulement par voie intraveineuse mais
aussi par voie intranasale, manifestent de maniére reproductible des symptémes qui
rappellent ceux de la variole humaine et ce, aprés inoculation de doses de virus trés
inférieures a celles qui sont utilisées pour [linfection expérimentale au moyen
d’orthopoxvirus simien. Un titrage in vivo a montré que la DIMs, (dose infectieuse
minimale 50 %) était environ 10 000 fois plus faible que les doses de virus variolique ou
d’orthopoxvirus simien inoculées aux modéles macaques (Kramski et al., 2010). Bien
gu’intéressant, ce modele a néanmoins des faiblesses, par exemple le taux de mortalité
éleve provoqué par le virus de la variole bovine chez cet héte particulier (mais pas chez
d’autres hoétes), la rareté des données de base au sujet des constituants du systéme
immunitaire du marmouset et I'insuffisance de réactifs permettant d’étudier les réponses
immunitaires dans ce modele animal.

Un autre article fait également état de linfection expérimentale de souris C57/BL6 au
moyen du virus de I'ectromélie par la voie intranasale. Selon les auteurs, cette infection
provoque une maladie progressant plus lentement et avec un taux de mortalité moindre
gue chez des souris A/Ncr et ce modeéle serait plus proche de linfection humaine par le
virus variolique. On a également montré que ce modéle convenait a I'évaluation des
antiviraux (Parker et al., 2009).
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Chapitre 6. La mise au point d’antiviraux pour le traitement de la variole — la
situation des agents thérapeutiques constitués de petites molécules

Résumé

Ce chapitre passe en revue les progres réalisés en vue d’obtenir des antiviraux efficaces
pour le traitement de la variole. De grands efforts de recherche-développement ont été
déployés dans ce domaine au cours de la derniére décennie. C’était une nécessité car la
variole naturelle a été éradiquée avant que I'on dispose des méthodes modernes de la
biologie moléculaire et de la biochimie pour un développement rationnel de tels produits.
Ce programme de recherche est apparu dautant plus urgent qu’il devenait
particulierement important, du point de vue de la santé publique, de disposer de moyens
thérapeutiques permettant de faire face a une éventuelle réémergence du virus variolique
et d’autres orthopoxvirus hautement virulents. L’'objectif général du programme était
d’obtenir et de faire homologuer au moins deux produits ayant un mode d’action différent
et susceptibles d’étre administrés par voie orale.

Les auteurs donnent une description détaillée du processus de développement d'un
antiviral, notamment en ce qui concerne le criblage des composés potentiellement
utilisables — tant in vitro (tests en culture tissulaire) qu’in vivo sous la forme d’essais
précliniques sur modeles animaux — et des différentes procédures a suivre pour obtenir
une homologation et une autorisation de mise sur le marché apres évaluation clinique. lls
insistent notamment sur la procédure exemplaire définie par la FDA pour tout nouveau
médicament expérimental (procédure IND) — ce qui est judicieux car il est probable que la
FDA sera la premiére autorité de réglementation pharmaceutique a autoriser la mise sur le
marché d’un antiviral pour le traitement de la variole.

Le corps du texte donne un apercu des nombreux composés étudiés qui représentent
différentes classes de médicaments, en les regroupant selon leur mode d’action supposeé.
En raison des restrictions qui, par nécessité, sont imposées aux travaux utilisant le virus
variolique, la plupart des recherches ont été effectuées avec des virus de substitution
comme le virus de la vaccine, le virus de la variole bovine, le virus de I'ectromélie/variole
de la souris et I'orthopoxvirus simien. Les auteurs indiquent le stade de développement de
ces composés ainsi que les modeles primates utilisés pour les évaluer: le modele
macaque cynomolgus/orthopoxvirus simien est considéré comme le modéle primate le
plus commode et le plus intéressant pour les tests d’efficacité.

Enfin, les auteurs décrivent en détail les travaux effectués sur les premiers médicaments
expérimentaux qui sont actuellement en phase de développement clinique. Il importe de
noter que le statut d’Investigational New Drug (IND) (nouveau médicament expérimental)
a été attribué a trois composés par la FDA, et ceux-ci sont passés au stade de
I'expérimentation sur des sujets humains. Deux d’entre eux dérivent du cidofovir, un
analogue nucléosidique constitué d’'une petite molécule qui inhibe sélectivement '’ADN
polymérase virale. Le cidofovir injectable par voie intraveineuse (Vistide®) est un composé
autorisé par la FDA pour le traitement de la rétinite causée par le cytomégalovirus humain
qui s’est montré efficace sur les modéles animaux pour le traitement des infections
expérimentales par des orthopoxvirus, dont I'orthopoxvirus simien et le virus variolique. Le
développement clinique du Vistide comme médicament antivariolique est géné par le fait
gu'’il doit étre administré par perfusion intraveineuse, la nécessité probable d'utiliser des
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doses supérieures a celle qui est recommandée pour le traitement des cas humains de
rétinite, et enfin le risque de néphrotoxicité de ce produit.

Un dérivé du cidofovir nouvellement développé, le CMX001 (HDP-cidofovir), est un
analogue lipidique du cidofovir qui convient a la prise par voie orale car il utilise les voies
d’absorption des lipides in vivo. Efficace pour le traitement des orthopoxviroses selon des
essais sur modéles animaux, le CMX001 se révéle biodisponible par voie orale chez
I'hnomme. Les études toxicologiques et les essais cliniques sur des sujets humains ne font
ressortir aucune néphrotoxicité. Des essais cliniques de phase Il sont actuellement en
cours sur le CMX001.

