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1.  INTRODUCTION 

La rage humaine est une zoonose virale qui attaque le système nerveux central. Les chiens 

domestiques sont les principaux  responsables de la transmission du virus de la rage aux 

humains dans près de 99 % des cas. Elle est plus fréquente chez les enfants âgés de 5 à 14 ans. 

Dès lors que les symptômes cliniques apparaissent, la rage est mortelle dans pratiquement 

100 % des cas [1].  

Il existe deux formes cliniques de la rage chez l'homme : encéphalique et paralytique. La rage 

encéphalique (qui représente 80 % des cas) est associée à des épisodes d’agitation ou 

d’hyperexcitabilité et d’hydrophobie durant lesquels surviennent des contractions 

spasmodiques des muscles pharyngés lors de la déglutition. La rage paralytique (20 % des cas) 

se caractérise par une dégénérescence progressive des neurones moteurs inférieurs [2].  

Le virus de la rage est transmis lors d’une exposition à la salive d’un animal infecté et par 

effraction de la barrière cutanée, projection de virus sur des muqueuses, et dans de rares cas, 

par transplantation d’organe à partir d’un donneur infecté. Après l’exposition au virus, la rage 

peut être prévenue par la prophylaxie post-exposition (PPE), qui comprend lavage et antisepsie 

puis l’administration de plusieurs doses de vaccin antirabique, en combinaison avec l’injection 

d’immunoglobulines antirabiques (RIG) dans les cas les plus graves [3]. 

On estime à 59 000 par an le nombre de décès humains dus à la rage transmis par les chiens.  

La majorité des décès se produisent en Afrique et en Asie. L’Asie représente 59,6% du total 

mondial. En Afrique, on estime à 21 476 le nombre de décès humains dus à la rage transmise 

par les chiens (36,4% du total mondial) [4]. La vaccination des chiens est essentielle pour 

limiter ou éliminer la rage humaine. Cette approche est maintenant favorisée par l’association 

tripartite de l’Organisation mondiale de la Santé (OMS), de l'Organisation pour l'alimentation 

et l'agriculture (FAO) et de l’Office Internationale des épizooties (OIE) qui envisage l’objectif 

de l’élimination de la rage humaine transmise par le chien d’ici 2030 [3]. 

En Afrique de l’Ouest, Au Nigeria, la prévalence de la rage canine a été estimée entre 3 et 28 

%, avec de faibles taux de vaccination des chiens de 12 % à 38 %. Au Bénin, 287 décès humains 

dus à la rage ont été signalés entre 2012 et 2017 [5]. En Côte d’Ivoire, Le nombre de décès dus 

à la rage a été estimé à 637 décès par an et la mortalité humaine due à la rage a été estimée à 

2,61 pour 100 000 [6].  
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Au Mali, le chien est le principal responsable de la transmission de la rage [7]. D’autres animaux 

tels que les chats, les bovins, les moutons et les ânes ont également été testés positifs à la rage 

en utilisant le test de l’immunofluorescence directe (FAT) [7]. Ces dernières années, la rage a 

provoqué en moyenne 12,6 [IC à 95 % : 8,7–16 ,5] décès humain par an. Ce nombre de cas est 

probablement sous déclaré vu le faible niveau de surveillance clinique, et le manque de 

laboratoire adapté capable de faire le diagnostic de la rage au Mali [7].  

Actuellement, d’une part en post-mortem, l’immunofluorescence directe (FAT) représente le 

gold standard recommandé par l’OMS pour le diagnostic de la rage. Le test est effectué sur des 

frottis d'impression de tissus cérébraux obtenus en post-mortem. Le tissu cérébral est 

l’échantillon de référence pour le diagnostic post-mortem de la rage chez l’homme. Cependant, 

il n’est pas toujours possible de prélever le cerveau en post-mortem pour des raisons du 

consentement de la famille ou pour des questions d’ordre pratique ou de biosécurité [4]. 

D’autre part, lorsque le patient est en vie, plusieurs méthodes de laboratoire peuvent être 

utilisées pour confirmer le diagnostic intra-vitam de rage humaine. Néanmoins, un résultat 

négatif en intra-vitam n’exclut pas l’infection à la rage. Parmi les techniques en intra-vitam, les 

techniques de détection moléculaire pour le diagnostic de la rage ont une sensibilité très élevée 

[4] et sont désormais considérés comme des techniques de routine [8]. Les détections 

moléculaires peuvent être effectuées à partir des liquides biologiques (salive, liquide 

cérébrospinal, larmes, sérum) et certains tissus (biopsies, incluant des follicules pileux au 

niveau de la nuque) [8]. 

A Bamako, le Laboratoire Central Vétérinaire (LCV), possède une expertise dans le diagnostic 

de la rage animale par l’immunofluorescence directe (FAT) [7]. Chaque pays devrait disposer 

d’au moins un laboratoire national de référence, capable de procéder au diagnostic de la rage 

humaine avec les techniques modernes recommandées [4].  

Au Mali, peu d’études concernant le diagnostic biologique de la rage humaine ont été effectués. 

C’est dans cette optique que nous avons entrepris de mettre au Mali, chez l’homme la technique 

moléculaire de  RT-qPCR qui est  une technique moderne recommandée. 
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OBJECTIFS 

1. Objectif général 

 

Mettre au point une technique moléculaire pour le diagnostic de la rage humaine chez les cas 

suspects au Mali. 

2. Objectifs spécifiques 

 

a. Décrire les caractéristiques socio-démographiques et cliniques des cas suspects de rage 

humaine;  

b. Déterminer la fréquence de détection du virus de la rage provenant des échantillons des 

cas suspects de rage en  utilisant la RT-qPCR; 

c. Confirmer les résultats de la RT-qPCR en utilisant la RT-PCR. 
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2. GENERALITES 

2.1.    Rage 

 

2.1.1 Définitions opérationnelles 

 

 Le virus de la rage (RABV): est un virus enveloppé contenant un génome constitué 

d'acide ribonucléique (ARN) à brin négatif. Il appartient au genre Lyssavirus de la 

famille des Rhabdoviridae. C’est un agent neurotrope qui provoque une encéphalite 

aiguë et progressive. Il est le membre le plus important du genre Lyssavirus et est le 

principal agent étiologique de la rage [9]. 

 

 Un cas suspect de rage humaine: une personne qui présente un syndrome neurologique 

aigu dominé par des formes d’hyperactivité ou par un syndrome paralytique. Ces 

syndromes peuvent inclure l’un des symptômes suivants : aérophobie, hydrophobie, 

paresthésies ou douleurs localisées, dysphagie, parésies localisées, nausées ou 

vomissements [4]. 

 

 Un cas probable de rage humaine: un cas suspect ayant des antécédents avérés de 

contact avec un animal chez qui la rage est suspectée, probable ou confirmée [4]. 

 

 Un cas confirmé de rage humaine : un cas suspect ou probable confirmé en laboratoire 

[4]. 

 

2.1.2. Epidémiologie 

 

On estime que la rage tue chaque année plus de 59 000 personnes dans le monde en plus de 

causer d'énormes pertes d'animaux domestiques malgré l’existence de vaccin spécifique. Elle 

est répandue sur tous les continents sauf l’antarctique. Principalement, la rage est présente en 

Afrique, en Asie et en Amérique latine, et environ 40 % des personnes mordues par des animaux 

suspects de rage sont des enfants de moins de 15 ans [1]. 

 En Afrique, plus de 20 000 personnes meurent chaque année de la rage, mais les données de 

surveillance sont limitées. Ce chiffre de mortalité est sous-estimé, car la plupart des cas 
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surviennent dans des zones rurales avec un accès aux soins de santé médiocre et une 

surveillance limitée [5].  

Les épidémies de rage humaine sont notables en Afrique de l'Ouest. En Côte d'Ivoire, 637 décès 

ont été recensés. Entre juillet 2017 et février 2018, sept des huit cas humains suspects ont été 

confirmés positifs au Libéria. Sur 144 chiens apparemment sains testés au Ghana, 2 % étaient 

enragés. Parmi 905 victimes de morsures d'animaux au Sénégal, 88 % ont été infligées par des 

chiens suspects enragés, mais 5 % des patients n'ont pas reçu de PPE. Au Nigeria, la prévalence 

de la rage canine a été estimée entre 3 et 28 %, avec de faibles taux de vaccination des chiens 

de 12 % à 38 %. Au Bénin, 287 décès humains ont été signalés entre 2012 et 2017. Sur 486 

animaux suspects au Mali, 93 % étaient enragés. Il n'y a pas de littérature actuelle pour la 

Guinée, la Gambie et la Guinée Bissau [5]. 

 

2.1.3. Structure du virus de la rage 

 

Les Lyssavirus sont des virus enveloppés, avec un diamètre de 75 nm et 100-300 nm de long, 

en forme d’obus ou de balle, contenant un génome constitué ARN simple brin non segmenté, 

linéaire, de 12 kilo paire de bases, de polarité négative qui code pour cinq protéines structurelles 

dans l’ordre de 3’-N-P-M-G-L-5’, notamment : une ARN polymérase ARN-dépendante (ou 

protéine large, L), une nucléoprotéine (N), une phosphoprotéine (P), une protéine de matrice 

(M) et une glycoprotéine de surface (G) [10,11]. 

L'acide ribonucléique (ARN) est encapsidé par la nucléoprotéine N pour former une 

nucléocapside hélicoïdale dans laquelle chaque protomère N se lie à neuf nucléotides [12]. 

Le virus de la rage se compose de deux unités fonctionnelles et structurelles : une nucléocapside 

à symétrie hélicoïdale et une enveloppe phospholipidique [4]. 

L’enveloppe phospholipidique est acquise par bourgeonnement à partir de la membrane 

cytoplasmique de l’hôte. Elle est recouverte par la glycoprotéine G, et M est situé sous 

l’enveloppe. N est lié à l'ARN génomique et forme avec P et L la ribonucléoprotéine qui 

constitue l'unité active de réplication virale [10].   
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Figure 1: Représentation schématique de la structure du virus de la rage [13]  

 

La protéine G  forme des spicules (5–10 nm de long et environ 3 nm de diamètre) comprenant 

trois ectodomaines glycolysés qui forment des protubérances à travers la membrane du virion 

et qui servent à l’attachement des virions aux récepteurs de la cellule hôte [4]. 

La protéine M forme des oligomères qui se lient à l’extérieur de la nucléocapside, donnant sa 

rigidité structurelle au virion et offrant une plateforme de fixation à la protéine virale G et à la 

membrane de l’enveloppe [4]. 

La protéine L possède la plupart des activités d’ARN polymérase. Elle a comme cofacteur, la 

protéine P [4].  

 

 

Figure 2: Structure du génome du virus de la rage [14] 
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2.1.4. Formes cliniques de la rage 

 

Les deux tiers des patients infectés de la rage liée aux chiens présentent la rage furieuse 

classique (caractérisée par une conscience fluctuante et une modification de l'état mental, des 

spasmes phobiques ou inspiratoires, et des signes de stimulation autonome). Tandis que le tiers 

développent une rage paralytique, qui ressemble au syndrome de Guillain-Barré, bien que 

l'évolution vers le coma, le myoedème, et l'incontinence vésicale différencient clairement ces 

deux troubles [15,16] 

Les patients atteints de la rage liée aux chauves-souris rage présentent des caractéristiques 

atypiques, telles que des signes focaux du tronc cérébral, la myoclonie, l'hémichorea et des 

signes et symptômes du syndrome de Horner. Les crises convulsives et non convulsives et les 

hallucinations sont fréquentes [15] 

Les caractéristiques cliniques de la rage peuvent être divisées en cinq étapes : la période 

d'incubation, le prodrome, la phase neurologique aiguë, le coma et le décès [15]. 

 

2.1.5. Physiopathologie de la rage 

 

Après une exposition, généralement par infiltration de salive contaminée par le virus d'un 

animal enragé dans une plaie de morsure ou par contact avec une muqueuse, ces virus pénètrent 

dans les nerfs périphériques, se propagent par le système nerveux périphérique jusqu'à la moelle 

épinière et montent jusqu'au cerveau. Après cette dissémination dans le système nerveux central 

(SNC), le virus se propage de manière centrifuge à partir du SNC, le long des nerfs, vers divers 

organes, dont les glandes salivaires, où il est émis dans la salive et transmis à la victime 

suivante, généralement par une morsure ou par la contamination de la salive infectée sur une 

muqueuse [11,17]. 

