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I- INTRODUCTION

Les hantavirus sont des virus zoonotiques de la famille des Bunyaviridae, du
genre Hantavirus. Actuellement, vingt-cing espéces sont incluses dans ce genre par
I’ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses). Chaque espéce possede
plusieurs sous-especes et/ou des variantes génétiques. Les réservoirs naturels des
hantavirus sont des petits Mammiféres tels que les rongeurs, les insectivores (Jonsson
et al. 2010, Arai et al. 2012) et, plus récemment découverts, les chauves-souris (Weiss
et al. 2012, Arai et al. 2013). Parmi les différents genres de la famille des
Bunyaviridae, les hantavirus ne sont pas transmis a I’homme par les arthropodes, mais
par inhalation d’aérosol contaminé par ’urine et/ou excrétion d’un animal infecté ; les

transmissions par morsure sont rares.

CARACTERISTIQUES DES HANTAVIRUS

Sous microscope électronique, les hantavirus se présentent comme une sphére
dont le diametre varie entre 80 a 120 nm. Le génome des hantavirus comprend trois

segments d’ARN de polarité négative monocaténaire.

Les trois segments sont désignés selon leur taille : le segment S (small), dont la
taille varie de 1,6 a 2 kb (1696-2083 nucléotide (nt)), code pour la protéine de la
nucléocapside (N) ; le segment M (medium), dont la taille est d’environ 3,6 kb (3613-
3707 nt), code pour une polyprotéine précurseur des glycoprotéines (GPC) de surface ;
le segment L (large), dont la taille est d’environ 6,5kb (6530-6550 nt), code pour un
enzyme polymérase qui est une ARN polymérase ARN dépendante (RdRp). Chaque
segment du génome est associé a la nucléoprotéine pour former le ribonucléocapside.
L’ensemble est enfermé dans une enveloppe de bicouche lipidique hérissée par des

glycoprotéines de surface Gn et Gc (Figure 1, p. 2).
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Figure 1. Structure des hantavirus et de leur génome.

(Source : adapté a partir de http://viralzone.expasy.org/)

DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE DES HANTAVIRUS

Les hantavirus sont distribués dans plusieurs régions du monde : Afrique,
Amérique, Asie et Europe (Figure 2, p. 3) (Krlger et al. 2015). La répartition
géographique des hantavirus est en lien avec celle des hotes qu’ils infectent. Les
pathologies liées a I’infection des hantavirus sont principalement la fievre
hémorragique a syndrome rénale (FHSR), la néphropathie épidémique (NE) et
I’hantavirose a syndrome cardiopulmonaire (HSCP). Auparavant, seuls les hantavirus
associes aux rongeurs ont été décrits comme pathogeénes pour I'nomme (Tordo et al.
2013). Trés récemment, en Afrique, une étude chez I’homme a mis en évidence la
présence d’anticorps (Ac) dirigés contre des hantavirus (Boweé virus, Uluguru virus)
associés aux insectivores ; ainsi 1’infection avec Bowé virus semble associée a une

pathologie au niveau du systéme rénal (Heinemann et al. 2016).
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Figure 2. Distribution géographique des hantavirus pathogenes et les principales pathologies
associées aux humains.
HSCP = hantavirose a syndrome cardiopulmonaire ; FHSR = Fiévre hémorragique a syndrome rénale ; NE =

néphropathie épidémique (Manigold and Vial 2014).

Le nombre des personnes touchées par la FHSR est estimé entre 150 000 et
200 000 par an dans le monde (Manigold and Vial 2014), la majorité étant rencontrée

en Asie, avec un taux de mortalité compris entre 1% et 12%.

En Europe, 10 000 cas de FHSR sont détectés annuellement. Deux espéces
d’hantavirus, Dobrava-Belgrade virus (DOBV) et Puumala virus (PUUV), sont les
plus connus comme responsables de la forme sévere (FHSR) et atténuée (NE) de la
maladie (Vaheri et al. 2013).

En Asie, Hantaan virus (HTNV) et Seoul virus (SEOV) sont les principaux
agents de la FHSR, en particulier en Chine ou la maladie est endémique (70% - 40000
a 90% - 60000 ) (Bi et al. 2008).

Approximativement 200 cas par an sont détectés pour la HSCP en Amérique,
un nombre trés inférieur a celui de la FHSR, avec un taux de mortalité aux environs de
40%.

En Amérique, les espéces Sin Nombre virus (SNV) et Andes virus (ANDV)

sont reconnues comme les principaux agents de la HSCP (Kruger et al. 2015).



En Afrique, les recherches, les données épizootiques et épidémiologiques (la
circulation et la répartition de la pathologie chez les animaux et 1’homme) sur les
hantavirus sont trés récentes par rapport aux autres continents. Ce n’est qu’en 2006
que I’équipe de Klempa a découvert le premier hantavirus en Afrique, Sangassou virus
(SANGV) (Klempa et al. 2006). Ce dernier a été découvert chez le rongeur
Hylomyscus simus prés du village de Sangassou en Guinée. SANGV appartient au
groupe des hantavirus associés aux rongeurs de la sous-famille des Murinae (Klempa
et al. 2006).

Depuis la decouverte de SANGV, douze hantavirus ont été decouverts dans
plusieurs régions d’Afrique, non seulement chez les rongeurs mais aussi chez les
musaraignes et les chauves-souris ; deux de ces hantavirus ont été découverts dans
I’Océan Indien (Tableau 1) (Klempa et al. 2006, Klempa et al. 2007, Kang et al. 2011,
Meheretu et al. 2012, Sumibcay et al. 2012, Weiss et al. 2012, Gu et al. 2013,
Witkowski et al. 2016, Reynes et al. 2014, Filippone et al. 2016).

Tableau 1 : Liste des hantavirus découverts dans le continent africain.

Virus Héte animal  Nom scientifique Pays Références
Sangassou virus (SANGV) Souris Hylomyscus simus Guinée (Klempa et al. 2006)
Tanganya virus (TGNV)  Musaraigne Crocidura theresae Guinée (Klempa et al. 2007)
Azagny virus (AZGV) Musaraigne Crocidura obscurior Cote d’Ivoire (Kang et al. 2011)
Tigray virus (TIGV) Souris Stenocephalemys albipes Ethiopie (Meheretu et al. 2012)
Maghboi virus (MGBV) Chauve-souris Nycteris hispida Sierra Leone (Weiss et al. 2012)
Mouyassué virus (MOUV) Chauve-souris Neoromicia nanus Cote d’Ivoire (Sumibcay et al. 2012)
Boweé virus (BOWV) Musaraigne Crocidura douceti Sud-ouest de Guinée (Gu et al. 2013)
Kilimanjaro virus (KILV) Musaraigne Myosorex zinki Tanzanie Non publié (Genbank :
JX193698 - 700)
Uluguru virus (ULUV) Musaraigne Myosorex geata Tanzanie Non publié (Genbank :
JX193695 - 697)
Makokou virus (MAKV)  Chauve-souris Hipposideros ruber Gabon (Witkowski et al. 2016)
Anjozorobe virus * Rongeur Rattus rattus, Eliurus majori  Madagascar (Reynes et al. 2014)
Mayotte virus (MAYOV)* Rongeur Rattus rattus Ile de Mayotte (Filippone et al. 2016)

"+ Hantavirus découverts dans 1’Océan Indien.

