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FHCC : fièvre hémorragique de Crimée-Congo  

EV : entérovirus  
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SK : sarcome de Kaposi   
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IPB : Institut Pasteur de Bangui 

MSAS : ministère de la santé et de l’action sociale du Sénégal 

CRORA : centre collaborateur OMS de référence et de recherche sur les arbovirus et virus de 

fièvres hémorragiques 
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IRM : imagerie à résonnance magnétique  

PCR : réaction de polymérisation en chaîne 

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

IgM: immunoglobulines de type M  

MALDI-TOF: matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight 

NGS : next-generation sequencing  

DEVINE : «Détection de nouveaux virus impliqués dans les encéphalites chez l’homme en 

Afrique centrale et de l’Ouest»  

IF : immunofluorescence directe  

OIE : organisation mondiale de la santé animale 

ANSD: agence nationale de la statistique et de la démographie 

RGPHAE : recensement général de la population et de l’habitat, de l’agriculture et de 

l’élevage 

ED-SEV : Ecole doctorale sciences de la vie, de la santé et de l’environnement          

RT-PCR : transcription inverse-réaction de polymérisation en chaîne 

TDR : test de détection rapide 

RT : transcription inverse 

kb : kilobases  

dNTP : désoxyribonucléotides triphosphate 

BET : bromure d’éthidium  

Thyb : température d’hybridation des amorces 
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NC: extrémité non-codante           

EISMV : Ecole Inter-états des Sciences et Médicine Vétérinaires de Dakar  

SEN: Sénégal 

CI: Côte d'Ivoire 

CHU : centre hospitalier universitaire  

CHNU: centre hospitalier national universitaire  

BIC: Bayesian Information Criterion 

SH-like: Shimodaira-Hasegawa  

FAM : fluorescein amidite            

BBQ: blackberry quencher   

nt: nucléotides 

IPP : Institut Pasteur à Paris  

LOD: limite de détection  

ROC: «Receiver Operating Characteristic»  

AUC : aire sous la courbe ROC  

CV : coefficient de variation  

Cq : quantitative cycle  

CAI : indice d’adaptation des codons  

TMV : virus de la mosaïque du tabac  

DEZV : virus Dézidougou  

pb : paires de bases 

MOZ : Mozambique          

CAM : Cameroun         
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RCA : République Centrafricaine          

Et : écart-type  

Nég: négatif 

GTR +G : generalized time-reversible avec catégories gamma  

AFS: Afrique du Sud 

RACE : Rapid Amplification cDNA Ends  

DI50/mL : dose infectieuse à laquelle 50%  des souriceaux sont morts par millilitre 

CNR-IPP: centre national de référence pour la rage, Institut Pasteur, Paris, France 

Cosmo: lignée cosmopolitaine 

ND: non-déterminée 

Id : identification  

BBLV : Bokeloh bat lysssavirus    

DUVV : virus Duvenhage 

EBLV : European Lagos bat virus  

RNC: région non-codante 

aa: acide aminé 

ITV: Israélo-turkey virus 

 CS: séquences conservées 

ImCS: séquence conservée imparfaite  

GARD: Genetic Algorithms for Recombination Detection  

HK: Kishino-Hasegawa  

dN : taux de sites non-synonymes  

dS : taux de sites synonymes  
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FUBAR: fast unconstrained Bayesian approximation  

Branch-site REL: branch-site random effects likelihood  

MCMC: Markov Chain Monte Carlo  

GMRF: Gaussian Markov Random Field   

ESS : taille de la population effective  

MCC : maximum de crédibilité des clades  

GTR+I : generalized time-reversible avec une catégorie gamma discrète et une proportion de 

sites invariables  

CRP : protéine C réactive  

iPSC: cellules pluripotentes humaines 

BMEC : cellules microvasculaires endothéliales du cerveau  

NSC : cellules souches neurales primitives  
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INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 

Malgré les défis imposés par la maladie à virus Ebola, notamment en terme de couverture de 

la vaccination systématique, de gestion des épidémies et de prise en charge des patients en cas 

d’affection grave, le continent africain a encore un pas important à franchir dans la prise en 

charge des encéphalites humaines aigues qui représentent un sérieux problème de santé 

publique. Les encéphalites sont en générale associées à une mortalité et une morbidité élevées 

ou à des dommages sévères permanents (Granerod et al., 2010; Clarke et al., 2006).  

Dans un contexte mondial où le nombre d’épidémies est élevé et sans cesse croissant, la vaste 

majorité des cas d’encéphalites aiguës reste toujours inexpliquée (Bitnun & Richardson., 

2015). Bien qu’une encéphalite puisse affecter tous les âges et tous les sexes, certaines études 

ont montré une légère prédominance chez le sexe mâle (Kumar et al., 2015; Kakkar et al., 

2013). Ce syndrome peut être associé à une large gamme de pathogènes de type parasitaire, 

bactérien ou viral. Cependant, les virus sont impliqués dans la plupart des cas diagnostiqués, 

principalement associés à des agents viraux émergents ou ré-émergents (Glaser et al., 2006).  

Ainsi, les encéphalites virales sont responsables d'un tableau clinique grave qui requiert 

l'hospitalisation. Elles sont caractérisées par une association de deux de ces trois signes 

cliniques principaux; à savoir une fièvre supérieure à 38°C, des céphalées et/ou un niveau de 

conscience altéré. Une encéphalite virale aiguë correspond à une inflammation, sans 

suppuration, du parenchyme cérébral associée à un dysfonctionnement cérébral détecté 

cliniquement (Solomon et al., 2007; Kennedy., 2005). Bien qu’il n’existe pas de traitement 

définitif et effectif dans la majorité des cas, l'identification rapide d'un agent spécifique est 

d’une importante fondamentale puisqu’elle peut conditionner le pronostic et la prévention afin 

d’éviter une éventuelle transmission et la mise en place de mesures de santé publique.  

Toutefois, très peu d'études visent à connaître de manière systématique les agents viraux 

responsables et la plupart de ces études a été jusqu'à maintenant effectuée dans des pays 

développés (Flores-Gonzalez et al., 2015; Huppatz et al., 2009). En outre, malgré l’utilisation 

des techniques modernes de diagnostic (Debiaisi et al., 2004), l’identification spécifique de
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l’étiologie responsable de l’encéphalite demeure souvent difficile (Mailles et al., 2009). Par 

conséquent, plus de connaissances sur ces cas d’encéphalites virales et des outils de 

diagnostic efficaces sont nécessaires, principalement pour les pays africains.  

Ainsi, cette étude a été menée dans le but de mieux comprendre l’épidémiologie des 

encéphalites virales aiguës au Sénégal. Pour cela, nous avons d’abord utilisé une approche 

globale pour déterminer de manière spécifique les étiologies virales impliquées chez des 

patients avec un âge supérieur ou égal à quinze ans (≥ 15 ans), hospitalisés pour un tableau 

clinique d’encéphalite virale aiguë, au niveau de quelques services hospitaliers. 

L’identification de l’agent viral spécifique souligne la nécessité d’outils de diagnostic fiables. 

Ainsi, dans le cadre d’une approche ciblée, la caractérisation moléculaire de souches du virus de 

la rage circulant au Sénégal a été réalisée d’une part, afin de mieux comprendre sa phylogénie 

récente et de développer des outils efficaces pour sa détection. D’autre part, en raison du nombre 

sans cesse croissant de nouveaux virus impliqués dans ces cas d’encéphalites, nous avons réalisé 

la caractérisation moléculaire de souches du flavivirus Bagaza dans le but de mieux comprendre 

son épidémiologie moléculaire au Sénégal, voir l’évolution du virus Bagaza en utilisant une 

approche phylogénétique et analyser l’évidence de l’adaptation humaine de ce virus qui pourrait 

être une cause probable d’encéphalite dans le futur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

17 
 

PREMIÈRE PARTIE : REVUE DES CONNAISSANCES SUR LES ENCÉPHALITES 

VIRALES AIGUËS 

 

Le terme «encéphalite » (originaire du grec enkephalos + -itis, qui signifie inflammation du 

cerveau) est utilisé pour décrire toute affection restreinte du cerveau épargnant les méninges. 

Cependant, la majorité des infections virales du système nerveux central (SNC) est associée 

aux méninges, causant ainsi des méningites ou des méningoencéphalites plutôt qu’une vraie 

encéphalite. Plus d’une centaine d’agents viraux a été impliquée dans ces cas de maladies 

graves mais un traitement spécifique n’est disponible que pour un petit nombre d’entre eux. 

En effet, une encéphalite virale est caractérisée par la présence d’un processus inflammatoire 

aigu du parenchyme du SNC associé à une évidence clinique de disfonctionnement cérébral. 

Une primo-infection affecte principalement les enfants, les jeunes adultes ou les personnes 

âgées avec une distribution qui dépend de l’agent viral spécifique, du statut immunitaire du 

patient et des facteurs génétiques et environnementales (Gendelman & Persidsky., 2005; 

Kennedy., 2005). 

 

 

1. PHYSIOPATHOLOGIE DES ENCÉPHALITES VIRALES 

 

Même si la plupart des infections virales peuvent entraîner une encéphalite, il faut reconnaître 

que celle-ci est une complication relativement rare au regard de l’incidence des infections 

virales dans la population globale. Toutefois, deux principaux mécanismes viraux causant des 

lésions d’encéphalite ont été identifiés. D’une part, les virus peuvent accéder au SNC par voie 

hématogène ou neuronale et infecter le tissu cérébral. On parle alors d’encéphalite par 

agression virale directe. La voie hématogène est la plus commune. Après une réplication au 

niveau du site d’entrée (tube digestif, voies respiratoires, peau lors d’une infection par un 

arbovirus), le virus se multiplie au niveau du système réticulo-endothélial puis atteint le SNC 

et éventuellement les autres organes. La voie neuronale concerne principalement les virus de 

l’herpès simplex (HSV) et le virus rabique. Les lésions de la substance grise dues au virus 
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s’accompagnent généralement d’une inflammation réactionnelle contribuant à la destruction 

du tissu cérébral (Agut, 2016).  

D’autre part, le virus peut ne pas infecter le tissu cérébral. Ces encéphalites aiguës sont dites 

post-infectieuses et surviennent généralement vers la fin de la virémie lors d’une infection 

documentée ou non, ou après une vaccination. Les encéphalites post-infectieuses sont souvent 

précédées d’infections des voies respiratoires ou gastro-intestinales. Ces encéphalites touchant 

la substance blanche sont regroupées sous le terme de leuco-encéphalites ou leuco-

encéphalomyélites. Elles sont généralement associées à une importante infiltration péri-

vasculaire lymphocytaire, une inflammation des astrocytes, une réaction des cellules de la 

microglie et des lésions de démyélinisation. En effet, lors d’un mécanisme appelé 

«mimétisme moléculaire», l’association entre un composant du virus et un composant de la 

myéline (MBP ou protéine basique de la myéline) induit une réponse immunitaire 

inappropriée de l’hôte infecté contre son tissu cérébral (Stahl & Mailles, 2010). Cependant, 

aucune trace de présence virale ne s’observe dans le tissu cérébral, même en utilisant les 

méthodes histologiques (inclusions cellulaires, antigènes viraux) ou les techniques 

virologiques les plus sensibles (culture cellulaire, biologie moléculaire) (Agut, 2016).  

 

 

2. LES PRINCIPAUX AGENTS VIRAUX  RESPONSABLES D’ENCÉPHALITES EN 

AFRIQUE 

 

Dans le monde, plus d’une centaine de virus peuvent être impliqués dans les cas 

d’encéphalite, avec des différences énormes en terme d’incidence ou en fonction du mode de 

transmission, de la distribution géographique, de l’âge, de la sévérité, de la saisonnalité et des 

facteurs de risque (Grouille et al., 2016). En effet, certains virus peuvent infecter 

préférentiellement les personnes immunodéprimées ou non, ou être d’origine zoonotique, 

avec une transmission directe ou vectorielle. En outre, certains de ces agents viraux ont une 

distribution mondiale ou localisée ou possèdent un potentiel épidémique ou sporadique. Les 

agents viraux reconnus comme les plus importantes causes d’encéphalite dans le monde sont 

les herpèsvirus et les arbovirus (Tableau 1). En outre, l’incidence globale des encéphalites 
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varie en fonction de la zone d’étude et de la population d’étude. En Afrique de l’Ouest, 

l’incidence des encéphalites virales est faible avec moins de 1 sur 100.000 patients par an 

comparée à d’autres régions du monde où l’incidence varie entre 3,5 et 7,4 sur 100.000 

patients par an. Cette différence serait probablement associée à des limites en terme de 

diagnostic (Nwosu et al., 2001; Granerod & Crowcroft, 2007).    
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Tableau 1: Description des principaux virus responsables d'encéphalites en Afrique  

Virus Distribution Transmission Vecteur Moyens de Prévention Traitement 
Herpesviridae       virus de l’herpès simplex (HSV) mondiale interhumaine  aucun acyclovir 
virus de la varicelle ou  zona (VZV) mondiale interhumaine  vaccination acyclovir 
virus Epstein Barr (EBV) mondiale interhumaine  aucun ganciclovir; foscavir 
cytomégalovirus (CMV) mondiale interhumaine  aucun ganciclovir; foscavir 
6ème herpèsvirus humain (HHV-6) mondiale interhumaine  aucun ganciclovir; foscavir 
8ème herpèsvirus humain (HHV-8) mondiale interhumaine  aucun ganciclovir; foscavir 
arbovirus      
virus West Nile  (WN) mondiale vectorielles plusieurs espèces de moustiques 

(principalement du genre Culex) 
produits anti-moustiques 
mesures anti-vectorielles aucun 

virus de la dengue (DEN) mondiale vectorielles plusieurs espèces de moustiques 
(principalement du genre Aedes) 

produits anti-moustiques 
mesures anti-vectorielles aucun 

virus Zika  Afrique, Amérique, 
Asie, Pacifique vectorielles plusieurs espèces de moustiques 

(principalement du genre Aedes) 
produits anti-moustiques 
mesures anti-vectorielles aucun 

virus Chikungunya mondiale vectorielles plusieurs espèces de moustiques 
(principalement du genre Aedes) 

produits anti-moustiques 
mesures anti-vectorielles aucun 

virus de la fièvre de la vallée du 
Rift (VFVR) 

Afrique, Yémen, îles 
Comores, Arabie 
Saoudite, Chine 

vectorielles 
par les aérosols 

plusieurs espèces de moustiques 
(principalement les Culex et Aedes) 

produits anti-moustiques 
mesures anti-vectorielles aucun 

virus de la fièvre hémorragique de 
Crimée-Congo (FHCC) 

mondiale 
 

vectorielles 
 

plusieurs espèces de tiques 
(principalement de la famille des 

Ixodidea) 

mesures anti-vectorielles 
 aucun 

virus de la rage 

Mondiale sauf en 
Europe de l'Ouest, 
au Japon et d'autres 
îles 

morsures, griffures ou léchage de 
mammifères carnivores, 
morsures de chauves-souris 
possible transplantation mais rare 

 
 
 
 
 

éviter les contacts avec les animaux 
inconnus, vaccination préventive, 
prophylaxie post-exposition en cas 
de morsures ou griffures suivant les 
recommandations de l'OMS 

aucun 

virus de la rougeole mondiale interhumaine  vaccination aucun 
virus de la rubéole mondiale interhumaine  vaccination aucun 
entérovirus (EV) mondiale interhumaine   aucun 
virus de la grippe mondiale interhumaine aérosols vaccination oseltamivir, zanamivir 
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2. 1. Les  herpèsvirus  

 

Membres de la famille des Herpesviridae, les herpèsvirus sont des virus à ADN (acide 

désoxyribonucléique) enveloppés, avec une capside icosaédrique. Le mot «herpès» vient du 

grec «herpein» qui signifie ramper comme un serpent. Les huit herpèsvirus strictement 

humains sont répartis en 3 sous-familles : les Alphaherpesvirinae (les herpèsvirus simplex de 

types 1 et 2 (HSV-1 et HSV-2) et le virus de la varicelle et du zona (VZV)), les 

Betaherpesvirinae (cytomégalovirus (CMV) et les 6e et 7e herpèsvirus humain (HHV-6 et 

HHV-7)) et les Gamaherpesvirinae (virus Epstein-Barr (EBV) et le 8e herpèsvirus humain 

(HHV-8)). Ainsi, après une primo-infection ces virus herpétiques se maintiennent dans 

l’organisme par « une infection latente » et se mettent à l’abri du système immunitaire et des 

antiviraux. Ils restent ainsi dans l’organisme pour pallier à leur fragilité dans le milieu 

extérieur. La réactivation de l’infection latente peut conduire à une réinfection endogène, 

pouvant aller d’une forme souvent asymptomatique à des complications neurologiques ou 

systémiques graves (Figure 1).  

 

 

Figure 1: Infection latente des herpèsvirus humains dans l’organisme  

(Source: cours de virologie Université Pierre et Marie Curie, 2006-2007) 
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2. 1. 1. Les virus de l’herpès simplex 

 

L’herpès simplex a été identifié dans plusieurs études comme la plus fréquente cause 

d’hospitalisation chez des patients atteints d’encéphalite, avec une incidence annuelle entre 

1/250.000 et 1/500.000 (Honnorat et al., 2013; Vora et al., 2014). L’encéphalite à herpès 

simplex est due à une infection du SNC par les virus de l’herpès simplex HSV-1 ou le HSV-2. 

C’est une affection rare pouvant être due à une infection primaire ou récurrente par un HSV,  

possible chez des patients immunodéprimés. La transmission interhumaine est directe. Le 

HSV-1 est de loin la plus fréquente cause d’encéphalite infectieuse dans le monde. Il est 

majoritairement retrouvé chez l’adulte et l’adolescent, constituant près de 90% des cas 

d’encéphalite à HSV (Whithley, 2006). Après une primo-infection, le HSV-1 reste latent dans 

le bulbe olfactif et le ganglion de Gasser (Zhang et al., 2007). Une récurrence d’herpès labial 

est caractéristique de la réactivation endogène de l’infection dans les vésicules mais le virus 

très neurotrope n’est pas retrouvé dans la peau et les muqueuses. Toutefois, le HSV-2 est 

associé de façon récurrente à des lésions génitales chez l’adulte et se transmet par voie 

sexuelle ou congénitale. Chez le nouveau-né, il peut causer des complications allant d’une 

maladie systémique grave à des encéphalites acquises par voie congénitale avec un taux de 

mortalité d’environ 50% (Corey & Wald, 2009). Les HSV sont les plus communes causes 

d’encéphalite identifiées à travers le monde. Entre 2004 et 2014, près de 69% de cas 

d’encéphalite à HSV ont été décrits en Turquie (Sili et al., 2014). En 2015, six patients 

atteints d’une encéphalite à HSV-2 ont été également décrits en Gréce (Zis et al., 2016). Des 

cas isolés ont été également reportés en 2013 en Angleterre (Dodd et al., 2015) et en  2015 

dans d’autres pays comme l’Inde, la France, et la Suisse (Kaeley et al., 2016; Fernandez-

Gerlinger et al., 2015; Jaques et al., 2016). En Algérie, un taux d’environ 2% de cas 

d’infection à  HSV a été décrit au cours de l’année 2015 (rapport IPA, 2015). Au Sénégal, il 

n’existe pas de surveillance active des infections à HSV. Cependant, dans le cadre d’une 

investigation menée à l’institut Pasteur de Dakar (IPD) sur des sérums collectés en 2014, des 

traces d’une infection à HSV avaient été identifiées chez 1% des échantillons testés (CNR-

rougeole IPD, 2016). 
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2. 1. 2. Le virus  de la varicelle ou zona 

 

Le virus de la varicelle et du zona (VZV) est responsable d’une inflammation aiguë et 

douloureuse des ganglions nerveux avec des éruptions cutanées formant une ceinture autour 

du corps. Le VZV peut se transmettre par aérosol, par voie directe ou lors de l’accouchement 

(Nichols et al., 2011; Ahn et al., 2016). Cette maladie dure généralement entre 7 et 10 jours et 

s’observe le plus souvent chez les enfants. Cependant, le VZV latent peut se réactiver et 

causer des éruptions vésiculaires, en particulier chez les personnes âgées et les individus 

immunodéprimés. En effet, comme les autres herpèsvirus, après une primo-infection, le VZV 

reste latent dans les neurones des ganglions sensoriels. Il peut être responsable d’un large 

spectre de complications neurologiques dont une névralgie post-herpétique, une myélite, une 

vasculopathie focale ou une encéphalite. L’exposition aux rayons solaires ultraviolets (UV) 

pourrait faciliter la réactivation (Murata et al., 2010; Korostil & Regan., 2016). L’incidence 

de l’encéphalite à VZV varie de 1,3 à 4,8 cas par 100.000 personnes par an (Hope-Simon, 

1965) et peut parfois atteindre des proportions plus importantes que les HSV. Les taux 

d’hospitalisation varient entre 2 et 25 cas par 100.000 personnes par an, avec des proportions 

plus importantes chez les personnes âgées. Cependant, cette incidence a considérablement 

diminuée dans certains pays après l’introduction de la vaccination contre la varicelle chez les 

enfants de moins de vingt-quatre mois (Kawai et al., 2014; Gabutti et al., 2016). Peu de 

données existent sur l’épidémiologie du VZV en Afrique (Hussey et al., 2016). Au Sénégal, 

une épidémie de VZV a été enregistrée en juin 2016 avec un taux d’infection de 51,1%  

(BEH-MSAS, CNR-rougeole IPD, 2016).  

 

 

2. 1. 3. Le cytomégalovirus 

 

Le cytomégalovirus (CMV) est l’un des principaux agents viraux responsables d’infections 

congénitales dans les pays développés, conduisant à des troubles neurologiques chez l’enfant. 

En effet, durant le premier trimestre de la grossesse, le CMV a un potentiel tératogène et peut 

causer des malformations du cerveau chez le nouveau-né. Sa prévalence globale varie entre 
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0,2% et 2,5% chez tous les nouveau-nés (González-Sánchez et al., 2015; Xue et al., 2015). 

Cependant, chez les adultes, la majorité des encéphalites à CMV a été observée chez des 

personnes immunodéprimées, comme celles atteintes du VIH (virus de l’immunodéficience 

humaine) (Katchanov et al., 2014). En effet, l’infection à CMV a une prévalence élevée 

partout dans le monde et les taux d’infection augmentent avec l’âge et la séropositivité qui est 

estimée entre 40 à 100%  chez les individus âgés de plus de cinq ans (Lopo et al., 2011). Les 

infections à CMV sont fréquemment associées à un risque élevé de mortalité et de morbidité, 

surtout après une transplantation d’organes (Simon et al., 2016). La primo-infection est en 

générale asymptomatique ou cause un syndrome grippal. Les épisodes de réactivation sont 

rapidement contrôlées par la réponse immunitaire de l’hôte (Parry et al., 2016). Néanmoins, 

une encéphalite est observée dans moins de 1%  des infections à CMV (Granerod et 

Crowcroft., 2007). En Afrique, le CMV a une forte prévalence (Bates & Brantsaeter., 2016). 

Au Sénégal, il n’existe aucune surveillance des infections à CMV, mais un faible taux 

d’infection de    1,37% a été enregistré en 2015 dans le cadre d’une investigation effectuée sur 

des sérums prélevés en 2014 par l’Institut Pasteur de Dakar (CNR-rougeole IPD, 2015).  

 

 

2. 1. 4. Les 6e et 7e  herpèsvirus humains 

 

Le 6e herpèsvirus humain (HHV-6) est un agent viral ubiquitaire impliqué dans un nombre 

élevé de cas d’encéphalites virales, y compris des encéphalites aiguës. La primo-infection à 

HHV-6 survient en général lors de la petite enfance et se manifeste par une maladie fébrile ou 

des éruptions cutanées bénignes, avec une séroprévalence supérieure à 95% après l’âge de 

deux ans. Bien que la primo-infection soit asymptomatique, il peut causer de rares 

complications dont l’exanthème. Comme les autres herpèsvirus, le HHV-6 peut rester latent 

après une primo-infection dans le cerveau, les reins, les glandes salivaires ou les cellules telles 

que les lymphocytes T, les cellules germinales de la moelle osseuse ou les cellules de la 

microglie (Bhanushali et al., 2013). Cependant, la réactivation du HHV-6 chez des patients 

immunodéprimés, comme ceux atteints du VIH ou ayant subis une transplantation d’organes 

ou de cellules souches hématopoïétiques, peut conduire à des manifestations allant d’une 

forme systémique sévère, caractérisée par des crises et des changements de personnalité, à des 
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complications neurologiques parfois fatales (Ogata, 2016). L’encéphalite à HHV-6 peut 

atteindre de fortes incidences, comprises entre 11,6% et 21,4%, chez les patients ayant subis 

une transplantation (Ogata, 2015). Ainsi, les transplantations de cellules de la moelle osseuse, 

de cellules souches du sang périphérique ou de cellules sanguines du cordon ombilical 

représentent des facteurs de risque. En outre, le HHV-6 est le seul herpèsvirus humain capable 

d’une intégration chromosomique dans les télomères. Cette intégration chromosomique de 

l’ADN viral s’observe dans environ 2% de la population humaine (Kaufer & Flamand., 2014; 

Bhanushali et al., 2013). Si cette intégration se passe dans les cellules de lignée germinale, le 

HHV-6 intégré de façon chromosomique peut affecter la progéniture par transmission directe 

et se retrouver ainsi dans toutes les cellules nucléées de leur organisme (Hill et al., 2016). De 

même, le 7e herpèsvirus humain (HHV-7) présente un profil d’expression et un tropisme 

similaires à ceux du HHV-6. En effet, le HHV-7 peut réactiver le HHV-6 latent et peut 

participer au tableau clinique sévère associé à l’infection à HHV-6. Toutefois, le potentiel 

pathogénique du HHV-7 reste incertain (Staheli et al., 2016). Contrairement au CMV, les 

autres Béta-herpèsvirus présentent une faible prévalence en Afrique sub-saharienne (Tembo 

et al., 2015), y compris au Sénégal où un taux d’infection inférieur à 1% a été observé lors 

d’une étude menée par l’Institut Pasteur de Dakar en 2014 (CNR-rougeole IPD, 2015). 

