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Sigles et Abréviations :

% : Pourcentage

°C : degré Celsius

AA : acide aminé

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNCc : Acide désoxyribonucléique complémentaire
AMRY : Virus amour

ANDYV : Virus des Andes

ARN : acide ribonucléique

BSL-3 : biosafety Levels 3 (Biosécurité de niveau 3)
CCD : charge coupled device (dispositif a transfert de charge)

CDC : Centers for Disease Control and Prevention (Centre pour le controle et la prévention

des maladies)

CICM : Centre d’Infectiologie Charles Mérieux
DOBYV : virus dobrava

EDTA : Ethyléne Diamine Tétra Acétique

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Dosage Immuno-enzymatique)

FDA : Food and Drug Administration (Agence Américaine des produits alimentaires et

médicamenteux)

FHRS : haemorrhagic fever with renal syndrome (Fiévre hémorragique avec syndrome rénal)

FRNT : Focus Reduction Neutralisation Test (Test de séroneutralisation par réduction de

foyer)
GTP : guanosine triphosphate

HCPS : hantavirus cardiopulmonary syndrome (Syndrome cardio-pulmonaire)

HTNYV: Virus hantaan

IF: Individual Farm (Ferme individuelle)

IgG : Immunoglobuline G

IgM : Immunoglobuline M

LANYV : Virus Laguna Negra

LBA : Liquide Broncho-Alvéolaire

LM : Livestock Market (Marché a bétail)

LRM : Laboratoire Rodolphe Mérieux

MIC : Magnetic Induction Cycler (thermocycleur a induction magnétique)
mL : millilitre

mn : minute
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NaOH : Hydroxyde de Sodium

nm : nanometre

nt : nucléotide

NWHY : New World Hantaviruses (Hantavirus du nouveau monde)

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

OWRHY : Old World Hantaviruses (Hantavirus de I’ancien monde)

PBST : Phosphate Buffered Saline with Tween (Solution Saline Tamponnée au Phosphate
avec Tween)

PBST-SK : Phosphate-Buffered Saline with 0,02% Tween 20 and 5% Skim Milk (Solution
saline tamponnée au phosphate avec 0,02 % de Tween 20 et 5 % de lait écrémé)

PCR : Polymerase Chain Reaction (Réaction en chaine par polymérase)

PUUYV : Virus Puumala

RdRp : ARN polymérase ARN dépendante

REDCap : Research Electronic Data Capture

RNP : Ribonucléoprotéine

RT-PCR : Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (Réaction en chaine par
polymérase avec transcriptase inverse)

SDRA : Syndrome de Détresse Respiratoire Aigue

SEOV: Virus Séoul

SH: Slaughterhouse (Abattoir)

SNV : Virus Sin Nombre

TULYV : Virus Tula

U/kg : Unite par kilogramme

UCRC : University Clinical Research Center (Centre Universitaire de Recherche Clinique)
USA : United States of America (Etats-Unis d'Amérique)

USTTB : Université des Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako
VE-cadhérine : Cadhérine endothéliale vasculaire

XMAP : (x =analyte, MAP : Multi-Analyte-Profiling)
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1. INTRODUCTION

Les infections a Orthohantavirus sont des zoonoses émergentes avec des facics
endémiques et des épidémies fréquentes dans différentes parties du monde [1]. Au cours du
siecle dernier, deux épidémies majeures ont conduit a la découverte des hantavirus. La
premicre est celle qui s’est produite pendant la guerre de Corée (1950-1953) chez les soldats
des Nations Unies puis celle de 1993 au Sud-Ouest des Etats-Unis [2].

En fonction de leur répartition géographique, ils sont classés en hantavirus de 1’Ancien
Monde (OWHYV) et en hantavirus du Nouveau Monde (NWHV) [3]. Ce sont des virus de la
famille des Hantaviridae et de 1’ordre des Bunyanvirales [4]. Actuellement, 28 especes
d’Orthohantavirus sont connues pathogenes chez 1’homme provoquant deux syndromes
cliniques de sévérité variable : la fievre hémorragique avec syndrome rénal (FHRS) pour les
hantavirus de I’ Ancien Monde en Asie et en Europe et le syndrome cardio-pulmonaire (HCPS)
pour les hantavirus du nouveau monde en Amérique [5]. La néphropathie épidémique est la
forme bénigne de la FHRS la plus courante en Europe [6].

Les infections a Orthohantavirus sont caractérisées par une phase prodromique non
spécifique et les mécanismes physiopathologiques ne sont pas ¢élucidés [7]. La
symptomatologie varie de subclinique a grave.

Les réservoirs sont les rongeurs, les insectivores et les chauves-souris asymptomatiques et
chroniquement infectés [1]. Les Orthohantavirus pathogenes pour [’homme sont
généralement transmis par les rongeurs [8]. La contamination de 1I’homme se fait
généralement par inhalation d’aérosols ou de gouttelettes formés a partir des excréments des
rongeurs et les aliments contaminés [3]. Les principaux facteurs de risque sont les activités de
plein air ou une exposition au domicile [9,10].

Le diagnostic des infections a Orthohantavirus repose sur la clinique, les données
épidémiologiques et les analyses de laboratoire [11]. Les anticorps spécifiques aux
Orthohantavirus sont mis en évidence par des techniques telles que I’immunofluorescence,
I’ELISA, la séroneutralisation par réduction de foyer et I’immunoblot. Les techniques de
biologie moléculaire font appel a la PCR.

Le traitement est symptomatique et aucun vaccin n’a été approuvé par 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), la FDA et I’Union Européenne [12].

Les infections a Orthohantavirus constituent un défi zoonotique pour la santé publique. A
I’échelle mondiale, environ 150 000 a 200 000 cas de FHRS / HCPS sont signalés chaque
année [13]. Dans de nombreux pays, ces infections demeurent sous-diagnostiquées [9,14—16].

Selon I’espece causale, leurs taux de mortalité varient radicalement allant a 15 % pour la fievre
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hémorragique avec syndrome rénal (FHRS) et 30 a 50 % pour le syndrome cardio-pulmonaire
[17].

Selon une méta-analyse en 2024, la séroprévalence des infections a Orthohantavirus en
Afrique était estimée a 2,21% [18]. Le premier hantavirus indigéne phylogénétiquement
apparenté aux hantavirus de 1’ancien monde a été isolé chez Hylomyscus simus en République
de Guinée en 2006 [19]. D’autres hantavirus au pouvoir pathogéne inconnu ont été¢ découverts
non seulement chez les rongeurs mais aussi chez les musaraignes et les chauves-souris [20—
23]. Cependant, les infections a Orthohantavirus demeurent sous-diagnostiquées et n’ont été
démontrées que par les enquétes séro-épidémiologiques et de rapport de cas [24-26].

Les données de la littérature rapportent que la plupart des infections a Orthohantavirus
chez I’homme surviennent en milieu rural du fait des conditions de logement précaire et la
densité des rongeurs favorisant le contact entre ’homme et les rongeurs [18,27].

Au Mali, la situation épidémiologique des infections a Orthohantavirus n’est pas connue.
Une étude rétrospective menée entre 2009 et 2013 sur les sérums des patients prélevés en
phase aigiie dans plusieurs villes ayant des antécédents de fievre et de syndromes
hémorragiques, diarrhéiques ou ictériques a mis en évidence la circulation des hantavirus de
I’ancien monde avec une séroprévalence de 7,2% [28]. En 2025, une étude réalisée chez les
réservoirs a Bamako a rapporté une séroprévalence de 14,8 % d’infection a I’ Orthohantavirus
seoulense et sa détection moléculaire chez Rattus norvegicus [29]. Cependant, les infections
a Orthohantavirus demeurent sous investiguées dans les hopitaux avec des données limitées
aussi sur la population asymptomatique.

C’est ainsi que la présente ¢tude a €té initiée pour évaluer la prévalence des infections a
Orthohantavirus et les facteurs de risque associés dans la population asymptomatique

exposeée.
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2. OBJECTIFS

2.1. Objectif général
Evaluer les prévalences sérologique et moléculaire des infections a Orthohantavirus en milieu
urbain et périurbain de Bamako.
2.2. Objectifs spécifiques
1) Déterminer la fréquence des anticorps IgM, 1gG spécifiques aux Orthohantavirus dans
la population asymptomatique a risque,
2) Déterminer la fréquence moléculaire des infections a Orthohantavirus parmi les
échantillons séropositifs IgM dans la population asymptomatique exposée,
3) Cartographier la distribution des infections a Orthohantavirus en fonction de la zone
d’étude,
4) Identifier I’association entre les facteurs de risque et la séropositivité IgM, 1gG aux

infections & Orthohantavirus.
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3. GENERALITES

3.1. Définition

Les Orthohantavirus sont des virus a ARN monocaténaire linéaire tri-segmentés, de
polarité négative, a enveloppe lipidique appartenant a I’ordre des Bunyavirales et a la famille
des Hantaviridae [30]. Ils sont responsables chez I’homme de deux syndromes cliniques de
sévérité variable : la fievre hémorragique avec syndrome rénal (HFRS) en Asie et en Europe
et le syndrome cardiopulmonaire a hantavirus (HCPS) qui survient en Amérique du Nord, en

Amérique centrale et en Amérique du Sud.

3.2. Historique des hantavirus

Au XIX¢siécle deux épidémies majeures ont conduit & la découverte des hantavirus. La
premicre est celle qui s’est produite pendant la guerre de Corée (1950-1953) ayant conduit a
la découverte de la fievre hémorragique avec syndrome rénal chez un soldat des Nations Unies
(ONU) stationné sur le front central, connu sous le nom de « Triangle de fer ». Comme il
s’agissait de la premicre maladie infectieuse aigu€ rencontrée en médecine occidentale, le
personnel médical militaire des Nations Unies n’en connaissait ni la cause ni le traitement
approprié [31]. Au plus fort du conflit, en 1951, des centaines de militaires américains ont été
hospitalisés pour fiévre et hémorragies orales, nasales et internes ; ces cas ont parfois conduit
a des déces liés a une insuffisance rénale et a un choc [2]. Les militaires américains nommerent
cette maladie « fievre hémorragique coréenne » du fait de son indigénéité a la Corée. Au
cours de cette épidémie, 3200 cas de fievre hémorragique avec syndrome rénal ont été signalés
avec une mortalité de 15 a 20 %, ce qui a fait de la FHRS un probléme majeur potentiel de
santé publique dans le monde [32]. II existe une longue histoire de cas avec une présentation
clinique similaire : la maladie a probablement été décrite pour la premicre fois dans le Canon
interne de I’Empereur Jaune en Chine impériale pendant la période des Royaumes combattants
(475-221 av. J.-C.) [31]. Les premieres descriptions scientifiques et cliniques provenaient des
revues Russes et Japonaises d’une maladie similaire connue sous le nom néphroso-néphrite
hémorragique endémique [33]. En 1976, I’équipe du professeur Ho Wang Lee découvrit par
la technique d’immunofluorescence indirecte que 1’antigéne des tissus pulmonaires et rénaux
d’Apodemus agrarius réagissaient avec le sérum des patients en phase de convalescence
atteints de la fievre hémorragique Coréenne. La prolifération du nouveau virus par culture
cellulaire a partir des cellules A549 a été rapporté en 1981 [34]. Le virus a ét¢ nommé hantaan
d’apres la riviere hantan qui traverse la zone démilitarisée séparant la Corée du Nord et la
Corée du Sud [2].