Déja avant la découverte chez le réservoir animal, plusieurs études sur la
séroprévalence humaine des hantavirus ont été menées dans plusieurs régions du
continent africain. En 1989, une étude sur la prévalence en anticorps contre les virus
des fievres hémorragiques a été faite sur une population représentative de 6 pays de
I*Afrique centrale. Une séroprévalence de 6,15% (n=312/5070) de Hantaan virus a été

constatée (Gonzalez et al. 1989).



En 1993, une étude sérologique sur les hantavirus a montré une prévalence de
3,3% chez I’lhomme (n=7/212) & Djibouti (Rodier et al. 1993).

En 2000, une étude sur la prévalence des anticorps humains contre les
différents virus des fievres hémorragiques a été faite en République centrafricaine.
Une séroprévalence humaine des hantavirus de 2% (n=36/1762) a été montrée au
cours de cette étude (Nakounne et al. 2000).

Aprés la découverte de SANGYV, une étude effectuée en Afrique de 1’Ouest
(Guinée) a montré une séroprévalence humaine de 1,2% (n=8/649) (Klempa et al.
2010). Au cours de la méme étude, dans le village de Sangassou en Guinée, des
anticorps dirigés contre les hantavirus ont été détectés chez 3 sur 68 (4,4%) individus
avec une fievre dont I’étiologie est inconnue. En 2013, d’aprés une autre étude séro-
épidémiologique menée en Haute-Guinée, la séroprévalence humaine des hantavirus
était de 1,2% (n=3/253) (Klempa et al. 2013).

En 2014, une autre étude en Afrique du Sud a montré 1% (n=14/1442) de

séroprévalence humaine des hantavirus (Witkowski et al. 2014).

En 2015, dans les foréts tropicales de la Cote d’Ivoire et de la République
démocratique de Congo, une étude a montré 3,9% (n=27/687) de séroprévalence
humaine en Céte d’Ivoire et 2,4% (n=7/295) en République démocratique de Congo
(Witkowski et al. 2015).

Concernant Madagascar, déja en 1986, une étude sur les hantavirus a permis de
détecter la présence des anticorps dirigés contre les hantavirus dans les sérums des
rongeurs (Rattus rattus et Rattus norvegicus ; 21,96%, n=96/437) et dans les sérums
des individus qui ont capturé ces rongeurs (38,8%, n=7/18). Cette étude a montré que

des anticorps dirigés contre les hantavirus existent a Madagascar (Rollin et al. 1985).

Avant 2014, seules les preuves sérologiques de Rollin et ses collaborateurs
(Rollin et al. 1985) ont indiqué la circulation des hantavirus, chez les rongeurs et chez
I’homme, a Madagascar. Depuis, une autre étude sur les hantavirus a été menée par
Reynes et ses collaborateurs (Reynes et al. 2014) a I’Institut Pasteur de Madagascar
(IPM). Une nouvelle variante du Thailand virus (THAIV) a été alors détectée (Figure
3, p. 6) par des analyses moléculaires chez les rongeurs (Rattus rattus et Eliurus

majori). Ce nouveau virus a été caractérise apres sequencage du génome et a été



appelé Anjozorobe virus du nom de I’endroit ou les rongeurs dans lesquels il a été

détecté, ont été capturés (Reynes et al. 2014).
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Figure 3. Arbre phylogénétique des hantavirus associés aux rongeurs de la sous-famille des
Murinae (Reynes et al. 2014).

THAIV est I’'un des agents responsables de la FHSR en Asie. Des études
sérologiques ont démontré que les sérums des patients atteints de la FHSR,
séronégatifs en leptospirose, contenaient des anticorps dirigés contre THAIV ou
THAI-like virus (virus proche de THAIV) (Pattamadilok et al. 2006, Gamage et al.
2011). Le virus Anjozorobe étant une variante de THAIV, la question se pose alors s’il

est associé a FHSR a Madagascar.

Les études antérieures sur les hantavirus a Madagascar ont été toutes restreintes
a quelques régions. L’étude de Rollin et ses collaborateurs (Rollin et al. 1985) a été
principalement effectuée a partir des rongeurs d’Antananarivo, et celle de Reynes et
ses collaborateurs (Reynes et al. 2014) s’est focalisée dans la forét d’Angavo dans le

district d’Anjozorobe.



Récemment dans 1’Océan Indien et plus précisément dans les iles frangaises,
Mayotte et La Réunion, une recherche sur les pathogenes circulants chez le rongeur
(Rattus rattus) a mis en évidence la présence des hantavirus dans I’ile de Mayotte. Ce
dernier, appelé Mayotte virus (MAYQV) fait partie, comme Anjozorobe virus, du
clade de THAIV d’Asie du Sud-Est (Filippone et al. 2016).

Le but de cette étude a été d’évaluer la séroprévalence des hantavirus a
Madagascar dans une population adulte agee de 18 ans et plus (homme et femme) sur
28 sites réparties dans toutes les régions de Madagascar. Les hantavirus sont transmis
principalement par les rongeurs. Anjozorobe virus, I’hantavirus découvert a
Madagascar a eté découvert chez Rattus rattus et Eliurus majori. Afin d’étudier le
risque zoonotique de I’infection liée aux hantavirus, la population a aussi été étudiée

en considérant I’exposition aux rongeurs ainsi que 1’activité professionnelle.

Notre etude a été réalisée dans le cadre d’un projet mis en place a I’IPM pour
I’investigation des zoonoses a Madagascar. Le projet, intitulé : ZORA (ZOonoses,
Rongeurs et Arboviroses) avait pour but de déterminer la circulation des pathogénes
(arboviroses, hépatites, peste, leptospirose, rickettsioses), d’établir la séroprévalence
de ces pathogeénes et de déterminer la répartition géographique ainsi que les facteurs

de risques associés a I’infection par ces pathogénes a Madagascar.
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II-  GENERALITES

[1-1- SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE ET HISTORIQUE SUR LES
HANTAVIRUS

Les rongeurs sont des petits Mammiferes pouvant véhiculer plusieurs agents
infectieux qui sont pathogénes pour I'étre humain comme la leptospirose, la peste, les

arenaviroses et les hantaviroses.

Les hantavirus sont des virus zoonotiques émergents. Ils ont pour hétes
naturels des petits Mammiferes tels que les rongeurs, les insectivores (musaraignes,
taupes) mais aussi les chauves-souris (Jonsson et al. 2010, Arai et al. 2012, Weiss et
al. 2012, Arai et al. 2013). Contrairement a l'infection des hétes réservoirs qui est

chronique et asymptomatique, les hantavirus peuvent étre pathogenes pour I'nomme.

L’infection par les hantavirus était déja connue avant de connaitre le virus
(Mccaughey and Hart 2000). Des cas ont été rapportés, notamment une « fiévre de
Tula » qui aurait touché la Russie en 1930 (Heyman et al. 2009). En Europe, une
forme modérée de la FHSR, appelée « Néphropathie Epidémique » (NE), a été décrite
en 1934 (Lee et al. 2014).