 

 

2. 1. 5. Le virus Epstein-Barr 

 

Le virus Epstein-Barr (EBV) infecte plus de 95% de la population mondiale et cause des 

mononucléoses infectieuses bénignes avec des symptômes classiques comme une fatigue, une 

pharyngite et une lymphadénopathie. L’EBVa été le premier virus identifié dans une tumeur 

humaine; c’est-à-dire le lymphome de Burkitt (Houldcroft & Kellam., 2015). Il a également 

été associé au lymphome de Hodgkin, au carcinome nasopharyngé et à quelques cancers 

gastriques (Peng et al., 2016). En effet, l’infection à EBV est associée à des lymphomes du 

SNC pouvant être accompagnées de complications neurologiques (Weinberg et al., 2002; 

Hussain RS. &  Hussain NA., 2013). Ces formes graves ne s’observent que chez 1 à 18%  des 

patients atteints d’une mononucléose infectieuse et peuvent s’accompagner de manifestations 

telles que des crises, une ataxie, une encéphalite, un syndrome de Guillain-Barré et une 
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dépression (Jenson, 2011). Comme pour le HSV-1, la transmission de l’EBV est directe à 

travers la salive et il affecte majoritairement les jeunes adultes. Cependant, l’allaitement est 

une voie potentielle de transmission du EBV chez les enfants (Daud et al., 2015). Après une 

primo-infection, l’EBV reste en état de latence dans les cellules épithéliales. Bien que les 

complications neurologiques apparaissent le plus souvent durant l’infection aiguë, la 

réactivation de l’EBV latent peut être grave chez des patients immunodéprimés (Cohen, 

2000). L’EBVest responsable de 2% à 5% des cas d’encéphalites  et de méningites  virales et 

les patients souffrant d’une encéphalite à EBV peuvent présenter un tableau clinique allant 

d’une fièvre à un stade de coma (Akkoc et al., 2016). L’infection à EBV peut entraîner une 

large gamme de maladies chez les patients recevant une greffe allo-génique de cellules 

souches hématopoïétiques, avec une incidence pouvant varier entre 3,3% et 15,6% (Xuan et 

al., 2013). La séropositivité du donneur en anticorps IgG anti-EBV représente un facteur de 

risque pour une réactivation du EBV latent qui est associée en général à une encéphalite 

(Jaskula et al., 2010). Au Sénégal, une étude réalisée en 2014 à l’Institut Pasteur de Dakar a 

montré un taux de 5,76% d’infections à EBV (CNR-rougeole IPD, 2015). 

 

 

2. 1. 6. Le 8e herpèsvirus humain 
 

Comme l’EBV, le  8e herpèsvirus humain (HHV-8) est un agent ubiquitaire responsable de 

maladies multifactorielles comme le lymphome primaire des séreuses, la maladie 

multicentrique de Castleman et le sarcome de Kaposi  (SK). En effet, il est responsable de 

toutes les formes du SK qui est le cancer le plus fréquemment associé à l’infection au VIH en 

Afrique (Courville et al., 2014). Le sarcome de Kaposi affecte plus les hommes que les 

femmes et existe sous quatre formes : une forme classique retrouvée en Europe de l’Est et sur 

les contours de la méditerranée, affectant des hommes âgés de 50 à 70 ans ; une forme 

endémique touchant des sujets plus jeunes en Afrique subsaharienne ; une forme iatrogénique 

associée aux patients recevant un traitement immunosuppresseur, suite à une transplantation 

d’organes ; et une forme épidémique liée au VIH (Begré et al., 2016 ; Njiki et al., 2015). 

Comme l’EBV, le HHV-8 a un potentiel oncogène et est associé à des troubles 

lymphoprolifératifs, surtout chez les jeunes adultes infectés par le VIH chez qui il peut 

entraîner des infections neurologiques (Jha et al., 2015). Le HHV-8 possède une distribution 
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mondiale, avec une forte prévalence en Afrique et au Moyen-Orient, une prévalence moyenne 

en Méditerranée et une faible prévalence aux Etats-Unis et au Nord de l’Europe. Cependant, 

son mécanisme d’action et son mode de transmission restent inconnus. L’importance du type 

de transmission varie également selon la région. Aux Etats-Unis et au Nord de l’Europe, la 

transmission sexuelle entre les homosexuels est la principale voie de transmission. Par contre, 

dans les zones à forte prévalence, la transmission à travers la salive durant l’enfance est 

dominante. En outre, l’homosexualité masculine, l’absence de partenaire stable, les rapports 

bisexuels non protégés chez les prostituées et la toxicomanie représentent des facteurs de 

risque (Zhang et al., 2014). Peu de données existent sur  le HHV-8  au Sénégal où le sarcome 

de Kaposi est rare, même dans la population de sujets porteurs du VIH. Cependant, une étude 

épidémiologique réalisé en 2001 a décrit une séroprévalence de 14,3% pour le HHV-8 chez 

les femmes enceintes (Gaye-Diallo et al., 2001). Cette séroprévalence est relativement faible 

par rapport aux résultats de pays africains tels que le Cameroun (51%), l’Ouganda (30 à 50%) 

et la Zambie (60%) qui ont en commun la particularité de se trouver en zone d’endémie du 

sarcome de Kaposi (BESTETTI et al., 1998). Mais elle est aussi de loin inférieure à la 

prévalence observée en Gambie où le HHV-8 affecte environ 79%  des femmes enceintes. 

(ARYOSHI et al., 1998). 

 

 

2. 2. Les entérovirus  

 

Les entérovirus (EV) sont responsables d’infections graves associées à une mortalité et une 

morbidité élevées (Rhoades et al., 2011). Membre de la famille des Picornaviridae, le genre 

Enterovirus regroupe principalement les poliovirus, coxsackievirus, les échovirus, les 

rhinovirus et  les entérovirus 68 et 71. Les entérovirus sont des virus non enveloppés, à ARN 

(acide ribonucléique) simple brin de polarité positive, avec une capside icosaédrique. Les 

entérovirus regroupent plus de 250 sérotypes associés à des manifestations cliniques allant 

d’une forme asymptomatique dans 90%  des cas, à une paralysie flasque aiguë, des infections 

cardio-pulmonaires, des méningites ou des encéphalites (Faleye et al., 2016a). L’homme est 

le seul réservoir des entérovirus et les enfants sont les plus touchés (De Graaf et al., 2016). 

Leurs modes de transmission sont multiples et impliquent principalement l’infection par voie 
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féco-orale, par aérosol, à travers les mains et les objets contaminés par des sécrétions 

respiratoires (rhinovirus) ou enfin à travers une conjonctivite (EV-71). La réplication primaire 

se produit dans les tissus épithéliaux et lymphoïdes des amygdales et dans les plaques de 

Peyer. Ensuite, les entérovirus migrent vers les organes cibles comme la peau, les muscles, le 

foie, et le cerveau (Akhmadishina et al., 2015). Malgré l’éradication de la poliomyélite dans 

les pays développés, les entérovirus non-poliovirus (ENP) sont responsables de plusieurs 

épidémies connues à travers le monde, avec parfois des complications neurologiques (Chou et 

al., 2015). En effet, les ENP sont des causes majeures d’encéphalites et l’EV-71 est 

l’entérovirus non-polio le plus neuro-pathogène chez l’Homme. Les encéphalites à ENP 

nécessitent une hospitalisation et la sévérité dépend du sérotype (Fowlkes et al., 2008). En 

outre, les patients atteints d’encéphalite ont un risque élevé de présenter des troubles 

déficitaires de l’hyperactivité (Chou et al., 2015). Malgré des infections généralement plus 

courantes en été et au début de l’automne dans l’ancien monde, les ENP montrent souvent des 

modèles d’incidence saisonnière aussi bien en climat tempéré qu’en climat tropical        

(Pons-Salort et al., 2015). L’échovirus 21 et l’échovirus 19 ont été respectivement les causes 

d’encéphalite prédominantes lors des épidémies en 2010 et en 2011 en Inde (Kumar et al., 

2012 ; Singh et al., 2013). En 2011, il y a eu une épidémie d’encéphalites à entérovirus en 

Chine et l’échovirus 30 a été l’agent viral prédominant (Zhang et al., 2013). Cependant,  

l’EV-71 est actuellement l’entérovirus causant le grand nombre de maladies neurologiques 

sévères dans le monde. Il a été responsable d’une épidémie en Australie entre décembre 2012 

et mai 2013, causant près de cent dix-neuf cas nécessitant une hospitalisation et des soins 

intensifs (Zander et al., 2014). Lors de l’investigation d’une épidémie de Pied-Main-Bouche 

en 2015 au Cap-Vert, un taux d’infection de 81% associé à l’échovirus 4 a été enregistré 

(CNR-poliovirus IPD, 2015). Au Sénégal, dans le cadre des investigations menées par 

l’Institut Pasteur de Dakar, les ENP ont été trouvés au cours des dernières années avec des 

taux de 38,2% , 18,2% et 13,5% d’infections humaines, respectivement en 2012, 2013 et 2014 

(rapports IPD, 2012, 2013 et 2014). Un taux d’infection de 15% a été également trouvé au 

Sénégal dans le cadre d’une investigation de la circulation et de la diversité génétique de 

l’EV-71 en Afrique de l’Ouest entre les années 2013 et 2014 (Fernandez-Garcia et al., 2016). 

En 2015, une augmentation considérable du taux d’infection a été observée lors d’une 

investigation avec 68% de cas d’infection à ENP  tandis qu’un taux d’infection de 35,7% a été 

observé en 2016 (CNR-poliovirus IPD, 2016). 
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2. 3. Le virus de la grippe 

 

Appartenant à la famille des Orthomyxoviridae, les virus de la grippe sont constitués d’un 

ARN simple brin, de polarité négative, codant pour onze protéines. Classée sur la base des 

différences au niveau de leur nucléoprotéine (NP) et de leur protéine matrice (M), la famille 

des Orthomyxoviridae est composée de quatre genres de virus grippaux (les types A, B, C et 

D). Le type A peut infecter l’Homme, les oiseaux, les porcs et d’autres hôtes animaux, tandis 

que les types B et C ne sont retrouvés que chez l’Homme. D’après les estimations de 

l’organisation mondiale de la santé (OMS), les virus grippaux (types A et B) sont 

responsables d’épidémies saisonnières et infectent entre 5% à 10% de la population mondiale 

par an, causant près de 250000 à 500000 décès par an. Ainsi, la grippe continue à être un 

problème majeur de santé publique (Vemula et al., 2016). Bien que la grippe soit 

principalement une infection respiratoire, l’infection aiguë chez l’Homme peut causer, dans 

certains cas, une encéphalite. L’encéphalite due au virus de la grippe se manifeste 

principalement par des complications neurologiques pouvant aller des maux de tête à un coma 

ou la mort (Goenka et al., 2014). Environ, les trois-quarts des cas touchent les enfants. 

Cependant, la grippe associée à des complications neurologiques est rare et affecte 

particulièrement les personnes immunodéprimées (Torisu & Hara, 2015). Les cas 

d’encéphalites associés au virus de la grippe sont fréquents au Japon et la maladie est 

beaucoup plus sévère chez les enfants de moins de dix ans. En effet, de nombreux cas ont été 

décrits durant la pandémie à grippe A/H1N1 en 2009. Entre les années 2012 et 2013, trois cas 

d’encéphalite associés au virus de la grippe ont été également enregistrés en France (Dicky et 

al., 2015). En Afrique, une forte circulation du virus de la grippe a été enregistrée en 2015 en 

Algérie avec un taux de 34%  (rapport IPA, 2015). En 2015, la grippe H1N1 a été également 

responsable d’une épidémie au Kenya (OMS-REH, juin 2016). Durant la pandémie de 2009, 

une étude menée entre la Mauritanie, le Cap-Vert, la Guinée et le Sénégal avait montré une 

prévalence de 28,9%  entre ces quatre pays (Dia et al., 2013). Au Sénégal, il existe une 

surveillance active qui a permis d’observer une saisonnalité dans la circulation du virus de la 

grippe. Il a été responsable de 21% d’infections entre 2014 et 2016 dans le cadre de la 

surveillance nationale. Une analyse de la dynamique de circulation du virus de la grippe a 

montré deux périodes de forte circulation en 2015, respectivement une prédominance de la 

grippe pandémique A/H1N1 dans le premier semestre suivie puis celle de la grippe B. En 
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2016 une circulation du virus de la grippe a été également observée du mois d’août au mois 

d’octobre, marquée par la prédominance de la grippe A H3N2 avec un taux d’infection de 

14,5% (BEH-MSAS, CNR-grippe IPD, 2016). 

 

 

2. 4. Le virus de la rougeole  
 

Malgré de nombreuses campagnes de vaccination réalisées par l’OMS pour son éradication, la 

rougeole reste l’une des maladies humaines les plus contagieuses causant près de 120000 

décès par an (Rota et al., 2016). Elle est causée par un virus appartenant à la famille des 

Paramyxoviridae et au genre Morbillivirus. Comme tous les membres de la même famille, le 

virus de la rougeole est enveloppé et possède un génome simple brin de polarité négative. Le 

virus de la rougeole infecte l’Homme à travers les gouttelettes en suspension libérées du nez 

et/ou de la bouche d’une personne infectée ou par la transplantation d’organes. Après une 

amplification massive dans les organes lymphoïdes associée à un profond potentiel 

immunodépressif, le virus se dissémine dans les différents organes en utilisant le système 

sanguin. Ainsi l’infection peut causer des signes gastro-intestinaux, dermatologiques et 

respiratoires (Ludlow et al., 2015). Il n’existe pas de traitement spécifique pour la rougeole et 

la plupart des personnes peuvent se rétablir au bout de deux ou trois semaines. Toutefois, en 

plus de son tropisme lympho-épithélial, le virus de la rougeole peut atteindre le SNC et causer 

des complications neurologiques parfois fatales telles qu’une cécité et une encéphalite       

(Al-Qayoudhi et al., 2016). Le virus de la rougeole peut causer une encéphalite primaire, une 

encéphalomyélite aiguë post-infectieuse ou une encéphalite accompagnée de symptômes 

dermatologiques (Plattet et al., 2016). Les enfants malnutris ou immunodéprimés âgés de 

moins d’un an, les jeunes adultes non-vaccinés et les femmes enceintes sont plus à risque pour 

développer des douleurs respiratoires sévères pouvant conduire à la mort. De janvier 2008 à 

mai 2012, des épidémies de rougeole ont été successivement enregistrés dans différents pays 

d’Europe tels que la France, l’Italie, l’Irlande, l’Allemagne et la Grèce. Plusieurs cas 

d’encéphalites ont été enregistrés durant cette période touchant plus les enfants de moins 

d’une année et les jeunes adultes non vaccinés (Filia et al., 2011). En Afrique, un taux de     

18% d’infection au virus de la rougeole a été enregistré en 2015 en Algérie (rapport IPA, 

2015). Au Sénégal, un système de surveillance de la rougeole a été établi depuis 2002 par le 
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ministère de la santé et de l’action sociale du Sénégal (MSAS) et l’IPD. Une étude menée sur 

les données de cette surveillance de 2004 à 2013 a permis de signaler une forte circulation du 

virus de la rougeole entre 2008 et 2010 avec des taux d’infection annuels de  48,5% (Dia et 

al., 2015). Entre 2015 et 2016, des taux d’infection annuels respectifs de 6,34% 14,7% ont été 

enregistrés (BEH-MSAS, CNR-rougeole IPD, 2016) 

 

 

2. 5. Le virus de la rubéole 

 

Appartenant à la famille des Togaviridae, le virus de la rubéole est le seul membre du genre 

Rubivirus. C’est un virus enveloppé et son génome est un ARN de polarité positive. Il est 

l’agent infectieux responsable de la rubéole. Il existe un vaccin préventif rougeole-rubéole et 

la protection est à long terme. En général la rubéole est considérée comme une maladie 

infantile fébrile et les complications sont rares. Cependant, elle peut également infecter les 

jeunes adultes non vaccinés. Elle se transmet par contact avec les sécrétions naso-pharyngées 

et les gouttelettes en suspension ou par contact direct. Avec une période d’incubation variable 

entre douze et vingt-deux jours, la rubéole se manifeste par une maladie fébrile non spécifique 

caractérisée par des éruptions maculo-papuleuses non-confluentes, une adénopathie, des maux 

de tête, des maux de gorge, une toux, une conjonctivite, et de façon plus courante, par une 

arthralgie et une arthrite. Toutefois, lorsque le virus de la rubéole infecte la femme enceinte 

lors de ses premiers mois de grossesse, le fœtus peut développer des malformations 

congénitales graves, plus connues sous le nom de syndrome de rubéole congénitale. En outre, 

le virus de la rubéole peut causer de rares complications plus sévères comme un syndrome de 

Guillain-Barré, une encéphalopathie ou une méningite (Chan et al., 2015). En effet, 

l’infection du SNC est plus courante dans le cas de la rougeole, mais rare dans le cas de la 

rubéole. L’encéphalite à rubéole a une incidence variable entre 1/6000 et 1/24000 cas de 

rubéole et se manifeste par de la fièvre, des céphalées, des troubles de conscience, un 

gonflement des ganglions lymphatiques du cou, une détérioration mentale et motrice 

progressive. Elle affecte plus les enfants non vaccinés âgés entre 5 et 14 ans et peut parfois 

être une rare complication d’une mauvaise réponse à la vaccination (Gualberto et al., 2013 ; 

Ben Achour et al., 2013). En outre, la sévérité de l’encéphalite à rubéole est très variable et 
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peut atteindre un taux global de 20% de mortalité (Figueiredo et al., 2011). Comme pour la 

rougeole, les enfants immunodéprimés, les jeunes adultes non-vaccinés et les femmes 

enceintes présentent également un risque d’infection plus élevé. En Tunisie, neuf cas 

d’encéphalite ont été enregistrés durant l’épidémie de rubéole en 2011 (Ben Achour et al., 

2013). Il existe également une surveillance active de la rubéole au Sénégal établie entre le 

MSAS et l’IPD et dans ce cadre, un taux annuel de 28,84% de cas d’infection au virus de la 

rubéole a été enregistré en 2014 (rapport annuel IPD, 2014). En outre, des taux d’infection 

annuels de 22,3% et 1,4% ont été enregistrés respectivement en 2015 et 2016 (BEH-MSAS, 

CNR-rougeole, 2016). 

 

 

2. 6. Les arbovirus 

 

Généralement transmis à l’Homme par piqûre de moustiques, tiques, mouches ou 

moucherons, les arbovirus (ou arthropod-borne-virus) ont une distribution mondiale. Bien 

que la majorité des infections humaines soit asymptomatique, les infections à arbovirus se 

manifestent le plus souvent par une maladie fébrile systémique et, dans de rares cas, par des 

symptômes neurologiques causés par une méningite, une encéphalite ou une paralysie flasque 

aiguë. Les arbovirus neurotropes appartiennent principalement à quatre familles que sont les 

Flaviviridae, les Bunyaviridae, les Togaviridae et les Reoviridae. Cependant, les différences 

en termes de vecteurs, d’hôtes animaux et de tropisme tissulaire peuvent contribuer à des 

variations dans la distribution géographique, l’incidence de la maladie et les manifestations 

cliniques.  

   

2. 6. 1. Le virus de la dengue 

 

Le virus de la dengue (DEN) est un virus enveloppé, à ARN simple brin, de polarité positive. 

Il appartient à la famille des Flaviviridae et au genre Flavivirus. L’ARN viral d’environ        

11 kilobases (kb) code pour une polyprotéine encadrée par deux régions non-codantes (5’ et 
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3’ non-codantes). La polyprotéine virale est constituée de trois protéines structurales (la 

capside (C), la membrane (prM évoluant en M) et l’enveloppe (E)) et de sept protéines non-

structurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5). Le virus se maintient 

naturellement en milieu sauvage dans un cycle de transmission entre les singes et les 

moustiques arboricoles principalement du genre Aedes. Le complexe antigénique de la dengue 

est composé de quatre sérotypes distincts (DEN-1 à 4). L’infection humaine est accidentelle et 

l’exposition aux moustiques infectés se passe généralement lors de l’introduction de l’Homme 

en milieu sauvage durant les activités occupationnelles ou lucratives. Il existe également un 

cycle de transmission interhumaine en milieu urbain où le virus de la dengue est 

principalement transmis par l’espèce de moustique Aedes aegypti (Vasilakis et al., 2011). Le 

virus de la dengue a un tropisme pour les cellules immunes comme les monocytes des 

ganglions lymphatiques et de la rate, les macrophages des alvéoles pulmonaires et les cellules 

dendritiques du cerveau (Flipse et al., 2016). L’infection est généralement asymptomatique ou 

bénigne. Néanmoins, 1% des cas peuvent évoluer vers une forme sévère appelée dengue 

hémorragique ou syndrome de choc de la dengue, pouvant conduire à la mort. Cependant, 

l’infection par le virus de la dengue peut entrainer des complications neurologiques aussi bien 

lors de la forme simple que dans le cas d’une infection hémorragique (Carod-Artal et al., 

2013). Bien que tous les sérotypes puissent être impliqués, les DEN-2 et 3 sont les plus 

fréquentes causes d’infections neurologiques sévères dont les encéphalites (Misra et al., 

2015). L’encéphalite due au virus de la dengue se manifeste principalement par des maux de 

tête, des vertiges, des crises et des troubles de conscience (Solbrig & Perng., 2015). Malgré le 

caractère rare de l’encéphalite due au virus de la dengue, la maladie tend de plus en plus à 

prendre des proportions inquiétantes dans certaines parties du monde, notamment en Asie du 

Sud (Malaisie et Birmanie), à Porto Rico et en Inde. En effet, des cas d’encéphalite due à la 

dengue ont été enregistrés au Sud de l’Inde entre 2011 et 2013, parfois associés à des 

manifestations inhabituelles (Neeraja et al., 2014). Des cas neurologiques associés au virus de 

la dengue ont été également décrits en 2013 au Vietnam et en 2011 au Brésil avec des 

proportions plus élevées que le HSV-1 qui est l’étiologie virale la plus associée aux 

encéphalites humaines (Soares et al., 2011; Phu Ly et al., 2015). Avec une transmission 

interhumaine intense durant ces dernières années, près de 390 millions de personnes sont 

infectées chaque année à travers le monde (Bhatt et al., 2013). En Afrique, une circulation du 

virus de la dengue a été observée en 2012 dans des pays comme le Cameroun et la République 

Centrafricaine (rapport IPB, 2012). Récemment, des épidémies ont été rapportées au Gabon 
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en 2010 (Caron et al., 2013), en Angola entre 2013 et 2014 (Sessions et al., 2013), en Somalie 

entre 2012 et 2013, en Ethiopie en 2013, au Soudan entre 2012 et 2013, au Kenya entre 2013 

et 2014 (Ellis et al., 2015), en Tanzanie en 2014 (Vairo et al., 2014), au Mozambique entre 

2014 et 2015 (Massangaie et al., 2016), en Mauritanie en 2014-2015 et au Burkina Faso en 

2016 (OMS-REH, novembre 2016). Après une épidémie de DEN-3 en 2009 (Faye et al, 

2014), le Sénégal a connu une circulation du virus de la dengue entre 2014 et 2015 touchant 

plusieurs régions du pays (MSAS, 2015).  

 

 

2. 6. 2. Le virus West Nile  

 

Le virus West Nile (WN) ou virus du Nil occidental est un flavivirus isolé pour la première 

fois en 1937 en Ouganda. Comme tous les flavivirus, le virus WN est un virus enveloppé et 

son génome est un ARN simple brin, de polarité positive, d’environ 12 kb codant pour une 

polyprotéine ayant la même structure que celle du virus de la dengue. Le virus WN présente 

une distribution mondiale et une grande diversité génétique avec huit lignées dont quatre 

circulent en Afrique. Son cycle naturel se passe entre les oiseaux sauvages, qui sont les 

réservoirs, et les moustiques généralement du genre Culex. Cependant, l’Homme et d’autres 

mammifères tels que les chevaux peuvent s’infecter de façon accidentelle, constituant ainsi 

des hôtes ‘‘culs-de-sac’’ (Kumar et al., 2016). La transmission du virus par transfusion 

sanguine et transplantation d’organes a été également rapportée. Le virus WN a un tropisme 

pour les cellules de Langerhans et les tissus lymphoïdes et peut se disséminer vers les organes 

et probablement le SNC. Durant cette dernière décennie, l’incidence mondiale du virus WN 

ne cesse d’augmenter. Bien que l’infection humaine par le virus WN soit généralement 

asymptomatique ou développe un syndrome fébrile, quelques rares cas (< 1%) peuvent 

progresser vers des complications neurologiques sévères comme les méningites, la paralysie 

flasque aiguë et les encéphalites, et la mort peut s’en suivre avec un risque plus élevé chez les 

personnes âgées. L’encéphalite à virus WN se manifeste par des symptômes comme les 

céphalées, la fatigue, les vertiges, une diminution de l’ouïe et de l’odorat, une altération du 

niveau de conscience (David & Abraham., 2016). En effet, depuis son introduction en 1999 à 

New York, il est devenu la principale cause d’encéphalites aux Etats-Unis (Kumar et al., 
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2016). Il a été également responsable d’épidémies chez l’homme avec de nombreux cas 

d’encéphalites entre 2009 et 2013, notamment en Europe, sur le bassin méditerranéen, en 

Afrique du Nord, au Moyen-Orient et en Inde (Di Sabatino et al., 2014). En outre, le virus 

WN a été récemment identifié en 2015 causant un cas d’encéphalite humaine au Portugal et 

trois cas en Asie, particulièrement pour la première fois au Sri-Lanka (Zé-Zé et al., 2015; 

Lohitharajah et al., 2015). En Afrique, des cas d’infections neurologiques au virus WN ont été 

identifiés entre septembre 2008 et mai 2009 en Afrique du Sud (Zaayman & Venter., 2012). 

En outre, il existe une séroprévalence assez importante du West Nile en Algérie, au Maroc et 

en Tunisie (Benjelloun et al., 2016). Bien qu’aucun cas d’infection humaine n’ait encore été 

signalé au Sénégal, le virus WN a été souvent isolé à partir des lots de moustiques (Fall et al., 

2014). 

 

 

2. 6. 3. Le virus Zika 

 

Le virus Zika est un arbovirus isolé pour la première fois en 1947 d’un singe sur un site 

sentinelle en Ouganda et appartient à la famille de Flaviviridae et au genre Flavivirus. Le 

virus Zika présente une faible diversité génétique avec trois lignées distinctes; une lignée 

Ouest-africaine, une lignée Est-africaine et une lignée asiatique séparées par une faible 

distance génétique < 11.7% (Faye et al., 2014). Le virus Zika est transmis principalement par 

les moustiques du genre Aedes, en particulier par les espèces Aedes aegypti et Aedes 

albopictus qui par ailleurs sont également des vecteurs pour le virus de la dengue. Bien que 

son cycle de transmission naturelle soit encore incertain, les primates non-humains pourraient 

être de potentiels réservoirs pour le virus Zika et l’Homme pourrait s’infecter lors de son 

introduction dans le milieu forestier sauvage. Cependant, même si le virus n’a été détecté dans 

aucun pool de moustiques lors de l’épidémie de l’île de Yap en Micronésie en 2007 (Duffy et 

al., 2009), il serait hautement probable que les espèces de moustiques Aedes aegypti et Aedes 

albopictus participent au cycle de transmission urbaine du virus Zika (Diagne et al, 2015). 