La seconde épidémie est celle qui s’est produite au Sud-Ouest des USA en mai 1993. Un

jeune marathon de la tribu Navajo a quitté son village de la réserve Navajo de Crownpoint,
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traversait en voiture la région des quatre frontieres du Nouveau-Mexique vers Gallup. Il est
victime d’une insuffisance respiratoire brutale et meurt aux urgences du Gallup Indian
Medical Center du Nouveau-Mexique d’un cedéme pulmonaire. Quelques jours avant, il s’est
fait consulter pour fiévre et myalgies et a regu un traitement symptomatique. L’évolution
clinique de la maladie du jeune athléte a laissé le personnel médical des urgences perplexe.
Selon la loi qui régissait le Nouveau-Mexique, tout déceés inexpliqué, suspect ou autrement
irrégulier doit étre signalé au bureau des enquéteurs médicaux [35]. En examinant les dossiers
médicaux du patient, les enquéteurs se rendirent compte que sa fiancée, coureuse active et
membres de la tribu Navajo était décédée quelques jours avant d’une maladie similaire. Une
enquéte a été ouverte dans toute la région de Fours Corners pour retrouver d’éventuels cas
similaires de cette maladie. Une équipe d’investigation a été mise en place, composée des
membres du Centre de prévention et de Contrdle des maladies (CDC), des responsables de la
santé du Nouveau-Mexique et des membres de la Faculté de médecine du Nouveau-Mexique.
Plus d’une trentaine de cas suspects ont été répertoriés et des échantillons de tissus ont été
obtenus pour étre analysés au CDC. Les anticorps IgM de neuf patients présentaient une
réactivité croisée avec trois especes d’hantavirus différentes. Ces résultats sérologiques ont
été vite corroborés par I’amplification par la PCR a transcriptase inverse, I’ADN extrait des
tissus de deux patients et des souris sylvestres (Peromyscus maniculatus) capturés dans la
région de Fours Corners [36]. L’analyse phylogénétique de la séquence obtenue a révélé que
I’épidémie du syndrome de détresse respiratoire dans la région de Fours Corners était dii 4 un

hantavirus inconnu [37].
3.3. Caractéristiques des Orthohantavirus

3.3.1. Structure

Les Orthohantavirus sont des virus a ARN monocaténaire et tri-segmenté, de polarité
négative [14]. Le génome viral est divisé en trois segments d’ARN a savoir le segment grand
(L), moyen (M) et petit (S). Le segment L code pour I’ARN polymérase ARN dépendante
(2160 aa) qui assure la transcription et la réplication de I’ARN viral [3]. Le segment M code
pour la glycoprotéine (GPC) qui donne apres clivage co-traductionel par le complexe signal
peptidase cellulaire au niveau du motif pentapeptidique conservé WAASA a I’extrémité
amino-terminale les glycoprotéines Gc (488aa) et Gn (652aa) [14]. Ces glycoprotéines
induisent une réponse immunitaire humorale au cours de I’infection a hantavirus chez
I’homme. Le segment S code pour la protéine N (426-438 aa) qui assure la protection du
génome viral [3,38]. Chez certains Orthohantavirus tels que ANDV, PUUV, SNV, TULV et
LANYV, le segment S code pour une protéine non structurale (NS) qui inhibe la production de

I’interféron dans les cellules infectées [39]. La taille du segment S varie de 1700 a 2100
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nucléotides (nt), le segment M de 3700 nt et le segment L 6500 nt [14]. Chaque segment de
I’ARN viral est rattaché a une molécule d’ARN polymérase ARN dépendante (RdRp) virale
[38]. Chaque segment d’ARNv est flanqué de régions non codantes aux extrémités 5' et 3',
présentant des séquences complémentaires censées former une structure dite en
« panhandle », essentielle a la transcription virale et a la réplication du génome assurées par
la protéine L virale dans le cytoplasme de la cellule hote [40]. Les régions non codantes
(NCRs), ont des longueurs qui varient entre 40 a 700 nucléotides [41].

Les virons d’Orthohantavirus ont une forme sphérique ou pléomorphe avec un diameétre
de 70 a 165 nm [42]. Les trois segments forment avec la protéine N, les ribonucléoprotéines
(RNP) qui sont entourés par une enveloppe de bicouche lipidique d’environ 5 nm d’épaisseur
dans laquelle sont intégrées des tétrameres de glycoprotéines Ge et Gn d’environ 10 nm [3].
Les glycoprotéines Gce et Gn forment le complexe de pointe de I’hantavirus.

Les virions sont constitués de > 50 % de protéines, 20 a 30% de lipides, 7% de glucides et
2 % d’ARN [43].

, Tetramer spikes
(Gn and Gc)

. &
\\‘“numu.. 'u\ P VRNA covery by

N

nucleocapsid protein

: » RNA dependent
RNA polymerase

Figure 1 : Les structures externes (A) et internes (B) des Orthohantavirus avec trois

segments d'ARN génomique (L, M et S)/3/.

3.3.2. Cycle de réplication

Les Orthohantavirus se répliquent principalement dans les cellules endothéliales, les
cellules tubulaires et glomérulaires ainsi que dans les cellules alvéolaires des poumons et les
macrophages [44—46]. Le cycle de réplication des Orthohantavirus est lent avec une virémie
5 a 10 jours apres I’infection [17,47]. La réplication commence par 1’interaction entre les
glycoprotéines virales et les récepteurs de la cellule hote [1]. La pénétration se fait par
I’intermédiaire d’intégrines B3 pour les hantavirus de I’ancien monde et d’intégrines f1 pour
les hantavirus du nouveau monde [48,49]. Les mécanismes de pénétration sont I’endocytose
dépendant soit de la clathrine, soit de la calvéoline, soit du cholestérol et la macropinocytose
[50,51]. La fusion de I’enveloppe virale avec les endosomes précoces puis les endosomes

tardifs entraine la libération des ribonucléoprotéines (RNP) virales dans le cytoplasme de la
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cellule hote [52]. Cette fusion nécessite une acidité¢ (pH 5,8-6,3) [53]. L’ARN viral ARN
dépendant assure la transcription (pour produire des ARNm codant les protéines virales) et la
réplication virale (pour produire de I’ARN génomique viral) [13]. La traduction des segments
L et S de I’ARN viral a lieu dans les ribosomes libres, celle du segment M dans le réticulum
endoplasmique (RE) et dans le réticulum endoplasmique rugueux (RER) [13]. Les
glycoprotéines Gn et Gc, apres clivage co-traductionnel de leur précurseur (glycoprotéine
GPC),voyagent du RE vers I’appareil de Golgi pour former des hétérodimeres [54,55].
Lorsque des quantités importantes de protéines virales sont synthétisées, le RARp passe en
mode de réplication [38]. L’ARNYv transcrit en ARN complémentaire (ARNc) sert de modéle
pour la réplication de I’ARNyv [3]. L’assemblage de la nouvelle particule virale se produit soit
a la surface de 'appareil de Golgi, soit sur la membrane cellulaire de la cellule hote [56]. Les
nouveaux virions sont libérés par exocytose au niveau de la membrane plasmique [40].

La réplication des hantavirus n’entraine pas ou peu d’effets cytopathiques sur

I’endothélium vasculaire [10,57].

| 2 (&) Replication / | Mg |
, ’ 7 Endoplasmic |

!r“ @ (3 Uncoating RdRp ®Tran5|ati°n reticulum

® Tansripto / Nucleus
', MRNA

Figure 2 : Cycle de réplication des Orthohantavirus [3].

3.3.3. Phylogénie
L’histoire évolutive des hantavirus est complexe et contradictoire [58]. L’hypothése de la
coévolution suggere que les Orthohantavirus ont infecté leurs réservoirs hotes et ont évolué

ensemble [59]. Les Orthohantavirus ont évolué avec leurs hotes de la famille des Murinae,
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Arvicolinae, Neotominae et Sigmodontinae [17]. D’autres hypothéses selon lesquelles
I’évolution des Orthohantavirus résulterait d’un changement d’hote et d’une adaptation a une
nouvelle espéce ou encore les Orthohantavirus ont une origine récente a environ 2000 ans
furent avancées [60,61].

Sur le plan taxonomique, les hantavirus appartiennent a I’ordre des Bunyavirales et a la
famille des Hantaviridae [62]. [ls comprennent quatre sous-familles (Actantavirinae,
Agantavirinae, Mammantavirinae et Repantavirinae), huit genres
(Actinovirus, Agnathovirus, Percilovirus, Loanvirus, Mobatvirus, Orthohantavirus,

Thottimvirus et Reptillovirus) et 55 especes [30].

N /\V/\N

50

ATaN

Figure 3 : Arbre phylogénétique des Orthohantavirus des rongeurs, des musaraignes et des

chauves-souris basées sur le segment S complet /56/.
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3.3.4. Epidémiologie des infections a Orthohantavirus

La répartition spatio-temporelle des infections a Orthohantavirus est étroitement liée a la
distribution de leurs réservoirs hotes. A 1’échelle mondiale, 1’incidence est estimée a 100000
cas pour la fievre hémorragique avec syndrome rénal (HFRS) et de 200 cas pour le syndrome
cardio-pulmonaire (HCPS) [14,17].

Les cas cliniques de fievre hémorragique avec syndrome rénal (HFRS) associés aux
Orthohantavirus de I’ancien monde sont signalés en Asie et en Europe tandis qu’en Amérique

le syndrome cardio-pulmonaire di aux hantavirus du nouveau monde prédomine.

3.34.1. Asie

Les infections a hantavirus sont trés anciennes sur ce continent [1]. L’incidence de la fievre
hémorragique avec syndrome rénal varie selon les zones géographiques, la Chine est le pays
le plus endémique avec 40 a 50 % des cas mondiaux [63]. Les infections sont principalement
causées par les virus HTNV et SEOV qui sont largement distribués dans le pays par Apodemus
agrarius et Rattus norvegicus [64,65].

En Russie entre 2000 et 2022, 164580 cas de FHRS ont été signalés avec un taux de
mortalité a 0,4 % [66]. Sur la méme période, la Russie Européenne est la zone la plus touchée
avec 98,5 % des cas de FHRS principalement dii au virus Puumala. Les cas de HFRS en Russie
asiatique sont causés par le HTNV, ’AMRYV et moins souvent par le SEOV [66]. Les résultats
sérologiques des études menées ont confirmé les infections liées aux virus Séoul, Puumala et
hantan dans la population indienne [67—69]. Chaque année 300 a 500 cas de FHRS di aux
virus hantaan et Séoul sont signalés en Corée du Sud avec une mortalit¢ moyenne de 1%
[63,70]. Les infections au virus Séoul sont considérées comme présentes dans le monde entier

en raison de la distribution mondiale de son réservoir, le rat brun Rattus norvegicus [71,72].

3.3.4.2. Europe

Selon un rapport du Centre Européen de prévention et de contrle des maladies en 2020,
1647 cas d’infection a hantavirus principalement di au virus Puumala (98%) ont été signalés
dans 28 pays [16]. Le virus Puumala hébergé par le campagnol roussatre (Myodes glareolus)
est responsable d’une forme légere de la FHRS en Europe connue sous le nom de néphropathie
épidémique dont la premiére description remonte en 1930 en Scandinavie[73,74]. L’habitat
de ce rongeur s’étend des iles britanniques a travers 1I’Europe continentale et la Russie
jusqu’au lac Baikal [75]. Les infections au virus Dobrava sont diagnostiquées en Grece, dans
les Balkans et en Russie avec un taux de 1étalité le plus élevé en Europe (12%) [63]. Le virus
Dobrava comprend 04 génotypes qui sont transmis par les rongeurs du genre Apodemus [76].
Les infections au virus Tula bien que rare ont été rapportées en Allemagne, en France et en

République Tcheque [77-79].
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3.3.4.3. Amérique

L’incidence annuelle est d’environ 200 cas de HCPS répartie entre I’ Amérique du Nord et
I’Amérique du Sud avec un taux de mortalit¢ moyen d’environ 40% [17]. Aux Etats-Unis et
au Canada, I’hantavirus responsable du HCPS est le virus Sin Nombre transmis par la souris
sylvestre, Peromyscus maniculatus [80,81].

Apres I’épidémie de 1993, les cas de maladie & hantavirus signalés aux USA représentaient
864 cas en fin 2022 [82]. Le virus des Andes est endémique en Argentine et est la principale
cause du HCPS au Chili et en Uruguay [10,83]. Le réservoir du virus Andes est le rat pygmée
a longue queue (Oligoryzomys longicaudatus). C’est le seul Orthohantavirus a transmission
interhumaine [84,85]. Des épidémies de maladies a hantavirus surviennent tous les 04 a 05

ans au Panama ou circule le virus Choclo associé a Oligoryzomys costaricensis [86].