C’est lors de la guerre de Corée que la maladie a attiré 1’attention des
chercheurs occidentaux. En effet, de 1950 a 1953, plus de 3200 soldats de I’ONU ont
été victimes d’une « fievre hémorragique de Corée » (Smadel 1953, Gajdusek 1962).
Cette maladie d’apparition aigué était caractérisee par de la fiévre, des maux de téte
intenses, une insuffisance rénale, des manifestations hémorragiques et induisait une
1étalité d’environ 10 %. Les premiéres tentatives d’isolement du virus en culture
cellulaire ont été sans résultat et il a fallu attendre 1976 pour que Lee mette en
¢vidence 1’agent étiologique et confirme le rdle des rongeurs a I’origine de I’infection
zoonotique : les antigénes (Ag) viraux ont été détectés par immunofluorescence sur
des coupes de poumon du rongeur Apodemus agrarius en utilisant comme antisérum le
sérum de patient convalescent (Lee et al. 1978). Le virus a été appelé Hantaan virus
(HTNV) du nom de la riviére séparant les deux Corées, et il est devenu le prototype du

genre Hantavirus de la famille des Bunyaviridae.

En parallele, Puumala virus (PUUV), le responsable de la NE dans les pays
scandinaves a été isolé chez le campagnol roussatre Myodes glareolus (Brummer-

Korvenkontio et al. 1980). D’autres agents pathogénes responsables de fiévres
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hémorragiques ont ensuite été rapidement identifiés, comme Seoul virus (SEOV) et
Dobrava-Belgrade virus (DOBYV), trouvés respectivement chez Rattus norvegicus et
Apodemus flavicollis (Lee et al. 2014). L’ensemble des maladies causées par ces virus
retrouvés sur les continents européen et asiatique ont été regroupées sous le nom de

fievres hémorragiques avec syndrome rénal (Figure 2, p. 3).

L’intérét pour les hantavirus a progressé en 1993 quand une épidémie de
détresse respiratoire a fait ravage dans la région de « Four Corners » aux Etats-Unis,
avec un taux de létalité élevée (plus de plus de 40 %). Les premiéres recherches ont
révélé que les anticorps des patients affectés ont réagi avec des antigénes d’hantavirus,
et un nouvel hantavirus a été identifié chez la souris Peromyscus maniculatus (Zaki et
al. 1995). Ce virus a été appelé Sin Nombre virus (SNV), et fait partie des hantavirus

responsables de syndromes cardio-pulmonaires (Figure 2, p. 3).

Il est intéressant de noter que HTNV n’était pas le premier hantavirus a avoir
été découvert. En 1964, Thottapalayam virus avait été isolé a partir d’une musaraigne
capturée en Inde. Le virus ne présentait aucune pathogénicité pour I’homme et c’est
seulement en 1989 qu’il a été classé dans le genre Hantavirus, suite a I’étude de sa

morphologie et de son organisation génomique (Zhang 2014).

Ce n’est que plusieurs années plus tard, en 2006, que le premier hantavirus en
Afrique a été trouvé chez le rongeur Hylomyscus simus, et a été appelé Sangassou
virus (SANGV). Avant la découverte de SANGV, plusieurs études sur les hantavirus
ont déja été entreprises en Afrique. A présent, le nombre actuel des hantavirus trouvé
en Afrique est de douze (Klempa et al. 2006, Klempa et al. 2007, Meheretu et al.
2012, Sumibcay et al 2012, Weiss et al 2012, Gu et al. 2013, Witkowski et al. 2016,
Reynes et al. 2014, Filippone et al. 2016).

La gravité des maladies associées aux hantavirus, combinée a I’absence de
vaccin et de traitement antiviral ainsi qu'a leur distribution dans le monde entier,
constituent un probleme majeur de santé publique. Les hantavirus étant des virus a
ARN avec un génome segmenté, I’émergence d’éventuels réassortants génétiques peut

avoir lieu.



[1-2- TRANSMISSION A L’HOMME

Contrairement aux autres genres de la famille des Bunyaviridae (Phlebovirus,
Tospovirus, Orthobunyavirus, Nairovirus), les hantavirus ne sont pas transmis a
I’homme par des vecteurs arthropodes. La transmission a I’homme se produit par
inhalation d’un aérosol provenant d’urines et des excréements de rongeurs infectés
(Watson et al. 2014).

ANDV constitue une exception puisque de rares cas de transmission
interhumaine ont été rapportés (Figure 2, p. 3). Lors d’une épidémie en Argentine en
1996, 20 cas de HSCP ont été étudiés et les enquétes épidémiologiques ont révélé que
certaines infections seraient dues a des contacts rapprochés entre les malades (Wells et
al. 1997, Martinez et al. 2005). D’autres cas de transmission interhumaine ont été
décrits pour ANDV, et I’exposition a des fluides contaminés (salive, urine) pourrait

étre une cause d’infection (Watson et al. 2014).
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I1- MATERIELS ET METHODES

[11-1- POPULATION D’ETUDE

Avec l’autorisation du Comité d’Ethique National (Autorisation n° 066 -
MSANP/CE du 26 Juillet 2011), des individus adultes agés de 18 ans et plus (hommes
et femmes, sexe ratio : 1,019) ont été recrutés, entre 2011 et 2013, dans les 28 sites sur
les 31 du réseau sentinelle mis en place par I’'I[PM et du Ministére de la Santé dans le
cadre de la surveillance des fievres (a I’exception de ceux de Maintirano, Maroantsetra
et Sainte-Marie) répartis dans tout Madagascar (Figure 4, p. 12) ; le nombre total des
individus recrutés est de 1751, avec 60 a 90 individus choisis au hasard par site
(Tableau 2). Les sérums de ces individus ont été prélevés. Les sérums ont été

conservés a - 80 °C quand ils sont arrivés au laboratoire.

Tableau 2 : Liste des sites d’études ou les individus ont été recrutés dans le cadre du projet ZORA.

PROVINCE REGION N°  ZONE Nb d’individu
ANALAMANGA 1  ANJOZOROBE 60
ANALAMANGA 2 ANTANANARIVO 60
ANTANANARIVO VAKINANKARATRA 3 ANTSIRABE 61
BONGOLAVA 4  TSIROANIMANDIDY 62
DIANA 5  ANTSIRANANA 60
ANTSIRANANA DIANA 6  NOSY BE 60
SAVA 7  SAMBAVA 60
AMORON’I MANIA 8  AMBOSITRA 60
ATSIMO ATSINANANA 9  FARAFANGANA 63
FIANARANTSOA HAUTE MATSIATRA 10 FIANARANTSOA 60
IHOROMBE 11 IHOSY 91
VATOVAVY FITOVINANY 12 MANANIJARY 63
BOENY 13 AMBATO BOENY 60
SOFIA 14 ANTSOHIHY 60
MAHAJANGA BETSIBOKA 15 MAEVATANANA 60
BOENY 16 MAHAJANGA 60
SOFIA 17 MANDRITSARA 63
ALAOTRA MANGORO 18 AMBATONDRAZAKA 65
TOAMASINA ALAOTRA MANGORO 19 MORAMANGA 61
ATSINANANA 20 TOAMASINA 60
ANDROY 21 AMBOVOMBE 60
MENABE 22 BELO SURTSIRIBIHINA 60
ATSIMO ANDREFANA 23 EJEDA 66
MENABE 24 MIANDRIVAZO 65
TOLIARY ATSIMO ANDREFANA 25 MOROMBE 67
MENABE 26 MORONDAVA 60
ANOSY 27 TAOLAGNARO 62
ATSIMO ANDREFANA 28 TOLIARY 62
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Figure 4 : Répartition géographique des 28 sites ou les individus ont été recrutés.