D’autres voies de transmission non-vectorielles, comme la transmission sexuelle, verticale ou 

parentérale et la transfusion sanguine, ont été également documentées (Slavov et al., 2016). 

L’infection au virus Zika est asymptomatique dans 18% des cas et le virus cause un syndrome 
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fébrile comparable à l’infection par le virus de la dengue (Wertheim et al., 2012). Le tableau 

clinique est constitué d’une légère fièvre comprise entre 37,8 to 38,5°C, des céphalées, des 

myalgies, des arthralgies, des éruptions érythémateuses généralisées (Chan et al., 2016). Le 

virus Zika peut dans de rares cas affecter les tissus neuronaux et a été principalement associé 

à de nombreuses complications neurologiques comme le syndrome de Guillain–Barré et une 

encéphalomyélite aiguë disséminée chez les adultes ou à une augmentation drastique des 

microcéphalies chez les fœtus et nouveau-nés en 2015 au Brésil (Ramos da Silva & Gao, 

2016). L’émergence globale du virus Zika et son association à un syndrome de Guillain-Barré 

et des microcéphalies ont attiré l’attention de la communauté internationale (Al-Qahtani et al., 

2016). En effet, de 2013 à 2015, le virus Zika a causé une épidémie active touchant plusieurs 

pays. Le Brésil est l’épicentre de cette épidémie courante avec près de 165241 cas enregistrés 

de janvier à juillet 2015 (Magalhães-Barbosa et al., 2016). Le virus Zika a rapidement migré 

vers d’autres pays d’Amérique latine et des Caraïbes comme le Salvador, le Venezuela, le 

Honduras, le Mexique, la Colombie, le Surinam, la Guyane française et le Panama, causant 

des épidémies actives. Récemment, le virus Zika a été signalé aux Etats-Unis et dans d’autres 

pays européens tels que l’Italie, la Hollande, le Danemark, la Suisse et l’Angleterre, associé à 

des cas importés. Actuellement, la présence du virus Zika a été enregistrée dans soixante 

quatorze pays à travers le monde dont le Cap-Vert et contrairement au virus de la dengue, il a 

la possibilité d’être endémique dans tous les pays où circule l’espèce de moustique Aedes 

aegypti (Demir & Kilic., 2016). Au Sénégal, des isolements répétés du virus ont été obtenus à 

partir de lots de moustiques collectés sur le terrain, particulièrement au Sud-Est du pays mais 

aucun cas d’infection humaine au virus Zika n’a encore été identifié (Diallo et al., 2014;  Faye 

et al., 2014). Cependant, cette absence de détection du virus zika dans la population 

sénégalaise pourrait être un biais associé à l’absence d’une surveillance pour ce virus dans le 

pays. 

 

2. 6. 4. Le virus de la fièvre de la vallée du Rift  

 

Isolé pour la première fois en 1931 au Kenya, le virus de la fièvre de la vallée du Rift (VFVR) 

est un arbovirus zoonotique appartenant à la famille des Bunyaviridae et au genre 

Phlebovirus. Le génome viral est un ARN simple brin composé de trois segments; à savoir un 
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long segment (L) qui code pour la polymérase virale,  un segment moyen (M) qui code pour 

environ quatre protéines (les composantes structurales Gn et Gc de la glycoprotéine, la 

protéine non-structurale Nsm et la large glycoprotéine LGp) et un petit segment (S) codant 

pour la nucléoprotéine (N) et la protéine non-structurale NSs. Le VFVR est endémique dans 

plusieurs régions d’Afrique. Cependant, il a été identifié dans d’autres régions du monde, 

comme au Yémen, aux îles Comores, et en Arabie Saoudite causant des cas sporadiques ou 

parfois des épidémies (Mansfield et al., 2015). Un cas d’infection a été également importé en 

Chine par un homme de 45 ans en provenance d’Angola (Liu et al., 2016). Les moustiques 

sont à la fois les réservoirs et les vecteurs mais l’infection humaine peut être directe par 

contact avec du sang et des tissus ou par inhalation d’aérosols libérés de carcasses animales 

infectées. Causant des lésions spécifiques, le VFVR a un tropisme pour le thymus, le foie et la 

rate et ses principales cellules cibles sont les macrophages et les cellules dendritiques. Il cause 

des avortements et des malformations fœtales chez les ruminants, ainsi qu’une fièvre 

hémorragique, des inflammations de la rétine et des encéphalites chez les humains, surtout par 

une inhalation d’aérosols (Caroline et al., 2016). L’encéphalite causée par le VFVR se 

manifeste par une perte de poids, des maux de tête sévères, une baisse de la vision, des 

troubles neurologiques, des convulsions et souvent le coma (Mohamed et al., 2010). En 2012, 

le VFVR a été responsable d’une épidémie humaine en Mauritanie causant trente-six cas dont 

dix-huit décès (OMS-REH, novembre 2012). Il a également été la cause d’une épidémie au 

Niger touchant cent-cinq personnes dont vingt-huit décès en 2016 (OMS-REH, novembre 

2016). En 2013, une circulation du virus a été observée au Sénégal causant quelques cas 

sporadiques et une mortalité chez le bétail (rapport annuel IPD, 2013). Des cas d’infection 

humaine au VFVR ont été également identifiés dans le cadre d’une investigation au cours de 

l’année 2015 au Sénégal, en Mauritanie et au Mali (CRORA, IPD, 2015) (centre collaborateur 

OMS de référence et de recherche pour les arbovirus et virus de fièvres hémorragiques). 

 

2. 6. 5. Le virus Chikungunya 

 

Le virus Chikungunya est un arbovirus isolé pour la première fois en 1953 en Tanzanie. Le 

virus Chikungunya appartient à la famille des Togaviridae et au genre Alphavirus. Le génome 

des alphavirus est un ARN simple brin positif d’environ 11,5 kb qui code pour quatre 
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protéines non-structurales (nsP1 à nsP4) et trois protéines structurales (la capside et les deux 

glycoprotéines de l’enveloppe E1 et E2). Le virus Chikungunya présente trois lignées 

affectant des millions de personnes dans quarante-deux pays à travers le monde. La lignée 

africaine circule en Afrique de l’Est, du centre et du Sud. La lignée asiatique est retrouvée en 

Asie du Sud, aux Caraïbes, en Italie, dans les Antilles françaises et en Amérique. Enfin, la 

lignée de l’océan indien circule dans plusieurs îles de l’océan indien et en Inde. Dans les 

régions forestières, le cycle naturel du virus Chikungunya se passe entre les primates non-

humains et les moustiques principalement du genre Aedes. Cependant, il peut exister des 

émergences de cycles urbains entre les humains et les espèces de moustiques Aedes aegypti et 

Aedes albopictus, dont la propagation est facilitée par les eaux stockées (Crosby et al., 2016). 

Le virus cause généralement une maladie bénigne et présente un tropisme pour le foie, les 

muscles, les articulations, les fibroblastes de la peau, les méninges et les cellules de 

l’épendyme entourant le SNC. Cependant, la maladie peut se présenter sous des formes 

sévères causant une septicémie sévère, une maladie cardiaque, des défaillances d’organes, un 

syndrome de Guillain-Barré, et dans de rares cas des troubles neurologiques centrales ou 

périphériques comme une encéphalite ou une ischémie cérébrale diffuse pouvant conduire à la 

mort cérébrale Les formes hémorragiques sont rares et souvent associées à une co-infection 

avec le virus de la dengue. Les personnes âgées ou immunodéprimées, les nouveau-nés et les 

petits enfants sont un groupe à risque pour une encéphalite à virus Chikungunya (Weaver et 

Lecuit., 2015). Cette dernière se manifeste généralement par un état de conscience altéré 

accompagné au moins d’une fièvre (≥ 38°C) ou de crises, aussi bien chez les adultes que chez 

les enfants (Oliveira et al., 2016). Après une circulation active en 2009, le virus Chikungunya 

a été responsable d’une épidémie en septembre 2015 au Sud-Est du Sénégal causant une 

dizaine de cas humains confirmés (REH-OMS, septembre 2015). 

 

 

2. 6. 6. Le virus de la fièvre hémorragique de Crimée-Congo 

 

Le virus de la fièvre hémorragique de Crimée-Congo (FHCC) est un arbovirus causant une 

mortalité et une morbidité élevée. Il appartient à la famille des Bunyaviridae et au genre 

Nairovirus. Son génome, d’environ 19,2 kb, est un ARN simple brin de polarité négative avec 
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une organisation presque identique à celle du VFVR, avec un petit segment (S) codant pour la 

nucléoprotéine, un segment moyen (M) qui code pour un précurseur de la glycoprotéine 

constitué de deux enveloppes structurales Gn et Gc, et un long segment (L) qui code pour la 

polymérase virale. En plus d’une distribution mondiale, le virus de la FHCC présente une 

large diversité génétique répartie en sept clades sur la base de son segment S et en six clades 

sur la base de son segment M (Chinikar et al., 2016). Il est principalement transmis par les 

tiques de la famille des Ixodidae qui sont à la fois les vecteurs et les réservoirs. Son cycle 

normal se passe entre les tiques et les vertébrés non-humains. L’Homme est un hôte 

accidentel  et s’infecte à travers une piqûre de tiques du genre Hyalomma ou une exposition à 

de fluides ou tissus provenant d’hôtes infectés (Telmadarraiy et al., 2015). L’infection initiale 

cause des symptômes non-spécifiques tels qu’une forte fièvre, une myalgie ou une fatigue, 

généralement accompagnés de diarrhée et de vomissements. Cependant, l’infection peut 

évoluer vers une forme sévère hémorragique pouvant toucher plusieurs organes dont le 

cerveau. Lors de l’infection, le virus de la FHCC se distribue dans tout le corps mais il a un 

tropisme plus élevé pour le foie, les poumons, le cœur, et les tissus intestinaux et cible 

principalement les cellules endothéliales, les hépatocytes et les cellules phagocytaires 

mononucléaires (Zivcec et al., 2016). L’infection au virus de la FHCC est plus commune en 

milieu rural où les populations sont exposées aux piqûres de tiques. Cependant, le personnel 

de la santé est également un groupe à risque d’une infection nosocomiale, particulièrement 

lors de la phase hémorragique de la maladie chez le patient (Aslam et al., 2016). Au Sénégal, 

il existait une surveillance de ce virus depuis les années 90 (Chapman et al., 1991) et une 

séroprévalence plus élevée chez l’Homme et le bétail a été enregistrée au Nord du pays. Cette 

séroprévalence diminuait considérablement du Nord vers le Sud et le risque d’infection 

humaine augmentait avec l’âge (Wilson et al., 1990). Peu de données ont été enregistrées au 

début des années 2000. Cependant, en novembre 2015, un cas d’infection humaine au virus de 

la FHCC a été identifié dans la région de Saint-Louis au Nord du Sénégal, dans le cadre du 

diagnostic de routine des arbovirus menée par l’Institut Pasteur de Dakar (CRORA IPD, 

2015). En outre, trois cas d’infection au virus de la FHCC importés de la république de 

Mauritanie et un cas autochtone habitant la région de Mbour ont été enregistrés au cours lors 

de l’année 2017  dans le cadre du diagnostic de routine des arbovirus menée par l’Institut 

Pasteur de Dakar (CRORA IPD, 2017). 
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2. 7.  Le virus de la rage 

 

La rage est une maladie zoonotique causée par un virus généralement transmis à l’Homme à 

travers la salive, une morsure ou une griffure profonde d’un animal infecté. A l’exception de 

l’Antarctique, la rage est présente sur tous les continents. Plus de 95% des décès annuels 

causés par la rage se passent en Afrique et en Asie où plus de 40% des cas concernent des 

enfants de moins de quinze ans. Malgré l’existence de vaccins et d’immunoglobulines 

antirabiques, la rage est presque toujours fatale dès l’apparition des symptômes (Vodopija et 

al, 2016). L’agent étiologique est un virus enveloppé avec une nucléocapside à symétrie 

hélicoïdale. Le virus de la rage est membre de l’ordre des Mononegavirales, de la famille des 

Rhabdoviridae et du genre Lyssavirus. Son génome est un virus à ARN simple brin de 

polarité négative avec une taille d’environ 12 kb. L’ARN viral code pour cinq protéines à 

savoir la nucléoprotéine (N), phosphoprotéine (P), la protéine de matrice (M), la 

glycoprotéine (G) et la polymérase (L). Il présente en extrémité 3’ une séquence d’environ 50 

nucléotides. Ces protéines sont séparées par des régions inter-géniques non-codantes. L’ordre 

et la taille relative de ces différentes protéines sont illustrés à la figure 2. Les chiens ont 

toujours été reconnus comme les principaux réservoirs du virus de la rage. Cependant, 

l’implication des chauves-souris hématophages de l’espèce Desmodus rotundus, dans la 

transmission de la rage en Amérique latine, a également attiré les attentions (da Costa & 

Fernandes., 2016). En outre, la transmission du virus de la rage à travers l’inhalation 

d’aérosols, la transplantation d’organes et de la mère au nouveau-né sont possibles, mais 

restent rares (Zhou et al., 2016; Aguèmon et al., 2016). Le virus de la rage a un fort tropisme 

pour le SNC. La période d’incubation peut durer de moins d’une semaine à plus d’un an. 

L’infection par le virus de la rage cause une encéphalite ou inflammation virale du SNC chez 

les êtres humains et les autres mammifères. En effet, l’encéphalite due au virus de la rage se 

manifeste par des symptômes neurologiques typiques comme une désorientation, des 

convulsions, une hydrophobie, parfois une aérophobie, une paralysie et le coma. Au Sénégal, 

l’infection est fréquente mais la maladie est toujours incomprise par la population. Bien 

qu’une surveillance active des morsures soit mise en place, il existe toujours un déficit de 

données sur la rage au Sénégal (Bourhy et al., 2015). 
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Figure 2: Structure du génome du virus de la rage 

(Source: https://fr.wikipedia.org/wiki/Mononegavirales) 

 

 

3. MOYENS DE DIAGNOSTIC DES ENCÉPHALITES VIRALES 

 

Une encéphalite est une maladie du SNC et son étiologie reste indéterminée dans la majorité 

des cas. Le diagnostic d’une encéphalite virale est très difficile, surtout dans la phase précoce 

de l’infection. Cependant, un diagnostic rapide et efficace peut conduire à des une meilleure 

prophylaxie et souvent à des mesures santé publique, si nécessaire. Ainsi, le choix d’un test de 

diagnostic approprié est d’une grande importance. En général, les proportions des constituants 

du sang périphérique et la morphologie cellulaire sont déterminants pour distinguer une 

infection virale d’une infection non virale. En effet, une lymphocytose dans le sang 

périphérique est un marqueur commun lors d’une encéphalite virale. L’estimation du taux de 

sédimentation des érythrocytes est également un autre test couramment utilisé dans 

l’investigation d’une large gamme d’infections virales. L’examen du liquide céphalo-

rachidien (LCR) évaluant la composition en glucose et protéines peut également permettre le 

diagnostic d’une encéphalite virale. 
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En outre, les imageries du SNC et l’électro-encéphalographie (EEG) sont principalement 

recommandées lors de la suspicion d’une infection virale (Moniuszko et al., 2010). L’EEG est 

généralement considérée comme un outil de diagnostic non spécifique permettant seulement 

d’évaluer l’implication du SNC. Toutefois, elle peut être très utile dans le diagnostic 

différentiel entre une encéphalite virale aiguë et une méningite aseptique (Rui-Yun et al., 

2016). L’imagerie à résonnance magnétique (IRM) est une technique non irradiante et permet 

un diagnostic plus spécifique que l’EEG. L’IRM offre également d’autres avantages comme 

une haute résolution anatomique et une détection précoce de l’inflammation (von Stülpnagel 

et al., 2016).  

En général, l’analyse sur du LCR est le test recommandé pour le diagnostic d’une encéphalite 

virale. La culture cellulaire du LCR ou de la biopsie de cerveau peuvent être réalisée sur trois 

lignées cellulaires comme les cellules de singe vert d’Afrique (cellules Vero), les cellules 

épithéliales amniotiques humaines ou les fibroblastes cutanés de l’embryon humain et les 

résultats de l’isolement sont confirmés par des tests de neutralisation ou 

d’immunofluorescence (Steiner et al., 2010). Parallèlement, beaucoup d’autres méthodes 

microbiologiques telles que les tests sérologiques et la réaction de polymérisation en chaîne 

(PCR) sont utilisées pour l’identification des agents viraux impliqués dans l’infection du SNC 

tels que les arbovirus, entérovirus, les virus de la grippe A et B, ou les herpèsvirus. La 

technique PCR est généralement utilisée pour la détection de l’acide nucléique dans le LCR 

ou la biopsie de cerveau. Toutefois, la détection de l’acide nucléique viral dans le LCR 

dépend du stade de l’infection. Le moment optimal est la première semaine après l’apparition 

des symptômes. De nouvelles approches telles que les PCR multiplex ou les méthodes 

couplant la PCR avec d’autres techniques comme la spectrophotométrie de masse et les puces 

à ADN sont de plus en plus développées pour un diagnostic différentiel des encéphalites 

virales (Lévêque et al., 2011; Leveque et al., 2014). La détection des anticorps par ELISA 

(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) peut être réalisée aussi bien sur le sérum que sur le 

LCR. Pour beaucoup d’arbovirus, il y a plus de chance d’obtenir une sérologie positive car la 

phase virémique est très rapide et les patients accusent souvent un retard avant leur arrivée 

dans les structures de santé (Lanciotti et al., 2000). Bien que la présence d’anticorps dans le 

LCR soit plus indicateur d’une rupture de la membrane hémato-encéphalique et d’une 

infection du SNC (Johnson et al., 2016), la détection des immunoglobulines de type M (IgM) 

est plus fréquente dans le sérum où ils peuvent être présents des mois après l’infection aiguë 



 

 

43 
 

(Kapoor  et al., 2004; Prince et al., 2005). En outre, la détection de l’antigène de certains virus 

tels que le HSV, le VZV ou les virus grippaux A et B peut être effectuée sur des prélèvements 

naso-pharyngés par immunofluorescence conventionnelle ou par ELISA mais cette méthode 

n’est pas très pertinente dans le diagnostic utilisant des prélèvements de LCR.  

Malgré l’utilisation croissante de nouvelles approches telles que la spectrométrie de masse 

MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight) et le séquençage à 

haut débit NGS (next-generation sequencing) pour l’identification des marqueurs du système 

immunitaire en corrélation avec l’infection ou des agents pathogènes spécifiques impliqués 

dans les cas d’encéphalite virale, l’échec dans le diagnostic de l’infection du SNC reste 

toujours élevé (Perlejewski et al., 2015; Ng & Solomon., 2015). 

 

 

4. DÉFICIT DE CONNAISSANCES ET D’OUTILS DE DIAGNOSTIC DES 

ENCÉPHALITES VIRALES EN AFRIQUE 

 

Bien qu’il y’ait eu de nombreuses avancées dans la mise au point des techniques de diagnostic 

des encéphalites humaines, la plupart des études utilisant ces outils modernes de virologie a 

été effectuée dans les pays développés, dans un contexte environnemental et socio-

économique différent de celui de l’Afrique. Malgré une incidence globale élevée des 

encéphalites, peu de données existent pour l’Afrique. En effet, le faible niveau de 

sensibilisation du personnel de la santé, le manque d’outils de diagnostic efficaces et 

l’absence de surveillance systématique peuvent être à l’origine d’une sous-estimation de 

l’incidence des encéphalites. Ainsi, plus de connaissances sur les encéphalites sont 

nécessaires dans les pays africains. Pour cela, l’établissement d’une définition de cas 

standardisée pour une encéphalite est très important lors d’une surveillance épidémiologique, 

dans la recherche clinique ou lors d’investigations d’épidémies. En effet, une définition de cas 

largement applicable pourrait faciliter la recherche des étiologies impliquées dans les cas 

d’encéphalites, même dans des régions avec des ressources et des capacités de surveillance 

sensiblement différentes. En outre, la mise en place d’un algorithme pratique de diagnostic 

peut aider les cliniciens dans l’appréciation d’une suspicion et faciliter la surveillance des 
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encéphalites. Il est également important d’avoir une approche standard utilisable dans des 

études collaboratives et multicentriques. De plus, le manque de tests rapides et fiables au 

chevet du malade et facilement utilisables sur le terrain, communément appelés « point of 

care », constitue un handicap majeur dans la prise en charge des malades et l’estimation de 

l’incidence des encéphalites en Afrique (Yansouni et al., 2013). Ainsi, la mise en place d’un 

algorithme décisionnel de prise en charge des patients atteints d’encéphalites souligne la 

nécessité d’outils de diagnostic efficaces pour l’identification spécifique d’agents pathogènes 

nouveaux ou déjà connus (Venkatesan et al., 2013). Cependant, le manque de moyens 

financiers conséquents en Afrique conduit probablement à un échec considérable dans le 

diagnostic des cas d’encéphalite et empêche un traitement rapide et efficace des patients. En 

effet, dans certains pays d’Afrique, le système de santé est inexistant ou gravement affecté par 

les conséquences de plusieurs années de conflit ou de guerre civile. Dans ces zones, il existe 

souvent un défit dans le nombre du personnel de santé et les quelques rares médecins 

disponibles sont concentrés dans les grandes villes. Dans d’autres pays où existe un système 

de santé fonctionnel, la plupart des personnes n’ont pas de source de revenus ou ne 

bénéficient pas de soutien financier leur permettant de supporter les frais d’hospitalisation et 

de traitement de leurs proches atteints d’encéphalite. Même si souvent le problème de moyens 

financiers est résolu et que le diagnostic d’une encéphalite virale est confirmé, les options de 

traitement sont parfois limitées ou indisponibles dans certains pays d’Afrique (Birbeck et al., 

2015). 
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DEUXIÈME PARTIE : LES ENCÉPHALITES VIRALES AU SENEGAL 
 

1. PROBLÈMATIQUE  DE L’ÉTUDE 

 

Les encéphalites ont plusieurs étiologies mais les virus sont les plus importantes causes  

identifiées. Elles sont généralement associées à un tableau clinique grave qui nécessite une 

hospitalisation. Au cours des dernières décennies, des avancées notables ont été faites dans le 

diagnostic des encéphalites virales. Cependant, une grande majorité des cas demeure 

inexpliquée. En outre, très peu d’études ont eu pour but d’identifier de façon spécifique 

l’agent viral impliqué et la plupart d’entre elles a été effectuée dans les pays développés. Par 

conséquent, plus de connaissances sont nécessaires en Afrique où les moyens de diagnostic 

sont limités ou parfois inexistants.  

C’est dans ce cadre qu’un projet de recherche dénommé DEVINE « Détection de nouveaux 

virus impliqués dans les encéphalites chez l’homme en Afrique centrale et de l’Ouest » a été 

mis en place à travers une collaboration entre les instituts Pasteur de Dakar, de la Côte 

d'ivoire, de Bangui et l’Institut Pasteur à Paris. Dans le cadre d’une approche globale, des 

signatures biologiques en rapport avec les étiologies virales impliquées dans les cas d’encéphalites 

ont été recherchées en utilisant des outils de diagnostic spécifiques. Pour cela, des patients âgés de  

15 ans ou plus et présentant une suspicion clinique d’une encéphalite virale aiguë ont été recrutés 

sur une période de trois années, au niveau de trois centres hospitaliers situés dans la région de 

Dakar. 

L’identification rapide d’un agent étiologique peut aider à un traitement approprié et efficace et à 

temps du patient atteint d’encéphalite. Donc, le développement de tests de diagnostic rapides et 

fiables est crucial. Pour cela, dans le cadre d’une approche ciblée sur les encéphalites virales, nous 

avons réalisé une caractérisation moléculaire des souches récentes du virus de la rage provenant 

de différentes localités du Sénégal afin de voir si elles sont prises en compte par le vaccin 

disponible qui permet une protection contre le groupe phylogénétique 1 du virus de la rage 

(Bourhy et al., 2008). En effet, la rage affecte un grand nombre d’espèces animales et présente 

une grande diversité génétique avec principalement quatre groupes phylogénétiques circulant 

en Afrique; les lignées Africa 1 et Africa 4 et les clades Africa 2 et Africa 3 (Bourhy et al., 

2008; Talbi et al., 2009). En outre, une étude précédente a montré que c’est le clade Africa 2 qui 
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est principalement retrouvé en Afrique de l’Ouest et du centre (Talbi et al., 2009). Ainsi, des 

outils de diagnostic capables de fournir une large détection du virus de la rage sont 

nécessaires. Actuellement, l’immunofluorescence directe (IF) est la technique « standard » 

pour la confirmation post-mortem d’une infection par le virus de la rage (rapport OMS, 2013; 

manuel OIE, 2016). Toutefois, pour surmonter les limites présentées par l’IF en terme de 

sensibilité sur les tissus décomposés ou prélevés en phase finale de la maladie et sur les 

prélèvements ante-mortem non neuronaux (manuel OIE, 2016; Fooks et al., 2009; Dacheux et 

al, 2010), de nombreuses méthodes de PCR ont été développées et largement utilisées dans le 

diagnostic intra-vitam de la rage humaine (Dacheux et al, 2008; Coertse et al., 2010; 

Wacharapluesadee et al., 2012; Hayman et al., 2011; Muleya et al., 2012; Fischer et al., 

2014). Cependant, aucune d’elles n’a été validée sur une grande collection d’isolats africains 

avec une large diversité d’origine géographique, exceptée une méthode récente (Dacheux et 

al., 2016). Toutefois, cette dernière présente des limites sur les isolats du clade Africa 2 

circulant au Sénégal. Ainsi, sur la base des génomes complets obtenus, des tests de diagnostic 

moléculaire ont été développés pour une analyse fiable et à large échelle des échantillons suspects 

d’une infection par le virus de la rage qui est une cause d’encéphalite presque toujours fatale, 

principalement en Afrique.  