La rage est caractérisée par une période d’incubation de 1 à 3 mois mais peut varier de moins 

d'une semaine à plus d'un an. Sa durée dépend de plusieurs facteurs comme la quantité de virus 

inoculée, le degré d'innervation du site d'entrée du virus et la proximité de la morsure avec le 

système nerveux central [18]. 

Le prodrome dure d’un à dix jours et peuvent inclure de la fièvre, des maux de tête, de l'anxiété 

et de l'irritabilité. Il a été suggéré que les signes cliniques prodromiques sont liés à la migration 
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centripète du virus des nerfs périphériques vers les ganglions de la racine dorsale et, enfin, le 

SNC [19]. 

Au début de la manifestation de la maladie, des symptômes non spécifiques se manifestent tels 

que des maux de tête, de l'anxiété, de l'agitation, de la fièvre, et souvent une douleur ou une 

paresthésie au niveau de la plaie. Au fur et à mesure que le virus se dissémine dans le SNC, la 

rage aboutit à 2 principales issues : une forme encéphalique (furieuse) ou une forme paralytique 

(muette) [18].  

Les symptômes neuronaux de la maladie sont la salivation excessive, l’excitation, l’agitation, 

l’agressivité, et un comportement anormal. Le patient a une difficulté à avaler de l'eau et d'autres 

liquides, il devient aussi très sensible au bruit et craint la lumière. Ces symptômes évoluent 

généralement vers la paralysie, le coma et la mort [18].  

La forme paralytique (30 % des cas humains), se caractérise par une paralysie généralisée. Elle 

est moins grave que la forme furieuse mais elle est également fatale [18]. 

 

2.1.6. Classification du virus de la rage 

 

Les agents étiologiques de la rage sont des virus appartenant au genre Lyssavirus au sein de la 

famille des Rhabdoviridae, ordre des Mononegavirales [20]. 

Sur la base des séquences, le genre Lyssavirus est divisé en 16 espèces qui sont repartis en trois 

phylogroupes. Deux nouveaux Lyssavirus (Lyssavirus Kotalahti de la chauve-souris  (KBLV) 

et Lyssavirus Taiwanese de la chauve-souris (TBLV) ont été signalés mais restent à être 

entièrement caractérisés [21]. 

Le virus de la rage (RABV), qui est un Lyssavirus du phylogroupe 1, est responsable de la 

grande majorité des cas de rage humaine [4]. Cependant, tous les Lyssavirus peuvent infecter 

tous les espèces mammifères [21]. 

 Il est très probable qu'il y ait une sous-déclaration importante et un manque de reconnaissance 

des cas humains de rage dus à des Lyssavirus non-RABV, en raison de l'absence de typage viral 

de la plupart des cas humains [2]. 
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Figure 3: Analyse phylogénétique des Lyssavirus circulant dans le monde entier [21] 

 

 Espèces réservoirs 

On distingue plusieurs types de rage selon les espèces réservoirs [22]: 

 La rage domestique, dont le réservoir est le chien (rage canine). Elle est responsable de 

99 % des cas humains. 

 La rage sylvatique, liée aux animaux sauvages, implique des réservoirs variables selon 

les zones géographiques.  

 La rage des chiroptères (chauves-souris) est due à différentes espèces de Lyssavirus 

suivant la localisation géographique. 

Bien que la rage des chauves-souris représente une proportion relativement faible des cas 

humains dans le monde, elle représente aujourd'hui la majorité des cas de rage humaine en 

Amériques [23,24]. 

 

 

 



  

Kouame Souraley Emmanuel   Thèse de pharmacie 2023 11 

2.1.7. Cycle de réplication du Virus de la rage 

 

Le cycle de réplication du virus de la rage se déroule dans le cytoplasme de la cellule hôte. 

Plusieurs phases se déroulent : la liaison au récepteur, l'endocytose suivie de la fusion 

membranaire et de la libération de la nucléocapside, puis la transcription, la réplication, et enfin 

l'assemblage du virus et le bourgeonnement des virions de la descendance [10].  

Les virus s'attachent aux cellules hôtes par l'intermédiaire de la protéine G et sont internalisés 

par endocytose. La nucléocapside (NC) est ensuite délivrée dans le cytoplasme par fusion de 

l'enveloppe virale avec la bicouche lipidique de la vésicule endocytique. Cette fusion est induite 

par un changement de conformation de la protéine G dépendant du pH [25,26]. 

Dans la NC, La polymérase virale fonctionnelle, qui est un complexe de L et P utilise le 

complexe N-ARN comme matrice pour des cycles répétitifs de transcription [25]. 

 Les niveaux d'expression des ARNm des rhabdovirus deviennent progressivement moins 

abondants vers l'extrémité 5' du génome. Ainsi, la protéine N est la plus abondante, suivie de 

P, M, G et L. Ce gradient de transcrits est due à la dissociation de la polymérase du RNP( 

ribonucléoprotéine ) lors de la transcription lorsqu'un signal de terminaison est atteint, obligeant 

la polymérase à se réengager pour initier transcription du gène en aval [27]. 

Après un cycle de transcription, à un moment donné de l'infection, le complexe complexe de L 

et P passe à un mode réplicatif qui permet de générer un ARN (+). Cet ARN de sens positif est 

un intermédiaire réplicatif qui est entièrement encapsidé par N et qui sert de modèle pour la 

synthèse de l'ARN naissant de sens négatif [21]. 

Lorsque de nouvelles ribonucléoprotéines sont formées, elles sont transportées vers les 

membranes post-synaptiques où les virions naissants sont assemblés et transmis selon un 

processus qui dépend de la présence de G viral sur la membrane bourgeonnante [21]. 
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Figure 4: Cycle viral du virus de la rage [10] 

 

 

2.1.8.   Transmission du virus de la rage 

 

Le virus se transmet facilement entre les mammifères, qu'ils soient de la même espèce ou 

d'espèces différentes. Le chien est le principal hôte responsable de la rage humaine [28]. 

Le virus de la rage (RABV) pénètre principalement dans l’organisme par morsures d'animaux 

et le dépôt de salive chargée de RABV dans les tissus sous-cutanés et les muscles. Il existe 

d’autres types d'exposition sans morsure, notamment la contamination d'une plaie ouverte, 

d'une égratignure, d'une abrasion ou d'une muqueuse par la salive ou le tissu du système nerveux 

central (SNC) d'un animal infecté. La manipulation, le dépouillement de carcasses infectées et 

la consommation de viande crue infectée ont entraîné la transmission du RABV. Il a été signalé 

des cas de rage par l'inhalation d'aérosols de RABV dans des grottes contenant des millions de 

chauves-souris ou dans des laboratoires. Aussi, Des rares cas de rage ont résulté de la 

transplantation (d'humain à humain) de cornées infectées par le RABV. En 2004, des 

transplantations d'organes et d'un segment d'artère vasculaire au Texas ont été associées à la 

transmission du RABV et au développement d'une rage fatale chez quatre receveurs [29]. 

Le fait de toucher une personne atteinte de la rage, le contact avec des fluides ou tissus non 

infectieux (urine, sang, fèces), la consommation de lait pasteurisé ou de viande cuite ne 

constituent pas une exposition à la rage [28].  
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2.2.   Diagnostic biologique du virus de la rage 

 

  

Dû à la localisation intra neuronale du virus de la rage et la faible réponse immunitaire, il 

n’existe aucun test de diagnostic avant les manifestations cliniques. Au cours des manifestations 

cliniques chez l'homme, plusieurs tests sont nécessaires. Ces tests sont réalisés à partir 

d'échantillons de salive, de sérum, de liquide céphalorachidien (LCS) et de biopsies cutanées 

des follicules pileux de la nuque. La salive peut être testée par isolement du virus ou par RT-

PCR. Le sérum et le liquide céphalorachidien sont testés pour la recherche d'anticorps contre le 

virus de la rage. Les spécimens de biopsie cutanée sont examinés pour détecter l'antigène de la 

rage dans les nerfs cutanés [18]. À l’autopsie, l’immunofluorescence directe (FAT) est utilisée 

comme technique de diagnostic standard. La culture tissulaire est aussi utilisée à l’autopsie [18]. 

 

Tableau I: Type des prélèvements nécessaires et techniques mises en œuvre au stade ante-

mortem et post-mortem chez l’homme [8]  

Période Prélèvements Sensibilité Techniques 

 

 

 

 

 

Ante-mortem 

Salive Forte RT-hnPCR 

RT-qPCR 

Biopsie cutanée 

(Au niveau de la nuque, avec follicules 

pileux) 

Forte RT-hnPCR 

RT-qPCR 

Sérum Faible RFFIT 

ELISA 

 

LCS 

 

Faible 

RT-hnPCR 

RT-qPCR 

RFFIT 

ELISA 

 

 

 

Post-mortem 

 

Biopsie cérébrale 

 

Forte 

FAT 

RTCIT 

RT-hnPCR 

RT-qPCR 

Biopsie cutanée 

(Au niveau de la nuque, avec follicules 

pileux) 

Forte RT-hnPCR 

RT-qPCR 
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2.2.1.  Diagnostic direct du virus de la rage 

 

2.2.1.1.  Test d'inoculation à la souris  

 

Un homogénat (salive, tissu ou culture cellulaire) est inoculé par voie intracrânienne sur des 

souris âgées. Il faudra 3 à 5 semaines pour obtenir des résultats. En effet, la réplication du virus 

de la rage dans le cerveau prend assez du temps avant que la souris présente des symptômes. 

Le test de culture cellulaire est préféré afin d’éviter l’utilisation d’animaux [18,30]. 

 

2.2.1.2. Technique Rabies Tissue Culture Infection Test (RTCIT) 

 

L’objectif de la culture cellulaire est de détecter in vitro, à l'aide de techniques de culture, la 

présence du virus de la rage dans les échantillons (tissus, liquides biologiques) au diagnostic 

post mortem ou ante mortem. En général, elle est utilisée comme méthode de confirmation du 

FAT pour le diagnostic post mortem sur des échantillons de cerveau. Des cellules de 

neuroblastome de souris sont utilisées pour augmenter la concentration du virus de la rage. Le 

test se passe sur des lames à chambres multiples ou des microplaques. Il faudra attendre 4-5 

jours (2-3 passages) pour s’assurer de la négativité des résultats [18,30]. 

 

2.2.1.3.  Technique Fluorescent Antibody Test (FAT)  

 

Le principe de l’immunofluorescence directe (FAT) consiste à détecter à l’examen 

microscopique, sous lumière ultraviolette, des antigènes viraux à l’aide d’anticorps polyclonaux 

ou monoclonaux conjugués à l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) contre le RABV. Les 

anticorps sont spécifiques du virus entier ou de la protéine de la nucléocapside de la rage. Le 

test se fait sur des impressions, des frottis, des cultures cellulaires ou dans le tissu cérébral de 

souris qui ont été inoculées pour le diagnostic. Le cerveau est le tissu idéal pour le test parce 

que le virus de la rage se trouve dans les tissus nerveux et non dans le sang. L'anticorps marqué, 

après incubation avec du tissu suspect de rage, se lie à l'antigène rabique. L'anticorps non lié 

peut être éliminé par lavage et les zones où l'antigène est présent peuvent être visualisées 

comme des zones fluorescentes vert pomme à l'aide d'un microscope à fluorescence. Si le virus 

de la rage est absent, il n'y aura pas de coloration. Le test des anticorps fluorescent est spécifique 

et sensitive [18,30]. 
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2.2.1.4.   Test immuno-chromatographique rapide  
 

Le test de flux latéral est utilisé comme test rapide de la rage. Ce test est basé sur la réaction 

antigène-anticorps. Un complexe antigène anticorps est formé par le mélange de l’échantillon 

au tampon. Ce complexe migre ensuite le long de la membrane de cellulose par migration 

liquide pour être immobilisé par un second antigène. Ce qui aboutit à une ligne sur la zone de 

test. La ligne de contrôle doit apparaitre pour valider le résultat. La lecture est rapide (5 à 10 

min après dépôt de l’échantillon) [30]. 

 

Figure 5: Structure générale du test de flux latéral [30] 

 

2.2.1.5.    RT-PCR  

 

La PCR est une technique de laboratoire in vitro utilisée pour détecter, entre autres, des 

séquences d'ADN cibles d'agents infectieux. Elle implique une amplification exponentielle de 

l’ADN à l'aide d'une ADN polymérase et de courtes séquences d'oligonucléotides appelées 

"amorces" pour sélectionner la partie du génome à amplifier. En fonction de l'intervalle entre 

les amorces sens et antisens sélectionnées, des produits (amplicons) de différentes tailles 

peuvent ensuite être rendus visibles par électrophorèse sur gel d'agarose. L'utilisation de la PCR 

dans le diagnostic des Lyssavirus bénéficie également de l'application en aval du séquençage 

de Sanger pour la détection et le génotypage des Lyssavirus.  