3.3.4.4. Afrique

Le premier essai sérologique d’infections humaines a hantavirus a été décrit en République
Centrafricaine en 1984, puis démontré par plusieurs enquétes séro-épidémiologiques menées
au Sénégal, au Nigéria, au Djibouti, en Guinée et en Egypte [26,87-91]. Le premier hantavirus
africain, le virus Sangassou a été isolé chez une souris (Hylomyscus simus) en 2006 prés du
village de Sangassou en Guinée Conakry [19]. Aprés cette découverte, une étude rétrospective
menée chez les patients atteints de fievre d’origine inconnue a montré une séroprévalence de
4,4 % avec une maladie humaine associée a I’hantavirus chez un patient de 8 ans [92].

En Afrique de I’Est, les hantavirus apparentés aux hantavirus d’Afrique de I’Ouest ont été
mis en évidence chez les petits mammiféres (rongeurs, musaraignes et chauves-souris) [93].
Plusieurs hantavirus ont été isolés en Afrique de 1’Ouest chez les souris, les musaraignes et
les chauves-souris mais des données épidémiologiques manquent quant a leur impact sur la
sant¢ publique [21-23,94,95].

Au Mali, une étude rétrospective menée entre 2009 et 2013 chez les patients gravement
malades ayant des antécédents de fievre et de syndromes hémorragiques, diarrhéiques ou
ictériques a montré que les séroprévalences des IgM variaient de 6,5 a 8,0 % et celles des IgG

entre 2,6 a 8,5% pour les hantavirus de I’ancien monde [28].

3.3.5. Les Orthohantavirus pathogénes pour ’homme et leurs réservoirs

Tableau I: Liste des Orthohantavirus médicalement important [17]

Virus Répartition Réservoirs Maladie
géographique
Amour/Soochong Extréme-Orient russe = Apodemus peninsulae HFRS
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Dobrava

Hantaan

Puumala
Luxi
Saaremaa
Séoul
Toula

Anajatuba

Araucaria

Araraquara
Bayou
Bermejo
Black Creek Canal
Castelo dos sonhos
Choclo
Itapua
Juquitiba

Laguna Negra

Lechiguanas

Maporal

Monongahela

Theése de Pharmacie

Balkans

Russie, Chine,

Corée du Sud
Europe, Asie
Chine
Europe
Corée du Sud
Europe, Russie

Amérique du Sud

Amérique du Sud

Brésil

Amérique du Nord
Argentine
Amérique du Nord
Amérique du Sud
Panama

Amérique du Sud
Breésil

Argentine,

Bolivie, Paraguay

Argentine

Amérique du Sud

Amérique du Nord

Apodemus flavicollis

Apodemus agrarius

Myodes glareolus
Eothénomys miletus
Apodemus agrarius

Rattus
Microtus arvalis
Oligoryzomys fornesi

Oligoryzomys nigripes,
Oxymycterus judex,

Akodon montensis

Bolomys lasiurus
Oryzomys palustris

Bolomys lasiurus
Sigmodon hispidus
Oligoryzomys eliurus

Oligoryzomys fulvescens

Oligoryzomys nigripes
Oligoryzomys nigripes

Calomys laucha

Oligoryzomys

flavescens
Oligoryzomys delicatus

Peromyscus leucopus

Sagou Albert TOLOFOUDIE

HFRS

HFRS

HFRS (NE)
HFRS
HFRS
HFRS
HFRS*

HCPS

HCPS

HCPS
HCPS
HCPS
HCPS
HCPS
HCPS
HCPS
HCPS

HCPS

HCPS

HCPS

HCPS
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Neembucu Amérique du Sud Oligoryzomys HCPS
chacoensis
New York Amérique du Nord Peromyscus leucopus HCPS
Oran Argentine Oligoryzomys HCPS
longicaudatus
Paranoia Amérique du Sud Inconnu HCPS
Rio Mamore Bolivie, Pérou Oligoryzomys microtis HCPS
Sin Nombre Amérique du Nord Peromyscus HCPS
maniculatus

FHRS : Fiévre hémorragique avec syndrome rénal
HCPS : Syndrome cardio-pulmonaire

* Association avec la maladie non définitivement confirmée.

3.4. Transmission des Orthohantavirus

La contamination des Orthohantavirus a 1’homme se fait par I’inhalation d’urine, de salive
et d’excréments de rongeurs en aérosol, les aliments contaminés et rarement par morsure de
rongeur [3,9].

Le virus des Andes est le seul Orthohantavirus qui se transmet d’homme a homme par
aérosol et par le lait maternel [17,84,96]. Une transmission apres transfusion de plaquettes a
¢été signalée en Finlande [97].

3.5. Physiopathologie des infections a Orthohantavirus

La pathogenese de D’infection a Orthohantavirus est complexe et les mécanismes
pathologiques exacts restent inconnus [12]. Les deux syndromes cliniques causés par les
Orthohantavirus ont une physiopathologie chevauchante caractérisée par une perméabilité
vasculaire accrue, une réponse immunitaire excessive de 1’hote et une thrombopénie [1]. La
gravité de la maladie dépend de I’espéce hantavirale et d’une susceptibilité¢ génétique de
I’individu [1,13]. Les manifestations cliniques sont différentes et dépendent des lits
vasculaires des organes préférentiellement touchés : les reins et les vaisseaux sanguins pour
la FHRS, le cceur et les poumons pour le HCPS [98]. D’autres organes tels que le foie et la

rate peuvent étre atteints.

3.5.1. Fievre hémorragique avec syndrome rénal
Aprées I’inhalation, la capacité des Orthohantavirus associés au HFRS a cibler les cellules

épithéliales des voies respiratoires est inconnue [12]. L’infection commence par 1’interaction
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entre les glycoprotéines (Gc et Gn) de I’Orthohantavirus avec les récepteurs -intégrine des
cellules endothéliales [48,99]. La période d’incubation de la maladie dure 1 a 6 semaines
[100]. Le tableau clinique de la FHRS varie de la forme subclinique, 1égére, modérée a sévere
en fonction de I’agent causal de la maladie. Le DOBV et le HTNV provoquent un FHRS
grave, le SEOV provoque un FHRS modéré et le virus Puumala provoque un FHRS léger
[101]. L’évolution de la maladie peut étre divisée en cinq phases : fébrile, hypotensive,
oligurique, diurétique et convalescente [17]. Certaines de ces phases peuvent se chevaucher
dans les cas graves tandis que dans les cas modérés, une ou deux phases peuvent manquer
[101].

La présentation clinique chez I’homme commence par 1’apparition brutale d’une forte
fievre (température buccale 38,8 °C a 40 °C) [31], des céphalées, des symptdmes pseudo-
grippaux non spécifiques, une somnolence et des troubles visuels. Cette phase fébrile dure
généralement 3 a 7 jours. L’hémorragie conjonctivale, les pétéchies cutanées et des
muqueuses, [’hématémese, 1’hématurie et 1’hémorragie intracranienne due a wune
thrombopénie sont les caractéristiques de la phase hypotensive.

La réplication des Orthohantavirus dans les cellules épithéliales entraine la rupture des
contacts entre cellules épithéliales qui est a 1’origine des fuites capillaires [1]. Cette fuite
capillaire provoque I’hypotension observé au cours de cette phase, entrainant dans les cas
séveres un tiers des déces di a un choc irréversible et fulminant [17]. L’activation et la
déplétion des plaquettes causées par les Orthohantavirus est a ’origine de la thrombopénie
présente au cours de cette phase [1]. Ce stade dure 1 a 2 jours et est suivi de la phase oligurique
avec une normalisation de la pression artérielle. Cette phase dure 3 a 7 jours, les patients
présentent une insuffisance rénale, une oligurie (généralement < 400 mL/jour) ou méme une
anurie, une protéinurie et une créatinine sérique élevée [56,102].

L’apparition de la phase diurétique constitue un pronostic positif pour le patient. La
fonction rénale se rétablie progressivement, le débit urinaire augmente pendant des jours ou
des semaines. Le patient peut émettre 3 a 6 litres d’urine par jour [103].

La convalescence peut étre longue (jusqu’a 6 mois) avec une récupération complete de la
fonction rénale et une normalisation des marqueurs cliniques et biologiques. Les
complications a long terme bien que rares sont une insuffisance rénale chronique et une

hypertension [104].
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Figure 4 : Cinétique de I’infection de la FHRS avec I’évolution clinique de la maladie chez
I’homme [17].

3.5.2. Syndrome cardio-pulmonaire a hantavirus

La durée d’incubation de la maladie est de 9 a 33 jours [105]. Les systémes respiratoire et
cardio-vasculaire sont les cibles des Orthohantavirus responsables du syndrome cardio-
pulmonaire [100]. Le HCPS évolue en quatre phases : fébrile, cardio-pulmonaire, diurétique
et convalescente [106]. La gravit¢ du HCPS dépend de I’espece causale, d’une hypoxie et un
choc cardiogénique [100,106].

La phase fébrile dure 3 a 5 jours et les symptdmes observés sont similaires a ceux du
FHRS : fievre, symptomes pseudo-grippaux non spécifiques, frissons, myalgie, nausées et
vomissements. Cette phase prodromique est suivie de la phase cardio-pulmonaire caractérisée
une tachycardie, un essouftflement et une toux non productive. Les fuites vasculaires dans les
capillaires pulmonaires provoquent des cedémes pulmonaires non cardiaques et une
hypotension. Une insuffisance respiratoire apparait et dans les cas graves, cette phase évolue
vers un choc cardiogénique, une acidose lactique et une hémoconcentration. La mort peut
survenir dans les 24 a 48 heures [106]. Les patients ayant survécu a cette phase entrent dans
la phase diurétique qui s’accompagne d’une disparition de 1I’cedéme pulmonaire [17].

La convalescence est lente et peut durer jusqu’a 2 mois, les patients se plaignent de fatigue

et de faiblesse [107].
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Figure 5 : Evolution clinique du HCPS [107].

La présentation clinique du HFRS et du HPCS chez I’enfant est similaire a celle de I’adulte
[1,108,109]. Cependant les manifestations gastro-intestinaux sont plus fréquentes [110,111].
Chez les femmes enceintes, les infections di au virus Puumala et au virus Dobrava-Belgrade
sont similaires a celles des femmes non enceintes [112]. Cependant, les infections sévéres du
HFRS et le HCPS provoquent chez les femmes enceintes des complications graves, des déces
maternels et des fausses couches [113—115].

La compréhension de la pathogénese et divers rapports indiquent que le HFRS et le HCPS
sont interconnectés [116,117]. Une atteinte pulmonaire est observée dans les infections aux
virus Puumala pourtant responsable de la FHRS [118,119]. Chez les patients atteints du HCPS
da al’ ANDV, la protéinurie est une observation fréquente et est associée a un taux de mortalité

élevé [120]. 11 existe un rapport de cas d’insuffisance rénale dans I’infection au SNV [121].

3.6. Facteurs favorisants

Les infections a 1’Orthohantavirus sont favorisées par la fréquence de contact entre
I’homme et les rongeurs [122]. L’émergence des Orthohantavirus est corrélée a la dynamique
des facteurs affectants la population des rongeurs. Le changement climatique influence la
température, les précipitations et I’humidité a I’échelle mondiale [63]. Une augmentation de
la température ambiante et des précipitations affectent directement la croissance de la
végétation en augmentant les populations de rongeurs et la probabilité de rencontres homme-
rongeur [123—125]. La disponibilité de nourriture pour les rongeurs est corrélée a la survenue

d’épidémie d’infection a hantavirus en Europe [126]. En Amérique du Nord, les épidémies du
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HCPS de 1993 et 1997 ont été attribuées par une augmentation des précipitations induite par
un événement El Nifio-Oscillation australe (ENSO) favorisant les populations hotes de souris
sylvestres [127—-129]. Le tabagisme est un facteur de risque dans I’infection au virus Puumala
[130-133].
3.7. Diagnostic des infections a Orthohantavirus

En plus des analyses de laboratoire, le diagnostic repose sur les données épidémiologiques
et les symptomes du patient [17]. Le diagnostic d’une infection a hantavirus peut étre posé
chez tout patient vivant dans une zone d’endémie ou ayant séjourné 05 a 50 jours auparavant
et présentant les signes suivants :

> Une fiévre persistante (> 48h), des céphalées, des myalgies et des manifestations
gastro-intestinales (douleurs abdominales, vomissements et/ou diarrhée) et une
thrombopénie ;

> Une toux, une dyspnée, une hypoxie et des infiltrats pulmonaires bilatéraux ou un
dysfonctionnement rénal aigu dans le cas d’une maladie aigue [100].