Le troisieme médicament actuellement en cours de développement clinique est une petite
molécule appelée ST-246® (Técovirimat, SIGA Technologies) qui bloque spécifiquement le
fonctionnement d’'une protéine majeure de I'enveloppe des orthopoxvirus codée par les
homologues géniques du cadre ouvert de lecture F13L du virus de la vaccine. Cette
protéine de I'enveloppe joue un réle important dans la formation des particules virales
extracellulaires et conditionne in vitro et in vivo la bonne propagation des virus infectieux.
Par conséquent, en présence de ST-246°, la production d'une descendance infectieuse
est sérieusement compromise in vivo, et l'infection est efficacement stoppée. Le ST-246®
s'est révélé trés efficace pour le traitement des orthopoxviroses dans tous les modéles
animaux existants et, en raison de son profil extrémement satisfaisant du point de vue
toxicologique, la FDA a autorisé une procédure accélérée (fast track status) pour le
développement clinique de cette molécule. 1l s’agit d'une procédure réglementaire
permettant de diligenter I'examen d’agents thérapeutiques destinés au traitement de
maladies graves et de répondre a un besoin médical non satisfait, afin que les malades
puissent avoir plus rapidement acces a des produits nouveaux et importants, des produits
gui soient par exemple beaucoup plus efficaces et sensiblement moins toxiques.

Observations

Les informations contenues dans ce chapitre permettent de se faire une bonne idée des
efforts déployés pour développer des médicaments antivarioliques et des résultats
obtenus dans ce domaine. L'AGIES prend acte de ce que deux médicaments
expérimentaux prometteurs (le CMX001 et le ST-246%) sont parvenus a un stade avancé
de développement. Ces deux composés bloquent des étapes différentes du cycle évolutif
viral et inhibent la réplication des orthopoxvirus ; tous deux peuvent étre administrés par
voie orale, ce qui est une condition nécessaire. Le ST-246° s'attaque de maniére trés
spécifigue a une seule protéine orthopoxvirale, ce qui explique les excellentes données
précliniques concernant l'efficacité de ce composé, et surtout sa toxicité minime.
Comparativement au ST-246%, le CMX001 est peut-&tre un peu moins efficace contre les
orthopoxviroses, mais il est également trées prometteur pour le traitement d’autres
affections virales. Le programme de recherche en vue du développement de nouveaux
médicaments semble donc pres d’avoir atteint ses objectifs globaux — il en est dailleurs
probablement plus proche que ne le laisse entendre le rapport des experts qui sont plutét
réserves a cet egard.
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PARTIE 2. Recommandations en vue des futures recherches et
observations au sujet des conservatoires

Section 1. Génomique, tests de diagnostic et conservatoires
Génomique

On dispose des séquences géniques quasi completes d’environ 50 isolements de virus
variolique provenant d’'un peu partout dans le monde. Ces isolements, dont le génome est
tres peu diversifié, présentent de nombreuses homologies génomiques avec les autres
orthopoxvirus. Compte tenu de cela et du fait que le virus variolique est un virus a ADN
dont la probabilité de variation génomique est faible, 'AGIES estime que du point de vue
de la santé publique, il n'est pas nécessaire de séquencer d’'autres isolements de virus
variolique, bien que cela semble présenter de I'intérét sur le plan scientifique.

L’AGIES est d’avis que les stratégies actuelles de confinement du virus variolique sont
plus ou moins fondées sur des considérations historiques et ne sont plus adaptées a notre
temps, maintenant que les techniques moléculaires modernes permettent a n’importe quel
laboratoire doté des équipements et/ou des ressources financiéres voulus de synthétiser
de novo des virus varioliques intacts. De plus, la technologie permettant de modifier
génétiqguement des poxvirus est en général facilement disponible et peut étre utilisée pour
contourner les recommandations de I'OMS qui visent a interdire les manipulations
génétiques portant sur le virus variolique. C’est pourquoi I'AGIES recommande d’élaborer
de nouvelles stratégies afin de prendre en compte cette possibilité d’'une synthése

de novo de virus varioligues vivants, stratégies qui devraient notamment comporter
I'adoption d’une politique nationale en la matiére par les Etats Membres de I'OMS. Il est
recommandé, par ailleurs, que les propositions qui ont récemment été émises en matiere
de sdreté biologique (Bugl et al., 2007)* soient prises en considération par les décideurs
nationaux.

Tests de diagnostic en laboratoire

Pour poser le diagnostic d'une infection par un poxvirus, on peut recourir a une ou
plusieurs techniques comme la microscopie électronique, l'isolement du virus, la
recherche de I'acide nucléique viral, la détection des protéines virales sur un virion intact
ou encore I'examen de la réponse sérologique de I'hote.

Technique facile et rapide a utiliser, la microscopie électronique souffre toutefois d’'une
limitation : en ce qui concerne la recherche de la présence de virus varioliques, elle ne
peut étre pratiquée que dans les deux seuls laboratoires de la planete qui soient équipés
pour manipuler des échantillons contenant des virus varioliques vivants.