Les Lyssavirus sont des virus à ARN à brins négatifs. Par conséquent, avant l'amplification par 

PCR, l'ARN est d'abord transcrit en ADN complémentaire (ADNc) par transcription inverse 
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(RT). Cette technique est appelé la RT-PCR. La RT-PCR peut être réalisée en une ou deux 

étapes.  Dans la première approche, l'ensemble de la réaction, de la synthèse de l'ADNc à 

l'amplification par PCR, se déroule dans un seul tube, tandis que dans la seconde, la réaction de 

transcription inverse et l'amplification par PCR sont effectuées dans des tubes différents [31].  

 

2.2.1.6.  Hemi-nested RT-PCR (RT- hnPCR)  

 

La plupart des tests amplifient des parties des gènes de la nucléoprotéine (N) et de la polymérase 

(L) des Lyssavirus. Comme exemple, la Hemi-nested RT-PCR du pan-Lyssavirus cible le gène 

N. Des amorces universelles JW12 (sens direct), JW6UNI (sens inverse) et JW10UNI (sens 

inverse) sont utilisées dans la RT-PCR pan-Lyssavirus. JW12 et JW6UN détectent une région 

de 606 paires de bases (pb) du gène N dans une première série de PCR. JW10UNI qui est dans 

la séquence du produit de la première PCR, est utilisée conjointement avec l'amorce de la 

première PCR JW12 dans la deuxième PCR. 

 

 

Figure 6: Schéma du génome du Lyssavirus et de la région ciblée par les amorces de la hemi-

nested RT-PCR du pan-lyssavirus sur le gène N  

 

Après amplification, Les produits de la RT-PCR sont analysés par la méthode de 

l’électrophorèse sur un gel d’agarose. Un résultat positif de la PCR est observé sous la forme 

d'une bande de la taille de 606 pb (première PCR) et 582 pb (deuxième PCR) [31]. 
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2.2.1.7.  RT-qPCR  

 

Contrairement à la RT-PCR conventionnelle, le test en temps réel combine l'amplification et la 

détection dans un système de tubes fermés, plus besoin d'une confirmation par électrophorèse. 

Ainsi, les tests de PCR en temps réel sont plus rapides et plus fiables de la présence d'ARN de 

Lyssavirus dans les échantillons suspects. Les thermocycleurs détectent la fluorescence émise 

par l'amplicon à croissance exponentielle (produit de la PCR). Les amplicons sont détectés par 

2 méthodes couramment. 

Une consiste à utiliser des fluorochromes d’intercalation de l’ADN (tels que SYBR Green) au 

mélange réactionnel. Le colorant se lie à l'ADN double brin (ds) pendant la PCR. Les 

fluorochromes liés émettent une fluorescence qui est détectable par le thermocycleur à chaque 

cycle, ce qui permet de quantifier les concentrations d'ADN. Comme inconvénient, ces 

colorants peuvent se lier à des produits de PCR non spécifiques d’où la nécessité d’analyser la 

courbe de fusion à la fin du programme de PCR. 

L’autre consiste à utiliser des sondes d’hydrolyse (TAQMAN). Les sondes sont des 

oligonucléotides former d’un quencher à l’extrémité 3’ et d’un fluorochrome à l’extrémité 5’. 

Le quencher éteint la fluorescence émise par le fluorophore tant que le fluorophore et le 

quencher sont à proximité. Lorsque la sonde se lie à sa région cible pendant l'amplification, 

l'activité exonucléase de la polymérase entraîne dissociation du fluorophore et du quencher, ce 

qui permet à la fluorescence résultante d'être émise et mesurée [31].  

 

2.2.1.8.  Séquençage de Sanger  

 

La méthode est basée sur l'incorporation sélective de didésoxynucléotides terminateurs de 

chaîne (ddNTP) par l'ADN polymérase pendant la réplication in vitro de l'ADN pour les 

analyses du génome automatisées à grande échelle, il a récemment été remplacé par les 

méthodes de séquençage de nouvelle génération (NGS). Cependant, la méthode Sanger reste 

utilisée pour le typage des virus ou pour les projets génomiques à petite échelle. Grace à la 

méthode Sanger des séquences complètes du génome de certains Lyssavirus ont été obtenu. 

Le séquençage de Sanger repose sur l'utilisation de ddNTP marqués par fluorescence. Chacun 

des ddNTP terminateurs de chaîne est marqué par un colorant fluorescent différent, qui émet 

de la lumière à des longueurs d'onde différentes. Avant de pouvoir être séquencé, l'ADN est 
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dénaturé par la chaleur en brins simples. Ensuite, une amorce est annelée à l'un des brins de la 

matrice. 

 Cependant, le séquençage à partir de produits PCR peut être source d'erreurs, en particulier 

lorsque les produits PCR sont d'abord clonés pour améliorer le rendement ou étudier 

l'hétérogénéité virale. Le matériel à partir duquel la séquence du génome est dérivée doit être 

signalé des erreurs ou des biais peuvent être introduits dans les séquences générées au cours des 

processus de PCR ou de clonage.  

Le séquençage de Sanger reste utile aux laboratoires de diagnostic de la rage pour confirmer le 

matériel positif à la PCR, pour déterminer la source d'une épidémie ou pour comprendre 

l'évolution moléculaire des virus émergents [31]. 

 

2.2.2. Diagnostic indirect du virus de la rage 

 

2.2.2.1.  Technique Rapid Focus Fluorescent Inhibition Test (RFFIT)  

 

Le test d’inhibition rapide du foyer fluorescent (RFFIT) permet de démontrer la présence ou 

l'absence d'anticorps neutralisant le virus de la rage dans le sérum. Le test est réalisé à l'aide de 

la souche CVS-11 du virus du défi standard (CVS) et de cellules BHK-21 ou de cellules de 

neuroblastome de souris. Des dilutions en série de sérum sont mélangées à une quantité standard 

de virus rabique. Les anticorps neutralisant le virus de la rage présents dans le sérum 

neutralisent le virus. Des cellules de culture tissulaire sont ensuite ajoutées au mélange. Après 

incubation, Le résultat est coloré avec un conjugué d'isothiocyanate de fluorescéine antirabique 

et évaluée au microscope pour détecter la présence ou l'absence d'infection par le RABV 

[18,30]. 
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Figure 7: Etapes du test RFFIT [30] 

 

2.2.2.2.  Test immuno-enzymatique (ELISA)  

 

Les anticorps 4antirabiques présents dans le sérum sont dosés par une technique immuno-

enzymatique (ELISA). Il est utilisé pour le titrage des anticorps rabiques chez les patients ayant 

reçu une prophylaxie de post-exposition contre la rage ou ayant été vaccinés préventivement 

[8]. 

2.3.  Traitement 

 

A ce jour, il n’existe pas  spécifiquement de traitement curatif efficace contre la rage humaine 

et les survivants sont rares [2]. La découverte d’un traitement demeure un défi, car les molécules 

proposées (antiviraux ou anticorps) doivent franchir la barrière hématoencéphalique pour être 

actives sur le virus qui se trouve dans le système nerveux central [3]. En revanche, les mesures 

préventives contre la rage sont très efficaces après des expositions reconnues [2]. 
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2.4.   Prevention de la rage humaine 

 

2.4.1. Sensibilisation à la maladie de la rage 

 

Elle permet à la communauté de prévenir la rage en cherchant les soins dont elle a besoin. Cela 

inclut une compréhension de la manière de prévenir la rage chez les animaux, quand suspecter 

la rage, et que faire en cas de morsure [32].  

Comme recommandations pour réduire les décès humains dus à la rage après exposition : 

Sensibiliser la population à l'importance de laver immédiatement les blessures causées par des 

morsures d'animaux et de se rendre rapidement dans des établissements médicaux (quelles que 

soient la taille et la gravité de la blessure) [32].  

 

2.4.2. Vaccination massive des chiens 

 

La vaccination des chiens est essentielle pour prévenir la rage humaine dans les pays où les 

chiens sont la principale source d’infection. Grace à la vaccination des chiens, des pays 

développés a éliminé la rage humaine. En effet, les chiens sont responsables de plus de 99% 

des cas de rage humaine bien que des variétés d’espèces animales soient hôtes de la rage. Cette 

approche a aussi été mise en place dans de nombreux pays en développement et maintenant 

favorisée par l’OMS, la FAO et l’OIE qui envisage l’objectif de l’élimination de la rage 

humaine transmise par le chien d’ici 2030 [3].Une couverture vaccinale de 70 % des 

populations canines suffisent pour éliminer ou prévenir les épidémies de rage [4,33]. 

Malgré cette importance des chiens dans la transmission de la rage, leur couverture vaccinale 

demeure faible en Afrique. A Bamako, seulement 19% des chiens avaient un certificat de 

vaccination valide [34].  

 

2.4.3. Vaccins antirabiques à usage humain 

 

Il existe 2 grands types de vaccins contre la rage : vaccins à base de tissus nerveux et les vaccins 

antirabiques préparés sur cultures cellulaires modernes, concentrés et purifiés, ou préparés sur 

œufs embryonnés. Cependant, Les vaccins à base de tissus nerveux ne sont plus recommandés 
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par l’OMS car ils peuvent provoquer des réactions indésirables graves plus fréquemment et sont 

moins immunogènes que les œufs embryonnés [1].  

Selon le type de cellules utilisées pour la multiplication du virus, les œufs embryonnés peuvent 

êtres repartis entre vaccins cultivés sur des Cellules diploïdes humaines, Cellules Vero 

purifiées, Cellules d’embryon de poulet purifiées, Cellules d’œuf de canard embryonné 

purifiées, Cellules de rein de hamster purifiées [4]. 

Tableau II: Liste non exhaustive des vaccins antirabiques à usage humain et producteurs dans 

le monde [4] 

Vaccins Producteurs Type de Cellules Formes 

Imovax Rage Sanofi Pasteur Cellules diploïdes 

humaines 

Vaccins lyophilisés 

Rabipur GSK Cellules d’embryon 

de poulet purifiées 

Vaccins lyophilisés 

Verorab Sanofi Pasteur Cellules Vero 

purifiées 

Vaccins lyophilisés 

Rabivax Serum Institute of India Cellules diploïdes 

humaines 

Vaccins liquides 

Lyssavac-N 

/Vaxirab 

Zydus-Cadila Cellules d’œuf de 

canard embryonné 

purifiées 

Vaccins lyophilisés 

 

Le même vaccin est destiné à la fois aux personnes après (PPE) ou avant (PPrEx) l’exposition 

à la rage. La PPrEx est recommandé pour les sous-populations vivant dans des milieux de forte 

endémie où l’accès à une PPE en temps utile et adéquate est limité, de personnes exposées à un 

risque professionnel et de voyageurs présentant un risque d’exposition [1]. Les vaccins 

antirabiques ne doivent pas être administrés dans le muscle fessier, la réponse immunitaire 

induite étant moins fiable [4] 

 

2.4.4. Immunoglobulines antirabiques à usage humains 

 

L’immunoglobuline antirabique (RIG), est utilisée pour la prophylaxie post exposition. Elle 

fournit une immunisation passive en neutralisant le virus rabique au niveau de la plaie avant 

que le système immunitaire ne puisse répondre au vaccin en produisant des anticorps 

neutralisants. L’immunoglobuline antirabique est dérivée du sang humain ou équin. Dans la 

pratique, elle est souvent non disponible dans les pays d’endémie en raison de l’insuffisance de 

la demande et des prévisions d’approvisionnement. On estime qu’à l’échelle mondiale moins 
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de 2% des patients de catégorie III reçoivent de l’immunoglobuline antirabique [1]. Vu ce 

nombre insuffisant, plusieurs anticorps monoclonaux humains ont été testés contre la rage. Le 

premier a récemment été homologué par le Serum Institute of India. Comme il est fabriqué par 

une technologie recombinante, il sera moins sujet à des problèmes tels que la disponibilité, la 

sécurité et la pureté [4]. 