Avec une implication sans cesse croissante des virus émergents dans les cas d’encéphalites, il est 

important d’avoir une approche sur le futur des étiologies virales pouvant être associées aux 

encéphalites. Ainsi, nous avons choisi l’exemple du virus Bagaza qui est un membre de la famille 

des Flaviviridae et du genre Flavivirus, mais appartenant au groupe Ntaya. Le virus Bagaza a été 

isolé pour la première fois en 1966  d’un pool de moustiques du genre Culex provenant de la 

République Centrafricaine (Digoutte., 1978). Depuis son premier isolement, le virus Bagaza n’a 

été isolé que chez des moustiques en Afrique de l’Ouest et du centre et en Inde (Diallo et al., 

2005; Bondre et al., 2009). En septembre 2010, le virus Bagaza a été isolé en Espagne causant 

une encéphalite chez des oiseaux. Ce fut la première fois que ce virus a été isolé chez un vertébré 

(Aguëro et al., 2011). Bien que quelques études se soient intéressées aux modes de transmission 

(Sudeep et al., 2013; Sudeep et al., 2015) et à la pathogénicité du virus Bagaza (Gamino et al., 

2012), peu de données existent sur sa diversité génétique globale. Ainsi, nous avons effectué une 

caractérisation moléculaire des isolats du virus Bagaza circulant au Sénégal afin de voir leurs 

caractéristiques génétiques et leur évolution phylogénétique depuis sa première isolation jusqu’en 

2014. En outre, une étude sérologique menée en Inde a montré la présence d’anticorps 
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neutralisants anti-Bagaza dans des sérums de patients atteints d’encéphalites; suggérant que ce 

virus pourrait être capable d’infecter les humains (Bondre et al., 2009). Ainsi, nous avons essayé 

d’évaluer la possibilité d’une adaptation du virus Bagaza à l’Homme. Les séquences ainsi 

obtenues pourraient être utiles non seulement dans des études futures telles que du «pathogen-

discovery» chez l’Homme, mais également dans la production de réactifs et le développement 

d’outils de diagnostic ou de systèmes de génétique inverse pour le virus Bagaza. 

 

2. OBJECTIFS DE L’ÉTUDE 

2. 1. Objectif principal 
 

L’objectif principal de ce travail a été d’identifier les agents viraux émergents ou ré-émergents 

responsables d’encéphalites aiguës chez des patients âgés de quinze ans ou plus au Sénégal et de 

mieux comprendre l’épidémiologie moléculaire récente des virus de la rage et Bagaza circulant au 

Sénégal, pouvant être impliqués dans ces cas d’encéphalites aiguës.  

 

2. 2. Objectifs spécifiques  

Pour atteindre l’objectif principal de ce travail, il est nécessaire de :  

1. Réaliser une analyse moléculaire et sérologique des prélèvements issus de patients atteints 

d’encéphalite aiguë afin d’identifier une éventuelle signature biologique en lien avec l’agent 

étiologique suspecté (approche globale). 

 

2. Analyser la phylogénie récente des isolats du virus de la rage circulant au Sénégal et 

développer des outils moléculaires efficaces pour un large diagnostic de la rage (approche 

ciblée).  

 

3. Effectuer la caractérisation moléculaire des souches du virus Bagaza circulant au Sénégal 

en comparaison avec les séquences décrites précédemment dans d’autres pays, analyser son 

évolution avec une approche phylogénétique et évaluer l’évidence de sa possible adaptation 

future à l’Homme (approche « future »).  
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CHAPITRE 1 : APPROCHE GLOBALE SUR LES ENCÉPHALITES VIRALES 
AIGUËS AU SENEGAL 

 

INTRODUCTION 
 

Dans le cadre d’une approche globale sur les encéphalites virales au Sénégal, des patients avec 

un âge ≥ 15 ans, hospitalisés pour un tableau clinique d’encéphalite aiguë, ont été recrutés sur 

une période de deux années (de novembre 2011 à décembre 2013), au niveau de quatres 

services hospitaliers de la région de Dakar : 

 La clinique des maladies infectieuses au centre hospitalier national universitaire de Fann; 

 Le service de médecine interne au centre hospitalier universitaire Le Dantec;  

 Le service d’anesthésie-réanimation au centre hospitalier universitaire Le Dantec;  

 L’unité des soins intensifs à l’hôpital Principal.  

Les prélèvements réalisés au niveau des structures sanitaires citées précédemment, sont 

acheminés à l’Institut Pasteur de Dakar et analysés en utilisant des techniques sérologiques et 

moléculaires. Les informations relatives aux prélèvements biologiques provenant des patients 

recrutés ont été enregistrées sur une base de données centrale sauvegardant les données 

cliniques et épidémiologiques de ces patients afin de constituer une bio-banque locale. 

 

 

1. MATÉRIELS ET MÉTHODES 
 

1. 1. Le pays d’étude 

 

Le Sénégal se trouve en Afrique de l’Ouest. Il est bordé par l'océan Atlantique à l'ouest, la 

Mauritanie au nord, à l'est par le Mali, la Guinée et la Guinée-Bissau au sud. Le Sénégal a une 

superficie de 196723 km2 avec une population totale d’environ 14320055 habitants (banque 

mondiale, juillet 2016)  (Figure 3). Le climat est tropical et sec avec deux saisons : une saison 
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sèche et une saison des pluies. Le Sénégal compte 14 régions et sa capitale s’appelle Dakar. 

La région de Dakar se situe à 14°41'37 Nord et -17°26'38 Ouest et diffère des autres régions 

par ses caractéristiques socio-économiques et urbaines. Environ 23% de la population 

sénégalaise (3 millions) y vivent (ANSD: rapport RGPHAE-2013). 

 

 

 

Figure 3: Carte de l’Afrique de l’Ouest montrant la position géographique du Sénégal 

(en violet) 
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1. 2. Les critères d’inclusion ou d’exclusion 

 

Les critères d’inclusion ont été définis comme tout patient avec un âge ≥ 15 ans, hospitalisé 

dans un des services partenaires de l’étude, pour une maladie progressive de moins de dix 

jours, présentant un niveau de conscience altéré depuis plus de 24 heures tel qu’une léthargie, 

une irritabilité ou un changement de personnalité ou de comportement. Une association de 

deux ou plus parmi les signes suivants est également prise en compte lors de l’inclusion ; à 

savoir une fièvre supérieure à 38°C, des crises et/ou des signes neurologiques focaux durant la 

maladie, une pléïocytose du LCR (> 4 globules blancs/mm3 ou protéines > 0,4 g/L) sans 

évidence d’une méningite bactérienne (Granerod et al., 2010). Cependant, tout patient 

diagnostiqué pour une infection bactérienne ou par le VIH est exclus de l’étude. 

 

 

1. 3. Approbation éthique 

 

Durant la période de l’étude, un formulaire de consentement éclairé a été signé par les patients 

recrutés ou par un de leurs parents ou proches si le patient était inconscient. Pour l’analyse des 

prélèvements, un code anonyme a été affecté à chaque patient. Ce code était relatif au service 

hospitalier au niveau duquel ils ont été inclus dans l’étude. L’utilisation de ces prélèvements 

cliniques pour une meilleure connaissance sur les agents étiologiques impliqués dans les 

encéphalites aiguës a été approuvée par le comité d’éthique nationale et par le comité 

d’éthique de la recherche de l’université Cheikh Anta DIOP de Dakar (UCAD de Dakar) 

(référence : Protocole 0131/2015/CER/UCAD). 

 

 

1. 4. Types de prélèvements 

 

Différents prélèvements biologiques ont été réalisés : LCR, prélèvements sanguins, 

prélèvements bucco-pharyngés et prélèvements de cerveau post-mortem lors d’une suspicion 

d’une infection par le virus de la rage, sur des patients présentant un tableau clinique 
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d’encéphalopathies. Ces prélèvements ont été accompagnés d’un questionnaire contenant les 

données cliniques et épidémiologiques relatives à une exposition spécifique, à un contact avec 

une personne infectée, aux facteurs de risque, à un voyage ou une maladie antérieure à 

l’apparition des symptômes et l’admission (voir Annexes 1 et 2), remplis et remis par le 

médecin traitant avant les analyses au niveau du laboratoire. En plus, des prélèvements 

supplémentaires ont été réalisés après dix jours d’hospitalisation ou lors de la visite de sortie, 

pour une confirmation des résultats obtenus lors des premières analyses. 

 

 

1. 5. Analyses au laboratoire 

 

Dans le but de mieux comprendre les agents étiologiques impliqués dans ces cas 

d’encéphalites aiguës, les prélèvements acheminés au laboratoire ont été d’abord analysés 

avec un premier panel de tests virologiques (Tableau 2). Ce premier panel concerne des tests 

détectant les causes plus communes et reconnues comme responsables d’encéphalites virales 

en utilisant l’ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) et la RT-PCR (transcription 

inverse-réaction de polymérisation en chaîne) temps réel respectivement pour une détection 

spécifique des anticorps et des acides nucléiques (Innis et al., 1989 ; Giri et al., 2013 ; Chheng 

et al., 2013). Ensuite, ces prélèvements ont été soumis à un second panel de tests concernant 

des causes d’encéphalites moins communes (Tableau 2). L’identification d’un agent 

étiologique non-viral a été caractérisée par une coloration de Gram ou une culture bactérienne 

positive à partir du LCR ou par une observation d’une forme asexuée du parasite Plasmodium 

falciparum dans le sang périphérique par une goutte épaisse ou un test de détection rapide 

(TDR) positif (Tableau 2). Parallèlement à ces tests de première ligne, un ensemble 

d’analyses biologiques telles que la biochimie du LCR, la glycorachie du LCR, la numération 

et la biochimie sanguines et la présence d’une leucopénie ou d’une thrombocytopénie, a été 

effectué pour permettre aux cliniciens de donner à temps une prophylaxie appropriée dans les 

cas de maladie sévère (Thakur et al., 2016). Les échantillons (LCR et sérums) négatifs après 

toutes ces analyses ont été envoyés au niveau du laboratoire de référence à l’Institut Pasteur à 

Paris pour une analyse NGS afin d’élargir le spectre de détection de virus émergents et/ou ré-

émergents potentiellement impliqués dans ces cas d’encéphalites aiguës. 
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Tableau 2: Description des différents tests effectués au laboratoire

Premier panel: Tests virologiques de première ligne Second panel : Autres tests pour des causes moins communes 

PCR sur le LCR Culture bactérienne sur le LCR
•  virus de l'herpès simplex 1/2 • Mycobacterium tuberculosis
•  virus de la varicelle et du zona • Mycoplasma pneumoniae
•  cytomégalovirus • Listeria monocytogenes
•  virus Epstein-Barr • Borrelia burgdorferi
•  herpèsvirus humain 6/7 • Leptospirosis
•  herpèsvirus humain 8 • Legionella
•  pan-entérovirus non poliovirus • Salmonella
PCR sur les prélèvements naso-pharyngés • Streptococcus
•  virus de la grippe A ou B 
PCR sur le sérum
•  arbovirus (dengue, West Nile, Zika   
VFVR, virus de la FHCC, Chikungunya)
• pan-flavivirus
• virus de la rage 
(lors d'une suspiçion clinique d'une infection par le virus de la rage)
Sérologie Parasite (goutte épaisse)
•  arbovirus (dengue, West Nile, Zika   • Plasmodium falciparum
VFVR, virus de la FHCC, Chikungunya)
•  rougeole
•  rubéole

LCR: liquide céphalo-rachidien
PCR: réaction de polymérisation en chaîne
VFVR: virus de la fièvre de la vallée du Rift
FHCC: fièvre hémorragique de Crimée Congo
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1. 6. Techniques utilisées 
 

1. 6. 1. Extraction des acides nucléiques  
 

Les acides nucléiques (ARN et ADN) ont été extraits avec le kit PureLink®Viral RNA/DNA 

Mini Kit (Invitrogen, Etats-Unis) selon les recommandations du fabricant. Après la lyse des 

virus par le tampon L22 additionné à de la protéinase K, le lysat a été passé sur une colonne 

d’affinité. Après trois lavages avec le tampon W5, l’acide nucléique a été élué dans de l’eau 

stérile E3 du kit, puis conservé à -80°C. 

 

 

1. 6. 2. RT-PCR temps réel  
 

Les acides nucléiques extraits ont été analysés par RT-PCR temps réel en utilisant le kit 

Quantitect® Probe RT-PCR Kit (Qiagen, Heiden, Allemagne) selon les recommandations du 

fabricant. Brièvement, selon le système de PCR utilisé, l’ARN ou l’ADN a été mélangé avec 

du mélange réactionnel composé du tampon (QuantiTect Probe RT-PCR- master mix), du 

couple d’amorces et de la sonde correspondante à 10 µM, de l’enzyme (QuantiTect RT-mix) 

et de l'eau sans RNase dans un volume final de 25 µL. Les tests ont été effectués sur une 

machine ABI 7500 Fast Real Time system cycler ou 7500 Real Time system cycler (Applied 

Biosystems, Foster City, Etats-Unis) en utilisant le programme suivant: une étape de 

transcription inverse à 50°C pendant 10 min, une étape de dénaturation à 95°C pendant 15 

minute, suivi par 40 cycles de 95°C pendant 15 secondes et 60°C pendant 1 minute. La phase 

de transcription est éliminée du programme lors de l’analyse ciblant l’ADN. Durant 

l’amplification, l’activité 5’-3’ exonucléasique de la Taq polymérase (enzyme issue de la 

bactérie Thermus aquaticus) dégrade la sonde fixée sur la séquence cible et la fluorescence 

émise est mesurée par l’appareil. Les résultats de RT-PCR ont été analysés avec le logiciel 

7500 (v2.0.1). 
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1. 6. 3. ELISA 

 

Le test ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) est une méthode immuno-

enzymatique permettant la détection et/ou le dosage d’une protéine (antigène ou anticorps) 

dans un liquide biologique grâce à l’utilisation d’un marqueur. Cette méthode permet de 

détecter les immunoglobulines (anticorps) dirigés contre un virus (Figure 4).  

 

 

Figure 4: Schéma du principe de l’ELISA Sandwich indirecte pour la détection des 

anticorps dans le sérum 
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1. 6. 4. Séroneutralisation 
 

Le principe consiste à inhiber le développement de l’effet cyto-pathogène d’un virus sur des 

supports cellulaires en présence de dilutions croissantes du sérum des patients à tester. Si cette 

inhibition est obtenue, on observe alors des cellules saines et on conclut à la présence 

d’anticorps neutralisants spécifiques d’un virus donné. Cette technique permet aussi de doser 

la quantité d’anticorps neutralisants présents dans un sérum (Figure 5). 

 

Figure 5: Schéma du principe de la séroneutralisation pour la détection d’anticorps 

neutralisants spécifiques 

 

1. 7. Analyses statistiques 

 

Les données obtenues ont été analysées avec le logiciel R (version 3.0.2, The R Foundation 

for Statistical Computing). Les différences entre groupes d’âge entre les zones ont été 

comparées en utilisant le test exact de Fisher. Ensuite, nous avons analysés l’association entre 

les causes d’encéphalites identifiées et la zone, le sexe ou l’âge en utilisant le test du Chi2. Un 

test statistique est considéré comme significatif lorsque la valeur de p-value obtenue est 

inférieure à 0,05. 
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2. RÉSULTATS 
 

2. 1. Caractéristiques des patients recrutés dans cette étude 

 

Au cours de cette étude, un prélèvement de LCR a été positif  pour une bactérie appelée Borrelia 

burgdorferi. Par conséquent, le patient correspondant a été par la suite exclu de l’étude. Tous les 

patients inclus ont été diagnostiqués comme souffrant d’une encéphalite virale en accord avec les 

critères d’inclusions.  

Au total soixante-trois patients présentant un tableau clinique d’une encéphalite virale aiguë ont 

été inclus durant la période d’étude. L’âge médian était de 26,5 ans (compris entre 15-86 ans) et 

le ratio homme/femme était de 1,86 (41/22). Parmi les patients inclus, 11% (n= 7) vivaient en 

zone rurale, 49% (n= 31) en zone péri-urbaine et 40% (n= 25) en zone urbaine (Figure 6a). 

La distribution des groupes d’âge n’était pas significativement différente entre les zones 

rurale, péri-urbaine et urbaine (p-value= 0,959) (Figure 6b). 

 

Figure 6: Distribution des patients inclus dans l’étude par zone (a) et distribution des 

classes d’âge en fonction de la zone (b) 
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2. 2. Premiers signes cliniques et symptômes neurologiques 

 

Le temps  médian entre l’apparition des premiers symptômes cliniques et l’hospitalisation était de 

5 jours (entre 0 et 184 jours) tandis que le temps médian entre l’apparition des premiers signes 

neurologiques et l’hospitalisation était de 3 jours (entre 0 et 61 jours). A l’admission, les patients 

présentaient un certain nombre de symptômes. En dehors de la forte fièvre (T >38°C) qui était un 

critère d’inclusion avec une température médiane de 38,5°C (entre 35,7°C et 40,2°C), les 

symptômes les plus retrouvés ont été les céphalées avec 53,97%. Elles ont été suivies par un 

second groupe de symptômes neurologiques comprenant les convulsions (11,11%) et 

l’obnubilation (9,52%). Durant l’hospitalisation, les symptômes ont été majoritairement 

dominés par des vomissements (4,76%), une perte de conscience (4,76%), des hallucinations 

(4,76%), un état de coma (score de Glasgow ≤ 14; 4,76%), un déficit visuel (3,17%), une 

hémiplégie (3,17%), une paresthésie (1,59%), des rhinorrhées (1,59%), des délires (1,59%), 

une poly-arthralgie (1,59%) et une hypertension artérielle (1,59%) (Figure 7). La majorité des 

patients inclus présentaient une tachycardie (> 80 battements/minute) avec une fréquence 

cardiaque médiane de 101,01±18,06 battements/minute (compris entre 60-140 

battements/minute avec 11 données manquantes). En outre, des tensions artérielles systolique 

et diastolique médianes respectives de 120 et 80 mmHg (120/80 mmHg); la tension artérielle 

étant normale quand elle est inférieure à 14/9 ou 140/90 mmHg. 
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Figure 7: Présentation des symptômes et signes cliniques chez les patients recrutés 

 

 

2. 3. Analyses biologiques au laboratoire 
 

L’analyse des paramètres biologiques réalisée au laboratoire a montré que 49% des patients 

avaient une thrombocytopénie (un taux normal de plaquettes sanguines compris entre 150-

400giga/L) et 17% présentaient une hypokaliémie (une quantité normale de potassium dans le 

sang variable entre 3,5-4,5mmol/L). Pour les paramètres biologiques du LCR, le nombre 

médian de globules blancs était de 6 globules blancs/mm3 (5-130; > 4 globules blancs/mm3) 

et une protéinorachie médiane de 0,6 g/L (0,5-12; > 0,4 g/L).  
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2. 4. Présentation des étiologies identifiées 

 

Les résultats montrent qu’aucun patient n’a été infecté par le HSV-2, les entérovirus, le VZV, 

le virus WN, le virus de la FHCC, le virus Chikungunya, le virus de la dengue, le virus de la 

rage, les virus de la rougeole ou de la rubéole. En effet, chez 63,5% (n= 40; entre 15-86 ans) 

des cas d’encéphalites répertoriés, aucune origine virale n’a été identifiée. Cependant, une 

étiologie virale a été identifiée chez vingt-trois patients (36,5%) dont six étaient des cas de co-

infections de deux pathogènes. Parmi les causes identifiées, nous avons enregistré une part 

significative de paludisme chez quinze patients (17-74 ans) identifiée sur la base des tests 

rapides. Nous avons également détecté les virus des grippes A et B par PCR temps réel (n= 4; 

22-79 ans). L’ADN des herpèsvirus humains a été détecté par RT-PCR temps réel dans le 

LCR de neuf patients, impliquant le HSV-1 (n= 1; 19 ans), l’EBV (n= 4; 17-82 ans), le CMV 

(n= 3; 22-38 ans) et le HHV-6 (n= 1; 33 ans). Deux patients (23-34 ans) ont été infectés par le 

VFVR. Ils présentaient des anticorps de type IgM dans leurs sérums mais la détection de 

l’ARN viral dans le sérum par PCR a été négative. En outre, un agent viral présentant une 

homologie de 96% avec la souche du virus Dézidougou (DEZV; ArA20086) a été identifié 

par séquençage haut débit (NGS) dans le LCR d’un patient de 52 ans. Membre du groupe 

taxonomique appelé Negevirus, le virus Dézidougou a été isolé pour la première fois en 1987 

à l’Institut Pasteur de Dakar, à partir d’un lot de moustique Aedes aegypti collecté dans la 

localité de Dézidougou en Côte d’ivoire (Tableau 3).  
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Tableau 3: Résutats des tests de première ligne effectués au laboratoire 

  
  

Pathogène 
  

Nombre de  
 cas concernés   

Pourcentage 
(% ) 

Tranche 
d'âge 
(ans) 

  
  
  

inconnu 40 63,5 15-86 

Plasmodium 15   17-74 

virus de la grippe 4   22-79 

herpèsvirus virus Epstein-Barr  4   17-82 

  
  
  

cytomégalovirus 3 
36,5 

22-38 

virus de l'herpès simplex 1 1 19 
6ème herpèsvirus humain 1   33 

arbovirus virus de la fièvre de la 
vallée du Rift 2   23-34 

  virus proche-Dezidougou 1   52 

 

 

2. 5. Les cas de co-infections et les cas de décès 

 

Le diagnostic de laboratoire a également révélé la détection de plus d’un agent pathogène 

chez le même patient; conduisant parfois à des décès. Parmi eux, quatre cas de décès non 

associés à aucune cause connue ont été enregistrés. En outre, nous avons pu noter trois cas de 

co-infection Plasmodium-CMV, un cas de co-infection Plasmodium-grippe (A), un cas de co-

infection CMV-VFVR et un cas de co-infection EBV-grippe (A). Nous avons enregistré onze 

cas de décès (17,46%) dont quatre restent sans aucune cause identifiée, trois infectés par le 

parasite Plasmodium, un cas positif pour les grippes A et B, un cas infecté par le HSV-1, un 

cas de co-infection Plasmodium-HHV-6 et enfin un cas de co-infection EBV-grippe (A) 

(Figure 8). 
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Figure 8: Répartition des causes identifiées et les cas de co-infection.  

 

 

2. 6. Distribution des causes en fonction de l’habitat, du sexe et de l’âge 

 

Dans notre étude, nous n’avons pas noté une évidence d’une association entre les causes 

identifiées et la zone d’habitation (p-value= 0,058) ou le sexe (p-value= 0,471). Cependant, le 

paludisme affectait légèrement plus les patients âgés entre 15-23 ans (53%). Les herpèsvirus 

humain et les arbovirus ont été retrouvés principalement dans les classes d’âge de 15-23 ans 

(respectivement 56% et 44%) et de 24-32 ans (respectivement 33% et 67%) tandis que le 

virus de la grippe a touché légèrement plus les patients âgés de plus de 33 ans (50%). Les cas 

d’encéphalites sans aucune cause identifiée ont été retrouvés dans les trois classes d’âge 

approximativement avec les mêmes taux (environ 30%). Malgré ces légères différences 

observées dans la distribution des causes en fonction de l’âge, il n’y a pas une évidence d’une 

association (p-value= 0,309) (Figure 9). 
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Figure 9: Distribution des causes d’encéphalites identifiées en fonction des classes d’âge 

 

 

2. 7. Distribution trimestrielle cumulée des agents pathogènes identifiés 

 

Un nombre moyen de vingt et un patients (entre 16-26) par an a été recruté au cours de l’étude. 

L’analyse de la distribution trimestrielle cumulée des étiologies a montré que les agents 

pathogènes identifiés ont été enregistrés au cours du troisième et du quatrième trimestre. 

Toutefois, 69% (16/23) des pathogènes identifiés ont été enregistrés dans le quatrième 

trimestre avec sept cas de Plasmodium, deux cas de co-infection Plasmodium-herpèsvirus, un 

cas de co-infection Plasmodium-grippe, un cas d’herpèsvirus, un cas de co-infection 

herpèsvirus-arbovirus, deux cas d’arbovirus, et deux cas de grippe (Figure 10). 
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Figure 10: Distribution trimestrielle cumulée des causes d’encéphalite identifiées dans 

les trois centres hospitaliers, Dakar, Sénégal, novembre 2011-décembre 2013. 
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3. DISCUSSION 
 

Partout à travers le monde, les encéphalites peuvent être causées par plus d’une centaine de 

virus présentant souvent des différences en terme de distribution ou d’incidence. Malgré 

l’utilisation des techniques modernes de laboratoire, la grande majorité des encéphalites 

virales reste toujours inexpliquée (Steiner et al., 2010). Ainsi, le challenge des chercheurs est 

de fournir un diagnostic rapide et fiable devant un cas d’encéphalite virale. Dans notre étude 

multicentrique, les critères d’inclusion ont été l’admission au niveau des trois centres 

hospitaliers de l’étude situés dans la région de Dakar, un âge supérieur ou égal à quinze ans et 

un tableau clinique d’encéphalite virale aiguë évoluant depuis moins de dix jours. La majorité 

des patients inclus dans cette étude présentait des céphalées, souvent accompagnées de 

complications neurologiques et d’autres signes cliniques retrouvés également lors de 

l’infection par d’autres agents pathogènes non viraux. Malgré l’utilisation d’un panel de tests 

virologiques de première ligne, la majorité des patients inclus dans notre étude reste 

également sans aucune cause identifiée comme cela a été le cas dans des études descriptives 

précédentes (Michael et al., 2010; Bell et al., 2009; Nwosu et al., 2001). Cependant, cette 

grande part de cause inexpliquée dans cette étude pourrait être due en partie à l’hospitalisation 

tardive de certains patients à un stade avancé de l’infection, associée à la distance séparant le 

lieu d’origine au centre hospitalier. D’autre part, ces cas d’encéphalites inexpliqués pourraient 

être la signature d’agents non viraux ou de virus émergents.  

Cependant, plus du tiers des patients inclus dans cette étude ont été associés à une cause 

infectieuse identifiée appartenant soit aux herpèsvirus, aux arbovirus ou au virus de la grippe. 

Cependant, nous avons noté un très faible niveau d’infection avec les HSV-1/2. En effet, 

d’une façon surprenante, nous n’avons trouvé qu’un seul cas de HSV-1, malgré la réalisation 

d’un diagnostic moléculaire ciblant tous les herpèsvirus dans cette étude, et pour lequel les 

résultats ont été confirmés par le laboratoire de référence. Le patient infecté avec le HSV-1 

était une jeune femme de dix-neuf ans, habitant en zone péri-urbaine et hospitalisée durant la 

fin du mois d’août 2011 au niveau de la clinique des maladies infectieuses du CHNU de Fann. 

Avec une apparition des premiers symptômes sept jours avant son hospitalisation, la patiente 

souffrait de céphalées. A l’admission, elle présentait une fièvre avec une température 

maximale de 39,9°C, une septicémie sévère ou choc septique avec une tachycardie. Au cours 

de son hospitalisation, cette patiente présentait un début d’hydrocéphalie, des toux, un 
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syndrome méningé (maux de tête, signes de Kernig, raideur de la nuque) et était dans le coma 

avec un score de Glasgow de 7. Elle était décédée au bout de six jours d’hospitalisation.  