Un certain nombre de tests ont été mis au point qui permettent la détection spécifique de
I'acide nucléique du virus variolique a l'aide de diverses plates-formes technologiques :
amplification génique (PCR), PCR quantitative en temps réel ou encore microréseaux de
puces a ADN. Ces tests utilisent généralement des fragments clonés ou synthétiques
d’ADN variolique. Pour les tests basés sur la PCR en temps réel, on peut utiliser comme

! Biigl H et al., 2007. DNA synthesis and biological security. Nature Biotechnology, 25: 627-629.
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amorces, sondes ou témoins positifs des fragments comportant jusqu’a 500 bases, ce qui
reste en dessous de la limite supérieure fixée pour la longueur des fragments d’ADN
génomique variolique utilisables par des laboratoires sans installations spéciales et ces
tests n'ont pas besoin de virus varioliques vivants. Il est nécessaire que ces tests fassent
I'objet d’'une validation réglementaire. Il faudrait également procéder a la comparaison en
téte-a-téte des techniques existantes et s’efforcer d’optimiser davantage les tests actuels
basés sur l'acide nucléique, notamment les techniques de PCR en temps réel et les
plates-formes de micropuces a ADN.

Il existe plusieurs épreuves sérologiques qui permettent de détecter la présence
d’anticorps dirigés contre des orthopoxvirus. Le développement des tests de capture
antigénique en est a ses débuts ; pour l'instant, ces tests sont spécifiques du genre
Orthopoxvirus, ils ne le sont pas du virus variolique. Il serait bon également de les
comparer en téte-a-téte et de s'efforcer d’améliorer leurs caractéristiques de
fonctionnement, de les rendre plus rapides, de les normaliser et de les automatiser.

Il faudra peut-étre aussi, aprés un certain temps, adapter les tests moléculaires et
sérologiques actuels, de maniere a suivre les avancées et les progres des techniques et
de I'appareillage dans leurs domaines respectifs.

L’AGIES estime gu'’il n’est pas nécessaire d’utiliser des virus varioliques vivants pour des
travaux portant sur la mise au point ou I'amélioration de tests de diagnostic de la variole.

Conservatoires

Compte tenu des informations données a ce sujet par I'analyse scientifique, la question se
pose de savoir dans quel but des souches non viables de virus variolique sont encore
détenues dans l'un et l'autre de deux conservatoires (indépendamment des délibérations
de I’Assemblée mondiale de la Santé au sujet d’'un calendrier de destruction de tous les
stocks de virus varioliques viables une fois qu’elle aura pris connaissance du présent
examen).

Il faudra, en temps utile pour les travaux futurs, prendre une décision au sujet des
caractéristiques des souches et des quantités optimales a détenir dans les conservatoires
d’amplicons et d'’ADN plasmidique de maniére a assurer une représentation
épidémiologique suffisante.

Les experts de 'AGIES sont d’avis qu’il y aurait avantage a savoir quels segments d’ADN

ont été distribués (et a quels laboratoires), et dans quelle mesure la regle des 20 % est
encore applicable.
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Section 2. Vaccins, modeéles animaux et médicaments
Vaccins

L’AGIES estime qu’il faut poursuivre les tentatives en vue de développer des vaccins
antivarioliques plus sdrs et au moins aussi efficaces que les vaccins initiaux ou les vaccins
homologués existants.

Le Groupe a noté que deux vaccins fortement atténués produits en culture cellulaire, a
savoir le MVA et le LC16m8, sont déja en voie d’obtenir une autorisation de mise sur le
marché. Les experts pensent qu’'a I'avenir, des recherches devraient étre entreprises en
vue de créer des souches virales génétiquement modifiées en retirant des souches
vaccinales actuelles les génes qui sont responsables des effets indésirables. La protection
conférée par ces nouvelles souches contre les orthopoxviroses pourra ensuite étre
evaluée sur des modeles animaux appropriés, leur innocuité et leur immunogénicité étant
testées par des essais cliniques sur des sujets humains. De méme, d’autres recherches
devraient également étre menées sur les vaccins sous-unités expérimentaux qui se
montrent prometteurs car ils sont vraisemblablement plus slrs que les vaccins existants,
encore que leur efficacité soit encore a démontrer.

Un des grands obstacles au développement de nouveaux vaccins tient au fait que I'on
n'est pas en mesure de mettre en évidence une immunité protectrice chez 'homme
puisque la maladie n’existe plus. Le Comité consultatif OMS de la Recherche sur le Virus
variolique a fait remarquer que, compte tenu des circonstances, les prescriptions
réglementaires actuelles imposent d’utiliser des virus varioliques vivants sur un modele
primate non humain pour démontrer I'efficacité d’un vaccin. L’AGIES reconnait qu'il existe
d’excellents modéles de substitution pour les différentes orthopoxviroses (par exemple les
macaques cynomolgus, les lapins et les rongeurs) et que ceux-ci pourraient permettre de
se dispenser d'utiliser des virus varioliques vivants pour évaluer I'efficacité des vaccins et
des médicaments. Du point de vue de la santé publique, les risques que comporte l'usage
de virus varioliques vivants pour des études in vivo sur lI'animal I'emportent sur les
avantages que peut avoir ce type de modele par rapport aux modeles basés sur I'emploi
d’autres orthopoxvirus chez des hétes essentiellement déterminés par leurs infections
naturelles. L’AGIES est donc d’avis que ces modeles de substitution peuvent étre utiles
pour évaluer I'efficacité des nouveaux vaccins. Il recommande en outre que, dans le but
de faciliter le développement de nouveaux vaccins, les chercheurs qui travaillent dans ce
domaine et les autorités de réglementation s’engagent sans délai dans des discussions
afin de se mettre d’accord sur des marqueurs de substitution acceptables pour évaluer la
protection et sur les modeles les plus appropriés a I'expertise des vaccins antivarioliques.