» Dans une zone endémique a ’ANDV, un patient fébrile ayant été en contact avec un
malade 40 jours auparavant, les contacts familiaux, les partenaires sexuels doivent étre
considérés comme un facteur de risque [134-136].

Les résultats pathologiques du laboratoire : leucocytose, thrombocytopénie, augmentation
de la créatinine sérique, protéinurie et hématurie renforcent la suspicion clinique [17].

Le diagnostic au laboratoire repose sur des tests sérologiques et la RT-PCR.

3.7.1. Diagnostic sérologique

Le diagnostic des infections a orthohantavirus repose prioritairement sur les tests
sérologiques comme le préconisent les recommandations du CDC et du Centre européen de
prévention et de controle des maladies [137,138]. Les approches sérologiques telles que
I’ELISA, 'immunoblot ou I’immunofluorescence mettent en évidence les anticorps IgM et
IgG spécifiques aux Orthohantavirus. La combinaison des tests ELISA et
d’immunofluorescence est la seule méthode ne donnant pas de résultats faussement
négatifs [139]. Les anticorps IgM dirigés contre les protéines structurelles de
I’Orthohantavirus (Gn, Gc et N) sont présents dés I’apparition des symptdmes [13].
Contrairement aux anticorps IgM, les anticorps IgG persistent toute la vie de I’individu [1].
La protéine N semble étre hautement conservé parmi les différents hantavirus [38]. La
protéine N est la plus abondante, induit une forte réponse immunitaire humorale chez ’homme

et présente trois épitopes majeurs d’antigeénes a réactivité croisée pour les hantavirus [140].
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» Enzyme linked immunosorbent Assay (ELISA)

L’ELISA est le test sérologique le plus couramment utilisé pour identifier les anticorps IgM
(phase aigiie) et IgG (phase de convalescence). Le titre d’anticorps IgM dépend de la période
d’incubation, de la charge virale, de ’'immunité et de nombreux autres facteurs. Contrairement
aux IgM qui diminuent 03 a 06 semaines plus tard, les IgG durent toute la vie de I’individu
[13]. La technologie d’ADN recombinant permet de générer des antigénes protéiques utilisés
dans les tests sérologiques. Ces antigénes sont la plupart les protéines N, Gc et Gn et font de
L’ELISA une technique siire pour le personnel de laboratoire [13,141].

» Immunofluorescence Assay (IFA)

En Europe, les résultats obtenus par ’ELISA doivent étre confirmés par des tests
indépendants notamment I’immunofluorescence et I’immunoblot [1]. Les antigénes des
Orthohantavirus sont fixés sur des lames microscopiques. Les tests d’immunofluorescence
(IFA) examinent la réaction des échantillons de sérum de patients aux cellules non infectées
ou infectées par I’Orthohantavirus [1]. Les cellules infectées pour 1’analyse sérologique ne
sont pas largement utilisées car cela nécessite des laboratoires de biosécurité 3 (BSL-3).

» Immunoblot Assay (IBA)

C’est un test de confirmation pour le diagnostic des infections a hantavirus en Europe (e.g.,
recomLine Bunyavirus IgG/IgM test unit ; Mikrogen, Neuried, Germany). Le sérum dilué est
appliqué sur les bandelettes réactives recomLine en fonction de six antigénes constitués de
ceux de la nucléocapside du virus Puumala et du virus hantaan ou un N-terminale
recombinante de I’antigene nucléocapside du virus Dobrava, du virus Séoul, du virus Puumala
et Virus hantaan avec bandes de contrdle fixées pour les anticorps (IgG ou IgM) [11].

» Test de séroneutralisation par réduction de foyer (FRNT)

Les techniques décrites ci-dessus ne permettent pas de déterminer quel hantavirus est
responsable de I’infection a cause des réactions croisées de la réponse humorale anti-
hantavirale. Le test de neutralisation par réduction de foyer est la technique de référence pour
identifier le type d’hantavirus responsable de I’infection. Un hantavirus spécifique pourrait
étre identifi¢ en mesurant des titres d’anticorps dans le sérum lors de la neutralisation de
I’hantavirus [13]. Cette neutralisation est moins évidente si le sérum provient d’un patient en
phase aigué. Ce test nécessite une culture cellulaire, un BSL-3 et est tres laborieux [11].
3.7.2. Diagnostic moléculaire

Les échantillons de la PCR sont le sang, la salive, les liquides de Liquide Broncho
alvéolaire (LBA) et les échantillons de tissus [1]. La RT-PCR en temps réel cible les segments
S et M de I’hantavirus [11,142]. L’ARN viral est détectable 7 a 10 jours aprés I’apparition des

symptomes. La PCR permet le diagnostic rapide de Dl’infection a hantavirus et donne
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I’avantage pour un séquencage du virus et une analyse phylogénétique. Cependant la diversité
des séquences des Orthohantavirus et la faible charge virale dans les prélévements cliniques
rendent la détection de leur ARN complexe [9,143]. Une PCR pan- hantavirus ciblant la région

conservée du segment L peut détecter les hantavirus connus et nouveaux [144].

3.8. Diagnostic différentiel

Le diagnostic différentiel de 1’infection a I’Orthohantavirus dépend de la phase de la
maladie [11].

Dans la phase prodromique de HFRS et de HCPS, le diagnostic différentiel se pose avec
les autres maladies tropicales telles que le paludisme, les fievres typhoides et la dengue. Chez
le malade immunocompétent, quel que soit le stade du HFSR et du HCPS le diagnostic
différentiel inclue la leptospirose, les pneumonies atypiques séveres, 1’endocardite avec
cedéme pulmonaire, la rickettsiose, d’autres fiévres hémorragiques virales et 1’insuffisance

rénale chronique [11,145].

3.9. Prise en charge thérapeutique des infections a Orthohantavirus
Le traitement des infections a Orthohantavirus est symptomatique et non spécifique
[80,100]. Cependant la prise en charge fait recours aux antiviraux, a I’immunothérapie et aux

traitements de soutien.

3.9.1. Thérapies antivirales

La Ribavirine : La ribavirine est un analogue nucléotidique (1-béta-D-ribofuranosyll,2,4-
triazole-3-carboxamide) utilis¢ dans le traitement de la HFRS [146,147]. Son mécanisme
d’action est I’inhibition de 1’inosine monophosphate déshydrogénase et la réduction de la
syntheése de GTP de novo, affectant ainsi la fonction du RdRp viral [7]. Elle induit aussi une
mutation dans I’ARN viral conduisant a des erreurs de réplication démontrée chez le HTNV
[148]. Un essai clinique prospectif randomisé en double aveugle et contrdlé par placebo mené
sur 242 patients atteints de FHRS causé par le HTNV en Chine a montré une diminution de la
mortalité par sept et une réduction significative du risque d'entrer dans la phase oligurique
[149]. Cependant, une ¢étude menée en Russie a montré une efficacité et une sécurité
insuffisante de la ribavirine intraveineuse dans le traitement du HFRS causé par le PUUV
[147]. La ribavirine n’a prouvé aucune efficacité dans le traitement de la HCPS au cours de

deux essais cliniques [150].
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Figure 6 : Structure chimique de la ribavirine [151]

ETAR : (1-béta-d-ribofuranosyl-3-éthynyl-[1,2,4] triazole) Cet analogue nucléosidique a
montré une activité¢ contre le HTNV et ’ANDV [13]. L’évaluation in vivo dans le mod¢le
HTNV/souris allaitantes a montré une augmentation statistiquement significative de la survie
des souris ayant regues soit 12,5 mg/kg soit 25 mg/kg d'ETAR pendant 15 jours a partir du

dixiéme jour de I’infection [8].
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Figure 7 : Structure chimique de I'ETAR [151]

Favipiravir : Le favipiravir (6-fluoro-3-hydroxy-2-pyrazinecarboxamide), un dérivé de la
pyrazine pourrait atténuer le niveau de réplication de I’ARN viral et diminuer le rendement
du virus progéniteur du SNV et de ’ANDV in vitro [7]. Dans le modele mortel
ANDV/hamster et le modele d’infection SNV/ hamster, 1’administration par voie orale de
favipiravir a la dose de 100 mg/kg deux fois par jour a réduit les charges virales dans le sang
et les antigénes dans les poumons. Le traitement entraine une survie a 100 % dans le modele

ANDV/ hamster lorsqu’il est initié¢ au plus tard le 4° jour apres I’exposition [152].

(@)

N OH

Figure 8 : Structure chimique de favipiravir [153]

Vandétanib : un inhibiteur de la tyrosine kinase ciblant 1’activation du récepteur 2 du
VEGF (VEGF-2) avec la capacité a bloquer la phosphorylation de VEGFR-2 et la dégradation

de la VE-cadhérine supprimant ainsi la perméabilité des cellules endothéliales [154,155].
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Dans le modele ANDV/hamster, les hamsters traités avec 10, 25 et 50 mg/kg/jour a partir de

5 jours avant l'infection par ANDV ont retardé la 1étalité et augmenté la survie totale de 23 %

[8].

Figure 9 : Structure chimique de vandétanib [156]

3.9.2. Immunothérapie

L’immunothérapie comprend des anticorps monoclonaux et polyclonaux. Plusieurs
anticorps monoclonaux dirigés contre les glycoprotéines d’enveloppe du virus hantaan ont été
testés pour déterminer les sites de neutralisation [157,158]. La protection contre I’infection au
virus hantaan par des anticorps monoclonaux a été confirmée dans le mode¢le HTNV/hamster
et le modéle de souris allaitante/HTNV [159,160].

Deux anticorps monoclonaux recombinants JL16 et MIB22, générés a partir d’un patient
convalescent de I’ANDV qui présentait un titre d’anticorps neutralisants élevés ont une
efficacit¢ de 100 % en monothérapie ou en association dans un modéle de hamster
syrien /ANDV, transférés passivement les jours 3 et 8 apres I’infection [161].

Le plasma humain provenant des patients convalescents a montré son efficacité dans le
modele ANDV/hamster [162]. Un essai multicentrique non randomisé mené au Chili sur le
plasma humain dans le traitement du SHP causé¢ par ANDV, a montré qu’une perfusion

intraveineuse de 5000 U/kg entrainait un bénéfice clinique statistiquement significatif [163].

3.9.3. Corticothérapies
Les hantavirus induisent des réponses de 1’hote incluant une réponse cytokinique pro-
inflammatoire. La cortisone administrée par voie intramusculaire ou orale a été évaluée pour
la premiére fois pendant la guerre de Corée mais n’a montré qu’une diminution de la 1étalité

due au choc [8,164].

3.9.4. Traitement de soutien
Le traitement consiste principalement en un soutien des fonctions cardiovasculaire,
respiratoire et rénale, I’homeéostasie des liquides et des électrolytes [165]. La transfusion de
plaquettes est utilisée chez les patients atteints de thrombocytopénie sévere. L’hémodialyse
intermittente (IHD) est envisagée dans I’insuffisance rénale aigu€. La thérapie de suppléance

rénale continue (TSRC) doit étre appliquée pour les patients atteints d’insuffisance rénale
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chronique séveére (IRF) accompagnée de lésions multi-organiques, de SDRA, d'cedéme
pulmonaire et de troubles électrolytiques séveres [27].
Pour les patients atteints de HCPS, le traitement comprend la ventilation mécanique et

I'oxygénation par membrane extracorporelle.