En outre, aucun cas de VZV n’a été détecté au cours de cette étude. Ces résultat diffèrent de 

ce qui a été décrit dans des études précédentes en Europe (Venkatesan et al., 2013; Bernard et 

al., 2013; de Ory et al., 2013; Silva., 2013) ou même en Asie (Tan et al., 2014; Olsen et al., 

2015). Nous avons également identifié l’ADN d’autres herpèsvirus tels que le CMV, l’EBVet 

le HHV-6 dans le LCR de quelques patients, parfois en co-infection avec d’autres agents 

étiologiques. En effet, l’EBV ou le HHV-6 a été impliqué dans un cas de co-infection ayant 

conduit au décès d’un patient comme décrit dans d’autres études précédentes (Akkoc et al., 

2016; Ogata, 2016). Bien qu’ils représentent d’autres causes majeures d’encéphalite virale 

(Ho Dang Trung et al., 2012; de Ory et al., 2013; Tan et al., 2014), les entérovirus n’ont été 

associés à aucun cas d’encéphalite inclus dans cette étude. La nature des prélèvements 

analysés au cours de cette étude, différente des fécès sur lesquels les entérovirus sont le plus 

souvent détectés, pourrait être un facteur limitant (Faleye et al., 2016b).  

Avec les épidémies et les épizooties enregistrées dans le monde au cours des dix dernières 

années, la grippe représente un problème sérieux de santé publique pouvant se produire dans 

une zone géographique donnée et parfois capable de dépasser les barrières géographiques et 

se propager avec une large distribution. Sa détection chez certains patients inclus dans cette 

étude montre son implication rare mais réelle dans les cas d’encéphalite aiguë. Ainsi à côté de 

la surveillance nationale effective pour la grippe au Sénégal, une prise en charge rapide des 

cas aigus serait importante afin de réduire de manière considérable les risques de mortalité 

surtout chez les individus immunodéprimés (Goenka et al., 2014).  

La présence d’anticorps IgM dans le sérum de deux patients infectés par le VFVR a coïncidé 

avec la circulation de ce virus au Sénégal de septembre à décembre 2013 avec des cas 

sporadiques humains, chez le bétail et chez les moustiques dans différentes localités du pays 

(Sow et al., 2016a). Le premier cas était un jeune homme de vingt-trois ans, agriculteur 

habitant en zone rurale et travaillant en contact avec le bétail. Il a été hospitalisé à la fin du 

mois d’octobre 2013 au niveau du service d’Anesthésie-Réanimation du CHU Le Dantec. Les 

premiers symptômes apparus neuf jours avant son hospitalisation, étaient constitués de 

céphalées associées à un syndrome grippal (asthénie, sensation de fièvre) et à des symptômes 

digestives comme la perte de l’appétit. A l’admission, le patient avait une fièvre avec une 
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température maximale de 38,3°C et une tachycardie. Durant son hospitalisation, des 

symptômes neurologiques associés à une perte de conscience (score de Glasgow de 10) et des 

troubles de comportement comme l’apathie ont été enregistrés comme ce qui a été montré par 

une étude précédente menée sur le VFVR (Ikegami & Makino, 2011). D’autres symptômes 

tels que des toux, des crachats et un déficit neurologique moteur accompagné d’une évolution 

du patient vers une hémiplégie droite ont été également observés chez ce patient. Durant la 

même période, un second cas d’infection par le VFVR a été trouvé. Il s’agissait d’une femme 

de 34 ans hospitalisée au niveau du service de neurologie du même hôpital au début du mois 

de novembre 2013. Vivant également en zone rurale, la patiente menait ses activités en 

contact avec les vaches, les chevaux et les moutons. Avant son hospitalisation, les premiers 

symptômes étaient constitués d’une fièvre suivi de maux de tête. Au cours de son 

hospitalisation, un déficit neurologique moteur a été observé comme pour le premier patient. 

Elle présentait également une cécité transitoire comme précédemment décrite pour une 

infection par le VFVR (Ikegami & Makino., 2011). Cette période de la circulation du VFVR 

en 2013 coïncidait au mois précédent la fête de l’Aïd El Kebir qui est une célébration 

musulmane majeure (OIE, 2013).  Durant cette période, il existe une importation fréquente du 

bétail en provenance des pays frontaliers, en majorité de la république de Mauritanie où le 

VFVR a connu des émergences fréquentes (Sow et al., 2014). Ainsi, l’érection de marchés de 

moutons dans les grandes villes du pays comme Dakar et Mbour associée à l’abondance 

simultanée des principaux vecteurs du VFVR (Aedes vexans et Culex poicilipes), aux fortes 

pluies inhabituelles et aux changements écologiques tels que la déforestation et les pratiques 

agricoles constituent des facteurs de réémergence du virus (Talla et al., 2014; Soti et al., 2012). 

En général, responsable d’épidémies chez le bétail associées à une forte mortalité, le VFVR 

peut également affecter les humains par contact avec les fluides ou tissus animaux infectieux 

ou par piqûre de moustiques. Ainsi, il est souvent une cause d’encéphalite virale pouvant 

évoluer jusqu’au coma (Caroline et al., 2016).  

L’utilisation d’une technique moderne comme le NGS à la suite des tests de première ligne a 

permis d’élargir notre spectre de détection de pathogènes émergents ou ré-émergents pouvant 

être impliqués dans ces cas d’encéphalite. Le patient infecté avec un virus proche-Dezidougou 

était un assistant social de cinquante-deux ans, habitant en zone péri-urbaine avec aucun 

historique de voyage à l’étranger. Il a été hospitalisé au début du mois de juillet 2012 au 

niveau du service de neurologie du CHNU de Fann. Les premiers symptômes étaient apparus 



 

 

67 
 

1 jour avant son hospitalisation et le patient présentait des céphalées. A l’admission, le patient 

avait une fièvre avec une température maximale de 38°C accompagnée d’une hypertension 

(150/80 mmHg). Au cours de son hospitalisation, le patient présentait des symptômes 

digestifs associés à des vomissements. Un déficit neurologique moteur a été également 

observé. Des symptômes neurologiques tels que des signes extrapyramidaux et de signes de 

Babinski montrant une lésion du SNC ont été enregistrés chez le patient. Le patient était 

toujours hospitalisé dix jours avec une persistance du déficit neurologique moteur. Ainsi, la 

détection d’un virus proche du virus Dezidougou montre qu’une surveillance épidémiologique 

des arbovirus, utilisant une approche syndromique basée sur les encéphalites et associée aux 

données épidémiologiques de terrain, pourrait être un moyen intéressant pour évaluer 

l’incidence de la maladie causée par les arbovirus connus circulant au Sénégal et découvrir 

d’autres virus émergents en utilisant les techniques modernes de laboratoire. La détection de 

deux agents pathogènes chez le même individu pourrait être un facteur de risque clef pour le 

développement d’une encéphalite; l’infection par le premier pathogène causant parfois un état 

d’immunodépression sévère. Néanmoins, la promptitude dans le diagnostic et le rendu des 

résultats a fortement participé à la prise en charge efficace et à temps des patients par les 

médecins. 

Cependant, bien que la prédominance des encéphalites virales soit légèrement plus élevée 

chez les patients de sexe mâle tel que décrit dans une étude précédente (Madrid et al., 2014), 

nous n’avons noté aucune évidence d’une variation des causes d’encéphalites identifiées en 

fonction de la zone d’habitation, du sexe ou même de l’âge. Une plus grande proportion 

d’agents pathogènes identifiés a été enregistrée dans le quatrième trimestre. En général, cette 

période coincide avec la fin de la saison des pluies au Sénégal et correspond à la période de 

forte circulation de plusieurs pathogènes, en particulier les arbovirus et le parasite du 

paludisme (Niang et al., 2016; Sow et al., 2016b). En outre, la présence élevée du paludisme 

dans cette étude pourrait être associée à sa forte incidence dans les pays d’Afrique sub-

saharienne (Ceesay et al., 2012). Sur la base des signes cliniques et des tests biologiques, le 

paludisme cérébral a été identifié par les médecins chez 23% (n= 15) des patients dont 3 cas 

de co-infections avec du CMV, de la grippe A et du HHV-6. Ce dernier cas de co-infection a 

conduit au décès du patient infecté. Ce cas pourrait être associé au paludisme cérébral qui 

cause entre 10% et 15% de mortalité (Mishra et al., 2006) ou à un syndrome neurologique 

post-infection après un paludisme sévère non-cérébral (Caetano et al., 2016). Considéré 
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également comme une « possible » étiologie dans plusieurs cas, le paludisme peut ainsi 

masquer d’autres agents viraux comme le virus de la rage tel que décrit dans une étude 

précédente (Mallewa et al., 2007). Ainsi, il serait important d’avoir des outils performants 

pour un diagnostic rapide et efficace devant des cas d’encéphalite virale. Pour cela, une 

meilleure connaissance de l’épidémiologie moléculaire des virus responsables d’encéphalites 

circulant dans la zone géographique est nécessaire. 

 

 

CONCLUSION 
 

Les encéphalites virales représentent des affections graves dont l’étiologie est inexpliquée 

dans la majorité des cas. Elles sont généralement associées à un tableau clinique qui requiert 

l’hospitalisation. Dans une approche globale, nous avons montré la première description des 

encéphalites aiguës chez des patients avec un âge ≥ 15 ans, dans la région de Dakar au 

Sénégal, avec un focus spécial sur les encéphalites virales. En dépit de l’utilisation de plus en 

plus fréquente du séquençage à haut débit NGS, l’étiologie reste non identifiée dans la 

majorité des cas d’encéphalite. Cependant, la mise en place d’une surveillance hospitalière 

active des encéphalites virales basée sur un réseau de laboratoires pourrait maximiser les 

chances de détecter d’autres agents pathogènes moins connus tels que le virus Goutanap 

(Kallies et al., 2014), fournir des données plus larges, permettre de donner une prophylaxie 

efficace aux malades et prendre à temps des mesures de santé publique. 
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CHAPITRE 2 : APPROCHE CIBLÉE SUR LES ENCÉPHALITES VIRALES AIGUËS 
AU SENEGAL 

 

INTRODUCTION 
 

Bien que la majorité des encéphalites soit toujours inexpliquée, l’avènement des techniques de 

biologie moléculaire a apporté une nette amélioration dans le diagnostic des encéphalites 

virales au cours des dernières années. Par ailleurs, une meilleure connaissance de 

l’épidémiologie moléculaire des virus potentiellement impliqués dans les cas d’encéphalites 

humaines et la mise au point de techniques plus spécifiques favorisent un diagnostic plus 

performant. La rage est responsable d’une encéphalite presque toujours fatale. Elle est causée 

par un virus qui présente une grande diversité génétique avec principalement quatre groupes 

phylogénétiques circulant en Afrique (Bourhy et al., 2008; Talbi et al., 2009). Ainsi, dans le 

cadre de cette étude, nous avons réalisé la caractérisation de souches de la rage circulant au 

Sénégal et sélectionnées à partir de la sérothèque de l’IPD sur une période de quinze années. 

Dans le but de voir si le vaccin disponible pour l’Homme prend en compte ces souches du 

Sénégal, nous  avons utilisé une analyse phylogénétique. Sur la base de cette analyse 

phylogénétique, deux systèmes de RT-PCR quantitatives (RT-qPCR) spécifiques et plus 

adaptés pour la détection du virus de la rage dans le contexte africain ont été également 

développés et validés en termes de performances analytiques et diagnostiques.   
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1. MATÉRIELS ET MÉTHODES 

 

1. 1. Choix des couples d’amorces  

 

Nous avons réalisé des alignements multiples sur la base des précédentes séquences complètes 

des isolats étudiés, disponibles sur la base de données Genbank. Pour cela, nous avons utilisé 

l’algorithme Muscle implémenté dans le logiciel MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016). Sur la base de 

ces alignements multiples, des couples d’amorces chevauchants ont été dessinés en utilisant le 

logiciel en ligne Primer3® (version 4.0.0, Whitehead Institute for Biomedical Research), de 

façon à couvrir le génome viral. Pour prédire toute détection non-spécifique des virus de la 

même famille, les amorces choisies ont été soumises à une analyse BLAST sur NCBI. Les 

amorces dessinées ont été synthétisées chez TIBMol-Biol (Berlin, Allemagne) et reconstituées 

selon les recommandations du fabricant (Tableaux 4).  
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Tableau 4 : Description des amorces utilisées pour la caractérisation moléculaire du virus de 
la rage 

Nom de 
l’amorce Séquence 5’-3’ Direction Région Thyb 

(°C) 

SN3race243R AGCTTGGCAGCATTCATGCCTG Antisens nucléoprotéine 53 
SN3race298R TGCTGCTGCCAAGTAGGAACAT Antisens nucléoprotéine 53 

N127 ATGTAACACCTCTACAATGG Sens nucléoprotéine 56 
N8m CAGTCTCYTCNGCCATCTC Antisens nucléoprotéine 56 

SNRV1342F TATGTKTCAGTCAGTTCC Sens nucléoprotéine 55 
SNRV2939R TCRTCCCAAGTGATCTCY Antisens matrice 55 
SNRV2745F ATATTCYGGAAAYCACAGRAT Sens matrice 53 
SNRV4280R TGAGACGTCTRAAACTCACTG Antisens glycoprotéine 53 

M220 TGGTGTATCAACATGRAYTC Sens matrice 53 
SNG5444R GGTCATCATAGACCTCYC Antisens glycoprotéine 53 
G4836-S3 GGRARRGTYATATCTTCNTGGGA Sens glycoprotéine 54 

PV08 GGTCTGATCTRTCWGARYAATA Antisens polymérase L 54 
L7386-AS3 CTRTCBGARTARTADAYCCANGACTT Antisens polymérase L 54 
SNRV5318F GGGCTGGATCATCTATGCTT Sens glycoprotéine 53 
SNRV6304R TTGATGACCTCGTAGCCTGA Antisens polymérase L 53 
SNRV6281F TGYGGAAAYTCCGGCTAT Sens polymérase L 54 
SNRV8504R GCTCRCTGAGAAATCGRG Antisens polymérase L 54 

Taq3long ATGAGAAGTGGAAYAAYCATCA Sens polymérase L 54 
L9633-AS3 TTGCYRTATATGTTGACAGG Antisens polymérase L 54 
SNRV8401F TTCAGAGTTYAGAGAGGCRAT Sens polymérase L 53 
SNRV9648R ATGTTAACAGGGAAGATTGTT Antisens polymérase L 53 
SNRV9263F ATGTTYCAGCCATTGATGCTT Sens polymérase L 54 

SNRV10590R TGAAYACAAGCTTRGCATCYG Antisens polymérase L 54 
SNRV10331F TGCTCTGCTCAACAGGTT Sens polymérase L 53 
SNRV11932R ACGCTTAACAAATAAACAACA Antisens 5’NC 53 

SN5race11566F GGTCTGGTGACACCCCGGTCTTCA Sens polymérase L 55 
SN5race11615F GAGTCTGTCATCTCACTGGATCA Sens polymérase L 55 
5’NC : Extrémité 5’ non-codante          Thyb : Température d’hybridation des amorces 

Y : C ou T     W : A ou T        N : A, C, G ou T     D : non C (A, C ou T)    K : G ou T     R : A ou G 

 

 

1. 2. Les isolats du virus de la rage utilisés  

 

Dans cette étude, nous avons réalisé une caractérisation moléculaire de dix-huit isolats du virus de 

la rage provenant de différentes localités du Sénégal, sur une période allant de 2001 à 2015. Ces 

isolats du virus de la rage proviennent de la collection du centre national de référence de la 

rage (CNR-rage) situé à l’Institut Pasteur de Dakar (IPD) (Tableau 5).  
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Tableau 5: Description des isolats du virus de la rage utilisés dans cette étude 

Isolats Origine Année d’isolement Espèce (hôte) 

SH155966SEN Dakar 2001 Homo sapiens (humain) 

SH177846SEN Dakar 2005 Homo sapiens (humain) 

SH184393SEN Dakar 2005 Homo sapiens (humain) 

SA194858SEN Dakar 2008 Canis lupus familiaris (chien) 

SA204014SEN Dakar 2010 Canis lupus familiaris (chien) 

SA206776SEN Dakar 2010 Canis lupus familiaris (chien) 

SA221203SEN Dahra 2011 Mellivora capensis (ratel) 

SA217694SEN Linguère 2011 Canis lupus familiaris (chien) 

SA217695SEN Dahra 2011 Canis lupus familiaris (chien) 

SA217750SEN Dahra 2011 Canis lupus familiaris (chien) 

SH218152SEN Dakar 2011 Homo sapiens (humain) 

SA252888SEN Dakar 2013 Canis lupus familiaris (chien) 

SA252913SEN Diamniadio 2013 Canis lupus familiaris (chien) 

SA262037SEN Dakar 2013 Canis lupus familiaris (chien) 

SA262503SEN Dakar 2014 Canis lupus familiaris (chien) 

SA262518SEN Dakar 2014 Canis lupus familiaris (chien) 

SA267115SEN Dakar 2014 Canis lupus familiaris (chien) 

SA272282SEN Dakar 2015 Canis lupus familiaris (chien) 

Les prélèvements humains proviennent de la clinique des maladies infectieuses du CHNU de Fann.  

Les prélèvements animaux proviennent de l'école inter-Etats des sciences et médicine vétérinaires de 
Dakar (EISMV) et des différentes structures vétérinaires du pays. 

SEN: Sénégal 
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1. 3. RT-PCR classique et séquençage 

 

Les ARNs ont été extraits à partir des stocks viraux de différents isolats comme 

précédemment décrit (Chapitre 1 : 1. 7. 1.). La transcription inverse (RT) a été réalisée avec 

le kit AMV (Promega, Etats-Unis) selon les recommandations du fabricant. Un volume de      

1 µL d’amorce antisens a été ajouté à 10 µL d’ARN viral, puis chauffé à 95°C pendant 2 

minute. Ce mélange a été ajouté à un second mix constitué de 4 µL de tampon, 0,2 µL de 

RNasine, 3,5 µL de désoxyribonucléotides triphosphate (dNTP) (10 mM), 0,25 µL d’enzyme 

et 0,8 µL d’eau, puis incubé à 42°C pendant 1 heure. L’ADN complémentaire (ADNc) ainsi 

obtenu à partir de la matrice d’ARN, a été ensuite amplifié avec le kit GoTaq (Promega, 

Etats-Unis) selon les recommandations du fabricant. Brièvement, 5 µL d’ADNc ont été 

additionnés d’un mélange contenant 10 µL de tampon 5X, 5 µL d’amorce sens (100 ng/µL), 5 

µL d’amorce antisens (100 ng/µL), 5 µL de dNTP (10 mM), 3 µL de MgCl2 (25 mM), 16,5 

µL de H2O, et 0,5 µL de Taq polymérase. La PCR consiste en une étape de pré-PCR à 95°C 

pendant 5 minutes, suivie d’une étape d’amplification de 40 cycles (dénaturation pendant       

1 minute à  95°C, hybridation pendant 1 minute en fonction de la température de fusion des 

amorces et élongation à 72°C pendant un temps T dépendant de la taille du produit de PCR) et 

d’une étape d’élongation finale de 10 minutes à 72°C. La vérification du produit de RT-PCR 

s’est faite par migration sur un gel à 1% d’agarose additionné de bromure d’éthidium (BET). 

Les produits obtenus ont été soumis à un séquençage Sanger chez Beckmann-Coulter 

(Angleterre). Les extrémités non-codantes (NC) ont été séquencées en utilisant les kits 5’et 3’ 

Rapid Amplification cDNA Ends (RACE) (Invitrogen, Etats-Unis) selon les recommandations 

du fabricant. 

 

 

1. 4. Analyse phylogénétique  

 

Sur la base des génomes complets obtenus, une analyse bayésienne a été effectuée pour 

l’évaluation de la qualité des données de séquences et la sélection du modèle de substitution 

nucléotidique le mieux adapté. Pour cela, nous avons utilisé le logiciel MEGA 7.0 (Kumar et 

al., 2016) avec une distribution gamma discrète (+G) à 5 catégories. Ainsi, un total de vingt-
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quatre différents modèles de substitution nucléotidique a été testé. Le modèle avec le plus 

faible score BIC (Bayesian Information Criterion) a été considéré comme décrivant le 

meilleur modèle de substitution nucléotidique. Les arbres phylogénétiques ont été tracés avec 

le programme en ligne de commande FastTree (Price et al., 2010), en utilisant la méthode du 

maximum de vraisemblance avec le modèle de substitution nucléotidique approprié. Les 

nœuds ont été marqués par valeurs de support local calculées avec le test de Shimodaira-

Hasegawa (SH-like) pour 5000 réplications. 

 

 

1. 5. Développement d’outils moléculaires de diagnostic pour la rage 

 

1. 5. 1. Choix des amorces et sondes 

 

Sur la base de la phylogénie actuelle des isolats du virus de la rage circulant au Sénégal, deux 

systèmes de RT-qPCR ont été mis en place pour une large détection du virus, en particulier 

des isolats circulant en Afrique. Ces systèmes d’amorces et de sondes ont ciblé des régions 

hautement conservées de la nucléoprotéine (N) et de la polymérase (L) du virus de la rage. 

Après un alignement multiple et une analyse in silico avec des séquences d’une large collection 

d’isolats venant de différentes régions d’Afrique, les amorces et sondes ont été dessinés en 

utilisant le logiciel en ligne Primer3® puis soumises à une analyse BLAST pour prédire toute 

détection non-spécifique. Les amorces ont été synthétisées chez TIBMol-Biol (Berlin, 

Allemagne) et reconstituées selon les recommandations du fabricant. Ces outils de diagnostic 

moléculaire ont été validés sur une large collection d’isolats provenant des différentes parties 

du monde et sur des échantillons cliniques en évaluant des paramètres comme la spécificité 

analytique, la sensibilité analytique, la spécificité et la sensibilité diagnostiques, la répétabilité 

et la concordance inter-laboratoire et la sensibilité clinique. 

 

 

1. 5. 2. Echantillons utilisés dans cette étude  

 

Au total seize isolats du virus de la rage provenant de la collection du CNR-rage à l’IPD et 

confirmés comme étant positifs au virus de la rage par immunofluorescence directe (IF), ont 

été utilisés au cours de cette étude. En outre, soixante et un autres isolats issus de différentes 
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parties du monde et testés positifs en IF par le CNR-rage à l’IPP en France ont été également 

utilisés. Dans le but d’évaluer la spécificité des nouveaux outils de diagnostic, les deux 

systèmes de diagnostic ont été testés sur un ensemble de vingt échantillons primaires de 

cerveau d’animaux importants dans la transmission du virus de la rage, testés négatifs en IF 

par le CNR-rage à l’IPP et quinze autres isolats de rhabdovirus majeurs, différents du virus de 

la rage et issus de la collection du CNR-rage à l’IPD. Dans le cadre de la validation de la 

spécificité clinique, dix-neuf spécimens humains comprenant des biopsies de peau, de la 

salive et du LCR positifs et négatifs et précédemment testés par le CNR-rage à l’IPP, ont été 

analysés avec les nouveaux outils moléculaires. Tous les ARN des isolats issus du CNR-rage 

à l’IPD ont été extraits en utilisant le kit QIAamp®VIRAL RNA Mini Kit (Qiagen, Heiden, 

Allemagne) selon les recommandations du fabricant. Les ARNs correspondant aux 

échantillons cliniques et aux isolats fournis par le CNR-rage à l’IPP ont été extraits tel que 

décrit dans une étude précédente (Dacheux et al., 2016). 

 

 

1. 5. 3. Protocole de RT-qPCR utilisé 

 

Nous avons utilisé un protocole similaire de RT-qPCR pour les deux systèmes de diagnostic.  

Tous les échantillons ont été analysés en dupliquats, utilisant le kit Quantitect® Probe RT-

PCR Kit (Qiagen, Heiden, Allemagne). Les tests de RT-qPCR ont été effectués comme 

précédemment décrit (Chapitre 1 : 1. 7. 2.) en utilisant  un volume de 5 µL d’ARN dilués au 

1/10e dans de l’eau sans RNase. Un contrôle positif constitué du mélange réactionnel et d’un 

ARN standard et un contrôle négatif contenant de l’eau sans RNase ont été inclus dans chaque 

test.  

 

 

1. 5. 4. Evaluation de la spécificité analytique 

 

La spécificité analytique a été déterminée en utilisant une collection de quinze autres 

rhabdovirus importants différents du virus de la rage en même temps que seize isolats du virus 

de la rage provenant de la collection du CNR-rage à l’IPD. La qualité des produits de PCR 

ainsi obtenues a été vérifiée sur un gel d’agarose à 2%. Les fragments amplifiés ont été 

séquencés puis les séquences obtenues ont été soumis à une analyse BLAST sur NCBI. Un 
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panel de vingt échantillons négatifs en IF, fourni par le CNR-rage à l’IPP, a été inclus dans les 

tests de spécificité. 

 

 

1. 5. 5. Evaluation de la sensibilité analytique 

 

Des plasmides ont été générés par insertion des produits de PCR couvrant les zones d’intérêt 

dans des cellules compétentes pCRII (Life Technologies, GmbH, Darmstadt) et les ARNs 

standards ont été synthétisés chez TIBMol-Biol (Berlin, Allemagne). Des dilutions sériées au 

1/10e de l’ARN standard ont été réalisées de 108 à 1 copie dans de l’eau sans RNase. Les 

valeurs moyennes de Cq (quantitative Cycle) obtenues par triplicats pour chaque dilution 

standard ont été donc tracées proportionnellement aux valeurs logarithmiques des nombres de 

copies correspondants pour générer une courbe standard de quantification. Les standards de 

quantification ont été utilisés pour évaluer les paramètres de performance des nouveaux outils 

de diagnostic comme la limite de détection (LOD), le coefficient de détermination (R2) et 

l’efficience de l’amplification (E). Le LOD représente la plus faible valeur de concentration à 

laquelle environ 50% des répliquas de chaque dilution ont été détectés. Un test de régression 

linéaire a été effectué sur le logiciel R (version 3.0.2, The R Foundation for Statistical 

Computing) pour déterminer la valeur du R2 indiquant l’appréciation de la Régression. 

L’efficience a été calculée avec la formule E= 10(-1/pente)-1. Le nombre de copies d’ARN 

relative a été calculé en utilisant la formule q= 10(Cq-b)/a; où « a » représente la pente, b la 

valeur de l’intercepte de la courbe standard. En outre, le coefficient de corrélation de Pearson 

a été calculé entre les deux courbes standards obtenues; où un coefficient de 1 représente une 

bonne corrélation. 

 

 

1. 5. 6. Détermination de la spécificité et de la sensibilité diagnostiques 

 

En plus des isolats et prélèvements négatifs précédemment utilisés, une collection de soixante 

et un isolats représentatifs de différentes parties du monde a été analysée par les deux 

systèmes de RT-qPCR afin de voir la diversité génétique que sont capables de couvrir ses 

nouveaux outils de diagnostic.  
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La spécificité représente la probabilité d’un test à donner un résultat négatif en l’absence de la 

région nucléotidique ciblée. Elle a été calculée par la formule Sp = a/ (a+c); où a est la 

proportion de vrais négatifs et c désigne le nombre de faux positifs. La sensibilité est définie 

comme la probabilité qu’un test produise un résultat positif en présence de la séquence cible. 