En plus des contre-indications déja connues, on ignore toujours quelles conséquences un
état d'immunodéficience (consécutif par exemple a une infection par le VIH, a une
malnutrition ou a d’autres raisons) peut avoir pour 'immunisation au moyen des vaccins
antivarioliques actuels. Il en résulte que, du point de vue de la santé publique, la
vaccination prophylactique de populations nombreuses ne se justifie pas a I'heure
actuelle. Il est également vivement recommandé d’élaborer des stratégies de vaccination
thérapeutique efficaces, reposant par exemple sur la vaccination aprés exposition,
I'administration d'immunoglobulines antivaccine ou encore d’anticorps monoclonaux, afin
d’étre prét a faire face a une éventuelle flambée de variole. Cela devrait contribuer a
raccourcir la durée de réaction des systemes de santé en cas de flambée épidémique. De
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surcroit, une immunisation passive peut atténuer les effets indésirables des vaccins
existants.

Modeles animaux et pathogenese

Il peut étre important et tout a fait souhaitable de disposer d’'un modéle animal dans lequel
le virus variolique provoque une maladie similaire & la variole humaine. A cet égard,
'AGIES a noté que, selon une opinion exprimée dans I'Analyse scientifique, il est
nécessaire de disposer de virus varioliques vivants pour certaines études de pointe sur la
pathogenese de l'infection par ce virus.

Toutefois, les essais d’inoculation du virus variolique a divers primates non humains ont
abouti & des modéles extrémement artificiels et & des processus pathologiques qui ne
ressemblent pas a la variole humaine. De plus, il s’avere que l'utilisation de modéles
animaux infectés par le virus variolique pose trop de problémes du point de vue pratique
étant donné la rigueur de la réglementation actuelle relative aux recherches in vivo au
moyen de ce virus. L’AGIES estime donc qu’il vaudrait sans doute mieux se concentrer
sur I'amélioration des modeéles animaux utilisant d’autres orthopoxvirus, a savoir ceux dont
iIs sont les hotes plus naturels (par exemple I'orthopoxvirus simien, le virus de la variole
bovine, le virus de la variole du lapin, le virus de I'ectromélie pour des modéles tels que les
primates non humains, les lapins et divers rongeurs), puisque ceux-ci constituent
semble-t-il de bons modeles de substitution de la variole humaine. Ces modeles
permettent non seulement d’étudier la pathogenese des orthopoxviroses, mais se prétent
aussi a I'évaluation de l'efficacité des vaccins et des antiviraux vis-a-vis de ces maladies
infectieuses, a l'identification de marqueurs biologiques liés a la progression de la maladie
et a la protection contre cette derniére, a I'analyse de I'efficacité des médicaments et des
vaccins, a des études pharmacocinétiques et pharmacodynamiques et a I'établissement
de critéres pour évaluer la protection.

Les modeles primates non humains actuels basés sur l'infection par le virus variolique
laissent a désirer et les recherches en vue de les améliorer sont restées plutdt limitées, les
tentatives pour y parvenir au cours de la derniére décennie n’étant guere fructueuses. Ces
tentatives se justifient uniquement par le souci de respecter les prescriptions trés
rigoureuses de la réglementation actuelle, en I'absence de cas humains de variole.
L’AGIES est davis gu'il serait plus productif de revoir la réglementation relative a
I’'hnomologation des vaccins et médicaments antivarioliques, étant donné qu’il n’existe plus
d’infections humaines par ce virus.

Développement de médicaments

L'un des arguments avancés dans l'analyse scientifique consiste a dire que les travaux
portant sur des virus varioliques vivants pourraient étre indispensables au développement
et a I'hnomologation des médicaments antivarioliques. C’est un argument qui parait
raisonnable, tout au moins en ce qui concerne les tests in vitro. En attendant que des
modeles animaux appropriés basés sur l'infection par d’autres orthopoxvirus recueillent un
assentiment général et soient mis en application avec succes, 'AGIES se prononce en
faveur d’'un modéle d’infection macaque/orthopoxvirus simien (ou des modeéles primates
plus récemment publiés et peut-étre aussi des modeles utilisant des souris C57BL) pour
I’évaluation in vivo de I'efficacité des futurs médicaments expérimentaux.
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L'AGIES est préoccupé de constater que la seule raison impérieuse, sur le plan
scientifique et en termes de santé publique, de conserver des stocks de virus variolique
vivant est de respecter les prescriptions réglementaires rigoureuses qui s’appliquent
actuellement au développement des vaccins et des médicaments. C’est pourquoi Il
recommande vivement que les chercheurs et les autorités de réglementation se
rencontrent et définissent d’'un commun accord les modéles d’'un autre type qui seront
utilisés a I'avenir pour les tests sur les vaccins et les médicaments, afin de se préparer a la
destruction des stocks de virus variolique. Le Groupe estime par ailleurs que, dans
I'intervalle, il devrait sans doute étre possible de choisir un petit nombre de souches de
virus variolique pour ces tests en ne conservant que ceux qui seraient retenus pour cet
usage limité.