3.10. Recherche vaccinale

Il n’existe aucun vaccin approuvé par I’OMS, la FDA et en Europe [3,5]. La prévention
spécifique chez les groupes a risque repose sur des vaccins. Un vaccin atténué contre le virus
hantaan, le Hantavax est homologué en Corée du Sud depuis 1990 [7]. Plusieurs schéma de
dose ont ét¢ proposés mais 1’efficacité de vaccin reste controversé [ 166]. En Chine, un premier
vaccin inactivé contre I’infection a 1’ Orthohantavirus a été approuvé en 1993 [167].

En 2005, la pharmacopée Chinoise a approuvé des vaccins bivalents inactivés contre
l'infection par le virus hantaan et le virus séoul [7]. Les anticorps anti-Orthohantavirus
persistaient apres une série de trois doses pendant 33 mois [168].

L’efficacité de ces vaccins est incertaine. Cependant, des essais cliniques de vaccins a base
de protéine sous-unitaires et de vaccins a ADN représentent des perspectives prometteuses
pour le développement de vaccins [7,166].

3.11. Prévention des infections a Orthohantavirus

La prévention des infections a hantavirus repose sur 1’éducation et des actions visant a
bloquer la transmission virale et a protéger ’homme [3]. La lutte contre les rongeurs au
domicile et au lieu de travail ainsi que le port de masque ou un couvre-visage permet de
prévenir I’inhalation d’aérosol ou le contact direct avec les excréments contenant le virus
[146]. Le groupe a risque d'infection par les hantavirus sont les personnes en contact avec des
rongeurs ou leurs excréments, celles qui travaillent dans l'agriculture, la sylviculture ou

I'élevage et le personnel militaire.

3.12. Biosécurité

Les hantavirus dans leur ensemble sont des agents pathogenes de catégorie C selon la
catégorisation de biodéfense du CDC [169]. Dans 1I’Union Européenne, les hantavirus
responsables du FHRS sont considérés comme un bioagent de niveau de biosécurité 3.
Cependant les hantavirus causant le HCPS sont de niveau biosécurité 2 [169]. En Chine et en
Russie, ils sont classés respectivement en agents de biosécurité¢ 2 et biosécurité¢ Groupe 3
[170]. Les hantavirus constituent un risque pour les systemes et les activités humaines qui
interagissent étroitement avec leurs réservoirs spécifiques.

Les hantavirus sont inactivés par la chaleur (30 min a 60°C), les détergents, I’irradiation
UV, les solvants organiques et les solutions d’ hypochlorite [17]. Ils peuvent survivre plus de

10 jours a température ambiante et plus de 18 jours a +4°C et — 20°C [6].
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4. METHODOLOGIE

4.1. Cadre et site d’étude

» Cadre d’étude
Cette étude s’inscrit dans le cadre d’un projet de recherche au Centre d’Infectiologie

Charles Mérieux (CICM) sur I’approche une seule santé pour I’évaluation des risques liés aux
fievres hémorragiques virales en Afrique de I’Ouest (COHWA) dans la population
asymptomatique a risque. Les analyses biologiques ont été réalisées au laboratoire Rodolphe
Meérieux (LRM) du CICM.

e Description du Centre d’Infectiologie Charles Mérieux-Mali :

Le Centre d’Infectiologie Charles Mérieux (CICM) du Mali est créé en 2005 a la suite de
la signature de I’ Accord- cadre N° 0956/1899 du 18 février 2004 entre le Gouvernement de la
République du Mali et la Fondation Mérieux. C’est un établissement a but non lucratif situé
dans le quartier de 1’ex- base aérienne de Bamako, rue du Docteur Charles Mérieux. Le CICM
a été inauguré le 17 janvier 2005 et a démarré ses activités en mai de la méme année.

Le CICM comprend :

» Une administration générale ;

» Un laboratoire d’analyses médicales dénommé Laboratoire Rodolphe Mérieux (LRM)
accrédité a la norme 1SO 15189 : 2012 avec des activités de recherche et de routine ;

» Un centre de formation avec une formation diplémante en Master de Biologie.

Le CICM a pour mission de répondre aux besoins et aux préoccupations de santé publique

des populations maliennes a travers des actions visant a :

> Contribuer a un diagnostic de qualité accessible au plus grand nombre ;

> Favoriser la formation des professionnels dans différentes disciplines de la biologie
médicale ;

» Diffuser et promouvoir I’information scientifique ;

> Contribuer a la mise en réseau des laboratoires d’analyses médicales privés et publics
du Mali sur les criteres d’un guide commun de bonnes pratiques du laboratoire,
d’assurance et de contrdle de qualité.

Le Laboratoire Rodolphe Mérieux (LRM), un laboratoire accrédité comprend une unité de
diagnostic de routine et une unité de recherche en microbiologie.

Au niveau de I'unité diagnostique sont réalisées des examens d’immunologie / biologie
moléculaire, d’hématologie, de biochimie pour les examens de microbiologie. Quant a I’unité
de recherche, elle méne des activités d’investigations sur les agents pathogenes et contribue a

la surveillance sanitaire au moment des crises ; Le CICM est équipé d’un BSL-3 pour le
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diagnostic des tuberculoses multi-résistantes et d’un laboratoire mobile pour le diagnostic de
certains pathogénes émergents.
» Site d’étude

Les données cliniques et les échantillons ont été collectés au niveau des marchés a bétail
en milieu urbain et périurbain, des abattoirs en milieu urbain et des fermes individuelles en
milieu périurbain. La particularité sur ces sites est le contact entre I’homme et les rongeurs
favorisé par les activités quotidiennes et la présence de stock d’aliments. Sur les marchés a
bétail et les fermes individuelles se trouvaient des bovins, des caprins, des ovins dans des
enclos avec des surfaces de type sol recouvertes de paille mais aussi des rongeurs a la
recherche du reste d’aliments pour le bétail. Au niveau des abattoirs en milieu urbain, les
conditions favorables a leur habitat et la disponibilité alimentaire pour les rongeurs étaient des
facteurs associés a I’augmentation de leur densité autour de ces sites [171]. Sur les sites, les
précipitations sont concentrées pendant la période allant de mai a octobre. En zone

périurbaine, la végétation locale est dominée par des mangueraies et parsemée d’arbustes.

~
u‘ﬁ&),.
N

Kola
©

Parc de Katl Dral Tienfala
- o

N -

A N \{ S e

- < ~ c .‘.:‘ ¥ o
=X "-\ﬂbn(vnir)annviHrjul\

| Y

g Abattoir de

Sabalibougoucourani

3 s‘hl-' \

\ Kokour
©

Sebenicoro 8 m Parc de Niamana Sadjouroubougou
| SadjourdBibougou
©

Mamaribougou Bougoudab. Moutougoula

Samanko
A ~
Samanko
Banankoro
(=]
Samanko s
(=3 Satinébougou
<@
Satinébougou
W Parc Abattoir
Parcs
Samaniana ®  Bovins Ovins * Owins
Faraba
"91:11 fad ® Bovins Ovins Caprins A Ovins Bovins
anfad)l
® ; ® Caprins M Ovins Caprins

Fleuve Niger
Commune de Bamako

Commune | Commune IV

Commune Il Commune V L s PR T FR— a—

Commune Il Commune VI

Figure 10 : Géolocalisation des sites d'étude

4.2. Type et période d’étude
Il s’agissait d’une étude transversale prospective qui s’est déroulée du 22 Aolt au 18

Septembre 2023.
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4.3. Population d’étude
Les personnes asymptomatiques vivant sur les sites d’étude ou y exercant une activité
professionnelle ont constitué notre population d’étude.
4.4. Echantillonnage
Nous avons réalisé un échantillonnage exhaustif a partir des enfants et adultes éligibles.
Pour le calcul de la taille de 1’échantillon, nous avons utilisé la séroprévalence de 5,6%
provenant d’une étude rétrospective menée au Mali [28].
n=27%xP(1—-P)/i?
n = taille de 1’échantillon
Z = 1,96 pour un niveau de confiance de 95%
P = Prévalence de 5,6%
i = Précision ou marge d’erreur
n=(1,96)% x 0,056(1 — 0,056)/(0,014)?
n = 1140 avec une majoration de 10%
4.4.1. Criteres d’inclusion
Nous avons inclus dans notre étude les participants répondants aux critéres suivants :
> Etre résidant ou exercant une activité professionnelle sur les sites de collecte ;
> Ne pas présenter de signes évocateurs d’une infection a Orthohantavirus ;

» Donner son consentement et / ou son assentiment pour participer a 1’étude.

4.4.2. Critéres de non inclusion
Nous n’avons pas inclus :

» Toute personne ayant refusé de participer a I’étude

4.5. Variables de I’étude
Les variables incluses dans notre étude :
> Variables socio-démographiques : 1’age, le sexe, la profession et le contact avec les
réservoirs.
> Variables biologiques : séropositivité IgM, IgG de I’infection a Orthohantavirus et
la positivité a la RT-gPCR Orthohantavirus.
4.6. Déroulement de I’étude
Apres I’accord des autorités administratives des sites choisis, la premiére étape a concerné
I’imprégnation du projet par les mandataires pour les marchés a bétail et les fermes
individuelles, les inspecteurs pour les abattoirs. Les mandataires ont servi de relais avec les
responsables des sites et les personnes exercant une activité professionnelle.
La deuxieéme étape a consisté a I’information des participants. Ils ont été interrogés sur le

contact direct ou indirect avec les réservoirs. Le consentement et/ou 1’assentiment de tous les
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participants a été obtenu. Une fiche de consentement leur a été soumise et les données
sociodémographiques et cliniques ont été collectées sur une tablette a I’aide du logiciel
REDCap.

Les échantillons de sang veineux d’environ 5 mL sur tubes secs et EDTA ont été prélevés
puis conservés entre 2-8 °C pour le transport au CICM.

Au laboratoire, les sérums et plasmas ont été aliquotés aprés centrifugation et conservés a
-80°C.
4.7. Techniques de laboratoire

4.7.1. Détermination du taux d’anticorps
Nous avons utilisé le MagPix a travers la technologie Luminex xMAP “ pour détecter les
anticorps dirigés contre les protéines structurelles de I’ Orthohantavirus. Notre panel a utilisé
cinq virus parmi lesquels les Orthohantavirus.
Le MagPix associe un circuit fluidique, un systéme mécanique, un systeme électronique,
un systéme optique a des microbilles magnétiques et a une analyse informatique complexe

pour réaliser des analyses quantitatives multiplex.

S
%

Figure 11 : Appareil MagPix
» Principe
Le systéme MagPix utilise les microspheres magnétiques a code couleur comme substrat
sur lequel les tests sont effectués [172]. Deux fluorochromes (rouge et infrarouge) sont
incorporés a l’intérieur des billes au moment de leur fabrication [173]. Les surfaces des

microbilles sont couplées de manicre covalente a une protéine ou un anticorps monoclonal
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spécifique a I’analyte testé [174,175]. La nucléoprotéine recombinante de I’ Orthohantavirus
hantanense était 1’antigéne utilisé pour la détection des anticorps anti-hantavirus [176].
Lorsque les microbilles sont fixées sur une plaque de microtitration et mélangées a un
¢chantillon biologique, les anticorps sont capturés sur la base d’une reconnaissance antigeéne-
anticorps. Le complexe est immobilisé et I’anticorps est fixé. Les microbilles sont aspirées
par une sonde et transportées par le circuit fluidique dans la chambre de la caméra. Les
microbilles sont extraites en une monocouche par I’aimant et maintenues en place afin qu’une
image soit capturée. Elles sont exposées a une diode ¢électroluminescente (DEL) rouge et une
diode ¢électroluminescente verte qui activent a la fois les colorants internes qui déterminent la
signature de couleur de chaque bille et la fluorescence du rapporteur de la surface des
microbilles [172].