Elle a été calculée par la formule Se = d/ (d+b); dans laquelle b représente le nombre de faux 

négatifs et d est le nombre de vrais positifs. Les valeurs prédictives positive et négative ont 

été également calculées respectivement par les formules VPP = d / (d+c) et VPN = a/ (b+a).  

Ensuite, une analyse ROC («Receiver Operating Characteristic») a été effectuée avec le 

supplément XLSAT de Excel (Version 2015.5.01.23654, Copyright Addinsoft 1995-2015) 

pour déterminer la valeur de Cq (quantitative cycle) seuil en-dessous de laquelle le test 

pourrait être considéré comme positif. La précision du test a été mesurée par l’aire sous la 

courbe ROC (AUC) avec un intervalle de confiance (IC) de 95% de l’AUC. Une AUC 

supérieure à 0,9 représente un excellent test et une valeur de 0,5 un mauvais test (Hajian-

Tilaki., 2013). Enfin, la comparabilité entre les valeurs de Cq données par les deux systèmes 

de diagnostic (RABV-protéine-N et RABV-protéine-L) a été analysée en utilisant un test de 

Bland-Altman où l’accord entre ces deux systèmes de détection du virus de la rage a été 

évalué en utilisant une approche graphique. Les limites statistiques de l’accord ont été 

calculées en utilisant la moyenne et l’écart-type des différences entre les deux systèmes de 

diagnostic avec un IC de 95% (Giavarina., 2015). 

 

 

1. 5. 7. Répétabilité et concordance inter-laboratoire 

 

Les répétabilités intra et inter-essai ont été déterminées par les coefficients de variation (CV) 

des valeurs de Cq. En effet, l’ARN de l’isolat SA217695SEN a été extrait et amplifié dix fois 

dans un même essai pour l’évaluation de la répétabilité intra-essai et dans dix essais différents 

par le même manipulateur, dans le même laboratoire, afin de déterminer la répétabilité inter-

essai  respective des systèmes de détection RABV-protéine-N et RABV-protéine-L. 

La concordance inter-laboratoire a été évaluée en utilisant un panel de neuf échantillons 

anonymes qui ont été reçus, extraits et précédemment analysés au sein du CNR-rage à l’IPP 

dans le cadre de sa participation à l’essai inter-laboratoire organisé par le laboratoire union-

européen de référence pour la rage situé à Nancy en France (Proficiency test report Diag-06-
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2015-V1-EN). Les ARN extraits de ces échantillons ont été envoyés au CNR-rage à l’IPD et 

testés avec les deux nouveaux systèmes de diagnostic. Les résultats obtenus par les deux 

systèmes RABV-protéine-N et RABV-protéine-L ont été comparés avec les résultats  

précédents de RT-PCR temps réel du CNR-rage à l’IPP. Ainsi, nous avons réalisé le test de 

kappa de Cohen où le coefficient (k) mesure l’accord entre deux manipulateurs. Le test 

statistique a été fait avec le supplément XLSTAT de Excel, une p-value inférieure à 0,05 étant 

considérée comme significative. 

 

 

1. 5. 8. Comparaison avec une RT-PCR conventionnelle semi-nichée 

 

Des souriceaux nouveau-nés ont été inoculés expérimentalement avec l’isolat du virus de la 

rage SA217695SEN et un titre viral de 6,7 107 DI50/mL (dose infectieuse à laquelle 50% des 

souriceaux sont morts) a été obtenu en utilisant la méthode de Reed & Muench (1938). Des 

dilutions sériées de 1/10e du stock viral ont été utilisées pour comparer la sensibilité des deux 

systèmes de RT-qPCR à celle d’une RT-PCR conventionnelle semi-nichée précédemment 

décrite (Dacheux et al., 2008). 

 

 

1. 5. 9. Evaluation de la sensibilité clinique 

 

Une collection de dix-neuf prélèvements primaires positifs et négatifs au virus de la rage 

composés de biopsies de peau, de salive et de LCR a été analysée en dupliquats avec RABV-

protéine-L pour évaluer sa fiabilité pour le diagnostic clinique ante-mortem de la rage 

humaine en comparaison avec les résultats précédents de RT-qPCR (Dacheux et al., 2016) 

obtenus au CNR-rage à l’IPP lors d’un essai inter-laboratoire.   
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2. RÉSULTATS 
 

2. 1. Caractéristiques génétiques des isolats du virus de la rage 

 

Au cours de cette étude, dix-huit isolats du virus de la rage circulant au Sénégal ont été 

caractérisés. Les séquences obtenues ont été assemblées avec le logiciel Unipro UGENE. Ces 

isolats ont eu un génome d’une taille totale de 11923 nucléotides (nt). La séquence de la 

région codante a été de .353 nt pour la nucléoprotéine (N), 894 nt pour la phosphoprotéine 

(P), 609 nt pour la protéine de matrice (M), 1575 nt pour la glycoprotéine (G) et 6.384 nt pour 

la polymérase (L). Ces protéines sont séparées par des régions inter-géniques respectives de 

90 nt, 88 nt, 221 nt et 518 nt. Les régions 3’ et 5’ non-codantes  ont des tailles respectives de 

70 nt et 131 nt. L’analyse BLAST des séquences sur NCBI a montré une similarité (96%  

d’identité) avec deux isolats appartenant au clade Africa 2 et correspondant à la souche DRV-

NG11 (KC196743) isolée d’un chien au Nigéria en 2011 (Zhou et al., 2013) et la souche 

CAR_11_001h (KF977826) isolée d’un humain en République Centrafricaine en 2011 

(Tricou et al., 2014).  

L’analyse des distances génétiques entre ces nouvelles séquences obtenues a été effectuée au 

niveau nucléotidique et au niveau protéique (acides aminés). Une différence moyenne de    

1,12 ±0,45% (0,4-3,1%) a été obtenue en comparant les séquences  nucléotidiques deux par 

deux. Ainsi, nous avons noté une faible distance génétique entre les isolats du virus de la rage 

circulant au Sénégal de 2001 à 2015. Cette faible différence est plus apparente au niveau 

protéique avec une distance moyenne 0,74 ±0, 32% (0,2-2,0%). Parmi les séquences 

individuelles, les isolats SA217750SEN_2011_Dahra et SA252913SEN_2013_Diamniadio 

sont les plus proches et sont séparés par des distances nucléotidique et protéique respectives 

de 0,4% et 0,2%. Cependant, les plus importances distances génétiques ont été observées 

entre les isolats SA212203SEN_2011_Dahra et SA217694SEN_2011_Linguère avec 3,1% 

sur les séquences nucléotidiques et 2,0% sur les séquences des acides aminés de la région 

codante du génome (Figure 11). 
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Figure 11 : Analyse des distances génétiques (en pourcentage) au niveau nucléotidique (orange) et au niveau des acides aminés (vert) 

entre les polyprotéines des isolats du virus de la rage caractérisés dans cette étude. Les valeurs extrêmes de la série de distances séparant 

les isolats du Sénégal ont été encadrés en noir. 

acides aminés
A B C D E F G H I J K L M N O P Q R

A SH155966SEN_2001_DAKAR 0,9 1,7 0,9 1,3 0,9 0,9 1,0 1,0 1,1 0,8 1,0 0,8 0,9 0,9 0,8 0,8 0,9
B SH177846SEN_2005_DAKAR 0,9 1,5 1,0 1,3 0,9 0,9 1,2 1,1 1,2 0,9 1,0 0,9 1,1 1,0 1,0 0,9 1,0
C SA217694SEN_2011_LINGUERE 2,3 2,2 1,6 2,0 1,7 1,6 1,9 1,8 1,9 1,6 1,8 1,7 1,8 1,7 1,8 1,6 1,7
D SA206776SEN_2010_DAKAR 1,2 1,2 2,4 0,9 0,5 0,5 0,7 0,6 0,7 0,4 0,6 0,5 0,7 0,5 0,7 0,5 0,6
E SA212203SEN_2011_DAHRA 1,9 1,9 3,1 1,5 0,5 0,7 0,9 0,9 1,0 0,8 1,0 0,9 1,0 0,9 1,1 1,0 1,1
F SA217750SEN_2011_DAHRA 1,2 1,2 2,5 0,8 0,7 0,2 0,5 0,5 0,7 0,4 0,6 0,4 0,6 0,5 0,7 0,6 0,7
G SA252913SEN_2013_DIAMNIADIO 1,2 1,2 2,5 0,8 1,2 0,4 0,5 0,5 0,6 0,3 0,6 0,5 0,6 0,5 0,7 0,6 0,7
H SH218152SEN_2011_DAKAR 1,4 1,4 2,6 1,0 1,3 0,6 0,6 0,8 0,9 0,6 0,8 0,7 0,8 0,7 0,9 0,8 0,9
I SA194858SEN_2008_DAKAR 1,4 1,4 2,7 1,1 1,4 0,8 0,9 1,1 0,6 0,4 0,7 0,6 0,7 0,6 0,8 0,7 0,8
J SA252888SEN_2013_DAKAR 1,5 1,6 2,9 1,3 1,5 1,1 1,1 1,3 1,0 0,5 0,7 0,6 0,7 0,7 1,0 0,8 0,9
K SA204014SEN_2010_DAKAR 1,1 1,1 2,4 0,8 1,3 0,6 0,6 0,8 0,8 0,9 0,5 0,3 0,5 0,4 0,6 0,5 0,6
L SA262503SEN_2014_DAKAR 1,3 1,4 2,7 1,1 1,6 0,9 0,9 1,1 1,1 1,2 0,7 0,4 0,6 0,5 0,8 0,7 0,7
M SA262518SEN_2014_DAKAR 1,0 1,2 2,5 0,8 1,4 0,7 0,6 0,8 0,9 1,0 0,5 0,7 0,5 0,4 0,7 0,6 0,7
N SA267115SEN_2014_DAKAR 1,4 1,5 2,8 1,2 1,7 1,0 0,9 1,1 1,2 1,3 0,8 1,0 0,9 0,5 0,9 0,8 0,8
O SA262037SEN_2013_DAKAR 1,1 1,3 2,6 0,9 1,4 0,7 0,7 0,9 1,0 1,1 0,7 0,8 0,6 0,9 0,8 0,7 0,8
P SH189343SEN_2007_DAKAR 1,2 1,3 2,5 1,0 1,8 1,1 1,1 1,2 1,3 1,5 1,0 1,3 1,0 1,4 1,2 0,4 0,6
Q SA217695SEN_2011_DAHRA 0,9 1,1 2,3 0,8 1,6 0,9 0,8 1,0 1,1 1,3 0,8 1,1 0,8 1,2 0,9 0,6 0,3
R SA272282SEN_2015_DAKAR 1,2 1,3 2,6 1,0 1,8 1,1 1,1 1,3 1,2 1,5 1,0 1,2 1,1 1,4 1,2 1,0 0,5

nucléotides
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2. 2. Analyse phylogénétique des isolats du virus de la rage caractérisés dans cette étude 

 

Au total, soixante-sept séquences de polyprotéine complète d’isolats du virus de la rage ont 

été utilisées pour construire l’arbre phylogénétique : vingt-six génomes appartenant à la lignée 

cosmopolitaine Africa 1, vingt-deux génomes du clade Africa 2 et  dix-huit polyprotéines 

d’isolats circulant au Sénégal qui ont été caractérisés au cours de cette étude. L’analyse 

bayésienne des séquences a montré que le generalized time-reversible avec catégories gamma 

(GTR+G) a été le modèle de substitution nucléotidique le plus adapté. Ainsi, l’arbre 

phylogénétique a été tracé en utilisant la méthode du maximum de vraisemblance. Le modèle 

de substitution nucléotidique GTR+G a été utilisé avec 2000 catégories gamma. Les nœuds 

ont été marqués par valeurs de support local calculées avec le test de Shimodaira-Hasegawa 

(SH) pour 5000 réplications. L’analyse phylogénétique montre que les isolats récents du 

Sénégal forment un seul et unique groupe et appartiennent au clade Africa 2 qui ne contient 

que des souches circulant en Afrique de l’Ouest et du centre (Figure 12).  
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Figure 12 : Arbre phylogénétique basé sur les polyprotéines complètes des isolats du 

virus de la rage circulant au Sénégal de 2001 à 2015. L’arbre a été tracé avec le programme 

FastTree en utilisant la méthode du maximum de vraisemblance. Les isolats du Sénégal 

séquencés dans cette étude (rouge) ont formé un groupe unique retrouvé dans le clade Africa 

2 (bleu) comme précédemment décrit (Talbi et al., 2009). 
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2. 3. Développement d’outils de diagnostic moléculaire pour la rage 

  

2. 3. 1. Analyse des amorces et sondes 

 

L’analyse BLAST des amorces et sondes au moment du design a montré une forte homologie 

avec les séquences des régions ciblées du virus de la rage disponibles sur Genbank. L’analyse 

in silico a montré un nombre limité de discordances avec les séquences d’isolats venant 

d’autres parties de l’Afrique et appartenant à la lignée cosmopolitaine Africa 1 ou au clade 

Africa 2 (Annexes 3, 5 et 6). Les sondes Taqman ont été nommées 5’ FAM                          

(6-carboxyfluorescein) / 3’ BlackBerry Quencher (BBQ) et les détails sont décrits au niveau 

du Tableau 6. 
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Tableau 6: Informations sur les oligonucléotides utilisés dans cette étude 

Nom Type Taille Direction Séquence 5'-3' Protéine Positiona GC  
(%)   

Thyb 
(°C)b   

RABVRPN1 amorce 20 sens GCTCTGGGCTGGTGTCGTTC nucléoprotéine 707-726 65 58,87 

RABVPN sonde 23 sens 6FAM-CGAGCCARGGCAGGAGACTGCGG--BBQ nucléoprotéine 819-841 73,91 67,74 

RABVFPN2 amorce 20 antisens TACGGGGACTTCCCGCTCAG nucléoprotéine 880-899 65 59,14 

RABVRPL1 amorce 20 sens GGTTTCCGGDGCYGTDCCTC polymérase 9472-9491 65 58,94 

RABVPL sonde 27 sens 6FAM-CCCGTCAYATAGGGTCRGCTCARGGGC--BBQ polymérase 9561-9587 66,66 67,36 

RABVFPL2 amorce 20 antisens CCTAGGGGAGACYTTGCCRT polymérase 9660-9679 65 59,02 

FAM : fluorescein amidite;                     BBQ : blackberry quencher;                                  nt : nucléotides 
a : positions des nucléotides en accord avec la séquence de l'isolat CAR_11/001h (GenBank No. KF977826) du virus de la rage    
b : température d'hybridation des amorces (°C)           
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2. 3. 2. La spécificité analytique 

 

Dans le but d’assurer la spécificité des systèmes de détection développés et l’absence de toute 

détection croisée non-spécifique, seize isolats du virus de la rage et quinze autres rhabdovirus 

différents du virus de la rage ont été analysés en dupliquats avec les deux systèmes de 

détection développés. Aucune amplification non spécifique n’a été observée sur la collection 

testée. Ces résultats suggèrent que les systèmes d’amorces et de sonde développés ne 

montrent aucune réactivité croisée avec les rhabdovirus testés (Tableau 7). Des tailles de 

fragments de 193 pb (paires de bases) et 208 pb ont été obtenues sur gel d’électrophorèse et 

par séquençage, respectivement pour les systèmes RABV-protéine-N et RABV-protéine-L; 

correspondant ainsi à la taille exacte attendue. En outre, l’analyse BLAST des séquences 

obtenues a montré des homologies de 99% à 100% avec la séquence de l’isolat CAR_11/001h 

(GenBank         N° KF977826) appartenant au clade Africa 2.  Enfin, tous les prélèvements 

primaires négatifs en IF ont été trouvés négatifs avec les systèmes de détection; ce qui 

confirme ainsi que leur spécificité analytique est parfaite (Annexe 4). 
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Tableau 7: Description et résultats des isolats utilisés dans l'évaluation de la spécificité des 
nouvelles RT-qPCR développées 

  RABV-
protéine-N 

RABV-
protéine-L 

Isolats Virus Références Origine Datea Espèces  Cqb Et Cqb Et 
SA221203SEN rage Base du CRORA Sénégal 2011 Mellivora capensis  23,40 0,08 18,05 0,31 
SA217694SEN rage Base du CRORA Sénégal 2011 Canis lupus familiaris  18,40 0,43 19,99 0,11 
SA217695SEN rage Base du CRORA Sénégal 2011 Canis lupus familiaris 16,81 0,02 19,24 0,10 
SA217750SEN rage Base du CRORA Sénégal 2011 Canis lupus familiaris 17,31 0,19 21,89 0,47 
SA218152SEN rage Base du CRORA Sénégal 2011 Canis lupus familiaris 23,16 0,14 21,74 0,10 
SH155966SEN rage Base du CRORA Sénégal 2001 Homo sapiens sapiens 18,20 0,02 18,73 0,18 
SH177846SEN rage Base du CRORA Sénégal 2005 Homo sapiens sapiens 30,23 0,16 35,26 0,00 
SA194858SEN rage Base du CRORA Sénégal 2008 Canis lupus familiaris  17,18 0,01 20,37 0,22 
SA204014SEN rage Base du CRORA Sénégal 2010 Canis lupus familiaris  25,16 0,12 14,86 0,13 
SA206776SEN rage Base du CRORA Sénégal 2010 Canis lupus familiaris  25,15 0,02 15,00 0,04 
SA252888SEN rage Base du CRORA Sénégal 2013 Canis lupus familiaris  26,75 0,10 20,26 0,43 
SA252913SEN rage Base du CRORA Sénégal 2013 Canis lupus familiaris  23,52 0,11 16,39 0,06 
SA262037SEN rage Base du CRORA Sénégal 2013 Canis lupus familiaris  25,15 0,17 24,16 0,40 
SA262503SEN rage Base du CRORA Sénégal 2014 Canis lupus familiaris  23,22 0,06 21,01 0,07 
SA262518SEN rage Base du CRORA Sénégal 2014 Canis lupus familiaris  22,77 0,08 21,21 0,54 
SA267115SEN rage Base du CRORA Sénégal 2014 Canis lupus familiaris  22,46 0,37 22,62 0,14 
DakAnB1094 Kolongo JX276998 RCA 1970 Euplectes afra  Nég Nég Nég Nég 
AnY1307 Mokola NC_006429 CAM 1973 Crocidura spp.  Nég Nég Nég Nég 

AnB373d Sandjimba  JX277024 RCA 1970 
Acrocephalus 

schoenobaenus  Nég Nég Nég Nég 

AnB4289 Nasoule JX277012 RCA 1973 Andropadus virens  Nég Nég Nég Nég 
AnD42443 Lagos Bat 3 NC020807 Sénégal 1985 Eidolon helvum Nég Nég Nég Nég 

AnB672 Lagos Bat 2 Base du CRORA RCA 1974 
Micropteropus 

pusillus  Nég Nég Nég Nég 

An K 6909 Lagos Bat 4 Base du CRORA Guinée 1985 Nycteris gambiensis Nég Nég Nég Nég 
LBVNIG1956 Lagos Bat 6 EF547431 Nigéria 1956 Eidolon helvum Nég Nég Nég Nég 
DakHD763 Le Dantec AY854650 Sénégal 1965 Homo sapiens sapiens Nég Nég Nég Nég 
DakAnD5314 Keuraliba  JX276996 Sénégal 1968 Tatera kempi  Nég Nég Nég Nég 
ArD89384 Chandipura Base du CRORA Sénégal 1992 Phlebotomus sp.  Nég Nég Nég Nég 
SudAr1275 Obodhiang  HM856902 Soudan 1963 Mansonia uniformis Nég Nég Nég Nég 

ArY31-65 Nkolbisson  JX277015 CAM 1965 
Eretmapodites 

leucopus Nég Nég Nég Nég 

DakAnB439 Garba KM204982 RCA 1970 Corythornis cristata  Nég Nég Nég Nég 
SAAr1995 Mossuril  KM204993 MOZ 1959 Culex sitiens  Nég Nég Nég Nég 
Nég: négatif, pas signal fluorescent, pas de réaction non-spécifique 

CRORA: Centre collaborateur OMS pour les Arbovirus et virus de fièvres hémorragiques, Institut 

Pasteur, BP 220, Dakar, Sénégal       a : année d’isolement             b: Moyenne des valeurs de Cq 

obtenues par dupliquats                  

MOZ : Mozambique         CAM : Cameroun        RCA : République Centrafricaine     

Et : écart-type  
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2. 3. 3. La sensibilité analytique 

Les courbes standards tracées montraient des LOD de 100 et 10 copies d’ARN par réaction 

respectivement pour les systèmes RABV-protéine-N et RABV-protéine-L. Les valeurs de 

pente de régression de -3,08 et -3,10, respectivement obtenues pour les systèmes RABV-

protéine-N et RABV-protéine-L, sont proches de la valeur de pente optimale qui est de -3,3. 

Les valeurs de p-value significatives de 1,833e-09 et 6,977e-12 obtenues respectivement pour  

les systèmes RABV-protéine-N et RABV-protéine-L lors du test de régression linéaire et les 

coefficients de détermination (R2) supérieurs à 0,99 indiquent la perfection des courbes 

standards de quantification. En outre, les valeurs d’efficience (E) élevées ont été obtenues 

pour les deux systèmes de détection du virus de la rage. Le test de corrélation de Pearson 

entre les deux courbes standards a déterminé un coefficient de 0,99 (p-value < 0,0001), 

suggérant que la corrélation entre les valeurs de Cq données par les deux systèmes de RT-

qPCR est excellente (Figure 13). 

 

 

 

Figure 13: Courbes standards obtenues pour les systèmes de RT-qPCR RABV-protéine-

N (rouge) et RABV-protéine-L (noire).  
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L’équation de la pente, le coefficient de détermination (R2) et la valeur d’efficience (E) de 

chaque droite de régression sont mentionnés sur la figure. Les courbes standards ont été 

générées en utilisant les dilutions sériées des ARNs standards correspondants et les résultats 

ont été exprimés en nombre de copies par réaction. 

 

 

2. 3. 4. Spectre de détection des systèmes de RT-qPCR développés 

 

Dans le but de vérifier la large capacité de détection des nouveaux systèmes de RT-qPCR 

développés, une collection représentative de soixante et un isolats du virus de la rage 

provenant de différentes parties du monde a été testée. Pour la détection des isolats provenant 

d’Afrique, le système RABV-protéine-L a été capable de les détecter tous tandis que le 

système RABV-protéine-N n’a pu détecter que 90% d’entre eux. Ce dernier n’a donné aucun 

signal fluorescent pour les isolats 93002SOM et 93006SOM de la Somalie, 96013TAN de la 

Tanzanie et 87012MAR du Maroc (Tableau 8a). En outre, le système RABV-protéine-L a 

détecté également tous les isolats originaires des autres régions du monde tandis que le 

système RABV-protéine-N n’a détecté que 55%  d’entre eux. Ce dernier présentait des limites 

pour la détection de neuf isolats provenant de la Pologne (96140POL), d’Allemagne 

(92001GER), d’Arabie Saoudite (87001ARS), de la Turquie (94009TUR), du Laos 

(99008LAO), d’Afghanistan (02052AFG), de la Russie (91041RUS) et des Etats-Unis 

(91004USA) (Tableau 8b). Au-delà du contexte africain, ces systèmes de RT-qPCR 

permettent ainsi de détecter une importante diversité d’isolats du virus de la rage circulant 

presque sur les cinq continents (Figure 14). 