L’AGIES reléve que deux médicaments expérimentaux de mode d’action différent sont
actuellement a un stade avancé de développement, mais que, pour linstant, il est
impossible d’obtenir une estimation rationnelle du délai de délivrance de l'autorisation
réglementaire de mise sur le marché des agents antipoxviraux nouvellement mis au point
(par exemple le CMX001 ou le ST-246%). Il n'est pas possible de procéder a des tests
d’efficacité sur 'homme pour faire homologuer des médicaments antivarioliques. Les
autorités de réglementation ont établi de nouvelles procédures d’autorisation pour ce
genre d’'indications et la FDA, notamment, a regroupé un certain nombre de dispositions
sous la dénomination d’« Animal Rule ». On n’a toutefois aucun exemple d’une procédure
d’homologation qui se soit déroulée selon les principes de '« Animal Rule » et les
modalités d’application de cette réglementation au développement des médicaments
antivarioliques restent incertaines. De plus, tous les modeéles animaux (primates non
humains) d’infection par le virus variolique doivent étre considérés comme imparfaits
puisqu’ils ne reproduisent pas la maladie humaine et les travaux sur ces animaux se
heurtent a des difficultés pratiques. Il est donc nécessaire que les chercheurs qui
travaillent sur les orthopoxvirus et les autorités de réglementation collaborent a
I'établissement d’une procédure ou de criteres acceptables auxquels se conformer pour
I’'hnomologation des médicaments. En gardant a I'esprit que I'objectif final est d’éliminer les
stocks de virus variolique, I'AGIES souhaiterait également que les experts se posent la
question de savoir si la mise au point d’'un modeéle in vitro permettant I'expression, dans un
systéeme hétérologue, des génes pertinents du virus variolique permettrait de se passer de
'usage de ce virus.

Au cours d’expériences de passage in vitro en présence de chacun de ces médicaments,
on a observé l'apparition d’'une pharmacorésistance ; ces expériences de passage ont
permis d’identifier les mécanismes moléculaires de la résistance opposée par les
orthopoxvirus a ces médicaments. Bien qu’on ignore quelle est la probabilité d’apparition
d’'une telle résistance a la suite de l'utilisation de ces substances in vivo, 'AGIES estime
gu'’il serait souhaitable de poursuivre la recherche-développement d’autres médicaments
actifs contre les poxvirus dont le mode d’action soit différent de celui des produits qui sont
actuellement a un stade avancé de développement.

Il est difficile d’apprécier de maniére exhaustive ou en est actuellement le développement
des médicaments antivarioliques car soit certains composés qui paraissent prometteurs
n‘'ont pas encore été suffisamment évalués, soit les données relatives a leur
développement n'ont pas été rendues publiques du fait qu’ils sont protégés par des
brevets, ou les deux a la fois.
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PARTIE 3. Assurer un niveau élevé de slreté dans I'éventualité d’une
réapparition de la variole

La variole pourrait réapparaitre a la faveur de la dissémination délibérée ou involontaire de
virus varioliques naturels ou génétiguement modifiés. Autant qu’'on sache, on n'a pas
encore créé de virus varioliques vivants en faisant appel au génie génétique. Toutefois,
les outils pour le faire existent et un autre micro-organisme complexe (Mycoplasma
mycoides) a effectivement été créé. Par ailleurs, comme la technologie ne cesse de
progresser a pas de géant, il faudra de moins en moins de temps pour créer des
organismes vivants.

Les stratégies actuelles de confinement du virus variolique prennent en considération le
fait qu’a I'exception des deux centres collaborateurs de 'OMS désignés a cet effet, aucun
laboratoire dans le monde n’est autorisé a conserver des stocks de virus variolique vivant
ou plus de 20 % du génome de ce virus et que les manipulations génétiques sur le virus
variolique sont interdites. Par ailleurs, toute manipulation de 'ADN de ce virus doit
s’effectuer dans un lieu géographiqguement isolé de celui ou se déroulent des travaux
comportant la multiplication d’autres orthopoxvirus. Cela étant, la technologie nécessaire a
la modification génétique des poxvirus est en général facile a obtenir et elle pourrait étre
utilisée pour contourner les recommandations de 'OMS qui interdisent d’effectuer des
manipulations génétiques sur le virus variolique.

La réglementation actuelle relative aux nouveaux meédicaments et vaccins prescrit
d’utiliser des virus varioliques vivants pour les essais. De plus, I'AGIES est d’avis que le
virus varioliqgue constitue actuellement la meilleure cible pour les essais in vitro des
nouveaux meédicaments expérimentaux.

Surveillance des politiques de confinement

Il faut continuer a exercer régulierement une surveillance rigoureuse des pratiques mises
en ceuvre au SRC VB VECTOR et aux CDC en matiere d’assurance de la qualité et de
confinement.

Virus varioliques génétiguement modifiés, mutants du virus variolique ou de poxvirus
contenant des parties du génome variolique

L'interdiction de modifier génétiquement le virus variolique prononcée par 'OMS est
essentielle, mais elle suppose que chacun la respecte. L’AGIES recommande donc
d’élaborer de nouvelles stratégies qui prennent en compte la possibilité de synthétiser
de novo des virus varioliques vivants, et notamment que les Etats Membres de 'OMS
adoptent une politique nationale a cet égard. Il recommande en outre que les propositions
qui ont été récemment émises en matiére de sdreté biologique (Biigl et al., 2007)* soient
examinées par les décideurs nationaux.

Les experts de 'AGIES estiment que 'OMS devrait demander a tous les pays de lui
communiquer un état validé et actualisé de leurs stocks respectifs d’ADN du virus
variolique (sous diverses formes telles que fragments, amplicons et/ou plasmides).