Les billes excitées par le laser rouge a 633 nm vont réémettre une fluorescence rouge (675
nm) et infrarouge (> 712 nm). Chaque bille réémet d’une fagon différente et sera identifiée
par les intensités des deux fluorescences rouge et infrarouge enregistrées par un capteur a la
sortie du flux [177]. La DEL rouge est chargée de classer les microbilles. Les filtres CL1 et
CL2 permettent de catégoriser les microbilles en fonction de la signature de couleur et de les
placer correctement sur la carte des billes ainsi que d’éliminer tous les doublets qui peuvent
exister. Le laser vert, qui excite le fluorochrome qui est couplé au conjugué permet de détecter
I’interaction antigéne—anticorps se produisant a la surface de la bille. Généralement, il s’agit
de la R-phycoérythrine qui, excitée a 532 nm réémet a 578 nm. La caméra CCD capturera une
image de la molécule de détection fluorescente et le logiciel XPONENT®4.2 calcule I’intensité

médiane de fluorescence (IMF) de chaque ensemble de région de billes.
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Figure 12 : Principe du MagPix [178].

«» Procédure au laboratoire
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La technique comporte quatre grandes étapes et des séries de lavage :
e Fixation des microbilles dans les puits de plaque
e Ajout des sérums dilués
e Lavage
e Ajout du conjugué
e Lavage
e Lecture (procédure compléete en annexe 1)
% Interprétation des résultats
Critéres de validation d’une plaque
e Quantité de billes détectées : 2000 / puits et par analyte (standard)
[179].
e Le rapport de la valeur moyenne de I’intensité médiane de florescence
du contrdle positif sur la valeur moyenne de I’intensité médiane de
florescence du contrdle négatif doit étre > a 20.

Les échantillons, les controles négatif et positif ont été testés en duplicata. Les résultats ont
été exprimés en moyenne de I’intensité médiane de florescence. L’interprétation des résultats
des échantillons dépendait du rapport des valeurs moyennes de I’intensit¢ médiane de
florescence obtenue sur la valeur moyenne de I’intensité médiane de florescence du contrdle
négatif :

e Positif: >20
e Négatif: <20
Ce seuil de 20 a été fixé apres des tests de séroneutralisation sur des échantillons ghanéens
(données non publiées).
% Equipement
e L’instrument MAGPIX et accessoires
e Onduleur
% Matériel /réactifs (préparation et dilution des réactifs en annexe 2 conformément
aux recommandations du fabricant)

e Solution d’eau de Javel diluée entre 10% et 20%

e Solution d’éthanol a 70%

e PBST
e PBST-SK
e Tween-20

e Lait écrémé
e NaOHa0,IN
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e Eaudistillée
e Papier aluminium
e Tube Eppendorf
e Scellant de plaque
e Plaque de test 96 puits
e Plaque aimantée
e Pipette monocanale et multicanale
e Minuteur
e Tube Falcon
e Balance électronique

4.7.2. Diagnostic moléculaire : RT-qPCR Orthohantavirus

La Réaction de Polymérisation en Chaine (PCR) est une technique in vitro pour la
réplication de I’ADN qui permet a une séquence cible d’ADN d’étre sélectivement amplifiée
en plusieurs copies. Elle consiste a une série de cycles comportant une étape de dénaturation,
une étape d’hybridation et une étape d’¢longation a différents niveaux de température.

La RT-qPCR est une technique dérivée de la PCR qui permet d’obtenir une grande quantité
d’ADN a partir d’un échantillon d’ARN. L’ARN viral est retro-transcrit par la transcriptase
inverse en ADN complémentaire (ADNc). Ce dernier est ensuite utilisé pour réaliser une PCR
quantitative. Elle mesure le nombre d’amplicon et permet de suivre en temps réel le processus
d’amplification en détectant la fluorescence émise par les produits de PCR néoformés.

% Principe :

I1 est basé sur la détection et la quantification de la fluorescence émise par le fluorophore.
La RT-qPCR nécessite des sondes hydrolysables a double marquage (Tagman) qui sont une
séquence spécifique a I’ADN cible et des amorces spécifiques.

La sonde Tagman est liée de maniere covalente a son extrémité 5’au fluorophore (molécule
fluorescente) et son extrémité 3’ au quencher. En absence de la réaction de PCR, il y a un
FRET (Fluorescence par transfert d’énergie de résonance) entre le fluorophore et le quencher
empéchant 1’émission de la fluorescence. Apres I’activation de la Taq et la dénaturation, la
sonde et les amorces s hybrident a des séquences spécifiques de I’ADNc. L’ADN polymérase
va synthétiser un nouveau brin d’ADN a partir de 1’amorce en incorporant des
désoxyribonucléotides. Pendant la phase d’élongation, I’ADN polymérase arrive au niveau de
la sonde Tagman et utilise son activité exonucléase 5’ pour cliver la sonde afin de créer un
nouvel amplicon. Le fluorophore et le quencher sont séparés. Le fluorophore émet une
fluorescence. Le signal de fluorescence est détecté par un photodétecteur. L’ instrument peut

surveiller et enregistrer 1’augmentation de la fluorescence apres chaque cycle générant un
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tracé d’amplification. L’augmentation du signal fluorescent est directement proportionnelle a

la quantité d’amplicons générés durant la réaction de PCR.

Figure 13 : MIC PCR

% Procédure
e Extraction de PARN viral
Nous avons utilisé le kit QIAGEN pour I’extraction de I’ARN viral a partir du plasma
selon les recommandations du fabricant (protocole en annexe 3).
e Préparation du mélange réactionnel (Master Mix) : (annexe 4)
% Interprétation des résultats
Le test PCR n’est valide que si le contrdle positif est positif et que le controle négatif est
négatif. Les courbes doivent avoir un aspect sigmoidal avec trois phases : une phase initiale,
une phase exponentielle et une phase en plateau. Le Ct (cycle threshold) correspond au
nombre de cycle nécessaire pour que le signal fluorescent détecté soit supérieur au bruit de

fond.
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Figure 15 : Allure d’une courbe d’un controle positif

% Equipement

e MICPCR

e Poste de securité microbiologique
« Matériel /réactifs

e Kit QIAGEN QIAmp Viral RNA Mini Kit

e Hotte a flux laminaire

e Centrifugeuse

e Vortexeur

e Onduleur

¢ Pipette monocanale et embouts avec filtre
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e Microtubes
e Eau de Javel
e Ethanol (96-100%)

4.8. Gestion et analyse des données
Nos données ont été collectées a I’aide du logiciel REDCap, analysées avec le logiciel R
(v4.5.0) et Excel (office 2021). La cartographie a été réalisée a ’aide du logiciel R (v4.5.2).
Les résultats séropositifs ont été agrégés selon le type de site et la classe d’anticorps IgM ou
IgG. Le nombre de cas positifs a été représenté sous forme de cercle. Le plan statistique
suivant a été utilisé :
e Statistique descriptive : proportion, moyenne, écart-type
e Statistique analytique : test Exact de Ficher
Le seuil de significativité a été fixé a 5%.
4.9. Considérations éthiques
L’¢tude a été approuvée par le comité d’éthique de I'USTTB sous le numéro
N°2022/124/CE/USTTB.
Un numéro d’identification unique ne permettant pas d’identifier les participants a été
attribué¢ a chaque participant. Ce méme numéro a été porté sur les échantillons biologiques.

Nous avons respecté les bonnes pratiques de recherche clinique et de laboratoire.
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5. RESULTATS

5.1. Résultats globaux

Total des échantillons
540

Echantillons analysés en IgM Echantillons analysés en 1gG
448 361

Figure 16 : Flowchart des participants a I'é¢tude au test sérologique

Nous avons enregistré au total 540 participants. L’age moyen était de 36,7£15 ans. Le
taux maximal d’anticorps IgM et IgG a été mis en évidence respectivement au marché a
bétail et a I’abattoir. La séroprévalence IgM et IgG était respectivement 5,4% et 2,2% dans
la population d’étude. Aucune virémie n’a été détectée parmi les échantillons séropositifs
IgM a la RT-qgPCR. Nous n’avons pas trouvé de lien statistiquement significatif entre la

profession, I’age et la séropositivité aux infections a Orthohantavirus.
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5.2. Résultats descriptifs

Tableau II: Caractéristiques sociodémographiques des participants

Caractéristiques (N=540) N (%)
Age (ans)
6-14 26 (4,8)
15-40 309 (57)
41- 80 204 (38)
Sexe
Masculin 473 (88)
Féminin 67 (12)
Profession
Agent de transport du bétail/de la viande 15 (2,8)
Agent vétérinaire 14 (2,6)
Autre fonction 51(9,4)
Boucher 141 (26)
Eléve 31 (5,7)
Eleveur 99 (18)
Etudiant 6 (1,1)
Marchand 32 (5,9)
Marchand de bétail 77 (14)
Ménagere 23 (4,3)
Ouvrier 12 (2,2)
Roétisseur 15 (2,8)
Technicien de surface abattoir 24 (4,4)

Les tranches d’age de 15-40 ans et > 40 ans étaient les plus représentées avec
respectivement 57% et 38 %. Le sexe masculin était 7 fois plus représenté avec une large
représentation des bouchers et des éleveurs d’un point de vue professionnel soit 26% et 18%

respectivement.
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Tableau III: Répartition des participants en fonction de la zone d’étude

Zone d’étude N (%)

Urbaine 399 (74)
Périurbaine 141 (26)
Total 540 (100)

Les participants résidaient en majorité dans la zone urbaine de Bamako soit 74 % de la

population d’étude.

Tableau IV: Répartition des participants en fonction de I’exposition aux réservoirs

Exposition N (%)

Contact avec les rongeurs 502 (93)
Contact avec les chauves-souris 112 (21)
Contact avec les rongeurs et les chauves-souris 109 (20)

La majorité des participants avaient un contact avec les rongeurs a 93% et les chauves-

souris a 21%.

Tableau V: Répartition des participants selon la nature du site

Nature du site N (%)
Marché a bétail 257 (47,6)
Abattoir 210 (38.,9)
Ferme individuelle 73 (13,5)
Total 540

Une large proportion (47,6%) de nos participants provenaient des marchés a bétail.
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Figure 17 : Taux d’anticorps IgM dans la population asymptomatique selon la nature du
site

Le taux d’IgM le plus ¢élevé de la population d’étude a été observé dans le marché a bétail

19G

Abattoir Abattoir Marché a Abattoir Abattoir Abattoir Marché a Abattoir
bétail bétail
Echantillons

Signal / bruit
P N W D O O N 0
O O O O O O o o o

Figure 18 : Taux d’anticorps IgG dans la population asymptomatique selon la nature du site

Le taux le plus élevé de portage asymptomatique d’IgG anti-Orthohantavirus a été détecté

a 1’abattoir
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Tableau VI: Fréquence des IgM dans la population d’étude

IeM N (%)
Positif 24 (5,4)

Négatif 424 (94.6)
Total 448 (100)

La fréquence des IgM spécifiques aux Orthohantavirus était de 5,4%.

Tableau VII: Fréquence des IgG dans la population d’étude

IeG N (%)
Positif 08 (2,2)
Négatif 353 (97,8)
Total 361 (100)

La fréquence des IgG spécifiques aux Orthohantavirus dans notre population d’étude était de

2,2%.

IgM positif 19G positif
02
24 08

Figure 19 : Séropositivité concomitante IgM et IgG

02 échantillons avaient une positivité concomitante IgG et IgM.
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5.3. Résultats analytiques
Tableau VIII: Fréquences des IgM et des IgG selon le type de site

Anticorps
Type dessite IgM positif IgG positif
N (%) N (%)
Marché a bétail 13 (5,9) 02 (1,4)
Abattoir 10 (5,5) 06 (4,2)
Ferme individuelle 01(2,2) 00 (00)
Total 24 08

IgM : Marché a bétail (n=221) ; Abattoir (n=181) ; Ferme individuelle (46)
IgG : Marché a bétail (n=146) ; Abattoir (n=142) ; Ferme individuelle (73)
Les proportions de fréquence en IgM et IgG les plus €levées ont été observées respectivement

au marché a bétail et a 1’abattoir.