Les individus recrutés dans cette étude ont été choisis au hasard et étaient des
personnes saines ; chaque individu a été questionné sur son activité professionnelle et
son éventuelle exposition aux rats.

Dans le cadre de notre étude, les sérums ont été utilisés pour la recherche des
anticorps 1gG dirigés contre les hantavirus par I’intermédiaire de la technique
sérologique Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA).
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I11-2- MATERIEL UTILISE POUR LE TEST ELISA
Dans cette étude, le kit commercial « DOBRAVA-HANTAAN IgG Enzyme
ImmunoAssay » (Reagena, Finlande) a été utilisé pour les tests ELISA.
I11-3- ANALYSE SEROLOGIQUE

ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) INDIRECT

Le test sérologique ELISA est une technique de dosage immuno-enzymatique
principalement utilisée en immunologie afin de détecter et/ou doser la présence des
anticorps ou des antigenes (Ag) dans un échantillon. Parmi les différents types de test

ELISA, le type indirect est le plus adapté pour atteindre 1’objectif de notre étude.
PRINCIPE

L’ELISA indirect consiste a détecter et/ou doser des anticorps spécifiques
dans un échantillon (sérum humain). Les antigenes correspondant a des protéines
recombinantes du virus HTNV sont fixés dans les puits d’une plaque de
microtitration. Les anticorps IgG dirigés contre les hantavirus du méme groupe vont
se lier spécifiquement a ces antigenes. Les anticorps IgG liés aux antigenes seront
détectés par addition des anticorps secondaires anti-lgG humains couplés a I’enzyme
« Horseradish peroxidase (HRP) » (conjugué). Le conjugué contient une enzyme de

type peroxydase, permettant la dégradation des peroxydes.

Une coloration est obtenue apres ajout d’un substrat (TMB = 3,3°,5,5’-
Tetramethyl benzidine) spécifique a I’enzyme. L’oxydation du TMB par la
peroxydase se traduit par un changement de la coloration du composé en bleu.

L’ajout de la solution STOP va arréter la réaction enzymatique entre la
peroxydase et le substrat TMB, et entrainer le virage de la coloration bleue en jaune.
L’intensité de la coloration jaune est proportionnelle a la densité optique (DO) et a la
concentration des anticorps a doser. La DO est mesurée a la longueur d’ondes
450 nm.

13



MODE OPERATOIRE

Préparation de la manipulation
Les sérums conservés a - 80 °C ont été transférés a + 4 °C pour qu’ils
puissent se décongeler. Les tests se déroulaient dans des plaques de microtitration a
96 puits. A chaque manipulation correspondait un plan de la plaque de microtitration
utilisée, c’est-a-dire un tableau qui indiquait les échantillons a tester dans chaque

puits pour faciliter le traitement des résultats.
Les manipulations se déroulaient selon les indications du kit commercial.

Préparation des échantillons biologiques
Les sérums a tester ont été dilués a 1:201. 2,5 pl de sérum ont été dilués dans

500 pl de tampon de dilution.

Dilution des contréles
Chaque contréle fourni par le kit (positif et négatif), sous forme de poudre, a

été dissous dans 1,3 ml du tampon de dilution, puis agité jusqu’a dissolution totale.

Dilution du tampon de lavage
Le tampon de lavage concentre a été dilué a 1:10. 50 ml du tampon de lavage
concentré ont été dilués dans 450 ml d’eau distillée.

Dilution du conjugué
Le conjugué a été dilué a 1:10. 1,2 ml du conjugué ont été dilués dans

10,8 ml de tampon de dilution.

Dépodt des sérums a tester et des contréles
Avant le dép6t des échantillons et des contréles, la plaque a été lavée une fois

au moyen d’un automate avec le tampon de lavage dilué.

Les sérums et les controles dilués (100 ul chacun) ont été déposés dans les
puits selon le plan de plaque, les contrbles ayant été déposés en dupliquat. La plaque
de microtitration a été recouverte d’un papier aluminium pour la protéger de la
lumiere ; ensuite, elle a été déposée sur un agitateur orbital a 450 rpm (rotation par

minute), puis laissée incuber pendant une heure a température ambiante.

Dép6t du conjugué
Aprés incubation, la plaque a été lavée quatre fois afin d’éliminer les

anticorps qui n’ont pas eté complexés par les antigenes.
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La plaque a été séchée, puis 100 pl du conjugué ont été ajoutés dans chaque
puits. La plaque a été recouverte de papier aluminium et laissée incuber sur un

agitateur orbital a 450 rpm pendant une heure a température ambiante.

Révélation
Aprés la deuxiéme incubation, la plaque a été lavée cinq fois afin d’enlever
les anticorps secondaires non fixés, puis elle a été séchée. Ensuite, 100 pul du substrat
TMB ont été ajoutés dans chaque puit, puis la plaque a été recouverte de papier

aluminium et laissée incuber pendant 30 minutes dans le noir.

Aprés cette derniere incubation, 100 pl d’acide sulfurique (solution STOP)
ont été ajoutés dans chaque puits. La plaque a été incubée sur I’agitateur orbital a
700rpm pendant 15 secondes. La plaque de microtitration a été recouverte de papier

aluminium jusqu’a la lecture de la DO car le TMB est photosensible.

Mesure de ’absorbance ou densité optique (DO)
L’absorbance (ou DO) a 450 nm doit étre lue dans les 10 minutes qui suivent
’ajout de la solution STOP. La lecture de la DO a été menée en parallele sur deux

lecteurs de plagues.

Validation des résultats
Aprés la lecture de 1’absorbance, les valeurs de DO obtenues pour chaque
échantillon et celles des contréles (positive et négative) ont été analysées. Le seuil de
positivité (valeur Cut-off), c’est a dire la valeur seuil qui détermine la positivité ou la

négativité d’un échantillon, a été calculé selon les indications du kit.

R = (DOéchantillon/DOcontrole positif) * K

R : résultat

DOéchantilion : valeur de I’absorbance d’un échantillon
DOcontrole positif : valeur de 1’absorbance du controle positif
K : valeur indiquée pour chaque kit (fiche de contrdle)

Les résultats sont interprétés comme suit :

NEGATIF:R<0,8
DOUTEUX : 0,8<R<1,2
POSITIF:R>1,2
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I11-4- ANALYSE MOLECULAIRE
Dans cette étude, I’analyse moléculaire a été réalisée sur :

e les serums des individus trouveés positifs et douteux en ELISA ;

e les sérums de 30 individus (choisis au hasard et représentatifs des sites
répartis dans les 6 provinces) trouves négatifs en ELISA ;

e les sérums des individus les plus exposés aux rats (les individus qui ont a

la fois touché les rats vivants, tué les rats et touche les rats morts).

L’analyse moléculaire comportait 1’extraction du génome viral et
I’amplification des génes par la technique PCR (Polymerase Chain Reaction). Ces
différentes manipulations ont été effectuées dans des pieces séparées pour éviter les

contaminations.