! Biigl H et al., 2007. DNA synthesis and biological security. Nature Biotechnology, 25: 627-629.
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En ce qui concerne [linterdiction faite aux laboratoires autres que les centres
collaborateurs de 'OMS de détenir plus de 20 % du génome du virus variolique, il est
recommandé que les CDC comme le SRC VB VECTOR communiquent a 'OMS des
documents indiquant dans le détail quels segments de ’ADN variolique ont été distribués
et a quels laboratoires. Il faudrait également procéder a des consultations sur le point de
savoir quelle proportion du génome variolique représente I'ensemble des segments
distincts représentant chacun moins de 20 % de ce génome qui ont d'ores et déja été
distribués a divers laboratoires, et si le génome complet du virus variolique a déja été
distribué de cette maniére ou devrait I'étre.
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Appendice. Profil professionnel des membres de 'AGIES

Professeur Rakesh Aggarwal, Lucknow (Inde)

Le Professeur Aggarwal a obtenu son doctorat en médecine en 1986, a I'Institut panindien
des Sciences médicales de New Delhi. Il s’est spécialisé en gastro-entérologie et en
hépatologie et posséde également un dipldme de troisieme cycle en épidémiologie qui lui
a été conféré par la London School of Hygiene and Tropical Medicine. Il est actuellement
professeur de gastro-entérologie a I'Institut supérieur des Sciences médicales Sanjay
Gandhi de Lucknow (Inde).

Le Professeur Aggarwal a effectué d'importantes recherches sur les divers aspects des
virus de I'hépatite, notamment le virus de I'hépatite E. Ces recherches comportaient
€également des études sur les aspects épidémiologiques, cliniques, biologiques et
immunologiques de cette maladie infectieuse. Le Professeur Aggarwal a également
entrepris d’analyser le role de la vaccination contre I'hépatite B du point de vue de
I’économie de la santé.

Ses taches et responsabilités actuelles consistent notamment a s’occuper des patients
ambulatoires ou hospitalisés souffrant d’affections hépatiques, a enseigner I'hépatologie et
la gastro-entérologie et a superviser ses confréres qui se spécialisent dans ces disciplines
tout en dirigeant un laboratoire activement engagé dans la recherche sur les hépatites. I
est Chercheur principal pour plusieurs études cliniques ou études de biologie médicale,
essentiellement dans le domaine des hépatites virales et autres pathologies hépatiques.

Dr Suleyman Al-Busaidy, Mascate (Oman)

Le Dr Suleyman Al-Busaidy est un microbiologiste omanais qui assure actuellement la
direction du Laboratoire central de santé publique (LCSP) de Mascate, rattaché au
Ministere de la Santé d’'Oman. En tant que Directeur du Laboratoire central de santé
publique, il est notamment chargé d’animer, sur le plan scientifique et administratif, le
développement, la promotion et I'intégration des services de laboratoire dans la pratique,
afin de prévenir et de combattre les maladies. Sous sa direction, le LCSP a été désigné
par 'OMS comme laboratoire régional de référence pour la poliomyélite, la rougeole, la
rubéole et la tuberculose, et également en tant que participant au systeme d’assurance de
la qualité en microbiologie pour la Région de la Méditerranée orientale. C'est le
Dr Suleyman qui a créé le laboratoire de virologie d’Oman.

Dr Luciana Barros de Arruda, Rio de Janeiro (Brésil)

Le Dr Luciana Barros de Arruda est titulaire d’une licence en microbiologie et immunologie
de I'Université fédérale de Rio de Janeiro (1997), d’'une maitrise en sciences biologiques
(biophysique) (1999) et d’'un doctorat és sciences en biophysique (2003) de cette méme
université. Elle est professeur associé au Département de Virologie de [lInstitut de
Microbiologie de I'Université fédérale de Rio de Janeiro (UFRJ). Pour I'obtention de sa
maitrise de biologie, elle a étudié la modulation de la réponse des lymphocytes B contre
Trypanosoma cruzi dans les laboratoires de I'UFRJ. Son travail de these s’est déroulé a
I'UFRJ et a I'Université Johns Hopkins de Baltimore (Etats-Unis) ou elle a commencé a
travailler & la mise au point d’un vaccin génétique contre le VIH.
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Le Dr Luciana Barros de Arruda assure la coordination des travaux du laboratoire de
génétique et d'immunologie des infections virales, dans le Département d’Immunologie de
'UFRJ. Son équipe de recherche se consacre a I'étude de la réponse immunitaire contre
les arbovirus (virus de la dengue et virus Sindbis) et le VIH, y compris la réponse cellulaire
et humorale chez 'homme et les modeéles animaux, en vue de développer des vaccins
antiviraux.

Professeur Zhihong Hu, Wuhan (Chine)

Le Professeur Zhihong Hu a obtenu sa licence és sciences (virologie et bactériologie) a
I'Université de Wuhan (Chine) en 1986 et sa maitrise en virologie en 1989, a I'Institut de
Virologie de Wuhan qui dépend de I’Académie chinoise des sciences (ACS), institut dont
elle est devenue membre par la suite. Elle a obtenu son doctorat és sciences (virologie) a
I'Université agronomique de Wageningen en 1998.

Depuis 1997, elle est professeur a I'Institut de Virologie de Wuhan (ACS) et en a été le
Directeur général de 2000 a 2008. Les recherches du Professeur Zhihong Hu portent sur
la virologie, et notamment sur la biologie moléculaire et les applications des baculovirus.
Depuis 2003, elle s’intéresse aux viroses émergentes comme le syndrome respiratoire
aigu sévere (SRAS) et la fievre hémorragique Crimée-Congo.