Tableau III: Liste non exhaustive des immunoglobulines antirabiques à usage humaine et des 

producteurs dans le monde [4] 

Immunoglobuline antirabique 

(RIG) 

Type Producteurs 

Rabix-IG Esquine Butantan Institute 

EquiRab Esquine Bharat Serums and Vaccines 

PremiRab Esquine Premium Serums 

Rabigam Humaine National Bioproducts 

HyperRAB S/D Humaine Grifols USA 

Rabishield Anticorps monoclonal 

humain 

Serum Institute of India 

 

Les vaccins peuvent être administrés par voie intradermique ou intramusculaire [4] : 

 Administration intradermique : 

o Les deltoïdes, 

o La face latérale des cuisses 

 L’administration intramusculaire : 

o Le muscle deltoïde (l’adulte et l’enfant âgé de 2 ans ou plus) 

o La face antéro-latérale de la cuisse (l’enfant de moins de 2 ans)  

2.4.4.1.   Prophylaxie préexposition (PPrEx) 

 

La prophylaxie préexposition (PPrEx) consiste en une série de vaccins antirabiques administrés 

avant une exposition potentielle, suivis de rappels en cas de morsure. La PPrEx est coûteuse et 

n'est recommandée qu'aux personnes présentant un risque constant d'exposition du fait de leur 

métier(les vétérinaires et le personnel de laboratoire), de voyages ou d’un séjour dans un 

contexte endémique avec un accès limité à une PPE adéquate en temps utile [4,35]. La PPrEx 

simplifie les PPE en éliminant le besoin de RIG et en réduisant le nombre de doses de vaccin 

nécessaires pour l'immunisation post-exposition. Les personnes qui ont déjà été vaccinées 
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contre la rage n'auront besoin que de deux doses de Rabipur pour la PPE(administrées aux jours 

0 et 3) [36]. 

Tableau IV: Protocoles préexposition recommandés par l’OMS et protocoles alternatifs[4] 

Régime de PPrEx Durée du protocole 

 

 

Nombre de sites d’injection par 

session (jours 0, 3, 7, 14, 21–28) 

 

Régime intradermique recommandé par l’OMS 

Deux visites 7 jours 2-0-2-0-0 

Régime intramusculaire recommandé par l’OMS 

Deux visites 7 jours 1-0-1-0-0 

PrEP dans des circonstances spécifiques 

Visite unique, intradermique 1 jour 2-0-0-0-0 

Visite unique, intramusculaire 1 jour 1-0-0-0-0 

 

2.4.4.2.  Conduite à tenir en présence d’une morsure de chien  

 

La personne qui est mordue, doit être traitée le plus rapidement possible, même si le chien 

mordeur ne présente pas de signes initiaux de rage et qu'il n'a pas été en contact avec un chien 

enragé. L’animal mordeur doit être placé en observation pendant 15 jours sous le contrôle d'un 

vétérinaire jusqu'à ce que le diagnostic clinique soit établi.  

En cas de rage, la personne est isolée et les personnes en contact avec le patient sont vaccinées. 

Tout animal présentant des signes cliniques de rage est immédiatement euthanasié. Les animaux 

qui sont mordus ou en contact avec l'animal enragé sont immédiatement abattus, à l'exception 

d’animal vacciné depuis moins d'un an. La vaccination des populations canines et félines locales 

est entreprise pour prévenir une épidémie [7].  

2.4.4.3.  Prophylaxie post-exposition (PPE) 

 

Malgré l'exposition de l'agent infectieux, la manifestation clinique de la maladie peut être 

prévenue par une vaccination tant que les symptômes cliniques ne se sont pas développés 

[36].Le principal objectif de la PPE est de neutraliser et de détruire le virus de la rage inoculé 

dans l'organisme, de sorte que la manifestation clinique de la rage ne se développe pas. La PPE 

comporte trois étapes [36]:  
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 Le traitement de la plaie 

Toutes les plaies et toutes les égratignures par morsure doivent être prises en charge dès que 

possible après exposition ; il faut entreprendre un lavage et une irrigation soigneux de la plaie 

avec du savon et de l’eau en abondance pendant 15 minutes environ. Un antiseptique virucide 

doit être appliqué sur la plaie 

Le traitement approprié des plaies et un accès rapide à une PPE de qualité est efficace à presque 

100 % pour prévenir les décès dus à la rage chez l'homme [35]. 

 L’administration du vaccin 

Chez les adultes, les vaccins doivent toujours être administrés dans la région deltoïdienne du 

bras. Chez l’enfant en bas âge (< 2 ans), il est recommandé d’utiliser la région antérolatérale de 

la cuisse [4]. 

Le vaccin antirabique Rabipur est administré par injection intramusculaire selon les deux 

protocoles suivants [36]: 

 Le protocole de Essen : cinq doses (une dose administrée aux jours 0, 3, 7, 14 et 28) ; 

 Le protocole de Zagreb : quatre doses (deux doses administrées au jour 0 et une dose 

administrée aux jours 7 et 21). 

Les personnes qui ont déjà été vaccinées contre la rage n'auront besoin que de deux doses de 

Rabipur pour la PPE (administrées aux jours 0 et 3) [36]. 

 

Tableau V: Régimes prophylactiques post-exposition recommandés par l’OMS et leurs 

alternatives[4] 

Régime PPE Durée du 

protocole 

Nombre de sites d’injection par 

visite en clinique 

(Jours 0, 3, 7, 14, 21–28) 

Régime intradermique recommandé par l’OMS 

1 semaine, deux sites 7 jours 2-2-2-0-0 

Régime intramusculaire recommandé par l’OMS 

2 semaines (Protocole de 

Essen réduit) 

14–28 jours 1-1-1-1-0 

3 semaines (protocole de 

Zagreb ) 

21 jours 2-0-1-0-1 

Régimes immunogènes intradermiques alternatifs 

1 mois, deux sites ≤ 28 jours 2-2-2-0-2 

1 mois, simplifié quatre sites ≤ 28 jours 4-0-2-0-1 

1 semaine, quatre sites 7 jours 4-4-4-0-0 

 

 L’administration d'immunoglobulines antirabiques (RIG). 
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En général, les vaccins lorsqu'ils sont correctement administrés avec de l'immunoglobuline 

antirabique (RIG), sont pratiquement 100 % efficaces pour prévenir la rage après une exposition 

et il n'y a pas de contre-indication à la PPE contre la rage. Si une personne est exposée à la rage, 

la PPE est justifiée indépendamment de la grossesse, de l'enfance, de la vieillesse ou des 

infections concomitantes [37]. 

L'OMS recommande une PPE en fonction des catégories d’exposition au virus de la rage [37]. 

La définition des catégories d'exposition (I-III) et l'utilisation de la procédure de prophylaxie 

post-exposition (PPE) sont les suivantes [36] : 

 

 La catégorie I correspond à une exposition insignifiante ou nulle de l'animal et ne 

nécessite donc aucune prophylaxie ; 

 La catégorie II correspond à des égratignures ou abrasions mineures sans saignement 

et nécessite un vaccin ;  

 La catégorie III correspond à des morsures ou égratignures transdermiques, à une 

contamination des muqueuses ou à une exposition à des chauves-souris, qui 

nécessiterait l'utilisation d'un RIG plus un vaccin. 

Les épidémies de rage humaine sont notables en Afrique de l'Ouest, mais la PPE est soit 

indisponible, soit chère [5]. 
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3. MATERIEL ET METHODES 

3.1.   Cadre et site d’étude 

 

Notre étude a été menée au sein de l’unité de Biologie moléculaire et génomique du laboratoire 

du Centre Universitaire de Recherche Clinique (UCRC). Les différents prélèvements 

séquentiels provenaient du service des maladies infectieuses et tropicales (SMIT) du Centre 

Hospitalier Universitaire (CHU) du point G de Bamako. 

Elle s’inscrivait dans le cadre d’un projet de surveillance épidémiologique nationale. Elle a 

consisté à tester les échantillons reçus afin d’y détecter la présence de l’ARN du virus de la 

rage.  

3.2.   Type et période d’étude 

 

Il s’agissait d’une étude transversale descriptive et analytique à collecte prospective. La collecte 

des échantillons a été faite du 1er  aout 2022 au 30 novembre 2023. 

3.3.   Population d’étude 

 

Les individus concernés par notre étude étaient à la fois des hommes et des femmes de toutes 

classes d’âge. Les données ont été recueillies sur des personnes dites « cas suspects » à la rage 

dont les échantillons ont été acheminés à l’unité de biologie moléculaire de l’UCRC pour le 

diagnostic moléculaire de la rage. 

3.4.   Echantillonnage 

 

Les échantillons ont été collectés selon une méthode exhaustive non probabiliste où tous les 

patients cas suspects de rage au service des maladies infectieuses et tropicales ont été inclus 

durant la période de l’étude. Les patients éligibles étaient au nombre de 13. 

 

3.4.1. Critères d’inclusion 

 

Ont été inclus dans notre étude toutes les personnes suspectes de la rage humaine au SMIT et 

dont les échantillons ont été reçus à l’unité de biologie moléculaire de l’UCRC pendant la 

période d’étude. 
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3.4.2. Critères de non-inclusion :  

 

 Refus de participation 

 Impossibilité d’avoir les prélèvements adéquats. 

 

3.5.   Collecte des données 

 

Les données ont été  recueillies sur une fiche d’enquête qui comportait de renseignements 

cliniques (données socio-démographiques des personnes testées) et les résultats biologiques 

après RT-qPCR et RT-PCR. 

Au cours de notre étude, nous avons mesuré les variables suivantes : 

 Variables sociodémographiques : âge, sexe, profession, résidence 

 Variables cliniques : motif de consultation, site de la morsure, l’espèce de l’animal 

mordeur 

 Variables paracliniques :RT-qPCR rage, RT-PCR rage.  

 

3.6.   Méthodes de laboratoire 

 

Nous avons suivi consécutivement les étapes suivantes :  

 Prélèvements et transports des échantillons : les prélèvements ont été effectués au 

SMIT, puis transportés au sein de l’UCRC ;  

 Inactivation et extraction du matériel génétique (ARN) ;  

 Analyse par RT-qPCR : elle a été faite à partir de l’automate Applied Biosystems™ 

7500 Fast Real-Time PCR System (AB7500) en utilisant le kit iTaq™ Universal 

SYBR® Green One-Step Kit. 

 Amplification par RT-PCR : elle a été faite à partir du thermocycleur « VeritiPro™  » 

 Electrophorèse des amplicons de RT-PCR sur gel d’agarose : l’électrophorèse a été 

effectué dans la cuve d’électrophorèse Bio-Rad PowerPack™ Basic. 

 La visualisation a été faite par l’appareil  Enduro™ GDS Touch II.  
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3.6.1.   Prélèvements  

 

Nous avons reçu des liquides biologiques( tels que la salive, sang, Liquide cérébrospinal (LCS) 

et tissus (tels que biopsies de la peau au niveau de la nuque) des cas suspects de rage provenant 

du SMIT. Les échantillons ont été collectées de façon séquentielle, au moins à trois reprises à 

3 à 6 heures d’intervalles, du fait de l’excrétion intermittente du virus. Au total, 40 échantillons 

(23 salives, 9 LCS, 4 sangs, 4 biopsies) ont été réceptionnés par l’unité de biologie moléculaire 

de l’UCRC. 

 

3.6.2. Détection du virus de la rage par la réaction de polymérisation en chaine 

par transcription inverse en temps réel (RT-qPCR) 

.  

3.6.2.1. Extraction du matériel génétique (ARN) : protocole du kit 

QIAamp® Viral RNA Kit. 

 

3.6.2.1.1. Principe  

 L’ extraction de l’ARN  viral  a pour  principe  la lyse cellulaire et la purification de l’ARN 

viral à partir de liquides biologiques et tissus . 

3.6.2.1.2. Matériel 

 Tubes Eppendorf   

 Pipettes et micropipettes  

 Embouts et cônes pour pipettes (1000 μL, 200 μL, 10 μL)   

 Portoirs de laboratoire (racks) pour tubes et colonnes   

 Hottes à flux laminaire   

 Plaques pour la PCR et la RT-PCR.  

 Centrifugeuses (Eppendorf centrifuge 5415 D) 

 Kit QIAamp Viral RNA kit  
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Figure 8: Kit QIAamp® Viral RNA Mini Kit 

 

3.6.2.1.3. Procédure 

Elle  a été faite selon les recommandations du fabricant. L’extraction a été faite en 4 phases. La 

1ère  phase consiste à inactiver les échantillons par lyse cellulaire. La 2ème phase consiste à lier 

le matériel génétique à une colonne à silice. La  3ème étape consiste à nettoyer le matériel 

génétique lier à la silice par des solutions de lavages. La dernière étape consiste à récupérer le 

matériel génétique en l‘éluant avec une solution tampon. Les détails de la procédure sont décrits 

dans l’Annexe 1. 