 

 

 

 

 



 

 

89 
 

Tableau 8a: Résultats de l'évaluation du spectre de détection des nouvelles  RT-qPCR 
développées sur des isolats africains 

            
RABV-

protéine-N 
RABV- 

protéine-L 

Isolat Origine Hôte Datea Référence Lignée-
Clade Cqb Et Cqb Et 

93012MAU Mauritanie chien 1993 KX148237 Africa-2 27,35 0,69 31,39 0,05 
93011MAU Mauritanie chien 1993 KX148236 Africa-2 16,83 1,18 26,30 0,62 
91031MAU Mauritanie chien 1991 Base CNR-IPP Africa-2 16,21 1,66 25,22 0,29 
90024GUI Guinée chien 1990 KX148244 Africa-2 17,28 0,00 23,32 0,03 
92038CI Côte d'ivoire chien 1992 KX148233 Africa-2 21,56 0,10 23,93 0,15 
90003CI Côte d'ivoire chien 1990 Base CNR-IPP Africa-2 17,82 0,04 22,24 0,11 
90026CI Côte d'ivoire chien 1990 Base CNR-IPP Africa-2 16,32 0,49 26,03 0,93 
01007CI Côte d'ivoire chien 2001 KX148235 Africa-2 14,85 0,29 22,06 1,39 
92037CI Côte d'ivoire chien 1992 KX148232 Africa-2 23,23 0,12 24,46 1,05 
95047HAV Burkina Faso chien 1995 KX148230 Africa-2 15,88 0,07 16,30 0,57 
86036HAV Burkina Faso chien 1986 KX148234 Africa-2 11,78 0,13 17,65 0,62 
90012NIG Niger chien 1990 KX148229 Africa-2 19,05 0,29 20,18 0,01 
90010NIG Niger chien 1990 KX148231 Africa-2 14,24 0,39 17,35 0,25 
86070NGA Nigéria chien 1986 Base CNR-IPP Africa-2 26,40 0,03 23,31 1,52 
86003BRE Nigéria chien 1986 KX148201 Cosmo-AF1a 26,15 0,23 22,41 0,76 
95002 CAM Cameroun chien 1994 KX148242 Africa-2 15,41 0,20 16,75 0,03 
88003CAM Cameroun chien 1987 KX148243 Africa-2 17,93 0,03 19,14 0,08 
88006CAM Cameroun chien 1987 Base CNR-IPP Africa-2 18,38 1,35 21,46 0,62 
96009TCH Tchad chien 1996 KX148241 Africa-2 13,96 0,06 18,06 0,28 
92018TCH Tchad chien 1992 Base CNR-IPP Africa-2 24,36 0,30 23,78 0,54 
97138TCH Tchad chien 1997 Base CNR-IPP Africa-2 15,07 0,71 20,90 0,10 
90021TCH Tchad chien 1990 KX148240 Africa-2 15,49 0,02 17,70 0,97 
86097BEN Bénin chat 1986 KX148107 Africa-2 15,10 0,02 17,23 0,06 
94289RWA Rwanda chien 1994 KX148205 Cosmo-AF1b 28,74 0,02 22,23 0,13 
92028CAR RCA chien 1992 Base CNR-IPP Cosmo-AF1b 26,42 0,20 28,10 0,40 
92029CAR RCA chien 1992 KX148208 Cosmo-AF1b 23,68 0,54 21,72 1,05 
86031MOZ Mozambique chien 1986 KX148203 Cosmo-AF1a 26,73 0,35 16,29 0,27 
87021AFS AFS humain 1981 KX148103 Cosmo-AF1b 27,69 0,35 21,12 0,20 
92030NAM Namibie chien 1992 KX148204 Cosmo-AF1b 22,91 0,81 14,66 0,34 
86092EGY Egypte humain 1979 KX148101 Cosmo-AF4 25,90 0,02 26,36 0,06 
95049GAB Gabon chien 1995 KX148202 Cosmo-AF1a 30,14 0,42 25,02 0,16 
93002SOM Somalie chien 1993 KX148198 Cosmo-AF1a Nég Nég 25,47 0,31 
96013TAN Tanzanie chien 1996 KX148206 Cosmo-AF1b Nég Nég 19,75 2,01 
93006SOM Somalie chacal 1993 KX148199 Cosmo-AF1a Nég Nég 22,40 0,12 
87012MAR Maroc chien 1987 Base CNR-IPP Cosmo-AF1a Nég Nég 33,39 0,14 
88008ETH Ethiopie chien 1988 KX148200 Cosmo-AF1a 28,11 0,24 23,99 0,11 
04031MAR Maroc chien 2004 KX148195 Cosmo-AF1a 26,13 0,01 20,09 0,11 
90016MAR Maroc chien 1990 KX148196 Cosmo-AF1a 27,78 0,22 22,62 0,24 
98002MAD Madagascar humain 1998 KX148210 Cosmo-AF1c 24,77 0,16 28,52 0,16 
15005AFS AFS mangouste 2014 Base CNR-IPP Africa-3 23,78 0,60 31,34 0,05 
15002AFS AFS mangouste 2014 KX148221 Africa-3 25,24 0,01 21,06 0,73 
Nég: négatif, pas signal fluorescent, pas de réaction non-spécifique  
a : année d’isolement           b: moyenne des valeurs de Cq obtenues par dupliquats     
RCA : République Centrafricaine              AFS: Afrique du Sud  
Détermination des lignées et clades en accord avec l'étude réalisée par Troupin C, et al., en 
2016.  
CNR-IPP: centre national de référence pour la rage, Institut Pasteur, Paris, France  
Et: écart-type       Cosmo: lignée cosmopolitaine 
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Tableau 8b: Résultats de l'évaluation du spectre de détection des nouvelles RT-qPCR 
développées sur des isolats non-africains 

            RABV-
protéine-N 

RABV-
protéine-L 

Isolat Origine Hôte Datea Référence Lignée -Clade Cqb Et Cqb Et 
91047FRA France renard 1991 KX148127 Cosmo-WE 27,11 0,162 22,73 0,16 

96002FRA France renard 1996 KX148126 Cosmo-WE 27,38 0,077 20,41 1,3 

96140POL Pologne chien 1993 KX148120 Cosmo-CE Nég Nég 16,31 0,11 

92001GER Allemagne renard 1991 KX148135 Cosmo-WE Nég Nég 22,68 0,29 

93039EST Estonie chien 1991 KX148149 Cosmo-NEE 35,35 0,35 22,33 0,05 

86054YOU Bosnie-Herzégovine loup 1986 KX148145 Cosmo-EE 37,08 0,353 25,54 0,01 

87001ARS Arabie Saoudite renard 1987 Base CNR-IPP Cosmo-ME1a Nég Nég 33,08 0,18 

94009TUR Turquie chien 1993 KX148165 Cosmo-ME2 Nég Nég 26,22 0 

94272PHI Philippines chien 1994 KX148259 Asiatiaque-SEA4 31,25 0,084 32,22 0,13 

99009BUR Birmanie chien 1999 Base CNR-IPP Asiatique-SEA3 19,15 0,01 33,4 0,18 

99008CBG Cambodge chien 1999 KX148252 Asiatique-SEA3 32,05 0,01 36,51 0,01 

99010LAO Laos chien 1999 KX148255 Asiatiague-SEA3 Nég Nég 29,6 0,46 

02043CHI Chine chien ND Base CNR-IPP Asiatique-SEA2a 36,55 0,07 36,11 1,1 

02045CHI Chine chien ND Base CNR-IPP Asiatique-SEA2a 32,28 0,90 35,91 0,1 

91014MEX Mexique chien 1991 KX148110 Cosmo-AM2a Nég Nég 21,32 0,35 

86001BRE Brésil chien 1986 KX148216 Cosmo-AM3a 19,04 0,01 27,42 0,06 

91001USA Etats-Unis moufette 1982 KX148213 Cosmo-AM1 35,61 0,34 20,81 0,14 

91004USA Etats-Unis moufette 1991 KX148224 Arctique-A Nég Nég 23,64 0,48 

02052AFG Afghanistan chien 2002 KX148225 Arctique-AL1b Nég Nég 22,4 0,03 

91041RUS Russie renard 1991 Base CNR-IPP Cosmo-CA1 Nég Nég 23,18 1,01 

Nég: négatif, pas signal fluorescent, pas de réaction non-spécifique  
 a : année d’isolement                          b: moyenne des valeurs de Cq obtenues par dupliquats     
Détermination des lignées et clades en accord avec l'étude réalisée par Troupin C, et al., en 
2016. 
CNR-IPP: centre national de référence pour la rage, Institut Pasteur, Paris, France  
Et: écart-type        ND: non-déterminée 
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Figure 14: Large spectre de détection du virus de la rage par les nouveaux outils 

moléculaires développés dans cette étude. Les pays d’où  proviennent les isolats détectés 

ont été colorés en jaune, montrant la détection d’une importante diversité du virus de la rage.  

 

 

2. 3. 5. La spécificité et la sensibilité diagnostiques 

 

Les résultats de tous les tests précédents ont été résumés dans le Tableau 9 puis utilisés pour 

déterminer la spécificité et la sensibilité diagnostic et dans l’analyse ROC telle que décrite 

précédemment (manuel OIE, 2016). Une spécificité de 100% a été obtenue pour les deux tests 

de diagnostic. En revanche, les sensibilités diagnostiques étaient respectivement de 100% et 

78,70% (IC à  95%; 68,40-89,00%) pour le système RABV-protéine-L et le système RABV-

protéine-N, lorsqu’ils sont comparés à la technique standard qui est l’IF. Nous avons 

également obtenue une VPP de 100% pour chaque système et des VPN respectives de 100% 

and 72,91% (IC à 95% ; 56,76-82,79%) pour le système RABV-protéine-L et le système 

RABV-protéine-N (test exact de Fischer p-value <0,0001).  
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Tableau 9 : Détermination des performances diagnostiques et résultats de l’analyse de la 
répétabilité 

   RABV-protéine-N   RABV-protéine-L  

Résultat de test Echantillons 
positifs 

Echantillons 
négatifs 

Echantillons 
positifs 

Echantillons 
négatifs 

Positif 64 0 77  0 

Négatif 13  35 0  35 

TOTAL 77 35 77  35 
Spécificité  
diagnostique 100% 100% 

Sensibilité  
diagnostique 78,70% (IC 95% ; 68,40-89,00%) 100% 

Valeur Prédictive 
Positive (VPP) 100% 100% 

Valeur Prédictive 
Négative (VPN) 72,91% (IC 95% ; 56,76-82,79%) 100% 

CV intra-essai 1,67% 1,08% 

CV inter-essai 2,20 % 2,16 % 

% : pourcentage 
Tous les échantillons ont été précédemment testés par la technique de référence, 
l’immunofluorescence directe (IF)  
CV : coefficient de variation 
 
 

Tous les échantillons précédemment négatifs en IF ont donné une valeur de Cq indéterminée 

après 40 cycles. Ainsi, l’analyse ROC a permis de déterminer un Cq de 39,70 comme la 

valeur seuil (« cut-off ») en-dessus de laquelle le test est positif pour les systèmes RABV-

protéine-L et RABV-protéine-N, en considérant un IC de 95%. Une réaction donnant une 

valeur de Cq supérieure à ce « cut-off » ou indéterminée est considérée comme négative. Un 

AUC de 1 a été également trouvé pour chaque système, montrant ainsi que les nouveaux 

outils développés ont une excellente précision de mesure (Figure 15). L’analyse graphique de 

Bland&Altman a déterminé un biais non-spécifique (différence des moyennes) de 1,920 

±6,875 (limites d’accord à 95% ; -11,56 à 15,40), montrant que les deux tests sont  

équivalents (Figure 16).  
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Figure 15 : Courbes ROC des systèmes de RT-qPCR développés pour la détection du 

virus de la rage. Les courbes ont été tracées en utilisant le complément XLSTAT sur Excel. 

L’AUC (aire sous la courbe) de 1 indique que les tests sont robustes pour détecter le génome 

du virus de la rage lorsqu’il est présent dans les échantillons.  

 

Figure 16 : Graphique de Bland&Altman des différences  entre les systèmes de RT-

qPCR RABV-protéine-N et RABV-protéine-N en fonction des valeurs moyennes de Cq 

des deux tests.  
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Le biais de 1,920 ±6,875 (IC 95% ; -11,56 – 15,40) unités est représenté par le gap entre l’axe 

des abscisses (pas de différences) et la ligne d’égalité (bleue) parallèle à l’axe des abscisses. 

 

 

2. 3. 6. Répétabilité et concordance inter-laboratoire 

 

Des CV intra-essai et inter-essai respectifs de 1,08 % et 2,16 % ont été trouvés  pour le système 

RABV-protéine-L tandis que le système RABV-protéine-N a montré des CV intra-essai et 

inter-essai respectifs de 1,67 % et 2,20 %. Ceci montre que ces outils de détection du virus de 

la rage sont robustes et ont une répétabilité élevée (Tableau 9). En outre, un coefficient kappa 

(k) de 1 ±0,31 (IC à 95%; 0,38-1,61) obtenue indique les tests sont précis car ils ne détectent 

que le virus de la rage et ont donné une concordance de 100% avec les résultats précédents de 

RT-qPCR obtenus par le CNR-rage à l’IPP (Dacheux et al., 2016) sur les mêmes échantillons 

(p-value= 0,001) et avec les résultats attendus par l’essai inter-laboratoire sur les isolats du 

virus de la rage (Tableau 10). 
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Tableau 10: Description des isolats utilisés et résultats de l'essai de concordance inter-laboratoire 

 

Id 

 

Isolat 

  

virus 

 

Espèce 

 

Origine 

  

Année 

Résultat attendu 
par l’EILa 

CNR-rage IPP  

RT-PCRb 

RABV-
protéine-N 

RABV-
protéine-L 

1 CVS 27 13-14 rage / / / Positif Positif Positif Positif 

2 GS7 18-13 rage Vulpes vulpes France 1986 Positif Positif Positif Positif 

3 GREECE 03-15 rage Vulpes vulpes Grèce 2012 Positif Positif Positif Positif 

4 BBLV 02-15 BBLV Myotis natterreri France 2012 Positif Positif Négatif Négatif 

5 DUVV 02-12 DUVV Homo sapiens 

sapiens 

Afrique 

du Sud 
1971 Positif Positif Négatif Négatif 

6 EBL-1a 08-14 EBLV-1 Eptesicus serotinus France 2002 Positif Positif Négatif Négatif 

7 EBL-2 01-15 EBLV-2 Myotis daubentonii Royaume-uni 2004 Positif Positif Négatif Négatif 

8 Négatif 17-13 / Vulpes vulpes France 2012 Négatif Négatif Négatif Négatif 

9 Négatif 17-13 / Vulpes vulpes France 2012 Négatif Négatif Négatif Négatif 

a: Résultats attendus par le Laboratoire Union-européen de Référence pour la rage lors de l'essai inter-laboratoire 2015 (Proficiency test report Diag-06-
2015-V1-EN).   Id : identification   

BBLV : Bokeloh bat lysssavirus  DUVV : virus Duvenhage  EBLV-1 : European Lagos bat virus 1 EBLV-2 : European Lagos bat virus 2 

Les nouveaux systèmes détecte uniquement les isolats du virus de la rage et ont donné 100% de concordance avec les résultats obtenus avec la RT-qPCR (b) 
(Dacheux et al., 2016) du CNR-rage IPP, utilisé comme technique de référence.  

Les nouveaux systèmes ont été également concordants sur les mêmes échantillons avec les résultats attendus par l'essai inter-laboratoire (a).   
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2. 3. 7. Comparaison avec une RT-PCR conventionnelle semi-nichée 

 

De façon simultanée, treize dilutions sériées au 1/10e de l’isolat du virus de la rage 

SA217695SEN avec un titre viral de 6,7 107 DI50/mL, ont été testées à la fois avec les deux 

nouveaux systèmes et une RT-PCR semi-nichée comme précédemment décrite (Dacheux et 

al., 2008). Le système RABV-protéine-L a détecté jusqu’à 0,00067 DI50/mL, correspondant à 

28 copies de génome en utilisant l’équation de quantification correspondante. Cependant, la 

RT-PCR semi-nichée et le système RABV-protéine-N n’ont détecté que jusqu’à 6,7 DI50/mL 

correspondant à 75 copies de génome en calculant avec l’équation standard correspondante 

(Tableau 11). 
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Tableau 11 : Limites de détection des nouvelles RT-qPCR  développées en comparaison 
avec une RT-PCR conventionnelle semi-nichée 

Titre viral 

(DI50/mL) 

RABV-protéine-L RABV-protéine-N 
RT-PCR  

semi-nichée 

Cq moyena Ecart-type Cq moyena Ecart-type Résultat sur gel 
d’électrophorèse 

6,7E+07 11 0,14 15,61 0,82 (+++) 
6,7E+06 12,74 0,21 18,08 0,05 (+++) 
6,7E+05 15,63 0,35 21,23 0,01 (+++) 
6,7E+04 19,57 1,38 24,61 0,60 (++) 
6,7E+03 24,58 0,52 28,55 0,38 (++) 
6,7E+02 28,51 0,64 31,79 0,62 (++) 
6,7E+01 31,74 0,92 36,82 0,02 (+) 
6,7E+00 33,51 0,49 39,16 0,49 (+) 
6,7E-01 36,63 0,08 Nég Nég Nég 
6,7E-02 37,44 0,08 Nég Nég Nég 
6,7E-03 38,07 0,04 Nég Nég Nég 
6,7E-04 38,83 0,25 Nég Nég Nég 
6,7E-05 Nég Nég Nég Nég Nég 

Nég : négatif, pas de signal fluorescent ou pas de bandes sur le gel d’électrophorèse     

Cq : quantitative Cycle       a : Moyenne des valeurs de Cq par dupliquats    

(+++) : bande avec une haute intensité     

(++) : bande avec une intensité moyenne         

(+) : bande avec une faible intensité 

Les dilutions sériées de 1/10e de l’isolat SA217695SEN avec un titre initial de 6,7 107 DI50/mL ont été 

testées avec les nouvelles RT-qPCR et la RT-PCR semi-nichée décrite par Dacheux et al., 2008, utilisée 

comme technique de référence. 
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2. 3. 8. La sensibilité clinique 

 

Montrant de meilleurs résultats en terme de sensibilité pour la détection du virus de la rage, le 

système RABV-protéine-L a été ainsi choisi pour l’analyse des prélèvements cliniques 

primaires provenant de patients suspects d’une infection par le virus de la rage. Comparée à la 

RT-qPCR décrite par Dacheux et al., en 2016 considérée comme test de référence, les quatre 

prélèvements précédemment positifs au virus de la rage ont été détectés avec le système 

RABV-protéine-L tandis qu’aucun signal fluorescent n’a été obtenu sur les quinze 

prélèvements diagnostiqués négatifs. Ainsi, le système RABV-protéine-L a été 100% en 

accord avec les résultats du test de référence (Tableau 12). 

Tableau 12: Evaluation de la sensibilité clinique sur des échantillons intra-vitam humains 

Code du 
patient Origine Hôpital Echantillon 

CNR-rage 
IPP  

RT-qPCR 

RABV-
protéine-L 
RT-qPCR 

Diagnostic 
final 

 
 
 

H14-0004 
 
 
 
 

 
 
 

France 
 
 
 
 

 
 
 

CHU 
Mondor 

 
 
 
 

LCR Négatif Négatif 

 
patient positif à 

la rage 
 
 

Biopsie de peau Positif Positif 
Salive jour 1 Négatif Négatif 
Salive jour 2 Négatif Négatif 
Salive jour 3 Négatif Négatif 
Salive jour 4 Négatif Négatif 
Salive jour 6 Négatif Négatif 

Salive jour 8 Négatif Négatif 

H14-0007 Italie CHU 
Milan 

biopsie de peau Positif Positif patient positif à 
la rage LCR jour 1 Positif Positif 

LCR jour 2 Positif Positif 

 
H14-0008 

 
France 

CH 
Garches 

biopsie de peau Négatif Négatif patient négatif 
à la rage Salive Négatif Négatif 

H14-0009 France CH Bastia biopsie de peau Négatif Négatif patient négatif 
à la rage LCR Négatif Négatif 

H14-0010 France CHU 
Cayenne 

biopsie de peau Négatif Négatif patient négatif 
à la rage Salive Négatif Négatif 

H14-0011 France CHU 
Cayenne 

biopsie de peau Négatif Négatif patient négatif 
à la rage Salive Négatif Négatif 

LCR: liquide céphalo-rachidien 
Le nouveau système RABV-protéine-L a une concordance de 100%  avec les résultats obtenus 
avec la RT-qPCR (Dacheux et al., 2016) du CNR-rage à l’IPP, utilisé comme technique de 
référence. 

 



 

 

99 
 

3. DISCUSSION 
 

La rage demeure un vrai problème de santé publique en Afrique et est à l’origine d’une 

encéphalite presque toujours fatale (manuel OIE, 2016). Dans notre étude, nous avons réalisé 

la caractérisation moléculaire de dix-huit isolats du virus de la rage circulant au Sénégal de 

2001 à 2015. La composition génétique des différents isolats caractérisés a montré des 

similarités en termes de taille des protéines codantes, des régions inter-géniques et des 

extrémités non-codantes avec les isolats précédents appartenant au clade Africa 2. Ainsi, ces 

souches du virus de la rage circulant au Sénégal sont bien prises en compte par le vaccin 

actuellement disponible pour l’Homme qui permet une protection contre le groupe 

phylogénétique 1 incluant les isolats du clade Africa 2 (Nel., 2005; Sadkowska-Todys., 2000; 

Hicks et al., 2012). En outre, la faible diversité génétique globale entre ces séquences montre 

que les isolats du virus de la rage circulant Sénégal n’appartiennent qu’à un seul groupe 

phylogénétique. Ceci a été confirmé par leur répartition sur l’arbre phylogénétique où ils ont 

été tous dans le clade  Africa 2 qui ne regroupait que des isolats circulant en Afrique de 

l’Ouest et du centre tel que décrit dans une étude précédente (Talbi et al., 2009). Bien que le 

virus de la rage présente une large diversité globale avec sept groupes phylogénétiques 

majeurs (Bourhy et al., 2008), cette structure devient moins distincte à l’échelle régionale ou à 

des échelles plus petites avec la possibilité d’une forte subdivision du virus de la rage dans les 

pays d’Afrique et un mouvement limité du virus entre les localités tel que précédemment 

décrit en Afrique du Nord (Talbi et al., 2010). Toutefois, les plus importantes distances 

génétiques ont été relevées entre un isolat de chien (SA217694SEN_2011_Linguère) et une 

souche isolée pour la première fois chez un ratel (SA212203SEN_2011_Dahra) (aa: 2,0% – 

nt: 3,1%), provenant de différentes localités du Sénégal. Ainsi, il n’est pas clair que cette 

structure génétique du virus de la rage au Sénégal pourra persister dans la mesure où elle peut 

être influencée par la dispersion humaine ou par l’évolution du virus pour une adaptation à de 

nouveaux hôtes comme le ratel. Ces données de séquences pourraient être utiles dans des 

études futures de phylodynamique ou de phylogéographie de la rage en Afrique de l’Ouest, à 

travers l’Afrique ou à l’échelle globale en associant les données similaires obtenues dans 

d’autres études précédentes effectuées en Afrique (Brunker et al., 2015; Hayman et al., 2011; 

Mollentze et al., 2014) ou dans le reste du monde (Bielejec et al., 2014; Kuzmina et al., 2013; 

Ahmed et al., 2015). Ces séquences peuvent également servir dans le développement d’outils 

de diagnostic ou d’antiviraux plus adaptés dans le contexte africain. 
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Malgré un nombre important de méthodes sensibles développées pour le virus de la rage au 

cours des dernières années (Deubelbeiss et al., 2014; Muleya et al., 2012; Wacharapluesadee 

et al., 2012; Hoffmann et al., 2010; Coertse et al., 2010), seule une d’entre elles a été validée 

sur une large diversité d’isolats circulant en Afrique (Dacheux et al., 2016), mais elle présente 

souvent un échec dans la détection des isolats circulant au Sénégal. Ainsi, le développement 

d’un outil rapide et efficace pour un diagnostic à large spectre de la rage pourrait être utile 

pour les analyses de routine au laboratoire ou pour une surveillance épidémiologique, 

particulièrement dans le contexte africain où la rage reste toujours endémique. Dans cette 

étude, nous avons développé et validé deux systèmes de RT-qPCR utilisant la chimie TaqMan 

pour une large détection du virus de la rage, plus adaptés au contexte africain et utiles pour le 

diagnostic intra-vitam de la rage humaine et post-mortem de la rage animale. Ces systèmes 

ont été basés sur des régions conservées de la nucléoprotéine (N) et de la polymérase (L) du 

virus de la rage et les séquences de leurs oligonucléotides ont été dégénérées pour obtenir une 

large capacité de détection des isolats circulant en Afrique (Dacheux et al., 2008). Les deux 

systèmes avaient une bonne spécificité analytique et ne montraient aucune réactivité non-

spécifique avec les autres rhabdovirus et les échantillons négatifs testés. Cette spécificité a été 

également observée à travers le séquençage des produits de RT-qPCR positifs. Les limites de 

détection allant de 100 à 10 copies d’ARN par réaction et les excellentes valeurs de 

coefficient de détermination (R2) et d’efficience (E > 100%) obtenues prouvent également que 

ces tests peuvent être appliqués de façon efficace dans l’analyse quantitative, même sur de 

faibles concentrations virales présentes dans les prélèvements infectés par le virus de la rage. 

Ils offrent ainsi une bonne sensibilité analytique, similaire à ce qui a été décrit pour des 

méthodes précédentes (Deubelbeiss et al., 2014; Farhadi et al., 2015; Choudhary et al., 2015).  

Cependant, avec la grande diversité génétique globale du virus de la rage, le développement 

d’un seul outil sensible en temps réel couvrant tous les groupes phylogénétiques connus du 

virus de la rage reste un challenge (rapport OMS, 2013). Ainsi, le spectre de détection couvert 

par les nouveaux outils a été évalué sur une collection représentative de la diversité génétique 

globale du virus de la rage. Sur les isolats circulant en Afrique, les deux systèmes de          

RT-qPCR présentaient des taux de détection élevés, en particulier le test RABV-protéine-L. 

Ainsi, ils peuvent être utilisés comme complément d’une méthode récente présentant des 

limites sur les isolats du clade Africa 2 circulant au Sénégal (Dacheux et al., 2016). 

L’évaluation de la performance de nos tests de RT-qPCR sur des isolats provenant d’autres 
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parties du monde a montré un excellent taux de couverture génétique pour le système RABV-

protéine-L tandis que le système RABV-protéine-N a montré des limites dans la détection des 

isolats non-africains. La sensibilité réduite notée avec le système RABV-protéine-N malgré le 

bon profil in silico et des performances précédentes satisfaisantes, pourrait être expliqué par la 

formation de structures secondaires au niveau de la zone ciblée, le rendant ainsi moins 

accessible pour les oligonucléotides du système RABV-protéine-N lors de la phase de 

transcription inverse (Kuo et al., 1997; Myers et al., 1991). En effet, tous les isolats testés ont 

été détectés par les nouveaux systèmes de diagnostic, principalement avec le test RABV-

protéine-L qui est capable de détecter une large diversité du virus de la rage. Bien qu’en 

faisant une analyse comparative, le système RABV-protéine-L présente une meilleure 

performance que le système RABV-protéine-N en considérant la sensibilité diagnostique et 

les valeurs prédictives, il serait mieux d’effectuer une stratégie de « double-check » sur les 

échantillons à tester, en combinant les deux systèmes telles des méthodes précédentes décrites 

(Fischer et al., 2014; Dacheux et al., 2016) afin d’obtenir un résultat plus fiable. Les valeurs 

élevées d’AUC obtenues après l’analyse ROC montrent que les deux nouveaux systèmes sont 

précis pour une détection du virus de la rage dans un échantillon positif. En outre, ces 

méthodes de RT-qPCR s’accordent bien sur la mesure des valeurs de Cq tel que montré par 

les résultats de l’analyse graphique de Bland-Altman qui confirme ainsi leur efficacité à 

détecter le virus de la rage.  

Avec des coefficients de variation intra et inter-essai inférieurs à 3% et une forte concordance 

inter-laboratoire (100% sur les souches du virus de la rage), les systèmes RABV-protéine-L et 

RABV-protéine-N ont une forte répétabilité et pourraient être appliqués dans différents 

contextes géographiques pour un  diagnostic de la rage.  

L’évaluation des limites de détection dans un prélèvement a été faite en comparaison avec une 

méthode précédente de RT-PCR semi-nichée (Dacheux et al., 2008) considérée comme test 

de référence. Le système RABV-protéine-L a été capable de détecter jusqu’à un titre très bas 

de 6,7 10-4 DI50/mL fortement inférieure à la limite de détection du système RABV-protéine-

N et du test de référence.  Bien que cela puisse être nécessaire de confirmer cette basse limite 

de détection sur une large collection d’isolats, le système RABV-protéine-L pourrait être 

utilisé, de façon efficace, dans le processus de diagnostic de la rage en complément de l’IF, 

particulièrement sur du matériel décomposé ou des prélèvements avec une faible 

concentration du virus de la rage (Fooks et al., 2009; McElhinney et al., 2014). Malgré une 
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qualité pas toujours bonne des échantillons reçus dans le cadre de la surveillance nationale des 

morsures et provenant des différents centres de surveillance à travers le pays, les systèmes de 

RT-qPCR  que nous avons développé permettent également un diagnostic efficace. Comparée 

à la méthode de RT-PCR conventionnelle semi-nichée, nos systèmes de RT-qPCR offrent 

également quelques avantages importants dans la réduction de la charge de travail, du risque 

de contamination et de la durée de test et fournissent une bonne sensibilité. 