Professeur Siripen Kalayanarooj, Bangkok (Thailande)

Le Professeur Siripen Kalayanarooj posséde une licence en sciences médicales de
I'Université Mahidol de Bangkok (1975), un doctorat en médecine avec mention (1977)
ainsi qu'un « Sub-Board » pour les maladies infectieuses de I'enfant (1983) obtenu a
I'Université de Californie (Los Angeles, Etats-Unis).

Depuis 1997, elle dirige le centre collaborateur OMS pour la prise en charge des cas de
dengue, de dengue hémorragique et de dengue avec syndrome de choc a lnstitut
national Reine Sirikit de Santé de I'Enfant (QSNICH), antérieurement connu sous le nom
d’'Hoépital pédiatrique de Bangkok. Elle est également Chef du service des maladies
infectieuses du QSNICH (depuis 2005) et Présidente du Comité des Maladies infectieuses
de cet hopital. Le QSNICH est un hépital de soins tertiaires et de recours qui dépend du
Département des Services médicaux du Ministere thailandais de la Santé et qui est affilié
a la faculté de médecine de I'Université de Rangsit.

Les taches et responsabilités du Professeur Siripen Kalayanarooj sont les suivantes :

e défense des politiques : en tant que responsable nationale de la prise en charge
de la dengue, de la dengue hémorragique et de la dengue avec syndrome de
choc, dans le but de réduire au minimum le taux de létalité chez les malades de la
dengue ;

e service: s'occuper des enfants malades tant hospitalisés qu'en soins
ambulatoires, en particulier de ceux qui souffrent de maladies infectieuses et
notamment de la dengue ; conseiller 'ensemble des médecins et du personnel
paramédical ainsi que la population générale au sujet des vaccins et des maladies
infectieuses de I'enfant ;
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e enseignement : encadrer les médecins qui se spécialisent en infectiologie
pédiatrique, les meédecins résidents et les étudiants en médecine pour ce qui
concerne la pédiatrie générale et l'infectiologie pédiatrique ; donner des cours et
des consultations, organiser des ateliers a I'intention de I'ensemble du personnel
médical et paramédical, notamment sur la dengue, la dengue hémorragique et la
dengue avec syndrome de choc ainsi qu’'a l'intention de participants nationaux et
internationaux ;

e recherche : assumer le role de chercheur principal pour des études collectives en
vue de recherches cliniques et biomédicales sur la dengue.

Professeur Michael C. Kew, Le Cap (Afrique du Sud)

Le Professeur Kew a été professeur de médecine a I'Université de Witwatersrand, a
Johannesburg, de 1978 a 2009. Il avait également été Directeur du Conseil de la
Recherche médicale — Unité de recherche en hépatologie moléculaire, de cette universite.
Cette unité de recherche a établi les diverses causes de cancer du foie et nhotamment
I'infection par le virus de I'hépatite B, ce qui a incité le Département de la Santé d’Afrique
du Sud a faire vacciner tous les nouveau-nés d’Afrique du Sud contre I'hépatite B.

Actuellement, le Professeur Kew est associé de recherche honoraire a la faculté de
médecine du Cap et a I'hbpital Groote Schuur de cette méme ville. Il est professeur
émérite et professeur/chercheur honoraire a [I'Université de Witwatersrand
(Johannesburg).

Professeur Rosemary Sang, Nairobi (Kenya)

Le Professeur Rosemary Sang est Chef du Service d’arbovirologie et des fiévres
hémorragiques du Centre de recherche en Virologie — un centre rattaché a ['Institut
kenyan de Recherche médicale) (KEMRI). C’est une spécialiste de l'arbovirologie qui
s’intéresse également a I'épidémiologie et a la surveillance des arbovirus, a la lutte contre
les arboviroses et a la recherche sur les agents pathogenes. Le KEMRI est un organisme
d’Etat qui est chargé de la recherche en santé au niveau national. Le Professeur Sang est
également professeur honoraire de virologie a [llInstitut de Médecine tropicale et
d’Infectiologie (ITROMID) de I'Université d’agriculture et de technologie Jomo Kenyatta
(JKUAT).

Le Professeur Rosemary Sang est chargée des questions d’environnement et de sécurité
sanitaire au KEMRI et elle est également Présidente du Comité consultatif de la Santé, de
la Sécurité et de 'Environnement (HSEAC). Le HSEAC a pour mission de veiller a ce que
la sécurité au travail soit assurée et que les politiques et directives d'usage soient
respectées. Le Professeur Sang est membre du Comité institutionnel de Sécurité
biologique du KEMRI (KEMRI-IBC). Le KEMRI-IBC a été créé par la loi de 2009 sur la
sécurité biologique, en application des directives des NIH au sujet des recherches
impliquant l'utilisation de molécules d’ADN recombinant et d’autres recommandations
internationales, dans le but d’examiner et de superviser au niveau local toutes les formes
de recherches utilisant de 'ADN recombinant et de veiller a ce que le matériel biologique
infectieux soit manipulé dans de bonnes conditions de sécurité.
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Professeur Tania Sorrell, Sydney (Australie)

Le Professeur Tania Sorrell est Directeur du Sydney Emerging Infections and Biosecurity
Institute (SEIB), Directeur du Centre for Infectious Diseases and Microbiology et
professeur d’infectiologie clinique a I'Université de Sydney. Elle est également médecin
infectiologue principal (antérieurement directeur de département) a I'hdpital de Westmead
(Sydney).