3.6.2.2. RT-qPCR 

 

3.6.2.2.1. Principe 

Le principe consiste à convertir l'ARN en ADN complémentaire (ADNc) par la transcriptase 

inverse. L’ADNc peut être ensuite amplifiée  par la qPCR. Les produits PCR (amplicons) 

obtenus sont détecter par l’ajout d'un colorant fluorescent (SYBR green) ou d'une sonde 

marquée par fluorescence au mélange réactionnel de la RT-qPCR [31]. 

 

3.6.2.2.2. Matériel 

 Tubes Eppendorf    

 Pipettes et micropipettes  

 Embouts et cônes pour pipettes (1000 μL, 200 μL, 10 μL)   

 Plaques pour la PCR  

 Kit pour la RT-qPCR (kit iTaq™ Universal SYBR® Green One-Step Kit) 
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Figure 9: Kit Bio-Rad iTaq Universal SYBR Green 

 

 Machine pour RT-qPCR (Real Time Polymerase Chain Reaction): AB7500 Fast 

 

 

Figure 10: applied Biosystems 7500 Fast 

 

3.6.2.2.3. Procédure de la RT-qPCR 

 

A. Préparation du mélange réactionnel (master mix) : kit  iTaq™ Universal 

SYBR® Green One-Step Kit.  

 Elle s’effectue dans la zone propre (dépourvue d’amplicons)  du laboratoire pour éviter tout 

risque de contamination du mélange réactionnel. Elle s’est faite selon les étapes suivantes :  
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 Mélange réactionnel (dans la salle de master mix)  

 Mélange réactionnel JW12/N165-146 

Réactifs Volume par échantillon (μL) 

Nuclease-free water 2,35 μL 

2× Universal SYBR Green reaction mix 

(BioRad) 

10 μL 

JW12 (10 μM) 1,2 1,2 μL 

N165-146 (10 μM) 1,2 μL 

iTaq RT enzyme mix (BioRad) 0,25 μL 

Total 15 μL 

ARN (échantillon) 5 µL 

 

 Mélange réactionnel b-actine (comme contrôle interne) 

Réactifs Volume par échantillon (µL) 

Nuclease-free water 2,35 µL 

2× Universal SYBR Green reaction mix 

(BioRad) 

10 µL 

BatRat F (10 μM) 1,2 µL 

BatRat R (10 μM) 1,2 µL 

iTaq RT enzyme mix (BioRad) 0,25 µL 

Total 15 µL 

ARN (échantillon) 5 µL 

NB : La chaine de froid doit être respectée pendant toute la manipulation [38]. 

B. Préparation de la plaque PCR  

Quinze microlitres (15 µL) du mix préparé préalablement est reparti dans chaque puits de la 

plaque auquel on ajoute 5 µL de l’échantillon d’ARN des patients à l’extérieur de la salle du 

master mix. On recouvre ensuite la plaque d’une fine couche de plastique protectrice (Optical 

Adhesive Film) et on l’insère dans la machine AB7500 fast real time pour entamer la RT-qPCR. 

NB : Chaque échantillon est testé en duplicate sur la même plaque. 
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C. Programmation de la machine 7500 real time  

Le programme de transcription inverse et d’amplification en une seule étape (one-step) des 

systèmes JW12/N16 et b-actine  est identique. Les deux systèmes peuvent donc être utilisées 

simultanément sur la même plaque, mais dans des puits séparés. 

La programmation de la machine se fait comme décrite dans le tableau suivant : 

Tableau VI: programme d’amplification pour la RT- qPCR 

Température (°C) Durée Données Cycle Étape 

50 10 minutes  1 RT 

95 5 minutes  1 Dénaturation 

95 10 secondes  
40 Amplification 

60 32 secondes Capture 

95 15 secondes  1 

Dissociation 
55 1 minute  1 

95 15 secondes Capture 1/°C 

60 15 secondes  1/°C 

NB : La chaine de froid doit être respectée pendant toute la manipulation [38]. 

D. Analyse et interprétation des résultats de la RT-qPCR  

 

Les résultats se présentent sous forme de courbes colorées. Chaque courbe représente un 

fluorochrome (dye) associé à une cible moléculaire. 

Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes intéressés aux sites ou gènes cibles dont la 

détection est associée aux fluorochromes suivants : 

 ciblant le gène de la nucléoprotéine N (SYBR); 

 un gène endogène b-actine ou ACTB (SYBR) servant de contrôle interne pour valider 

l’étape d’extraction d’ARN  

L’analyse des résultats obtenus par la technique JW12/N165-146 est basée sur la valeur du Ct 

et sur la courbe de dissociation : 
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Figure 11: Schéma représentant le résultat de la RT-qPCR 

 Échantillon positif si : 

Valeur du Ct ≤40 (amplification) pour l’échantillon et courbe de dissociation (allure et 

Température de dissociation (Tm) comparable avec la courbe des contrôles internes de qualités 

positifs(CIQ). 

 Échantillon à refaire (repasse de la technique) si : 

Valeur du Ct ≤40 (amplification) et courbe de dissociation (allure et Tm) comparable avec la 

courbe des CIQ positifs. 

 Échantillon négatif (pour la technique) si : 

Valeur des Ct >40 (pas d’amplification) pour l’échantillon ou courbe de dissociation (allure et 

Tm) non comparable avec la courbe des CIQ positifs. 

La valeur de la température de dissociation (Tm) culminera autour de 76-78°C pour les 

amplicons de virus rabiques, et celle de la b-actine est autour de 84-86°C pour les amplicons de 

ACTB. Mais des variations sont observables en fonction de la nature de l’isolat viral ou de 

l’espèce virale considérée, ainsi que de sa charge virale [38]. 

 

Ct 



  

Kouame Souraley Emmanuel   Thèse de pharmacie 2023 35 

3.6.3. Détection du virus de la rage par la réaction de polymérisation en chaîne 

par transcription inverse (RT-PCR) 

3.6.3.1.  RT-PCR 

 

3.6.3.1.1. Principe 

Le principe consiste à convertir l'ARN en sa séquence d'ADN complémentaire (ADNc) par la 

transcriptase inverse. L’ADNc peut être ensuite amplifiée par PCR [31]. 

3.6.3.1.2. Matériel 

 Tubes Eppendorf   

 Pipettes et micropipettes  

 Embouts et cônes pour pipettes (1000 μL, 200 μL, 10 μL)   

 Portoirs de laboratoire (racks) pour tubes et colonnes   

 Plaques pour la PCR et la RT-PCR.  

 Kit pour la RT-PCR (QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit) 

 Machine pour RT-PCR : VeritiPro™ 

 

 

Figure 12:VeritiPro 96-Well Thermal Cycler 

 

3.6.3.1.3. Procédure 

Il s’agissait de faire une amplification du matériel génétique viral avec le kit 

QIAGEN® OneStep RT-PCR, en vue d’effectuer une électrophorèse sur gel d’agarose des 

amplicons obtenus.  
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A. Préparation du mélange réactionnel :  kit QIAGEN® OneStep RT-PCR 

Le tableau ci-dessous résume les composants du mélange réactionnel et les quantités utilisées. 

Tableau VII: Mélange réactionnel pour la RT-PCR 

 Pour N=1 Pour N=n (avec n>1) 

PCR buffer 5 µL 5 x n µL 

DNTP 1 µL 1 x n µL 

F primer 1 µL 1 x n µL 

R primer 1 µL 1 x n µL 

5x Q 5 µL 5 x n µL 

Enzyme 1 µL 1 x n µL 

H20 6 µL 6 x n µL 

ARN 5 µL 5 x n µL 

N étant le nombre d’échantillons 

B. Préparation de la machine VeritiPro™ 

Tableau VIII: Programme d’amplification pour la RT-PCR 

Température (°C) Durée Cycle Étape 

50 30 minutes 1 RT 

95 15 minutes 1 Activation 

94 30 secondes 
40 

 

Dénaturation 

55 45 secondes Hybridation 

72 1 minute Elongation 

72 10 minutes 1 Elongation final 

 

C. Analyse et interprétation des résultats de RT-PCR 

Après la RT-PCR, l’électrophorèse sur gel d’agarose utilisant le tampon Tris-Acetate-

éthylènediaminetétraacétique (TAE) nous a permis de confirmer la présence des produits de 

RT-PCR (amplicons). 

3.6.3.2. Électrophorèse sur gel d’agarose 

 

3.6.3.2.1. Principe 

L’électrophorèse sur gel d’agarose  a pour principe de séparer les fragments d’ADN sout l’effet 

d’un champ électrique. Etant donné que les fragments  d’ADN sont chargés négativement, 

lorsqu’ils sont placés dans un champ électrique, les fragments d’ADN migrent vers l’anode 

chargée positivement. Après séparation, les fragments d’ADN peuvent être visualisés sous 

lumière UV après coloration avec un colorant approprié [39].  
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3.6.3.2.2. Matériel 

 Tubes Eppendorf   

 Pipettes et micropipettes  

 Embouts et cônes pour pipettes (10 μL)   

  Cuve d’électrophorèse Bio-Rad PowerPack Basic. 

 Appareil « Enduro GDS Touch II » 

 Colorant GelRed® 

 Solution tampon TAE 

 

3.6.3.2.3. Procédure 

Les détails du protocole se trouve dans l’Annexe 2.  

3.7. Considérations éthiques 

 

Notre étude est nichée dans le projet Block Rabies qui a été soumis au comité d’éthique et a fait 

l’objet d’une approbation. Les renseignements ont été totalement confidentiels et ne s'auraient 

être divulgués. Les renseignements personnels concernant chaque patient ont été codifiés par 

un numéro qui ne permettra pas d'identifier le malade lors de la publication des résultats de 

l'étude. Nous avons pris soins de respecter les bonnes pratiques cliniques (BPC) et de 

laboratoires (BPL) au niveau de toutes les procédures de laboratoire. 

3.8. Analyse des données  

 

Les données collectées ont été saisies et analysées grâce au logiciel R version 4.3.1. Les 

tableaux de fréquence ont servi à présenter les données qualitatives, et la comparaison des 

données qualitatives a été faite sur des tableaux croisés avec utilisation du test exact de Fisher 

(à un seuil de significativité p≤0,05). La cartographie a été réalisée avec le logiciel R version 

4.3.1. Les résultats de notre étude ont été présentés sous forme de tableaux, graphiques et cartes. 
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4. RESULTATS 

4.1.   Résultats globaux 

 

Au cours de la période de notre étude, des échantillons ont été prélevés chez les cas suspects de 

la rage humaine. Ces échantillons ont été analysés par RT-qPCR et RT-PCR qui ont abouti aux 

résultats comme suit : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13: Diagramme de démarche du choix de nos échantillons 

Sur 13 patients suspects, un total 40 échantillons de différentes natures ont été prélevés et testés, 

19 échantillons se sont révélés positifs présentant des valeurs Ct inferieures à 40 cycles (Ct < 

40) confirmant la présence du matériel génétique du virus de la rage chez 8 patients sur les 13 

cas suspects. 

 

 

 

 

 

 

 

Méthode diagnostic : 

RT-qPCR 

7 patients négatifs 

6 patients positifs 

 

Méthode diagnostic : 

RT-PCR 

5 patients négatifs 

8 patients positifs 

 

40 échantillons 

13 patients 
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4.2.   Résultats descriptifs 

 

 

4.2.1. Données socio-démographiques 

 

4.2.1.1. Répartition des participants en fonction du sexe 

 

Les données socio-démographiques ont été obtenues. La répartition en fonction du sexe est 

représentée sur la figure 8.  

 

Figure 14: Diagramme de la répartition des échantillons en fonction du sexe 

Le sex-ratio est  de 3,33. 
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4.2.1.2. Distribution des patients en tranche d’âge 

 

Les effectifs et les pourcentages des participants comparés en fonction des différentes tranches 

d’âges qui varient ont été consignés dans le tableau récapitulatif IX. 

Tableau IX : Répartition des patients en tranche d’âge 

Tranches d’âge (ans) Effectifs Pourcentage (%) 

5- 15  5 39 

16 - 30  4 31 

31 – 45  2 15 

Non renseigné 2 15 

Total 13  100,0 

 

L’âge des patients varient entre 5 et 45 ans.  Globalement, les enfants étaient majoritaires dans 

notre étude avec 39%.   

4.2.1.3.  Distribution des participants selon le sexe et la tranche d’âge 

 

Les participants à notre étude ont été repartis en fonction du sexe et de l’âge dans des tranches 

d’ âge représenté dans le tableau X ci-dessous. 