Tableau IX: Séroprévalence des IgM selon la zone d’étude

Positif Négatif
Zone d’étude N (%) N (%)
Urbaine 21 (87,5) 329 (78)
Périurbaine 3(12,5) 95 (22)
Total 24 (100) 424 (100)

Une proportion élevée de séroprévalence des IgM a été observée en milieu urbain de 87,5 %.

Tableau X: Séroprévalence des IgG selon la zone d’étude

Positif Négatif
Zone d’étude N (%) N (%)
Urbaine 7 (87,5) 235 (67)
Périurbaine 1(12,5) 118 (33)
Total 8 (100) 353 (100)

La zone urbaine a enregistré une proportion plus €élevée de séroprévalence des IgG de 87,5 %.
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Tableau XI: Fréquence moléculaire de I’infection a Orthohantavirus

RT-qPCR N (%)
Positif 0(0)
Négatif 24(100)
Total 24 (100)

Les échantillons positifs IgM n’ont montré aucune virémie détectable a la RT-qPCR

hantavirus.
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Figure 20 : Distribution spatiale des porteurs d’anticorps IgM spécifiques aux
Orthohantavirus
Les marchés a bétail situés en zone urbaine de Bamako ont enregistré plus de cas de porteurs

d’anticorps IgM spécifique aux hantavirus
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Figure 21 : Distribution spatiale des porteurs d’anticorps IgG spécifiques aux
Orthohantavirus

Les porteurs d’anticorps spécifiques aux hantavirus sont concentrés au niveau des

abattoirs en milieu urbain.

These de Pharmacie Sagou Albert TOLOFOUDIE 39



Prévalences sérologique et moléculaire des infections a Orthohantavirus en milieu urbain et périurbain de Bamako

Tableau XII: Répartition du portage d’anticorps IgM et IgG en fonction de la profession

Profession IgM p-value IgG  p-value
positif positif
Agent vétérinaire 00 00
Etudiant 00 00
Ouvrier 00 00
Rotisseur 00 01
Eléve 01 01
Ménagere 01 01
Agent de transport bétail/viande 01 0,9 02 0,08
Autre fonction 02 01
Marchand de bétail 02 00
Marchand 03 00
Eleveur 05 00
Boucher 09 03
Total 24 08

L’analyse statistique de ce tableau montre qu’il n’y a aucun lien significatif entre la profession

et la positivité 1gG et IgM de I’infection aux hantavirus.

Tableau XIII: Fréquence de positivité des [gM et des IgG en fonction de 1’age

Tranche d’age (ans) IgM positif p-value IgG positif p-value
6-14 01 00
15-40 15 0,9 04 0.8
41- 80 08 04

Nous n’avons trouvé aucun lien statistiquement significatif entre la tranche d’age et le

portage d’anticorps spécifiques aux hantavirus.
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6. DISCUSSION

L’objectif de notre étude était d’évaluer les prévalences sérologique et moléculaire des
infections & Orthohantavirus en milieu urbain et périurbain. Nous avons pour cela utilisé la
technologie Luminex xMAP® et la RT-qPCR.

En effet, des ¢tudes antérieures réalisées dans la sous-région ont mis la lumiére sur le haut
débit et la performance de la technologie Luminex Multiplex dans 1’exploration sérologique
des fievres hémorragiques virales [175,176]. Pour la détermination du taux d’anticorps IgM,
IgG et la détection du virus dans notre étude, nous avons utilis¢ le MagPix basé sur la
technologie Luminex xXMAP® et la RT-qPCR.

Nous avons observé que la population d’étude était jeune avec un dge moyen de 36,7+15
ans qui était similaire a celui de I’étude réalisée par Witkowski P ef al en 2015 en Cote d’Ivoire
et en République Démocratique du Congo qui avaient rapporté¢ un dge moyen de 35 ans.
Cependant, une prédominance d’hommes (88%) a ét¢ observée dans notre étude contrairement
aux ¢tudes réalisées en Ethiopie, en Cdte d’Ivoire et en République Démocratique du Congo
respectivement en 2021 et 2015 qui avaient rapporté une prédominance de femmes
respectivement 68,42% et 53% [25,180]. Cette diftérence pourrait s’expliquer par le fait que
sur nos sites de collecte les principales activités mences (abattage, vente et transport de bétail)
¢taient pratiquées majoritairement par les hommes. Sur le plan professionnel, les bouchers
¢taient les plus représentés avec 26%. Ce résultat différe de celui rapporte par Witkowski P et
al en 2015 en Cote d’Ivoire et en République Démocratique du Congo qui avaient rapporté
40% d’agriculteurs [25]. Cette différence serait due a la variabilit¢ des sites d’¢tudes
conditionnant le type d’activité quotidienne.

Nous avons pour la premiére fois détecté d’un point de vue sérologique au Mali, I’infection
a Orthohantavirus dans une population sans manifestations cliniques évocatrices de la
maladie. Nous avons trouvé une prédominance du portage d’IgM spécifiques aux
Orthohantavirus au niveau des marchés a bétail. Ceci dénote la circulation du virus et
I’existence de potentiels foyers chauds de transmission d’infection a Orthohantavirus.

La séroprévalence IgM de 5,4% avec un (IC a 95% 3,5-7,9%) observée dans notre étude
depasse celle des études antérieures notamment de Witkowski ef al en 2015 qui avaient
rapport¢ une séroprévalence IgM de 1,32% (IC a 95% 1-2%). Quant au portage
asymptomatique des IgG, nous avons rapporté une séroprévalence de 2,2% avec un (IC a
95% 0,7-3,7%) qui était similaire a celle rapportée par Sankhe S. ef al en 2025 au Sénégal
qui ¢était de 1% (IC a 95% 0-3%) [176]. Ce résultat entre pays frontaliers ayant utilisé la
technologie Luminex xXMAP® pourrait s’expliquer par la similarité des populations d’¢tude

et des réalités sociodémographiques. De méme, le taux de portage d’anticorps IgG spécifiques
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observé dans notre série est comparable a celui rapporté par Meheretu Y. ef al en 2021 en
Ethiopie ou la séroprévalence des IgG était de 5,26% avec (IC a 95% 1,2-9,4%). Cela pourrait
s’expliquer par le niveau d’exposition et la similarité entre les populations d’étude. Par contre
Adesiyun A. ef al en 2011 avaient rapporté une séroprévalence IgG de 11,4% (IC a 95% 7,4-
15,5%) a Trinité-et-Tobago [181]. Cela pourrait s’expliquer par la méthode d’échantillonnage
des échantillons testés.

Additionnellement ces résultats dénotent la nécessité d’un suivi et de la mise en place d’un
systéme de surveillance des infections a Orthohantavirus dans les zones couplées a une
¢valuation de la réponse sérologique a Orthohantavirus chez les réservoirs qui constitue une
limite majeure de notre étude. Il est a noter que I'impact de la saisonnalité de I'infection a
Orthohantavirus chez I’homme sont des informations qui n’ont pu étre collectées au cours de
notre ¢tude mais demeurent intéressantes pour une meilleure compréhension de I'infection et
I’établissement d’un programme de contrdle de la maladie.

Le test RT-qPCR de 24 participants séropositifs [gM avec deux échantillons également IgG
positifs n’a révélé aucune virémie détectable. Cela s’expliquerait par le prélévement des
¢chantillons apres la phase virémique et les amorces utilisées qui étaient spécifiques a
Orthohantavirus hantanense, Orthohantavirus seoulense et Orthohantavirus tulaense. Ce
résultat évoque la possibilité de souches circulantes au Mali différentes des souches décrites
dans la littérature soulignant la nécessité d’une investigation plus approfondie. L’utilisation
d’une amorce pan-hantavirus permettrait d’isoler les hantavirus indigénes [19,20].

Une proportion plus élevée de cas séropositifs a ¢té enregistrée en milieu urbain. Cela
pourrait s’expliquer par une faible circulation des Orthohantavirus en périphérie de la ville en
accord avec I’étude de Garona J. ef al en 2025 qui avait trouvé I’absence de I’ Orthohantavirus
seoulense dans les périphéries de la ville de Bamako [29].

L’association entre la profession, 1’age et la séropositivité aux infections a Orthohantavirus
n’était pas statistiquement significative (p > (,05) dans notre étude en accord avec celles de
Meheretu Y. ef al en 2021 et Adesiyun A. ef al en 2011 respectivement en Ethiopie et a Trinité-
et-Tobago [180,181]. Ce résultat pourrait s’expliquer par la faible proportion de

séroprévalence observée dans notre étude.
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7. CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

7.1. Conclusion

Nous avons pour la premicre fois détectée dans la population asymptomatique a risque en
utilisant la technologie Luminex, des anticorps spécifiques aux Orthohantavirus avec une
forte prévalence des IgM.

Le couplage de I’évaluation de la séroprévalence de 1'infection a Orthohantavirus chez les
réservoirs, la détermination des foyers chauds de transmission et I’extension du panel
d’investigation des fiévres hémorragiques virales contribueraient a la mise en place d’un
systtme de surveillance des fiévres hémorragiques dans une perspective de contrdle des

zoonoses au Mali.
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7.2. Recommandations
% Aux chercheurs
» Mener des investigations plus approfondies sur la détection moléculaire des
hantavirus ;
» Evaluer la séroprévalence des infections a hantavirus chez les réservoirs ;
» Identifier les foyers de risque des infections a hantavirus a travers une
surveillance épidémiologique et génomique.
% A la population
» Se protéger contre I’exposition aux rongeurs ;

> Eviter les contacts avec les chauves-souris et leurs excréments.
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ANNEXES

Annexe 1 :

- Préparation de la plaque

Ecrire le plan de plaque au préalable en identifiant clairement le nom de chaque
échantillon, les controles, la date et le type de test (IgG ou IgM).

a) Déposer dans chaque puit S0uL de bille (d¢ja diluée) a 1'abri de la lumiére

b) Placer la plaque sur la plaque magnétique et bien le fixer avec les crochets pendant 1
minute

¢) Apres une minute, jeter le surnageant tout en maintenant la plaque de test sur la plaque
magnétique

d) Enlever la plaque test de la plaque magnétique

e) Ajouter dans chaque puit 50uL d'échantillon déja dilué en suivant le plan de plaque

f) Couvrir la plaque test avec un cover-plaque et du papier aluminium pendant 1 heure sous
agitation

g) Apres 1 heure d'incubation, placer la plaque test sur la plaque magnétique et bien le fixer
avec les crochets pendant 1 minute

h) Jeter le surnageant tout en maintenant la plaque de test sur la plaque magnétique

i) Enlever la plaque test de la plaque magnétique

j) Lavage : ajouter 100pL de PBST dans chaque puit et mettre la plaque test sur la plaque
magnétique pendant 1 minute ; au bout des 1 minute, jeter le surnageant tout en maintenant la
plaque de test sur la plaque magnétique.

k) Répéter 1'étape (j) deux fois (2x)

1) Pendant la derniere incubation de 1 minute pour le lavage, préparer la dilution du
conjugué avec du PBST-SK au 1/100°

m) Pour une plaque compléte : préparer 5000puL de volume total de conjugué (IgG ou IgM)
ce qui donne 50uL conjugué (IgG ou IgM) + 4950uL. PBST-SK

n) Ajouter 50uL de conjugué dans chaque puit de la plaque test a I'abri de la lumiere

0) Couvrir la plaque test avec un cover-plaque et du papier aluminium pendant 1 heure sous
agitation

p) Apres 1 heure d'incubation, placer la plaque test sur la plaque magnétique et bien le fixer
avec les crochets pendant 1 minute

q) Jeter le surnageant tout en maintenant la plaque de test sur la plaque magnétique

r) Enlever la plaque test de la plaque magnétique
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s) Lavage : ajouter 100uL de PBST dans chaque puit et mettre la plaque test sur la plaque
magnétique pendant 1 minute ; au bout d’une 1 minute, jeter le surnageant tout en maintenant
la plaque de test sur la plaque magnétique.

t) Répéter I'étape (j) deux fois (2x)

u) Ajouter 100puL de PBST dans chaque puit et lire la plaque sur la machine MagPix en

suivant les instructions de lecture.