Elle s’intéresse depuis longtemps a la prévention, au diagnostic et au traitement des
maladies infectieuses, notamment chez les patients immunodéprimés, ainsi qu'a
I'apparition de micro-organismes résistants. Ses travaux sur une grave mycose, la
cryptococcose, ont ouvert de nouvelles pistes sur les relations hGte-micro-organisme et
pour le développement de nouveaux médicaments. Elle a mis au point des tests de
diagnostic des mycoses et participe a des comités internationaux chargés d’élaborer des
recommandations au sujet du traitement de ces affections. Elle est I'auteur de plus de
190 publications dans des revues a comité de lecture et on lui a demandé de rédiger une
vingtaine de mises au point et une trentaine de chapitres pour divers ouvrages. Elle siege
également au Conseil de Rédaction pour les Maladies infectieuses.

Le Professeur Sorrell a fait de l'infectiologie une spécialité de la médecine interne
australienne et elle a assuré la formation ou favorisé le cursus professionnel de nombreux
spécialistes nationaux éminents dans le domaine de linfectiologie clinique et de la
recherche traductionnelle en infectiologie et microbiologie.

Elle a siégé ou siége encore dans de nombreux comités consultatifs (au niveau de I'Etat
ou au niveau national) chargés des maladies infectieuses ou de I'autorisation des agents
thérapeutiques, ainsi qu’au Research and Human Ethics Committee et au Medical
Research Council d’Australie. Elle est également I'ancienne Présidente de I'Australasian
Society for Infectious Diseases.

Professeur Gerd Sutter, Munich (Allemagne)

Le Professeur Gerd Sutter est titulaire de la chaire de virologie a la Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen. De 2003 a 2009, le Professeur Sutter a dirigé la Division de virologie
de I'Institut Paul Ehrlich, un établissement public de la République fédérale d’Allemagne
qui dépend du Ministere fédéral de la Santé. De 1994 a 2003, il a été Chef d’'une équipe
de recherche au Centre national de Recherche Helmholtz de Munich. De 1990 a 1993, le
Professeur Gerd Sutter a travaillé comme chercheur postdoctoral au Laboratory of Viral
Diseases des National Institutes of Health (Bethesda, Etats-Unis). Le Professeur Sutter a
été distingué par le Bundesministerium fir Bildung und Forschung (BMBF) pour ses
travaux en infectiologie (1990-1996). Il a été expert auprés de nombreuses institutions
internationales, comme le National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID,
NIH, Etats-Unis) et membre de comités consultatifs de 'OMS, notamment I'Initiative de
recherche sur les vaccins ou la Consultation informelle sur les caractéristiques et la qualité
des vaccins.

Les travaux du Professeur Sutter portent sur la mise au point de vaccins et notamment

I'utilisation de vaccins antipoxviraux et de poxvirus comme vecteurs, sur la prévention des
viroses zoonotiques ou émergentes et sur I'étude de la modulation (pox)virale du systeme

40



Appendice. Profil professionnel des membres de 'AGIES
Geneve (Suisse), décembre 2010

immunitaire de I'héte, notamment en ce qui concerne I'échappement aux réponses
adaptatives et innées a l'infection.

Dr Stefan Wagener, Winnipeg (Canada)

Le Dr Stefan Wagener est Directeur scientifique pour la gestion des risques biologiques
au Laboratoire national de microbiologie (Agence de la Santé publique du Canada) de
Winnipeg. Il est également conseiller auprés de I'OMS et du Programme de partenariat
mondial du Canada (Ministére des Affaires étrangeres et du Commerce international
Canada), qui élabore des programmes et travaille dans les pays de I'ex-Union soviétique,
en Asie et en Afrique.

Apres avoir obtenu sa maitrise et son doctorat es sciences en Allemagne, il est entré a la
Michigan State University comme chercheur scientifique, avant de passer au secteur de la
santé et de la sécurité au travail. A la Michigan State University, il a travaillé comme
spécialiste des risques biologiques pour les organismes locaux et les agences de I'Etat
chargés d’intervenir en cas d’attaque bioterroriste ainsi que comme spécialiste des
installations de confinement et expert en sécurité biologiqgue. De 2001 a 2006, il s’est
occupé de toutes les questions d’ordre sécuritaire et opérationnel pour les installations
canadiennes de NSB 4, au Centre scientifigue canadien de Santé humaine et animale de
Winnipeg (Manitoba), en tant qu’Administrateur en chef de I'’Agence canadienne
d’Inspection des Aliments et de Santé Canada.

Actuellement, en tant que Directeur scientifique, il gére un vaste programme scientifique
international portant sur la gestion des risques biologiques, sur la formation et la
recherche, ainsi que sur la mise au point de nouveaux outils de pointe pour la sécurité et
la sOreté biologiques basés sur le modele évaluation/atténuation/performance (AMP). Le
Dr Stefan Wagener est ancien Président de I'’American Biological Safety Association
(ABSA) et il a également présidé en 2007 un atelier du Comité européen de Normalisation
(CEN) chargé de mettre au point la premiére norme internationale de gestion des risques
biologiques au laboratoire : CWA 15793:2008. Il préside actuellement l'atelier 55 du CEN
chargé de préparer un document d’orientation pour la norme CWA 15793:2008.
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