Tableau X : Répartition des patients selon le sexe et la tranche d’âge 

 

 Sexe  

Tranches d’âge 

(ans) 

Féminin Masculin Total 

5- 15  2  3  5   

16 - 30  1 3  4  

31 – 45  0  2  2  

Non renseignés 0  2  2  

Total 3  10  13  

 

L’âge moyen de notre population était de 20,36 ans avec un écart type de 12,28.  



  

Kouame Souraley Emmanuel   Thèse de pharmacie 2023 42 

4.2.1.4. Répartition des patients selon la profession 

 

Tableau XI: Répartition des patients selon la profession 

Profession Effectifs Pourcentage (%) 

Élève 4 30,77 

Apprenti manœuvre 1 7,69 

Militaire 1 7,69 

Garde 1 7,69 

Cultivateur 3 23,08 

Non Renseigné 3 23,08 

Total 13 100 

 

Les élèves sont les plus fréquents avec une valeur de 30,77%. 
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4.2.1.5. Répartition des patients selon la région administrative du Mali 

 

Figure 15: Répartition des patients selon la région administrative du Mali 

 

Sikasso et Bamako ont enregistré 3 cas suspects. 
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4.2.2. Données cliniques 

 

4.2.1.6. Répartition des patients selon le prélèvement effectué 

 

Différents prélèvements ont été effectués sur les patients notamment le sang, la salive, la biopsie 

de la peau et le LCS (Tableau XII).  

Tableau XII: Répartition des patients selon le prélèvement effectué 

Patient code Sang Salive Biopsie de la 

peau 

LCS 

P001 NP 3 NP 2 

P002 NP 1  1 NP 

P003 NP 1 1  2 

P004 NP 2 NP NP 

P005 NP 4 NP 1 

P006 NP 2 NP 2 

P007 NP 1 NP NP 

P008 1 1 NP NP 

P009 1 1 NP NP 

P010 2 2 NP NP 

P011 NP 2 NP NP 

P012 NP 2 1 1 

P013 NP 1 1 1 

Total 4 23 4 9 

NP : Non Prélevé 

Il ressort que la salive est le type d’échantillon le plus prélevé notamment avec 57,5%.  
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4.2.1.7. Répartition des patients selon le siège de morsure 

 

Tableau XIII: Répartition des patients selon le siège de morsure 

Patient code Site de la morsure 

P001 NR 

P002 NR 

P003 NR 

P004 Membre inférieur (Fesse droite) 

P005 Membre supérieur (Main gauche) 

P006 NR 

P007 NR 

P008 Membre supérieur (Avant-bras gauche) 

P009 Tête (Paupière de l’œil droit) 

P010 Membre inférieur (Jambe droite) 

P011 Membre supérieur (Pouce Droit) 

P012 Membre inférieur (Pied gauche) 

P013 NR 

NR : Non Renseigné 

La morsure et griffure de chien se répartissaient préférentiellement au niveau des membres 

supérieurs (3/10) et inférieurs (3/10) comme le montre le tableau XIII. 
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4.2.1.8. Motifs de diagnostic 

  

Tableau XIV: Répartition des patients selon le motif de diagnostic 

Symptômes Effectifs Pourcentage (%) 

Agitation 10 76,92 

Hypersalivation 8 61,54 

Hydrophobie 7  53,85 

Aérophobie 4  30,77 

 

L’agitation est le symptôme le plus fréquent parmi les patients de l’étude.  

 

4.2.1.9. Répartition des patients selon l’évolution clinique 

 

Tableau XV: Répartition des patients selon l'évolution clinique  

Evolution Effectifs Pourcentage (%) 

Décédé 7 54 

Guéri 3 23 

Non renseigné 3 23 

Total 13  100 

 

La majorité des patients est décédée avec 54%. 
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4.3.   Résultats analytiques 

 

4.3.1. Fréquence de détection moléculaire du RABV par RT-qPCR 

 

Les tests de RT-qPCR effectués sur les échantillons ont donné les résultats suivant dans le 

tableau XVI. 

Tableau XVI: Fréquence de la rage chez les patients par  la RT-qPCR 

Résultats Effectifs Pourcentage (%) 

Négatif 5 38,5 

Positif 8 61,5 

Total 13 100,0 

 

La fréquence de la rage durant notre période d’étude était de 61,5% (8 cas positif sur 13 cas 

testés). 

4.3.2. Données socio-démographiques 

 

4.3.2.1. Répartition des résultats de RT-qPCR en fonction de la tranche 

d’âge 

 

Les résultats de RT-qPCR ont été repartis en fonction des tranches d’âge des participants dans 

le tableau suivant. 

Tableau XVII: Répartition des résultats par  RT-qPCR selon la tranche d’âge des patients 

 RT-qPCR  

Tranches d’âge (ans) Négatif Positif Total 

5- 15  2  3  5   

16 - 30  1  3  4  

31 – 45  1  1  2  

Non renseigné 1  1  2  

Total 5  8 13  
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La tranche d’âge ≤ 15 ans et de 16 à 30 ans se sont révélés les plus atteints avec 37,50% de 

positif. L’âge moyen des cas confirmés était 19,14 ans avec un écart type de 11,15. 

 

4.3.2.2. Répartition de la fréquence de la rage selon le sexe des participants 

  

Les résultats de RT-qPCR ont été repartis en fonction du sexe des participants dans le tableau 

XVIII. 

Tableau XVIII: Répartition des résultats par RT-qPCR  selon  le sexe des patients 

 RT-Qpcr P-value =0,231 

Sexe Négatif Positif Total 

Masculin 5  5  10  

Féminin 0  3  3  

Total 5 8  13  

 

L’infection par le virus de la rage touchait majoritairement le sexe masculin ( positifs) soit 

62,50%. Il n’y a pas de lien statistiquement significatif entre le sexe et l’infection par le virus 

de la rage (p > 0,05). 
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4.3.2.3. Répartition des résultats par RT-qPCR selon les mois de 

notifications  

 

 

Figure 16: Répartition des résultats par RT-qPCR d’août 2022 à novembre 2023 

Les mois d’octobre 2022 et les mois d’avril, mai et aout 2023 ont été les mois avec plusieurs 

cas positifs enregistrés. 
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4.3.2.4. Répartition des résultats des patients selon la région administrative 

du Mali 

 

Figure 17: Répartition des résultats des patients selon la région administrative du Mali 
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4.3.3. Données cliniques 

 

4.3.3.1. Répartition des résultats de RT-qPCR en fonction du type 

d’échantillon 

 

 

Tableau XIX: Répartition des résultats de RT-qPCR selon le type d'échantillon 

 

  RT-qPCR   

Patient 

code 
Sang Salive Biopsie de la peau LCS 

 Négatif Positif Négatif Positif Négatif Positif Négatif Positif 

P001 NP NP 3 0 0 0 2 0 

P002 NP NP 0 1 0 1 NP NP 

P003 NP NP 1 0 1 0 2 0 

P004 NP NP 0 2 NP NP NP NP 

P005 NP NP 0 4 NP NP 0 1 

P006 NP NP 0 2 NP NP 2 0 

P007 NP NP 0 1 NP NP NP NP 

P008 0 1 0 1 NP NP NP NP 

P009 0 1 0 1 NP NP NP NP 

P010 2 0 2 0 NP NP NP NP 

P011 NP NP 2 0 NP NP NP NP 

P012 NP NP 0 2 1 0 1 0 

P013 NP NP 0 1 0 1 1 0 

Total 2 2 8 15 2 2 8 1 

 

NP : Non Prélevé 

 

 

 

 

 



  

Kouame Souraley Emmanuel   Thèse de pharmacie 2023 52 

4.3.3.2. Répartition des résultats de RT-qPCR en fonction du site de 

morsure 

 

 

Tableau XX : Répartition des résultats de RT-qPCR selon le siège de la morsure 

 

Patient code Site de la morsure RT-qPCR 

P001 NR Négatif 

P002 NR Positif 

P003 NR Négatif 

P004 Membre inférieur (Fesse droite) Négatif 

P005 Membre supérieur (Main gauche) Positif 

P006 NR Positif 

P007 NR Positif 

P008 Membre supérieur (Avant-bras gauche) Positif 

P009 Tête (Paupière de l’œil droit) Positif 

P010 Membre inférieur (Jambe droite) Négatif 

P011 Membre supérieur (Pouce droit) Négatif 

P012 Membre inférieur (Pied gauche) Positif 

P013 Aucun Positif 

 

NR= Non Renseigné 
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4.3.3.3. Motifs de diagnostic 

 

Nous avons répertorié les motifs de demande d’analyse pour la recherche du virus de la rage 

et comparé avec les résultats de la RT-qPCR 

Tableau XXI : Répartition des patients selon les motifs d’analyse et les résultats de RT-qPCR  

 

 RT-qPCR 

Symptômes Positif Négatif 

Agitation 7  6 

Hypersalivation 6  7 

Hydrophobie 4  9 

Aérophobie 3  10 

 

L’agitation était le motif le plus répandue dans les demandes d’analyses. Aussi les cas positifs 

par la RT-qPCR présentaient majoritairement l’agitation (76,92%) et l’hypersalivation 

(61,54%) comme symptôme. 

4.3.3.4. Répartition des résultats de RT-qPCR selon l’évolution des patients  

 

Tableau XXII: Répartition des résultats par RT-qPCR selon l’évolution clinique des patients 

 RT-qPCR 

Evolution Négatif Positif 

Décédé 2 7 

Guéri 2 0 

Non renseigné 1 1 

Total 5  8 
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4.3.3.5. Fréquence de détection par RT-PCR 

 

Après migration électrophorétique, des bandes ont été visualisées à l’UV.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le couple d'amorce utilisé pour la RT-PCR était JW12/N165-146, et la taille du produit attendu 

était de 111 paires de bases (pb). Les échantillons 2, 5, 6, 8, 11 et 13 ont été positifs. M = 

marqueur de taille d'ADN de 100 bp ; puis 1 à 12 = échantillons testés ; NC= contrôle négatif.; 

PC = contrôle positif. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18: Produits de la RT-PCR sur 2 gels d'agarose 

111 pb 111 pb 
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5. COMMENTAIRES ET DISCUSSION 

Il s’agissait d’une étude transversale descriptive et analytique à collecte prospective. Le 

principal but était le diagnostic moléculaire de la rage humaine et d’analyser les facteurs 

associés à Bamako dans la période du 1er août 2022 au 30 novembre 2023. Pour cela nous avons 

effectué le test de diagnostic moléculaire « RT-qPCR». Au total, elle a porté sur des 

échantillons provenant de cas suspects de rage humaine, tous testés au sein du laboratoire de 

Biologie moléculaire de l’UCRC à Bamako, au Mali. 

 

5.1.   Limites de l’étude 

 

Nous ne saurions débutés cette discussion sans parler des limites  de cette étude. Nous avons 

été limités dans l’acquisition des échantillons. En effet,  il était compliqué de pouvoir avoir des 

échantillons suffisants pour confirmer la négativité des résultats chez certains patients. De plus 

certains échantillons de salive étaient conservés dans des conservateurs. Les échantillons de 

biopsie cutanée n’étaient pas disponibles chez la majorité des patients Le non-prélèvement 

d’échantillons en post-mortem pour des patients testés négatifs en ante-mortem.  

Aussi, la réticence de la famille des patients à donner leur consentement pour le prélèvement 

vu la succession des prélèvements. Une fiche de renseignement spécifiques pour le diagnostic 

de la rage humaine n’était pas disponible. Du coup, les fiches de demande de diagnostic 

n’étaient pas renseignées complètement (absence de certaines informations de certains 

patients  comme l’âge, la  résidence, le site de la morsure, le  motif de diagnostic).  

 

5.2. Analyses  

 

5.2.1. Cas suspects de rage humaine 

5.2.1.1. Données Socio-démographiques 

 

Durant notre période d’étude, nous avons recensé 13 cas suspects de rage humaine (figure 9). 

Cette valeur est supérieure à celle des 5 cas observés par Dembélé et al au cours de l’année 

2013 au service des maladies infectieuses (SMIT) du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) 

du Point G [40]. Aussi , elle est égale au 13 cas de rage humaine observé par Diaby entre 2014 
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et 2017 [41]. Cette valeur est supérieure aux 7 cas de suspicions de rage humaine rapporté par 

Ndioubnane, du 1er janvier 2018 au 31 décembre 2020, tous hospitalisés au SMIT [42].  Ces 

divergences pourraient s’expliquer par la durée d’étude. En effet, notre étude a été réalisée sur 

1 ans 4 mois tandis que celle de Ndioubnane  s’est déroulée sur 2 ans et celle de Dembélé et al 

sur 1 an. 