Annexe 2 : Dilution des réactifs MagPix
1-Préparation des solutions de travail
s PBS-1X
Dilution PBS-10X au 1/10¢:
Pour préparer 500mL de PBS-IX il faut : 50mLPBS-10X+450mL H20 distillée

% PBST : ajouter du Tween-20 a 0.02% dans du PBS-1X
PBST=500mL PBS-1X + 100ul de Tween-20

% PBST-SK : ajouter 5% de lait (Skim Milk) au PBST
Pour préparer 40mL de PBST-SK il faut : 40mLPBST+2g de lait
2- Dilution des échantillons et des Controles (et) avec du PBST-SK
La dilution des échantillons et des contrdles se fait au 1/100°

s+ 2ul échantillon + 198uLPBST-SK
¢+ 08ul Contrdle positif IgM + 192ul PBST-SK
+«¢+ 10ul Contrdle positif 1gG + 190ul PBST-SK
% 2ul Contrdle négatif (IgX) + 198ul PBST-SK
3- Dilution des billes (Beads) avec du PBST
Vortexer le mélange de billes
La dilution des billes se fait au 1/250¢ a 1'abri de la lumiére, le volume total dépend du
nombre de puit que 1'on teste.

Par exemple pour une plaque compléte, il faut un volume total de 5000uL (5ml): Dans ce

cas il faut 20uL de billes 4980uL PBST

These de Pharmacie Sagou Albert TOLOFOUDIE 66



Prévalences sérologique et moléculaire des infections a Orthohantavirus en milieu urbain et périurbain de Bamako

Annexe 3 : Technique d’extraction de mateériel génétique avec le kit Qiagen

Ce protocole est pour la purification de I'ARN viral a partir de 140ul de plasma a 1’aide
d’une micro-centrifugeuse

-Préparation des solutions de tampon

Le melange "RNA carrier” +Tampon AVL :

Du carrier ARN lyophilisé étaient mélangés au tube contenant 155 mL de tampon AVL.

Les tampons AW1 et AW2 :

Les flacons de ces 2 tampons ¢taient reconstitués en ajoutant 130 mL d’éthanol pour obtenir
228 mL du tampon AW et 160 mL d’éthanol pour obtenir 226 mL du tampon AW2.

Mode opératoire :

1. Pipeter 560pL de tampon AVL prépar¢ contenant I'ARN porteur dans une
microcentrifugeuse de 1,5 ml. Tube.

2. Ajouter 140puL de plasma au tampon ARN carrier-AVL dans le tube de micro
centrifugeuse. Mélanger par impulsion-vortex pendant 15 secondes.

Remarque : pour assurer une lyse efficace, il est essentiel que I'échantillon soit
soigneusement mélangé avec le tampon AVL pour obtenir une solution homogéne. Les
congelés qui ont seulement été décongelés une fois peut également étre utilisé.

3. Incuber a température ambiante pendant 10 min.

Remarque : la lyse des particules virales est terminée apres la lyse pendant 10 min a
température ambiante. De long temps d'incubation n'ont aucun effet sur le rendement ou la
qualité de I'ARN purifié.

4. Centrifuger brievement le tube pour éliminer les gouttes de l'intérieur du couvercle.

5. Ajouter 560uL d'éthanol (96-100%) a I'échantillon et mélanger au vortex pendant 15
secondes. Aprés le mélange, centrifuger bricvement le tube pour éliminer les gouttes de
I'intérieur du couvercle.

Remarque : N'utilisez que de I'éthanol, car d'autres alcools peuvent entrainer une réduction
du rendement et de la pureté de 'ARN. N'utilisez pas d'alcool dénaturé, qui contient d'autres
substances, telles que le méthanol ou méthyle éthyle cétone.

6. Appliquez soigneusement 630uL de la solution de 'étape 5 sur la colonne (dans un tube
de prélévement) sans mouiller la jante. Fermer le capuchon et centrifuger a (8000 tr / min)
pendant 1 min. Placez la colonne dans un tube de prélévement propre de 2 ml, et jetez le tube
contenant le filtrat.

Remarque : Fermez chaque colonne de centrifugation pour éviter toute contamination
croisée pendant la centrifugation. Celle-ci est effectuée a (8000 tr / min) pour limiter le bruit

de la micro-centrifugeuse. La centrifugation a pleine vitesse n'affectera pas le rendement ou
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la pureté de I'ARN viral. Si la solution n'a pas complétement traversé la membrane, centrifuger
a nouveau a une vitesse jusqu'a ce que toute la solution soit passée.

7. Ouvrez soigneusement la colonne et répétez l'étape 6. Si le volume d'échantillon était
supérieur a 140uL, répétez cette étape jusqu'a ce que tout le lysat ait été chargé sur le spin
colonne.

8. Ouvrez soigneusement la colonne et ajoutez 500 pL. de tampon AWI. Fermez le
bouchon, et centrifuger (8000 tr / min) pendant 1 min. Placez la colonne dans un tube de
prélevement de 2 mL (fourni) et jeter le tube contenant le filtrat.

Remarque : il n'est pas nécessaire d'augmenter le volume du tampon AWI méme si
I'échantillon d'origine le volume était supérieur a 140 pL.

9. Ouvrez soigneusement la colonne et ajoutez 500 uL de tampon AW2. Fermer le bouchon
et centrifuger a pleine vitesse (14 000 tr / min) pendant 3 min. Continuez directement avec
I’étape 11 ; ou pour éliminer le report éventuel du tampon AW?2, effectuez I'é¢tape 10 puis
passez a I'étape 11.

Remarque : le tampon résiduel AW2 dans 1'¢luant peut causer des problémes en aval.
Certains rotors de centrifugeuse peuvent vibrer lors de la décélération, entrainant un
¢coulement a travers, contenant le tampon AW2, en contactant la colonne. Le retrait de la
colonne et du tube de préléevement du rotor peut également traverser pour entrer en contact
avec la colonne. Dans ces cas, |'étape facultative 10 doit étre effectuée.

10. Recommandé : Placer la colonne dans un nouveau tube de prélévement de 2 mL (non
fourni) et jetez I'ancien tube de prélevement avec le filtrat. Centrifuger a pleine vitesse pourl
minute.

11. Placer la colonne dans un tube de micro-centrifugeuse propre de 1,5 mL (non fourni).
Jeter l'ancien tube de prélévement contenant le filtrat. Ouvrez soigneusement la colonne et
ajouter 60uL de tampon AVE équilibré a température ambiante. Fermez le capuchon et incuber
a température ambiante pendant 1 min.

12. Centrifuger a (8000 tr / min) pendant 1 min.
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Annexe 3 : Mélange réactionnel RT-qPCR hanta (BiotechRabbit, 53X CAPITAL 1-Step
qRT-PCR Probe Master Mix, lyophilized (#BC0503202)

MasterMix #1 ul/1reaction
Water 9.00
Lyo CAPITAL 4.00
TULV-K-F 1.00
5’-GCC GAC CCR GAT GAT GTT AA-3°

TULV-K-R 1.00
5’CAAGYT GYCTCT TGAADT CTG CCA

HTNV/SEOV-K-F 1.00
5’-CAT GGC WTC HAA GAC WGT GGG-3°

HTNV/SEOV-K-R 1.00
5’-TTK CCC CAG GCAACC AT-3’

MS2-TM3-F 1.00
5’-GGC TGC TCG CGG ATA CCC-¥

MS2-TM3-R 1.00
5’-TGA GGG AAT GTG GGA ACC G-3’

TULV-K-P-Cy 0.25
5°-Cy5 TCC AAT GCT GAC ACA GC-MGB

HTNV/SEOV-K-TMGB1 0.25
5’-FAM-TCA ATG GGG ATA CAA CT-MGB-Eclipse-3’
HTNV/SEOV-K-TMGB2 0.25
5-FAM-TCA ATG GGA ATA CAA CT-MGB-Eclipse-3’

MS2-TM23-P-Hex 0.25
5°-Cy5-ACC TCG GGT TTC CGT CTT GCT CGT-BHQ2-3’

TOTAL MasterMix volume 20.00
Source Template 5
Total Reaction volume 25
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Programme PCR :

Hold
HotStart Taq Activation Reverse Transcription
Target 95°¢ Target Temperature 50°¢
Temperature 3 min Incubation time 10 min
Incubation time

Cycling
Acquireon [  Green | ®  Yellow Orange |® Red
Denaturat® Target 95°C
Temperature 15s
Cycles . Incubation
time
40 Annealing Target 60°C
/ Elongation | Temperature 30s @
Incubation
time
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Résumé

Les infections a Orthohantavirus sont des zoonoses émergentes avec des facies épidémio-
endémiques dans différentes parties du monde. Afin d'évaluer les prévalences sérologique et
moléculaire des infections a Orthohantavirus en milieu urbain et périurbain de Bamako, nous
avons réalis¢ durant la période d’ Aot a Septembre 2023 une étude transversale prospective
sur les personnes vivant ou exergant une activité professionnelle au niveau des marchés a
bétail, des abattoirs et des fermes individuelles. Nous avons prélevé des échantillons de sang
sur tubes secs et EDTA. La chaine de froid a été maintenue jusqu'au laboratoire du Centre
d’Infectiologie Charles Mérieux ou ils ont été analysés. Le MagPix et la RT-qPCR ont été
utilisées respectivement pour la détermination du taux d'anticorps IgM, IgG et la détection
virale.

Le sexe masculin était le plus représenté avec 88%. L'age moyen était 36,7+15 ans. Les
prévalences des IgM et des IgG étaient respectivement de 5,4% (ICosv 3,5-7,9%) et 2,2%
(ICo50,0,7-3,7%). Aucune virémie n'a été détectée parmi les échantillons séropositifs IgM.
Ce résultat met en lumiere la circulation des Orthohantavirus au Mali et dénote la nécessité
de mettre un systeme de surveillance des infections a Orthohantavirus.

Mots clés : Prévalence, Orthohantavirus, MagPix, RT-qPCR, Mali
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Abstract

Orthohantavirus infections are emerging zoonoses with an epidemiological and endemic
pattern in various parts of the world. To assess the serological and molecular prevalence of
Orthohantavirus infections in urban and peri-urban areas of Bamako, we conducted a
prospective cross-sectional study from August to September 2023 among people living or
working in livestock markets, slaughterhouses, and individual farms. We collected blood
samples in both dry tubes and EDTA tubes. The cold chain was maintained until the samples
reached the laboratory at the Charles Mérieux Center for Infectious Diseases, where they were
analyzed. MagPix and RT-qPCR were used, respectively, to determine IgM and IgG antibody
levels and to detect the virus.

Males accounted for the majority of cases, at 88%. The mean age was 36.7 £ 15 years. The
prevalence rates for IgM and 1gG were 5.4% (95% CI 3.5-7.9%) and 2.2% (95% CI 0.7—
3.7%), respectively. No viremia was detected among the IgM-positive samples. This result
highlights the circulation of Orthohantaviruses in Mali and underscores the need to establish
a surveillance system for Orthohantavirus infections.

Keywords : Prevalence, Orthohantavirus, MagPix, RT-qPCR, Mali

These de Pharmacie Sagou Albert TOLOFOUDIE 72



Prévalences sérologique et moléculaire des infections a Orthohantavirus en milieu urbain et périurbain de Bamako

SERMENT DE GALIEN
Je jure, en présence des maitres de la faculté, des conseillers de I’ordre des pharmaciens et de
mes condisciples :
D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur témoigner ma
reconnaissance en restant fidele a leur enseignement ;
D’exercer, dans I’intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et de respecter
non seulement la législation en vigueur, mais aussi les régles de I’honneur, de la probité et du
désintéressement
De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et sa dignité humaine.
En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les
meeurs et favoriser des actes criminels.
Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses.
Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confréres si j’y manque.

Jele jure !!!

These de Pharmacie Sagou Albert TOLOFOUDIE 73