111-4-1- EXTRACTION DU GENOME VIRAL

PRINCIPE

L’extraction du génome viral (dans le cas des hantavirus, virus a ARN) a
partir des sérums humains repose sur une premiére étape de lyse, suivie de la
purification des acides nucléiques par Dintermédiaire d’un systéme de
chromatographie sur colonne-filtre disponible sous forme de Kit commercial

«NucleoSpin® Dx Virus » (Macherey-Nagel, Germany).
MODE OPERATOIRE
L’extraction du génome viral a été réalisée en 5 étapes :

Premiére étape : phase de lyse

Le tampon de lyse (600 pl) RAV1 contenant du «carrier RNA » (pour
améliorer la fixation des ARN sur la colonne-filtre du kit et pour augmenter le
rendement en ARN) a été ajouté a raison de 150 pl de sérum par tube de 1,5 ml. La
solution a été mélangée avec la pipette, puis le mélange a été brievement agité au
vortex. Ensuite, le mélange a été porté au bain-marie a une température de 70 °C
pendant 5 minutes pour détruire les capsides et I’enveloppe virale. Aprés
I’incubation, le melange a été brievement centrifugé (200 rpm , 3 sec : short spin,).
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Deuxiéme étape : phase de précipitation
De I’éthanol absolu (600 ul) a été ajouté dans le lysat afin de précipiter les

ARN viraux, puis le tout a été agité au vortex pendant 10 a 15 secondes.

Troisieme étape : phase de fixation
Le lysat (700 pul) a été versé dans une colonne constituée d’un tube collecteur
et d’une colonne a filtre. Apres une centrifugation a 8000 xg pendant 1 min, I’ARN
était fixé sur la colonne, tandis que le liquide ayant traverse la colonne a été récupéré

dans le tube collecteur et jeté. Ce processus a été effectue 2 fois de suite.

Quatriéme étape : phase de lavage
Cette phase a consisté a éliminer les contaminants (organites et débris
cellulaires). La colonne a été lavée trois fois de suite avec 2 tampons de lavage
différents (RAW et RAV3).

Le premier lavage a été effectué avec 500 pl du tampon de lavage RAW, puis
I’ensemble a été soumis a une centrifugation a 8000 xg pendant une minute pour
éliminer les contaminants et les potentiels inhibiteurs, tels que les alcools et le

« carrier RNA », des réactions en aval de I’extraction, comme la PCR.

Le second et le troisieme lavage ont été entrepris avec le tampon de
lavage RAV3 : 600 ul a 8000 xg pendant 1 min et 200 ul a 11 000 xg pendant 3 min,
respectivement. La vitesse de centrifugation plus importante pour le dernier lavage a
permis d’éliminer le tampon de lavage RAV3 qui est un potentiel inhibiteur de la
PCR.

Cinquiéme étape : phase d’élution
Du H>O dépourvu de RNase (50 ul), préalablement chauffé a 70 °C, a été
ajouté dans la colonne a filtre, sans toucher la paroi ni le filtre. La colonne a été
ensuite incubée pendant 1 a 2 min, puis une centrifugation a 11 000 xg pendant 1 min
est réalisée. L’extrait d’ARN a été collecté dans un tube de 1,5 ml. L’extrait d’ARN

a eté conservé a une température de -80 °C en attendant son utilisation.
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111-4-2- REVERSE TRANSCRIPTASE — POLYMERASE CHAIN REACTION
NICHEE

PRINCIPE

La transcription inverse permet de transcrire in vitro un extrait d’ARN viral
en ADN complémentaire (ADNCc) en utilisant I’enzyme transcriptase inverse (RT)
qui est une ADN polymérase ARN dépendante.

Ensuite, la réaction PCR permet d’amplifier in vitro une région spécifique du
génome afin d’en obtenir une quantité suffisante pour le détecter. Les genes sont
amplifiés de facon exponentielle par utilisation de couple d’amorces délimitant une
séquence d’intérét : amorce sens (5°—3”) et amorce anti-sens (3°—5”). Pour cela,
une série de réactions permettant la réplication d’une matrice d’ADN double brin est

répétée en boucle :

- Dénaturation de ’ADN : 92 - 95 °C.

- Hybridation des amorces sur les deux brins d’ADN. Elle dépend de la
température melting (Tm) du couple d’amorces : 45 — 60 °C.

- Elongation ou la synthése du brin complémentaire par ajout des bases
nucléotidiques sur chaque brin d’ADN : 70 — 72 °C.

Au cours de la réaction PCR, les produits obtenus a la fin de chaque cycle

servent de matrice pour le cycle suivant.

La transcription inverse et la PCR ont été réalisées en une seule étape (one-
step RT-PCR).

La PCR nichée permet I’amplification d’un produit issu d’une premiere PCR
avec une autre couple d’amorces. Ces dernieres s’hybrident dans une partie a

I’intérieur de la sequence amplifiée auparavant afin d’augmenter la sensibilité.

Dans cette étude, des amorces dégénérées ont été utilisées pour détecter une
partie codante du segment L des hantavirus (HAN-L-F1 et HAN-L-R1 : pour la
premieére PCR ; HAN-L-F2 : et HAN-L-R2 : pour la PCR nichée) ; ces amorces été

utilisés pour détecter le premier hantavirus en Afrique (Klempa et al. 2006).

Pour la premiere amplification, le RT-PCR, la taille moléculaire attendue est
de 452 pb et pour la deuxieme amplification, la PCR nichée, la taille attendue est de
390 pb.

18



MODE OPERATOIRE

Le mélange réactionnel (mix) est prépare selon le Tableau 3. Son volume est

calculé en tenant compte du nombre d’échantillons a analyser et des 2 témoins,

positif et négatif (Tableau 3).

Tableau 3 : Préparations des mélanges réactionnels pour 1’analyse moléculaire : RT-PCR,

PCR nichée.
RT-PCR PCR NICHEE
Réactif Volume Réactif Volume

Eau (Nuclease free) 25 pl Eau (Nuclease free) 28,75 pl
Tampon Taq 5X 0 tampon Tag 5X 0wl
MgCI2 (25mM) 3ul MgCI2 (25mM) 3ul
dNTP (10mM) 1l dNTP (10mM) 1l
HAN-L-F1 (10uM) 2,5 ul HAN-L-F2 (10uM) 2,5l
HAN-L-R1 (10uM) 2,5 ul HAN-L-R2 (10uM) 2,5l
RNAsine (40U/ul) 0,5 ul Taq polymerase 0,25 ul
RT-AMV (10U/ul) 0,25 pl Total 48 ul
Taq polymerase 0,25 pl

Total 45 pl

L’extrait d’ARN de volume 5 ul a été ajouté dans le mélange réactionnel
(volume final = 50 pl). L’amplification génique se fait dans un thermocycleur

(BIOMETRA) suivant un programme préinséré dans la machine (Tableau 4).

Tableau 4. Profil thermique de la RT-PCR Hantavirus (Klempa et al. 2006).