Dans notre étude, les enfants de 5-15 ans ont été les plus fréquents avec une valeur de 39% 

(tableau IX) et l’âge moyen a été de 20,36 ans (5-43) (tableau X). Aussi, 2 patients dépassaient 

la trentaine. Nos résultats sont similaires à ceux de Ndioubnane , les patients de la tranche d’âge 

05-20 ans avec une valeur de 71% et la moyenne d’âge était de 14,14 ans [42]. Ces résultats 

nous montrent que les enfants sont les plus exposé à la rage. En effet, les enfants, du fait de leur 

petite taille et de leur contact fréquent avec les chiens domestiques comme errants [21], ont un 

risque plus élevé d’être exposer au virus de la rage.  

Nous avons enregistré une prédominance masculine de 77% des cas et un sexe-ratio de 3,33 

(figure 10). Nos résultats sont similaires à ceux de Dembélé et al qui avaient trouvé 3 patients 

de sexe masculin et 2 de sexe féminin [40]. Aussi, Nos résultats sont contraires à ceux de 

Ndioubnane  et Diaby  où le sexe féminin n’était pas présent. Néanmoins, ces études nous 

témoignent de la prédominance du sexe masculin [41,42].  

Les élèves et les cultivateurs ont été les plus atteints avec respectivement une fréquence  de 

30,77% et 23,08% (tableau XI). Diaby  avait trouvé des élèves et des cultivateurs qui 

représentaient respectivement 53,8 % et 38,5 % [41]. Dans l’étude de Ndioubnane, la majeure 

partie des patients étaient des élèves soit 72% [42]. Tandis que Dembélé et al avaient 40% des 

patients qui étaient des cultivateurs [40]. 

Trois cas suspects (23%) provenaient de Sikasso  et aussi 3 cas suspects provenaient a de 

Bamako (23%) (figure 11). Les résultats sont contraires à d’autres études. Dans l’étude de 

Ndioubnane, les cas provenaient de la région de Koulikoro (86%) et de Bamako (14%) [42].  

Dans l’étude de Diaby  dont 38.5 % des cas résidaient à Bamako et le reste en dehors de 

Bamako [41].   

5.2.1.2. Données Cliniques 

Dans notre étude, l’agitation a été le principal motif de consultation présent chez 10 /13 patients 

soit 76,92%. L’hydrophobie était de 53,85%, l’hypersalivation était de 61,54%, l’aérophobie 

était manifestée chez 30,77% des patients (tableau XIV). L’hydrophobie était présentée chez 
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61.5% des patients dans l’étude de Diaby. Ndioubnane trouvaient 71% des cas qui présentaient 

une hydrophobie, l’agitation dans les 100% des admission suivis d’hypersialorrhée et de 

grognement [41,42]. L’hydrophobie a été observé chez tous les patients de Dembélé et al [40] 

.En l’absence de symptômes typiques ou d’exposition documentée, le diagnostic de la rage sur 

la seule base clinique est difficile et souvent peu fiable [4]. 

Dans notre étude, le chien a été le vecteur de transmission du virus chez 12 patients. Les 

morsures ou griffures de chiens se situaient équitablement au niveau des membres supérieurs 

(3/13) et des membres inférieurs (3/13) (tableau XIII). D’autres études au Mali, nous rapportent 

que les membres supérieurs sont les plus atteints par les morsures de chiens. Les membres 

supérieurs étaient les plus atteints par la morsure de chien avec 61,5 % dans l’étude de Diaby 

[41]. La morsure de chien était située au niveau des membres supérieurs chez 57% des victimes 

dans l’étude de Ndioubnane [42]. Les membres supérieurs étaient les plus impliqués (4/5) par 

la morsure de chien dans l’étude de Dembélé et al [40]. 

5.2.2. Cas confirmés de rage humaine 

 

5.2.2.1. Fréquence de détection moléculaire du virus de la rage par la RT-

qPCR 

 

Les liquides biologiques (tels que salive, LCS, larmes, sérum) et certains tissus (tels que 

biopsies, incluant des follicules pileux au niveau de la nuque) peuvent être utilisés pour le 

diagnostic intra vitam de la rage [4]. La meilleure sensibilité diagnostique sera fournie par trois 

échantillons de salive, prélevés à intervalle de 3 à 6 h et par les biopsies de peau au niveau de 

la nuque [4].  

Après analyse RT-qPCR, 8 cas de rage ont été confirmé parmi les 13 cas suspects soit une 

fréquence de détection moléculaire de 61,5% de positif au RABV (tableau XVI).  

Une étude effectuée au Cameroun a montré un faible taux de détection moléculaire du RABV 

chez des cas suspects de la rage humaine. Au total, 10 des 21 cas humains étudiés ont été testés 

positifs par RT-qPCR [43]. Ce taux est inférieur au nôtre malgré la grande période de leur étude 

qui est de 2014 à 2018. Cela pourrait s’expliquer par le fait que les échantillons prélevés étaient 

constitués que de salive et biopsie cutanée.  

Parmi les 40 échantillons prélevés chez les 13 cas suspects de la rage, l’ARN du virus de la rage 

a été détecté sur 15/23 échantillons de salive, 2/4 échantillons de sang, 2/4 échantillons de 
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biopsie de peau et 1/9 échantillons de LCS (tableau XIX).  Il est à noter que nous avons pu 

détecter l’ARN du virus de la rage sur une variété d’échantillons biologiques reçus. Dans la 

littérature, d’autres études ont aussi montré l’utilisation la PCR en temps réel sur différents 

types d’échantillons.  

Behnoush et al ont utilisé la PCR en temps réel en utilisant comme sonde SYBR green sur des 

échantillons provenant de 9 cas suspects de rage humaine en Iran. Les échantillons de salive 

ante mortem de 2 patients décédés se sont révélés positifs par PCR en temps réel SYBR Green. 

Les résultats de cette étude suggèrent que la technique de PCR en temps réel SYBR Green sur 

un échantillon de salive peut être utilisée pour un diagnostic rapide de la rage afin d'éviter 

l'infection d'autres personnes telles que le personnel médical traitant ou les membres de la 

famille du patient [44]. 

Aussi, dans une étude menée par Reeta et al,  la PCR en temps réel TaqMan a permis la détection 

de l’ARN du virus de la rage dans 5/11 (45,4 %) échantillons de LCR, 6/10 (60 %) biopsies 

cutanées de la nuque et 6/7 (85,7 %) échantillons de salive reçus pour le diagnostic ante mortem 

. La PCR en temps réel en utilisant la sonde TaqMan a permis à elle seule de diagnostiquer la 

rage ante mortem dans 11/13 (84,6 %) patients [45]. 

Denise et al ont validé un test RT-PCR en temps réel pan-Lyssavirus basé sur le SYBR green 

qui détecte toutes les espèces de Lyssavirus. Le test a été validé sur le tissu cérébral post mortem 

et les échantillons ante mortem (biopsies cutanées, la salive, le LCR).  De plus le test a été 

adopté par de nombreux laboratoires de diagnostic dont la qualité est assurée, ce qui permet un 

diagnostic robuste, rapide et sensible des cas de rage. Comme principal avantage du test, étant 

basé sur le SYBR green,  son coût relatif par rapport à un test basé sur une sonde. Un autre 

avantage est que le test n'utilise que deux amorces, ce qui réduit le risque d'échec de la détection 

en raison d'une divergence de séquence [46]. 

Martin et al ont validé deux tests RT-PCR en temps réel qui ont été mis au point pour la 

détection à grande échelle des souches africaines de RABV. Les ensembles d'amorces et de 

sondes TaqMan ciblaient des régions conservées des gènes de la nucléoprotéine (N) et de la 

polymérase (L). La détection efficace et la sensibilité élevée de ces tests sur les isolats africains 

ont montré qu'ils peuvent être appliqués avec succès dans la recherche générale et utilisés dans 

le processus de diagnostic et la surveillance des épizooties en Afrique en utilisant une stratégie 

de double vérification [47]. 
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 Laurent et al ont développé une méthode combinée de RT-qPCR pour la détection de pan-

Lyssavirus. Une méthode RT-qPCR était basé sur une sonde TaqMan pour détecter l'espèce 

RABV et une seconde RT-qPCR utilisaient le SYBR Green pour détecter d'autres espèces de 

Lyssavirus (pan-lyssa RTqPCR). Elle a permis de détecter les 41 cas humains de rage testés et 

de confirmer la sensibilité et l'intérêt des échantillons de biopsie cutanée (91,5 %) et de salive 

(54 %) pour le diagnostic intra-vitam de la rage humaine [48]. 

 

 

5.2.2.2. Données socio-démographiques 

 

Les enfants d’âge ≤ 15 ans et la tranche d’âge de 16 à 30 ans se sont révélés les plus atteints 

avec 37,50% de positif (tableau XVII). L’âge moyen parmi les cas confirmés étaient 19,14 ans 

(5-40) (tableau XVII). Ce résultat est contraire à d’autres tests qui ont été effectués dans d’autres 

pays. En Iran, une étude avait enregistré 2 patients positifs âgé de 80 ans et 50 ans testés 

positives par la PCR en temps réel SYBR Green  [44]. Au Qatar, un homme de 33 ans avait été 

testé positif par la PCR en temps réel sur la salive [49]. Au Maroc, l’âge moyen était de 42,4 

ans chez des patients testés positives par l’immunofluorescence directe dans la salive, sécrétions 

pharyngées, les urines et le LCR [50]. Dans une autre étude au Maroc, L'âge moyen était de 

43,74 ans chez des patients testés positives par l’ immunofluorescence directe et par PCR dans 

les liquides biologiques [51]. 

L’infection à la rage prédominait dans le sexe masculin (5 positifs) que féminin (3 positifs) 

(tableau XVIII).  Cela est conforme à la littérature qui stipule la prédominance masculine parmi 

les cas confirmés de la rage. En Inde, parmi 18 cas confirmés en post-mortem, 14 étaient des 

hommes et 4 des femmes [45]. Au Maroc, Le sexe masculin a aussi prédominé (12 Hommes /4 

Femmes) [50]. Dans une autre étude au Maroc, le sexe masculin était majoritaire avec un sexe 

ratio 2,64 (37 Hommes, 14 Femmes) [51]. 

 

Le pic de cas de rage a  été observé au mois d’octobre 2022 et les mois d’avril et mai 2023 

(figure 12). 

3 cas confirmés  provenaient  de Sikasso et 2 de Bamako (figure 13). 
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5.2.2.3. Données cliniques 

 

Parmi les 8 cas confirmés par la RT-qPCR, 7 patients présentaient l’agitation, 6 présentaient 

l’hypersalivation, 4 présentaient l’hydrophobie et 3 patients présentaient l’aérophobie (tableau 

XXI). Ces données confirment les observations faites dans d’autres études sur la difficulté de 

diagnostic de la rage en absence de l’hydrophobie et de l’aérophobie [52,53]. L’étude au 

Sénégal recommandait la recherche du virus de la rage devant toute encéphalite d’origine 

indéterminée même en l’absence d’aérophobie et d’hydrophobie [53].  

Dans notre étude, 2 patients confirmés par RT-qPCR ont été mordus au niveau des membres 

supérieurs et 1 au niveau du membre inférieur (tableau XX). Dans l’étude d’Iran, 1 patient 

confirmé avait été mordu au niveau de la tête par une mangouste et l’autre patient confirmé 

avait été mordu au niveau de la tête, visage et main par un renard [44]. Au Qatar, un patient 

avait été mordu à l’oreille droite par un animal inconnu [49]. Au Maroc, les morsures de chiens 

siégeaient au niveau des membres supérieurs dans 9 cas, le membre inferieur dans 7 cas 

[50]. Dans une autre étude au Maroc, La morsure touchait préférentiellement les membres 

supérieurs (72,54 %) [51]. Le chien était l'animal en cause dans la majorité des cas (88,23 %) 

et le chat dans 6 cas [51].  

 

 

5.2.2.4. Fréquence de détection du virus de la rage par la RT-PCR 

 

Un pool a été réalisé à partir des échantillons provenant de chaque patient. Ces diffèrent pools 

ont été soumis à la RT-PCR. Après électrophorèse des amplicons et visualisation à l’UV, 6 

pools d’échantillons ont été positifs soit un total de 6/13 patients contrairement à la RT-qPCR 

qui avaient donné 8/13 patients (figure 14). Ce résultat pourrait s’expliquer par la dégradation 

du matériel génétique   ou la présence de faux positifs lors de la RT-qPCR. En effet, la RT-PCR 

n’a pas été effectué directement après extraction de l’ARN. La RT-PCR a été effectuée  sur 

l’ARN conservé dans un réfrigérateur de -80°c jusqu’à la survenue du 12ème cas suspects de 

rage humaine  .  