Etape Température Temps
Transcription inverse 42°C 60 min
Activation de la polymérase 95°C 5 min

95°C 45 sec
35 cycles de PCR 42°C 45 sec
72°C 60 sec
72°C 10 min

Elongation et conservation .
4°C 10 min
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Pour la deuxieme PCR (PCR nichée), 2 pl de I’amplicon de la premiére PCR
ont été ajoutés dans le mélange réactionnel (volume final = 50 pl). Le programme de

I’amplification est détaillé dans le Tableau 5.

Tableau 5. Profil thermique de la PCR nichée Hantavirus (Klempa et al. 2006).

Etape Température Temps

Activation de la polymérase 95°C 5 min
95°C 45 sec

30 cycles de PCR 42°C 45 sec
72°C 60 sec

72°C 10 min

Elongation et conservation .
4°C 10 min

[11-4-3- ELECTROPHORESE SUR GEL D’AGAROSE

PRINCIPE

La technique de I’¢lectrophorése sur gel d’agarose est utilisée pour séparer les
acides nucléiques selon leur poids moléculaire. La séparation des macromolécules
dépend de deux variables : la charge et la masse. Les molécules repoussées d’un coté
par le courant électrique produit par une électrode sont attirées simultanément par le
courant produit par I’autre électrode. Les molécules d’ADN devraient étre du coté de
la cathode car I’ADN est chargé négativement dans le milieu basique du tampon de
migration, donc les molécules d’ADN vont migrer vers [’anode puisqu’ils seront
repoussés par la charge de la cathode. La variation de tension électrique est
inversement proportionnelle a la taille des fragments d’ADN : la valeur maximale de
5 V/cm est utilisée pour des fragments de moins de 1 000 pb. La durée de migration
varie en fonction de la taille des fragments d’ADN a séparer. La force de friction des
matériaux composant du gel joue le rble de «tamis moléculaire » et sépare les
molécules en fonction de leur taille. Durant I’¢électrophorese, les macromolécules
sont poussées a travers les pores. La concentration du gel d’agarose dépend des
tailles des fragments d’ADN a séparer. La vitesse de migration a travers le champ
électrique dépend de leur poids moléculaire : plus la molécule est de petite taille, plus
sa migration est rapide. L agarose convient aux fragments d’ADN de taille comprise
entre 100 pb et 60 000 pb.
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MODE OPERATOIRE

Préparation du gel d’agarose

La quantité appropriée d’agarose a été pesee sur une balance de précision.
Dans cette étude le gel utilisé est a 2 % : 2 g d’agarose ont été dissous dans 100 ml
de Tris acétate EDTA 0,5X (= 20mM Tris-acétate, 0,5mM EDTA) (TAE).

Le mélange a été chauffé dans un four & micro-ondes jusqu’a dissolution
complete de la poudre d’agarose. Le SYBR® Safe (Invitrogen™) (15%), un agent
intercalant de ’ADN qui émet une fluorescence mauve quand il est excité a une
longueur d’ondes entre 254 et 365 nm dans I’ultra-violet (UV), a été ajouté quand la
température du gel était d’environ 60 °C. Cette fluorescence permet la révélation des
fragments d’ADN sur le gel.

Le gel d’agarose fondu a été verse dans un moule avec les peignes appropriés
pour créer des puits. Ensuite, le gel a été laissé a température ambiante pour
permettre sa solidification.

Dép6t et migration des produits de la PCR nichee

Les peignes ont été retirés pour former les puits. Le gel a été placé avec son
support dans une cuve électrophorétique contenant le tampon de migration qui est le
TAE 0,5X, puis 6 pl de chaque échantillon d’ADN ont été chargés dans les puits du
gel. Le marqueur de poids moléculaire (7 pl) utilisé est le « DNA ladder 100 bp »
(Invitrogen™) qui va servir de référence pour les échantillons analysés.

Les électrodes du couvercle de la cuve électrophorétique ont été branchées au
générateur. Le gel a été soumis a 1 a 5 VV/cm de tension électrique.

Selon le nombre des échantillons a déposer, un grand ou petit gel a été utilisé,
les paramétres étant respectivement :

- 180V de tension électrique et 200 mA d’intensité, pendant 45 min.

- 120V de tension électrique et 150 mA d’intensité, pendant 30 min.

Visualisation des bandes aprés migration
Le gel d’agarose a été placé sous lumiére UV puis photographié dans un
appareil appelé « gel scan » afin de visualiser les différentes bandes. Les échantillons
qui montrent des bandes de taille similaire a la taille attendue sont considérés comme
positifs et sont par la suite soumis au séquencage (x 45 ul d’échantillons). La
réaction de RT-PCR est considérée valide seulement si le témoin positif et le témoin

négatif sont confirmés.
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IV- RESULTATS

IV-1- ANALYSE DESCRIPTIVE DE LA POPULATION D’ETUDE
La présente étude a été faite sur 1751 individus recrutés dans 28 sites d’étude
correspondant a des centres de santé du réseau sentinelle a Madagascar (IPM et
Ministere de la Santé) (Figure 4, p. 12 ; Tableau 2). Le sexe ratio de la population
est égal & 1,019 (H/F) avec 884 hommes et 867 femmes. Les individus recrutés sont

des adultes de 18 a 99 ans (age moyen de 37 ans) (Figure 5).
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Figure 5 : Distribution de la population selon la classe d’age avec un intervalle de 10 ans.

Les individus ont été interrogés par rapport aux risques d’infections aux
hantavirus, en particulier en tenant compte de I’activit¢ professionnelle et de
I’exposition aux rats. Compte tenu de leur grande variété, les activités recensées au

cours de I’enquéte ont été groupées de fagon arbitraire en 8 catégories (Figure 6).
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Figure 6 : Distribution de la population selon I’activité professionnelle.

(1 : Administratif, enseignant/étudiant ; 2 : Retraité, sans activité ; 3 : Agriculteur, Gardien/éleveur
d’animaux ; 4 : Commercant; 5: Femme au foyer/ service ménage; 6: Artisan; 7: Agent de
santé/social ; 8 : Autres (ex : coiffeuse, chauffeur, ...))
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A chaque individu a été attribué un score zoonotique selon 1’exposition aux
rats. Un score « Bas » a été attribué aux individus qui n’ont eu aucun contact avec les
rats. Un score « Moyen » a été attribué aux individus qui ont vu ou entendu les rats
dans leur maison ou dans les environs de leur maison. Un score « Haut » a été
attribué aux individus qui ont eu des contacts avec les rats ; ce sont des personnes qui

ont, soit touché des rats vivants ou des rats morts, soit tué des rats (Figure 7).
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Figure 7 : Distribution de la population selon 1’exposition aux rats.

IV-2- ANALYSE SEROLOGIQUE

Les sérums provenant des 1751 individus recrutés ont été analysés par la
technique ELISA pour tester la présence des anticorps IgG contre les hantavirus.
D’apres un premier criblage, 31 sérums ont été positifs, 31 douteux et 1689 négatifs
(Figure 8, p. 24).

Les 62 sérums trouvés positifs et douteux ont été analyseés en ELISA une

deuxieme fois en dupliquat (Figure 8, p. 24).

Les échantillons positifs issus de la deuxiéme analyse ont été considérés
comme vrais positifs. En conclusion, le pourcentage des individus séropositifs aux
hantavirus est de 1,71% (n=30/1751) (Figure 8, p. 24).
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Figure 8 : Récapitulatif des analyses ELISA pour la détection des anticorps IgG contre les

hantavirus.