Le couple d'amorce JW12/N165-146 utilisé pour la RT-qPCR nous a aussi servi pour effectuer 

la RT-PCR. Des bandes de 111 paires de bases ont été visualisées à l’UV après électrophorèse 

sur gel d’agarose à 2%. Ces données sont retrouvées dans la littérature. En effet, la taille 
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attendue avec le couple d’amorce JW12/N165-146 doit être de 111 paires de bases [54]. Dans 

une étude menée en Chine pour la recherche de Lyssavirus. Des échantillons provenant de 

chauve-souris ont donné des produits d’amplicons de 111 paires de bases après RT-PCR avec 

les amorces JW12/N165-146 [55]. 

 

5.3. Cas non confirmés de la rage humaine 

 

 Malgré la négativité du test PCR chez 5 patients, 2 patients ayant un résultat négatif ont 

succombé par suite de la morsure d’un chien (tableau XXII). Cela pourrait s’expliquer par le 

type de prélèvement, l’excrétion intermittente du virus, l’intervalle d’heure entre les 

prélèvements [8]. En effet, nous n’avons pas disposé d’autre prélèvements en dehors de ceux 

prélevés le jour de l’admission des patients à l’hôpital pour confirmer la négativité à la rage. 

D’autres prélèvements devaient être réalisés 5-7 jours après la première série de prélèvements 

afin d’être analysés, ainsi que des prélèvements en post-mortem au cas où les résultats 

demeuraient négatifs [8]. Aussi, La biopsie de la peau n’était pas parmi les échantillons  (salives 

et sangs) prélevés chez les patients. Un cas similaire à Doha qui avait présenté une négativité 

des tests PCR dans le LCR et la biopsie de la nuque n'ont pas exclu le diagnostic de rage [49]. 

Deux tests PCR en temps réel différents pour le RABV sur des échantillons de salive se sont 

révélés positifs [49]. 
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6. CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS 

6.1.   Conclusion 

 

Cette étude, nous a permis de démontrer la performance de la RT-qPCR avec un taux de 

positivité de 8/13 cas suspects de rage humaine. Cependant, la RT-PCR a confirmé que 6 cas 

positifs. Ces résultats suggèrent par conséquent une nécessité de développer les techniques 

moléculaires au Mali pour un diagnostic précoce de la rage humaine.   
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6.2.   Recommandations 

 

Au terme de notre étude et au regard de nos résultats, nous pouvons formuler les 

recommandations suivantes : 

 Aux autorités  sanitaires  

 Encourager la formation des agents de santé sur le diagnostic de la rage 

 Renforcer et pérenniser l'information, l'éducation et la communication du public sur les 

moyens de prévention contre la rage 

 Elaborer des campagnes de sensibilisation des enfants pour apprendre les attitudes à 

adopter aux animaux errants.  

 Intensifier les programmes de vaccinations des chiens 

Aux chercheurs 

 Effectuer une surveillance de la rage humaine au Mali 

 Effectuer le séquençage et la métagénomique pour connaitre les Lyssavirus circulant au 

Mali et connaitre l’agent pathogène responsable de décès des cas non confirmés 

Aux personnels sanitaires  

 Faire une demande systématique d’examen biologique devant tout cas d’encéphalite 

d’origine inconnu. 

 Meilleure collaboration entre les vétérinaires, agents de santé et biologistes 

A la population générale  

 Vacciner tous les animaux domestiques 

 Se faire vacciner si on est une personne à risque 

 Se rendre au centre de santé le plus proche en cas de morsure ou griffure d’animal 

 Ne pas négligé une morsure ou griffure d’animal même si guérison de la plaie après 

traitement 

 Respecter les mesures de prévention édictées par les autorités sanitaires en cas de 

morsure de chiens. 
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     RESUME 
 

 La rage humaine est une zoonose virale qui attaque le système nerveux central. Dès lors que 

les symptômes cliniques apparaissent, la rage est mortelle dans pratiquement 100% des cas. 

Notre objectif était de mettre au point une technique moléculaire pour le diagnostic de rage 

humaine chez les cas suspects au Mali. L’étude s’est déroulée au Centre Universitaire de 

Recherche Clinique (UCRC) du 1er aout 2022 au 31 novembre 2023. Il s’agissait d’une étude 

transversale descriptive et analytique à collecte prospective. L’échantillonnage a eu lieu au 

Service de Maladies Infectieuses et Tropicales-SMIT/CHU-Point G. Les cas cliniquement 

suspects ont été inclus. Les échantillons de salive, de sang, du liquide cérébro-spinal et de 

biopsies ont été prélevés et acheminés au laboratoire UCRC. Apres extraction d’ARN, la RT-

qPCR a été effectué avec le kit SYBR-Green sur l’instrument AB7500 Fast. Un total de 13 cas 

a été inclus pendant la période de l’étude. Parmi eux, le sexe masculin était majoritaire avec 

77%. L’âge moyen était de 20,36 ans (les <15 ans représentaient 39% ; [16-30 ans] =31% ; [31-

45 ans] =15% et 15% de données manquants). L’agitation était observée chez 76,92%, suivi de 

l’hypersalivation 61,54% , l’hydrophobie 53,85% et l’aérophobie chez 30,77% des cas 

suspects. Cette étude, nous a permis de démontrer la performance de la RT-qPCR avec un taux 

de positivité de 8/13 cas suspects de rage humaine. Cependant, la RT-PCR a confirmé que 6 

cas positifs. Ces résultats suggèrent par conséquent une nécessité de développer les techniques 

moléculaires au Mali pour un diagnostic précoce de la rage humaine. 

Mots clés : Virus, Rage, RT-qPCR, RT-PCR, Mali. 
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     SUMMARY 
 

Human rabies is a viral zoonosis that attacks the central nervous system. As soon as clinical 

symptoms appear, rabies is fatal in almost 100% of cases. Our aim was to develop a molecular 

technique for diagnosing human rabies in suspected cases in Mali. The study took place at the 

University Clinical Research Centre (UCRC) from 1 August 2022 to 31 November 2023. It was 

a descriptive and analytical cross-sectional study with prospective collection. Sampling took 

place at the Department of Infectious and Tropical Diseases-SMIT/CHU-Point G. Clinically 

suspected cases were included. Samples of saliva, blood, cerebrospinal fluid and biopsies were 

collected and sent to the UCRC laboratory. After RNA extraction, RT-qPCR was performed 

using the SYBR-Green kit on the AB7500 Fast instrument. A total of 13 cases were included 

during the study period. Of these, 77% were male. The mean age was 20.36 years (<15 years 

accounted for 39%; [16-30 years] =31%; [31-45 years] =15% and 15% missing data). Agitation 

was observed in 76.92%, followed by hypersalivation in 61.54%, hydrophobia in 53.85% and 

aerophobia in 30.77% of suspected cases. This study enabled us to demonstrate the performance 

of RT-qPCR with a positivity rate of 8/13 suspected cases of human rabies. However, RT-PCR 

confirmed only 6 positive cases. These results therefore suggest the need to develop molecular 

techniques in Mali for the early diagnosis of human rabies. 

Keywords: Virus, Rabies, RT-qPCR, RT-PCR, Mali. 
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ANNEXES 

 

Annexe 1: Procédure d’extraction de l’ARN avec le kit QIAamp Viral RNA Mini Kit  

 

 Transférer 140 μL de l’échantillon dans un microtube Eppendorf de 

centrifugation stérile de 1.5 mL ; 

 Ajouter 560 μL  du tampon de lyse viral (AVL) dans chaque tube contenant 140 

μL de notre échantillon ; 

 Mélanger bien avec un agitateur ; 

 Laisser incuber à température ambiante pendant 10 minutes ; 

 Ajouter 560 μL de l’éthanol absolue et mélanger à l’aide d’un agitateur ; 

 Transférer le contenu du tube Eppendorf dans des colonnes contenant des 

particules de silice et centrifuger à 8000 rotations pour 1 minute et jeter la 

colonne de rechange ; 

 Ajouter 600 μL du tampon de lavage 1 (AW1) dans la colonne et centrifuger 

pendant 1 minute, et répéter la même action que précédemment et jeter la 

colonne de rechange pour utiliser une nouvelle colonne ; 

 Ajouter 600 μL du tampon de lavage 2 (AW2) et centrifuger à 14.000 rotations 

pendant 3 minutes puis jeter la colonne de rechange  pour utiliser une nouvelle 

colonne ; 

 Centrifuger à vide pour enlever toute trace d’éthanol dans le tube ; 

 Placer la colonne dans un tube Eppendorf stérile de 1.5 mL et y ajouter 65 µL 

du tampon d'élution (AVE) et laisser incuber à température ambiante pour 3 

minute ; 

 Faire centrifuger à 8000 rotations pendant 3 minute pour faire l’élution de 

l’échantillon ; 

 Conserver l’ARN purifiée à -80°C (pour une meilleure conservation) jusqu’à 

utilisation. 
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Annexe 2: Procédure de l’électrophorèse sur gel d’agarose 

 Préparation du tampon d'électrophorèse TAE  concentrée 1 fois  à partir 

d'une solution mère concentrée 50 fois : 

 

Le concentré de tampon doit être dilué à une concentration de travail prête à l’emploi avant 

d'être utilisé. 

Pour préparer 1000 mL de TAE prête à l’emploi (concentrée une fois) : 

 Prélever 20 mL de solution mère concentrée cinquante fois  

 Ajouter 980 mL d'eau distillée 

 Mélanger 

 

 Coulée d'un gel d'agarose standard à 2% : 

 

 Peser 2 g d'agarose 

 Mélanger la poudre d'agarose avec 100 ml de TAE prête à l’emploi dans une fiole 

micro-ondable. 

 Passer au four à 1 à 3 minutes jusqu'à ce que l'agarose soit complètement dissout (ne 

pas trop faire bouillir la solution, car une partie du tampon s'évaporerait et modifierait 

ainsi le pourcentage final d'agarose dans le gel). 

 Verser l'agarose dans un plateau à gel avec le peigne à puits en place. 

 Placer le gel nouvellement versé à 4 °C pendant 10 à 15 minutes ou le laisser reposer à 

température ambiante pendant 20 à 30 minutes, jusqu'à ce qu'il soit complètement 

solidifié. 

 

 Chargement des échantillons et réalisation d'un gel d'agarose : 

 

 Une fois solidifié, placer le gel d'agarose dans la boîte à gel (unité d'électrophorèse). 

 Remplir la boîte de gel avec le TAE prête à l’emploi  jusqu'à ce que le gel soit recouvert. 

 Ajouter 5 μL de GelRed® et 2,5 μL de colorant de chargement au verso du papier 

paraffiné.  

 Ajouter 5 μL de votre échantillon 

 Mélanger 
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 Charger le mélange dans une voie du gel. 

 Répéter les étapes 4 à 6 pour chaque échantillon 

 Répéter les étapes 4 et 5 pour l'échelle de poids moléculaire. 

 Charger avec précaution l'ensemble du mélange en une seule fois dans une voie du gel. 

 Faire fonctionner le gel à 140-160 volts, 400 milliampères pendant 15-30 minutes. 

 

 Visualisation à l’ ultraviolet (UV) 

Apres électrophorèse, le gel d’agarose est placé à l’intérieur de l’appareil EnduroTm  GDS Touch 

II qui contient un transilluminateur ultraviolet (UV 200 à 400 nm) intégré à l’intérieur du 

système. L’appareil EnduroTM GDS Touch II dispose d’une interface pour la capture d’image 

de gel à l’UV qui nous permettra de visualiser les bandes présentes sur le gel. La taille du 

produit attendu est  de 111 paires de bases (pb). 

 

Annexe  3 : Cuve à électrophorèse et générateur 

 

 

Annexe 4 : Enduro GDS Touch II 
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Annexe 5 : Amorces utilisées dans la RT-qPCR 

Système JW12-N165-146 

(N SYBR Green RT-qPCR pan-lyssa) 

Séquences 

JW12  5’-ATGTAACACCYCTACAATG-3’ 

N165-146  5’-GCAGGGTAYTTRTACTCATA-3’ 

Système b-actine (ACTB) 

(ACTB SYBR Green RT-qPCR)  

Séquences 

BatRat F  5’-CGATGAAGATCAAGATCATTG-3’ 

BatRat R  5’-AAGCATTTGCGGTGGAC-3 

 

Annexe 6 : Fiche de collecte de données 
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Annexe 7 : Attestation de communication 
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