Ces individus séropositifs proviennent de 18 sur les 28 sites d’études (Figure 9).
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Figure 9. Distribution géographique et séroprévalence des hantavirus dans les 28 sites d’études a

Madagascar.
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Les points rouges indiques sur la figure 9 représentent les sites de provenance
des individus séropositifs, la seroprévalence par site étant de 0 a 6,6%. Les sites avec
les gros points correspondent a des séroprévalences comprises entre 4 - 7%
(Sambava, Antananarivo, Ambositra) ; les sites avec les points de taille moyenne
correspondent a des séroprévalences comprises entre 2 - 4% (Nosy be, Toamasina,
Toliary, Fianarantsoa, Taolagnaro.) ; et les sites avec les plus petits points
correspondent a des séroprévalences inferieures a 2% (Antsiranana, Antsohihy,
Mahajanga, Anjozorobe, Miandrivazo, Belo sur Tsiribihina, Morondava,
Farafangana, Ejeda, Ambovombe ). D’aprés I’analyse statistique univariée (test de
Fisher Exact avec le logiciel STATA 13), aucune différence significative n’a pu étre
montrée entre la seropositivité aux hantavirus et 1’origine géographique (site : p=0,2 ;

province p = 0,3).

Parmi les 30 individus séropositifs aux hantavirus 19 sont des hommes et 11
sont des femmes, agés de 18 a 70 ans (4ge moyen : 42,7 ans) (Figure 10a). L’analyse
univariée a montré que, bien que 11 sur les 30 individus séropositifs soient dans la
classe d’age [18-29], il n’y a pas différence significative entre les différentes classes

d’ages (p = 0,88), il N’y a pas de lien significatif avec le sexe (test Chi2, p = 0,15).

700  11(1,6%)
B Effectif total

600 )
m Nombre de séropositifs
>00 s<1,4%)
’é 400 ,8%)
L —
&5 300 7%)
200
,2%)
100 1(3,3%) g 0
0 30" -12- 3
[18,29][30,39][40,49][50,59][60,69][70,79][80,89][90,99]

Classe d'age

Figure 10a: Séroprévalence des hantavirus dans la population malagasy selon la classe

d’age.
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Parmi 30 individus séropositifs, 12 (38,7%) sont des agriculteurs et des
¢leveurs d’animaux qui appartiennent a la catégorie 3 (Figure 10b). Cependant,
I’analyse statistique (test Fischer exact) n’indique pas une différence significative

entre les différentes catégories d’activités professionnelles (p = 0,59).
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Figure 10b: Seéroprévalence des hantavirus selon les catégories des activités

professionnelles.

(1 : Administratif, enseignant/étudiant ; 2 : Retraité, sans activité ; 3 : Agriculteur, Gardien/éleveur
d’animaux ; 4: Commercant; 5: Femme au foyer/ service ménage; 6: Artisan; 7 : Agent de
santé/social ; 8 : Autres (ex : coiffeuse, chauffeur, ...)

Concernant I’exposition aux rats, la majorité des individus (17/31) sont inclus
dans le score « Moyen » (avoir vu ou des rats dans la maison, entendu des rats dans
la maison ou dans les environs de la maison), sans lien significatif selon le test Chi2
(p = 1) (Figure 10c).
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Figure 10c. Séroprévalence des hantavirus selon 1’exposition aux rats.
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Les tableaux 6 et 7 résument tous ces résultats.

Tableau 6 : Répartition des individus séropositifs selon I’origine géographique, le sexe,

I’age, les catégories des activités professionnelles et I’exposition aux rats.

NP Zone Sexe Age Catégorie Qes activites , Scor.e.
professionnelles d’exposition
1 Toliary H 54 Administratif, 1 Moyen
Enseignant/Etudiant
:Zg L%g;rée E ég Retraité, Sans activité 2 I—éz:;t
4  Sambava H 52 Moyen
5 Ambositra F 70 Moyen
6 Farafangana H 67 Moyen
7 Ambositra H 41 Moyen
8 Nosy Be H 18 Moyen
9 Anjozorobe F 57 Agriculteur, Gardien /éleveur 3 Moyen
10 Antsohihy H 39 d’animaux Haut
11 Antsiranana H 27 Haut
12 Taolagnaro H 26 Haut
13 Toamasina H 48 Haut
14 Ambovombe H 44 Haut
15 Morondava H 20 Haut
16 Sambava F 35 Moyen
17 Miandrivazo F 53 Commercant 4 Moyen
18 Mahajanga F 40 Haut
19 Fianarantsoa F 37 Bas
20 Antananarivo F 35 Moyen
21 Taolagnaro F 22 Femme au foyer/service ménage 5 Moyen
22 Belo sur Tsiribihina F 27 Haut
23 Ejeda F 24 Haut
24  Ambositra H 33 Moyen
25 Fianarantsoa H 35 Aurtisan 6 Moyen
26 Toamasina H 40 Moyen
27 Ambositra H 26 Agent de Santé/social 7 Moyen
gg i&rlea?@:erivo '; gg Autres (ex : coiffeuse, chauffeur, 8 mgzzg
30 Antananarivo H 29 ) Haut
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Tableau 7 : Séroprévalence aux hantavirus dans la population malagasy selon 1’age, le sexe,

I’exposition aux rats et les activités professionnelles.

Nombre de

Analyse séropositifs p-value
Age
[18-29] 11/651(1,6%)
[30-39] 6/411(1,4%)
[40-49] 6/328(1,8%)
[50-59] 4/227(1,7%)
[60-69] 2189(2,2%) 0,88
[70-79] 1/30(3,3%)
[80-89] 0/12
[90-99] 0/3
Sexe
Homme 19/884(2,1%) 0.15
Femme 11/867(1,2%) ’
Exposition aux rats
Bas 2/136(1,4%)
Moyen 17/987(1,7%) 1
Haut 11/628(1,7%)
Activité professionnelle
1 1/202(0,5%)
2 2/46(4,3%)
3 12/778(1,5%)
4 3/136(2,2%) 0.59
5 5/258(1,9%) ’
6 3/169(1,7%)
7 1/20(5%)
8 3/142(2,1%)

IV-3- ANALYSE MOLECULAIRE

Au total, 146 échantillons ont été testés par I’intermédiaire de la RT-PCR
NICHEE : i) 31 positifs, 31 douteux et 30/1689 négatifs issus du premier test ELISA

(Figure 8, p. 24) ; ii) 54 sérums provenant des individus qui ont a la fois touché des

rats vivants ou morts et tué des rats. (Score « Haut » d’exposition aux rats).

Aucune présence des ARN génomiques des hantavirus n’a été détectée dans

les extraits d’ARN provenant de ces 146 sérums.
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V- DISCUSSION

Les hantavirus sont des virus zoonotiques a ARN appartenant a la famille des
Bunyaviridae. L’infection de ces virus dans les animaux réservoirs (petits
Mammiferes : rongeurs, insectivores, chauves-souris) est asymptomatique, alors
qu’ils sont pathogénes pour I’homme (Jonsson et al. 2010, Arai et al. 2012, Weiss et
al. 2012, Arai et al. 2013).

L’infection des hantavirus chez I’homme est responsable de la fievre
hémorragique a syndrome rénal, en Europe et en Asie, et de I'hantavirose a syndrome
cardiopulmonaire en Amérique (Bi et al. 2008, Vaheri et al. 2013, Kriger et al.
2015) (Figure 2, p. 3).

Concernant le continent africain, plusieurs études sérologiques (Gonzalez et
al. 1989, Rodier et al. 1993, Nakounne et al. 2000) ont été effectuées avant la
découverte du virus Sangassou chez le rongeur Hylomiscus simus en Guinée en
2006 (Klempa et al. 2006).

Actuellement, le nombre total des hantavirus découverts sur ce continent est
de douze (Klempa et al. 2006, Klempa et al. 2007, Kang et al. 2011, Meheretu et al.
2012, Sumibcay et al 2012, Weiss et al 2012, Gu et al. 2013, Witkowski et al. 2016,
Reynes et al. 2014, Filippone et al. 2016) (Tableau 1, p. 4).

Depuis, plusieurs études sur la séroprévalence humaine ont été effectuées
dans plusieurs régions d’Afrique (Klempa et al. 2010, Klempa et al. 2013,
Witkowski et al. 2014, Witkowski et al. 2015).

A Madagascar, bien qu’une étude ait montré la présence des anticorps contre
les hantavirus chez les rongeurs et les individus qui les avaient capturés (Rollin et al.
1985), c’est seulement en 2014 que la variante Anjozorobe virus de ’espéce THAIV
a été découverte chez deux rongeurs (Rattus rattus, Eliurus majori) (Reynes et al.
2014) (Tableau 1, p. 4, Figure 3, p. 6).

La présente étude a été faite pour déterminer la séroprévalence humaine des
hantavirus a Madagascar. La technique sérologique ELISA indirect a été utilisée

pour atteindre cet objectif.
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L’étude a été faite dans une population générale adulte recrutée dans le cadre
du projet ZORA mise en place a I’IPM et focalisé sur les maladies zoonotiques a
Madagascar. Ces individus provenaient de 28 sites (Figure 4, p. 12, Tableau 2, p. 11).

Nous avons essay¢ de définir le risque zoonotique de la population d’étude ;
pour cela, les individus ont été groupé en 8 catégories selon leur activité
professionnelle et en trois groups selon I’exposition aux rongeurs (Figure 6 et 7, p.22
et 23).

Ne disposant pas d’une technique sérologique spécifique pour le virus
Anjozorobe, I’analyse sérologique a été effectuée par 1’intermédiaire d’un kit
commercial (« DOBRAVA-HANTAAN 1gG EIA »), developpé a partir de la
protéine recombinante de la nucléocapside (rNP) de HTNV.

Les protéines des nucléocapsides sont des antigenes immunodominants au
cours de ’infection des hantavirus et la majeure partie des anticorps sont sécrétés
contre ces antigénes (Yoshimatsu and Arikawa 2014).

Compte tenu du fait que le criblage ELISA avec la rNP de HTNV peut
détecter d’autres hantavirus associés aux rongeurs de la sous-famille des Murinae
(SEQV, DOBYV et THAIV) (Yoshimatsu and Arikawa 2014), et que I'hantavirus
trouvé & Madagascar est une variante génétique de THAIV (Reynes et al. 2014),
nous avons décidé d’utiliser cette approche méthodologique, en supposant qu’il y a

cross-réactivité entre le virus Anjozorobe et HTNV/DOBV.

L’évaluation du kit EIA HTNV/DOBYV a déja été effectuée sur des patients
confirmés positifs aux hantavirus (Kelo et al. 2012).

Notre étude a permis de trouver une séroprévalence des hantavirus a
Madagascar de 1,71% (n=30/1751).

Sur les 30 individus séropositifs aux hantavirus, aucun lien n’a été trouvé
avec les variables (sexe, age, exposition aux rats, activité professionnelle) testées
d’aprés les analyses statistiques (Tableau 6 et 7, p. 27 et 28 ; Figure 10a, 10b,10c,
p.25 et 26).

Bien que la majorité (12) des individus séropositifs se trouve, en nombre
absolu, dans la catégorie des agriculteurs et des éleveurs (Tableau 7, p. 27), cela est
aussi en lien avec le nombre de ces derniers recrutés au cours de cette étude
(778/1751).
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La présence des anticorps IgG permet d’affirmer que ces individus ont été en
contact avec ces hantavirus dans le passé et qu’ils ont acquis une immunité contre

ces virus.

Les échantillons trouves douteux au cours des analyses ELISA pourraient
contenir un taux d’anticorps IgG faible contre les hantavirus, mais qui reste au-

dessous du seuil de positivité.

Bien que la séroprévalence observée de 1,7%, aucune trace d’ARN virale a
été détectée dans les ARN extraits a partir des individus séropositifs. L’absence de
I’ARN génomique chez ces individus séropositifs pourrait étre due au fait que la
virémie des hantavirus n’est plus détectable au-dela de 30 a 40 jours apres I’infection
(Korva et al. 2013). La présence des anticorps 1gG dans les sérums correspond au
fait que les anticorps 1gG persistent plus longtemps dans I'organisme, contrairement a

la virémie qui se dissipe peu a peu et disparait a un moment donné.
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VI- CONCLUSION ET PERPECTIVES

Cette étude s’est focalisée sur la détermination de la séroprévalence humaine
des hantavirus chez la population malagasy. Nous avons observé un pourcentage de
1,71% (n=30/1751), valeur de séroprévalence comparable a celles trouvées dans
plusieurs régions d’Afrique (Klempa et al. 2010, Klempa et al. 2013, Witkowski et
al. 2014, Witkowski et al. 2015). Pour confirmer ces résultats, des tests plus
spécifiques avec des antigenes recombinants du virus Anjozorobe virus et/ou du virus

Thailand seront mis en place.

Etant donné que THAIV est I'un des responsables de la FHSR en Asie, et que
le virus Anjozorobe est une de ses variantes génétiques, des études sur des patients

souffrant de fievres d’étiologie inconnue seraient envisageables & Madagascar.

Les données actuelles concernant les hantavirus a Madagascar sont encore
tres limitées, le virus Anjozorobe étant le seul hantavirus connu dans le territoire
malagasy. D’autres études seront nécessaires pour investiguer la présence d’autres
hantavirus potentiellement pathogenes pour 1I’homme chez d’autres rongeurs,

insectivores ou chauves-souris.
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ANNEXES

ANNEXE 1 : CARACTERISTIQUES DES AMORCES UTILISEES EN
RT-PCR ET EN PCR-NICHEE (Klempa et al. 2006).

Amorces Séquence (5' vers 3) Position
RT-PCR
HAN-L-F1 (forward) ATGTAYGTBAGTGCWGATGC 2899-2918
HAN-L-R1 (reverse) AACCADTCWGTYCCRTCATC 3356-3337
PCR-NICHEE
HAN-L-F2 (forward) TGCWGATGCHACIAARTGGTC 2910-2930
HAN-L-R2 (reverse) GCRTCRTCWGARTGRTGDGCAA 3399-3278

ANNEXE 2 : APPAREIL UTILISE POUR LA PCR.

Figure 11 : Thermocycleur utilisé pour le RT-PCR nichée Hantavirus (BIOMETRA T 3000).
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