Sur la base de ses meilleures performances, le système RABV-protéine-L a été évalué pour 

une possible utilisation dans le diagnostic intra-vitam de la rage chez l’humain. Pour cela, une 

collection de prélèvements primaires positifs et négatifs constituée de biopsie de peau, de 

salive et de LCR, a été analysée par ce système en considérant comme test de référence une 

méthode récente de RT-qPCR utilisée au CNR-rage à l’IPP (Dacheux et al., 2016). Comparée 

à cette dernière, notre système RABV-protéine-L présentait une forte concordance dans les 

résultats et une sensibilité élevée sur les échantillons cliniques testés. Ainsi, notre système 

RABV-protéine-L pourrait être utile dans le diagnostic ante-mortem de la rage humaine tel 

que des méthodes décrites dans des études précédentes (Dacheux et al., 2008; Dacheux et al., 

2016). Les deux systèmes de RT-qPCR développés et validés au cours de notre étude, en 

particulier le test RABV-protéine-L, pourraient donc être utilisés pour compléter des 

méthodes déjà existantes dans la  détection du virus de la rage, surtout dans le contexte 

africain.  
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CONCLUSION 
 

L’épidémiologie moléculaire d’isolats récents a montré l’évidence d’une faible diversité 

génétique du virus de la rage au Sénégal. Tous les isolats récents appartiennent au clade 

Africa 2 qui ne circule que dans les pays d’Afrique de l’Ouest et du centre. Ainsi, sur la base 

de la phylogénie récente des isolats du virus de la rage circulant au Sénégal, deux outils de 

RT-qPCR performants et plus adaptés au contexte africain ont été développés pour une large 

détection du virus de la rage. Ces deux outils spécifiques et sensibles peuvent être utilisés 

dans le diagnostic de routine de la rage au laboratoire ou dans les études épidémiologiques sur 

le terrain, particulièrement en Afrique en utilisant une stratégie de « double-check ». Notre 

système de détection RABV-protéine-L, présentant de meilleures performances, est fortement 

recommandé comme un outil fiable, utilisable dans la recherche générale et dans le diagnostic 

ante-mortem de la rage humaine. Cette méthode pourrait facilement être utilisée dans les pays 

où la rage est endémique comme complément des méthodes déjà existantes. 
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CHAPITRE 3 : APPROCHE « FUTURE » SUR LES ENCÉPHALITES VIRALES 
AIGUËS AU SENEGAL 

 

INTRODUCTION 
 

Isolé pour la première fois en 1966 d’un pool de moustiques du genre Culex provenant de la 

République Centrafricaine, le virus Bagaza est un flavivirus appartenant au groupe Ntaya 

(Digoutte, 1978). Comme les autres flavivirus, le génome du virus Bagaza est un ARN linéaire 

simple brin de polarité positive (Lindenbach et al., 2013). Son génome d’environ 10941 

nucléotides code pour une polyprotéine de 3426 acides aminés constituée de onze protéines 

virales et flanquée par des régions 5' et 3' non-codantes de 94 nt et 556 nt de tailles respectives 

(Kuno & Chang., 2007). 

Une étude sérologique menée en Inde a montré la présence d’anticorps neutralisants anti-Bagaza 

dans le sérum d’un patient atteint d’encéphalite. Ainsi, ce virus pourrait être impliqué dans les cas 

d’encéphalite humaine (Bondre et al., 2009). En septembre 2010, le virus Bagaza a été 

responsable d’une épidémie d’encéphalite chez des populations d’oiseaux sauvages au Sud de 

l’Espagne. Ce fut la première fois que ce virus a été isolé chez un vertébré (Aguëro et al., 2011). 

En Afrique de l’Ouest et du centre, le virus Bagaza n’a jusqu’à présent été isolé que chez les 

moustiques collectés sur le terrain (Diallo et al., 2005). Ainsi, dans le but de mieux comprendre 

la diversité génétique du virus Bagaza, la caractérisation moléculaire d’isolats du virus Bagaza 

circulant au Sénégal et en Côte d’ivoire a été effectuée. Sur la base de ces données de séquences, 

nous avons analysé l’évolution du virus Bagaza en utilisant une méthode phylogénétique. En 

outre, dans le but d’évaluer la possibilité d’une adaptation du virus Bagaza à l’Homme dans le 

futur, une méthode bio-informatique comparant les indices d’adaptation obtenus pour les isolats 

du virus Bagaza caractérisés dans cette étude à ceux d’autres flavivirus déjà connus chez 

l’Homme a été utilisée.  
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1. MATÉRIELS ET MÉTHODES 

 

1. 1. Caractérisation moléculaire des isolats du virus Bagaza 

 

Dans cette étude,  les génomes complets de onze isolats du virus Bagaza circulant en Afrique de 

l’Ouest de 1988 à 2014, dont dix circulant au Sénégal et un provenant de la Côte d’ivoire, ont 

été réalisés. Ces isolats du virus Bagaza proviennent de la collection du CRORA (Tableau 

1 3). Cette caractérisation moléculaire a été effectuée en utilisant des systèmes de RT-PCR 

chevauchantes et des techniques de RACE permettant d’amplifier les différentes régions 

constituant le génome du virus Bagaza (Tableau 14). L’extraction des ARNs, les réactions de 

PCR et le séquençage ont été effectuées comme précédemment décris (Chapitre 1 : 1. 7. 1. et 

1. 7. 2. ; Chapitre 2 : 1. 1. 3.).  

 

 

 

Tableau 13: Description des isolats du virus Bagaza utilisés dans cette étude 

Isolats Virus Origine Année d’isolement Espèce 

ArA23139 Bagaza Dézidougou (CI) 1988 Culex poicilipes 
ArD54139 Bagaza Dakar-Bango (SEN) 1989 Culex poicilipes 

ArUS20-100 Bagaza Matam (SEN) 1989 Culex poicilipes 
ArD99335 Bagaza Barkédji (SEN) 1994 Culex neavei 

ArD137998 Bagaza Diawara (SEN) 2000 Culex poicilipes 
ArD138018 Bagaza Diawara (SEN) 2000 Culex poicilipes 
ArD152146 Bagaza Diawara (SEN) 2001 Culex poicilipes 
ArD152207 Bagaza Diawara (SEN) 2001 Culex poicilipes 
ArD171075 Bagaza Barkédji (SEN) 2004 Culex poicilipes 
ArD171102 Bagaza Barkédji (SEN) 2004 Culex poicilipes 
ArD260266 Bagaza Barkédji (SEN) 2014 Culex neavei 

 

Les stocks viraux proviennent de la collection du CRORA, Institut Pasteur de Dakar, Sénégal. 

SEN: Sénégal 

CI: Côte d'ivoire 
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Tableau 14: Description des amorces utilisées pour la caractérisation moléculaire du 

virus Bagaza 

Nom de l'amorce Séquence 5'-3' Direction Région Thyb (°C) 

5’raceBAGV1 CATCAATCCGACATCCAGAG antisens enveloppe 53 
5’raceBAGV2 CCTTTCGGAAGCTTTTCAAG antisens enveloppe 53 

BAG28F TTGACAGCTCAACACAAGTGC sens enveloppe 55 
BAG1037R CCATCACGACATCAATCCAC antisens enveloppe 55 
BAG572F GCTCTGGATGTCGGATTGAT sens enveloppe 55 

BAG2069R TTGTCCCCGATGATGATGTA antisens NS1 55 
BAG3SEG1F TCATTTCGAGTTGGCTGTGT sens NS1 55 
BAG3SEG1R TATTGGACATGGGTGGAGTG antisens NS2B 55 
BAG3SEG2F GTGTAAGGTCCGTGGGAAGA sens NS2A 55 
BAG3SEG2R CAAACCAATCAGCACTCCAC antisens NS3 55 
BAG3538F GAACCATTTCAGCTGGGTGT sens NS3 55 
BAG5064R CCGACAAGAATGCCATTACC antisens NS4A 55 
BAG4825F TCGTATGGAGGACCTTGGAA sens NS3 55 
BAG6324R CCAAAGCTCAACTGGGTTGT antisens NS4B 55 

BAG6SEG1F CGAGCCGGGTTATTGATAGT sens NS4B 55 
BAG6SEG1R ACCTGCTGCTGTTCTCCTTT antisens NS5 55 
BAG6SEG2F GACGTTTTTGACACCACTGC sens NS5 55 
BAG6SEG2R GACGCGGTCTTCTACCATTT antisens NS5 55 
BAG8234F GAAAGAACTGGAACGGATGC sens NS5 55 
BAG9750R CTCGGGGATGTCTTTTCTGA antisens NS5 55 
BAG9329F AGAATGGACCCAGAGCACAG sens NS5 55 

BAG10853R TCCCAGGTGTCAATATGCTG antisens NS5 55 
3’raceBAGV1 AAAGCGCTCAATACCGACTC sens NS5 53 
3’raceBAGV2 AGTCAGGCCACAGGTTTTGT sens NS5 53 

Thyb : température d’hybridation des amorces 

 

 

1. 2. Caractéristiques génétiques du virus Bagaza 

 

Les séquences du virus Bagaza obtenues ont été assemblées en utilisant le logiciel Unipro 

UGENE (Okonechnikov et al., 2012). Des alignements multiples ont été effectués en utilisant 

l’algorithme Muscle (Edgar, 2004) implémenté dans le logiciel Unipro UGENE. Sur la base 
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de ces séquences complètes, nous avons évalué les caractéristiques génétiques des isolats du 

Sénégal en comparaison avec celui provenant de la Côte d’ivoire et les isolats précédemment 

séquencés en République Centrafricaine, en Espagne et en Inde. Ainsi, l’analyse a été ciblée 

sur des paramètres comme la composition des séquences, les distances génétiques et la 

conservation des principaux motifs d’acides aminés retrouvés chez les flavivirus.  

L’évidence de sites d’acides aminés informatifs a été recherchée sur les séquences du virus 

Bagaza en utilisant le serveur en ligne DIVEIN (Deng et al., 2010). Les sites d’acides aminés 

informatifs sont des sites dont les modifications peuvent avoir un impact sur la distribution 

des branches sur l’arbre phylogénétique. Ensuite, une prédiction des sites de N-glycosylation 

pouvant exister sur le génome du virus Bagaza a été effectuée en utilisant la version en ligne 

du serveur NetNGlyc 1.0. En effet, la N-glycosylation est un phénomène post-traductionnel 

où des glucides sont ajoutés aux asparagines qui sont impliqués dans la séquence consensus 

Asn-Xaa-Ser/Thr, sur laquelle Xaa peut être tout acide aminé excepté la proline. Les scores 

ou « potentiels » des sites de N-glycosylés prédits le long de la chaine protéique du génome 

du virus Bagaza, de l’extrémité N-terminal à l’extrémité C-terminal, ont été illustrés en 

utilisant une valeur seuil de 0,5 et « l’accord du Jury » indique combien parmi les neuf 

réseaux utilisés par le serveur supportent la prédiction (Gupta et al., 2004).  

La prédiction de structures secondaires au niveau des régions 5’ et 3’ non-codantes a été 

effectuée en utilisant des méthodes implémentées sur le serveur en ligne Vienna RNA 

Websuite (Gruber et al., 2008). Ainsi, afin d’identifier les structures secondaires d’ARN non 

codants conservées et avec une stabilité thermodynamique, la méthode RNAz (Gruber et al., 

2007) a été utilisée avec une probabilité de classification P > 0,5. Ensuite, les structures 

secondaires optimales pour les régions non-codantes ont été obtenues avec un minimum 

d’énergie par la méthode ARNalifold (Bernhart et al., 2008) qui utilise un algorithme 

dynamique de programmation basé sur des paramètres de prédiction tels que précédemment 

décrits (Mathews et al., 2004). Sur la base de la structure secondaire obtenue pour la région 3’ 

non-codante, l’organisation des séquences conservées (CS) a été analysée telle que 

précédemment décrite, avec une possibilité de répétition des séquences conservées  (Kuno & 

Chang., 2007). Une séquence conservée est considérée comme imparfaite (ImCS), lorsqu’elle 

présente trois différences de bases ou plus par rapport à la séquence consensus correspondante 

précédemment décrite (Kuno & Chang., 2007), marquées par une insertion, une délétion ou une 

substitution. 
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1. 3. Analyse des événements de recombinaison 

 

Afin de prévenir les potentiels biais que la recombinaison peut causer lors de l’analyse 

phylogénétique (Posada & Crandall., 2002), toutes les séquences polyprotéiques ont été 

analysées en utilisant sept méthodes (RDP, GENECONV, MaxChi, BootScan, Chimaera, 

SiScan et 3Seq) implémentées dans le programme RDP4beta 4.8 (Martin et al., 2015) avec les 

paramètres par défaut. Seuls les événements déterminés par quatre méthodes ou plus avec des 

p-values <10-6 ont été considérés comme représentant une forte évidence d’une recombinaison 

après 100 permutations en utilisant la correction de Bonferroni pour prévenir les faux positifs 

(Bland & Altman, 1995). Un test de Chi2 a été utilisé afin de déterminer si l’identité de 

séquences entre un potentiel recombinant et un parent donné dans la zone recombinante et 

leur différence en dehors de la région de recombinaison sont significatives. En outre, une 

analyse Bootscan impliquant le potentiel recombinant et les séquences parentales identifiées a 

été également effectuée pour confirmer les éventuels événements de recombinaison. 

L’existence de points de recombinaison ont été également analysée en utilisant la méthode 

appelée Genetic Algorithms for Recombination Detection (GARD) basée sur un algorithme 

génétique et implémentée sur le serveur en ligne Datamonkey (Kosakovsky Pond et al., 

2005). L’évidence des points de recombinaison a été évaluée avec le test de Kishino-

Hasegawa (HK) et une valeur de p-value < 0,05 a été considérée comme significative. Des 

arbres phylogénétiques séparés ont été tracés en utilisant l’algorithme du maximum de 

parsimonie pour la région recombinante et les compartiments non recombinants indiqués par 

la position des points de recombinaison. Les arbres phylogénétiques ont été tracés pour une 

valeur de bootstrap égale à 100 avec le modèle de substitution nucléotidique le mieux adapté 

(Chapitre 2 : I. 4.). 

 

 

1. 4. Evaluation des pressions de sélection 

 

La recombinaison peut influencer l’inférence d’une sélection positive lorsqu’elle n’est pas 

prise en compte (Posada & Crandall, 2002). Ainsi, les potentielles séquences recombinantes 

ont été exclues des analyses suivantes afin d’éviter les biais dans l’analyse phylogénétique. 

Le ratio sites non-synonymes/synonymes (dN/dS) est une méthode largement utilisée pour la 
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détection d’une sélection positive. Le test statistique permet de distinguer une sélection 

positive ou diversification (dN/dS > 1) d’une sélection négative ou purification (dN/dS < 1). 

Une sélection positive est identifiée lorsque le taux de sites non-synonymes (dN) est supérieur 

à celui de sites synonymes (dN > dS). Les épisodes de sélection positive ont été analysés au 

niveau de chaque gène du virus Bagaza en utilisant des méthodes d’estimation par site. Pour 

cela, un total de neuf fragments d’alignement a été effectué correspondant aux  protéines C, 

prM, E, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5 de la région codante du génome. 

Nous avons utilisé deux premières méthodes appelées single-likelihood ancestor counting 

(SLAC) et mixed effects model of evolution (MEME) qui estiment respectivement la 

différence et le rapport entre le taux de sites non-synonymes (dN) et de sites synonymes (dS) 

par codon à un niveau de significativité égale à 0,1. En outre, une autre méthode appelée fast 

unconstrained Bayesian approximation (FUBAR) a permis d’évaluer les épisodes de sélection 

au niveau de chaque site avec une probabilité ≥ 0,9 (Murrell et al., 2013). Enfin, une méthode 

appelée branch-site random effects likelihood (Branch-site REL) a été utilisée pour évaluer 

l’évidence d’une sélection positive sur les sites internes au niveau de chaque branche de 

l’arbre phylogénétique, considérant une p-value inférieure à 0,05. Ces quatre méthodes ont été 

analysées avec le programme Hyphy implémenté sur le serveur en ligne Datamonkey 

(Kosakovsky Pond et al., 2005) et un épisode de sélection positive a été considéré lorsqu’il est 

déterminé par au moins deux de ces méthodes. 

 

 

1. 5. Analyses phylogénétiques et phylodynamiques 

 

Le choix du modèle de substitution nucléotidique le plus adapté a été effectué comme 

précédemment décrit (Chapitre 2 : 1. 1. 4.). L’arbre phylogénétique a été tracé avec le 

programme FastTree (Price et al., 2010), en utilisant la méthode du maximum de 

vraisemblance avec le modèle déterminé par les critères Bayésiens. Les valeurs de support 

local des nœuds ont été calculées avec le test de Shimodaira-Hasegawa (SH) pour 5000 

réplications. 

L’analyse évolutive du virus Bagaza a été réalisée en utilisant le modèle Bayésien Gaussian 

Markov Random Field  (GMRF) coalescent skyride avec une horloge stricte (Baele et al., 

2012, Baele et al., 2013). Le modèle de substitution nucléotidique GTR a été utilisé avec 4 

catégories gamma. Les algorithmes Bayésiens Markov Chain Monte Carlo (MCMC) 
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implémentés sur le programme BEAST v1.8.4 (Drummond et al., 2012) ont été utilisés dans 

le but d’estimer le taux d’évolution du virus Bagaza depuis son premier isolement jusqu’en 

2014. L’analyse MCMC a été effectuée pour 100 millions de générations en échantillonnant à 

chaque 100 milles générations pour assurer une convergence des estimations.                            

La taille de la population effective (ESS) a été déterminée en utilisant le programme Tracer 

v1.6 (http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer). La distribution des arbres obtenus avec l’analyse 

BEAST a été utilisée pour tracer un arbre avec un maximum de crédibilité des clades (MCC) 

pour ces séquences. Cet arbre a été généré avec le programme TreeAnnotator v.2.3.2 (à partir 

de 100 millions) après élimination de 10% de la population puis visualisé avec le logiciel 

FigTree v.1.4.2. 

  

 

1. 6. Indice d’adaptation des codons de la région codante du virus Bagaza 

 

L’indice d’adaptation des codons ou « codon adaptation index » (CAI) est une mesure du 

biais d’utilisation des codons usuels synonymes. Parmi ses multiples usages possibles, le CAI 

permet d’évaluer l’adaptation des gènes viraux à leurs hôtes (Sharp & Li, 1987). Le CAI a été 

utilisé dans de nombreuses études récentes impliquant les humains et les virus à ARN 

(Andersen et al., 2015; Shin et al., 2015; Nasrullah et al., 2015). Dans le but d’évaluer 

l’évidence d’une adaptation du virus Bagaza à l’homme, le CAI a été calculé pour la région 

codante de chaque isolat. Pour calculer le CAI normalisé, les polyprotéines complètes des 

isolats caractérisés dans cette étude et des isolats précédents disponibles ont été comparées 

aux codons des gènes de l’humain en utilisant le programme CAIcal v1.4 (Puigbo et al., 

2008a). D’abord, un CAI ‘’brut’’ (rCAI) est obtenu. Ensuite, le CAI est normalisé par la 

valeur de « CAI supposée neutre » (eCAI) basée sur les acides aminés usuels de l’humain et 

1000 séquences virales aléatoires générées en utilisant la même taille, la même composition 

des codons et le même pourcentage de GC. En effet, il existe une table des acides aminés de 

l’humain déjà disponible en ligne contenant l’ensemble des gènes codants du génome humain 

(Puigbo et al., 2008b). Le CAI normalisé a été obtenu en calculant le rapport rCAI/eCAI et 

une valeur supérieure à 1 est différente de la neutralité et considérée comme une évidence 

d’adaptation des codons du virus aux codons de référence de l’organisme hôte (Puigbo et al., 

2008a). Les valeurs de CAI obtenues pour les isolats du virus Bagaza ont été comparées à 

celles d’autres flavivirus connus chez l’Homme en utilisant le test non-paramétrique de 
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Wilcoxon avec le logiciel R. Une valeur de p-value inférieure à 0,05 est considérée comme 

caractéristique d’une différence significative. Le génome du virus de la mosaïque du tabac 

(VMT) a été comparé aux codons humains et utilisé comme contrôle négatif pour montrer que 

cette analyse pour l’adaptation au génome humain est fiable et ne produit pas de faux positifs 

ou des anomalies. Puisque le VMT est un virus de plante et qu’il n’existe aucun cas 

d’infection humaine connu ou une évidence d’une adaptation à l’Homme, nous espérons que 

son CAI sera inférieur au CAI seuil (égal à 1).  

 

 

2. RÉSULTATS 
 

2. 1. Caractéristiques génétiques des isolats du virus Bagaza  

 

Dans cette étude, au total onze séquences complètes d’isolats du virus Bagaza circulant en 

Afrique de l’Ouest ont été obtenues en utilisant des systèmes de PCR chevauchantes. 

L’analyse des nouvelles séquences a été réalisée par des alignements multiples au niveau 

nucléotidique et au niveau des acides aminés, en comparaison avec les séquences précédentes 

des souches du virus Bagaza isolées en République Centrafricaine (RCA: AY632545) et en 

Espagne (HQ644143). L’analyse par gène des nouvelles séquences obtenues a montré des 

polyprotéines de taille identique. Bien que la taille de l’extrémité 5’ non-codante soit 

également de même taille entre les différentes séquences, la région 3’ non-codante des isolats 

de l’Afrique de l’Ouest est plus longue de 10 nt et 137 nt comparée respectivement à celles 

des isolats de la RCA (AY632545) et d’Espagne (HQ644143) (Tableau 15). En effet, la 

région 3’ non-codante des séquences Ouest-africaines présente des insertions de 74 nt et 1 nt 

respectivement par rapport aux isolats de la RCA (AY632545) et d’Espagne (KR108244-6), à 

partir de la position nucléotidique 435 après le codon stop. 
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Tableau 15: comparaison des régions du génome entres les isolats du virus Bagaza 

Régions 

du génome 

AY632545_DakAR 
B209_RCA_1966 

HQ644143_Espagne_H_2010 Isolats séquencés 
dans cette étude 

5'RNC 94nt 94nt 94nt 

Capside 122aa 122aa 122aa 

prM 177aa 177aa 177aa 

Enveloppe 501aa 501aa 501aa 

NS1 342aa 342aa 342aa 

NS2A 226aa 226aa 226aa 

NS2B 132aa 132aa 132aa 

NS3 619aa 619aa 619aa 

NS4A 126aa 126aa 126aa 

2K 23aa 23aa 23aa 

NS4B 253aa 253aa 253aa 

NS5 905aa 905aa 905aa 

3'RNC 566nt 439nt 576nt 

Taille totale 10941nt 10794nt 10951nt 

nt: Nucléotide; aa: acide aminé.  

RNC: région non-codante 

La taille des gènes est déterminée par rapport à la séquence de référence du virus Bagaza: 
AY632545 décrit par Kuno G. & Chang G. J. (2007).  

 

 

2. 2. Distances génétiques entre les isolats du virus Bagaza  

 

Les distances génétiques par paire de séquences ont été évaluées aux niveaux nucléotidique et 

protéique entre les isolats du virus Bagaza caractérisés au cours de cette étude puis en 

comparaison avec les séquences du virus Bagaza déjà disponibles sur Genbank (Figure 16). 
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Au niveau des séquences nucléotidiques, les isolats du virus Bagaza circulant au Sénégal 

montraient une distance moyenne de 1,9 ±0,8% (0,3-3,4%). La même chose a été également 

observée au niveau des acides aminés avec une diversité moyenne de 1,9 ±0,6% (0,4-3,7%).  

Les plus faibles distances génétiques ont été observées entre les isolats 

ARD152207_Diawara_SEN_2001 et ARD152146_Diawara_SEN_2001, provenant de la 

même localité durant la même année, avec respectivement 0,3% au niveau nucléotidique et 

0,6% au niveau des acides aminés. Les isolats ARD152207_Diawara_SEN_2001 et 

ARD171102_Barkédji_SEN_2004 ont été également très proches avec 0,4% au niveau 

nucléotidique et au niveau des acides aminés. Les distances nucléotidiques enregistrées entre 

l’isolat ARD138018_Diawara_SEN_2000 et les isolats ARD260266_Barkédji_SEN_2014 et 

ARD54139_Dakar-Bango_SEN_1989 ont été plus élevées (3,4%). Au niveau des acides 

aminés, les distances séparant l’isolat ARD54139_Dakar-Bango_SEN_1989 du virus Bagaza 

provenant de la région de Saint-Louis  et les isolats ARD138018_Diawara_SEN_2000 et 

ARD171075_Baekédji_SEN_2004 ont été plus importantes (3,7%).  

En comparaison avec la souche ARA23139_Dézidougou_CI_1988 provenant de la Côte 

d’Ivoire, les séquences des isolats du Sénégal montraient une distance nucléotidique moyenne 

plus élevée de 3,4 ±0,5% (2,7-4,1%). Cependant, ces distances ont été moins importantes au 

niveau des acides aminés, montrant une distance moyenne de 1,7 ±0,7% (2,7-4,1%) (Figure 

17; cadre en rouge).  

Un coefficient de différenciation de 0,17 a été identifié entre les séquences précédemment 

disponibles sur Genbank et les isolats du virus Bagaza caractérisés au cours de cette étude. En 

outre, ces derniers montraient des distances nucléotidiques moyennes de 6,7% (6,2-7,3%), 1,3 

±1,0% (0,2-2,7%) et 5,8% (5,2-6,3%), et distances protéiques moyennes de 1,5 ±0,6% (0,8-

2,5%), 1,7 ±0,7% (1,0-2,8%) et 2,7 ±0,6% (2,0-3,8%), respectivement par rapport aux 

polyprotéines des isolats AY632545_DakArB209_RCA_1966, HQ644143_Espagne_H_2010, 

et EU684972_Inde_96363_1996 du virus Bagaza (Figure 16). 
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Figure 17 : Analyse des distances génétiques (en pourcentage) au niveau nucléotidique (gris) et au niveau des acides aminés (bleu) entre 
les polyprotéines des isolats du virus Bagaza caractérisés dans cette étude (cadre rouge) et en comparaison avec les séquences 
précédemment disponibles (cadre noir). Les cellules entre les bordures rouges en trait plein et noires en tirets correspondent aux distances 
génétiques séparant les isolats du virus Bagaza circulant au Sénégal et celui isolé en Côte d’ivoire. Les valeurs extrêmes de la série de distances, 
séparant les isolats du Sénégal, ont été encadrées en noir. 

acides aminés
A B C D E F G H I J K L M N

A ARUS20100_MATAM_SEN_1989 2,1% 3,0% 2,9% 1,3% 1,3% 1,5% 2,4% 2,2% 1,4% 1,3% 1,5% 1,5% 2,6%
B ARD137998_DIAWARA_SEN_2000 2,8% 2,4% 2,9% 1,2% 1,2% 1,8% 2,6% 2,0% 1,4% 1,7% 1,5% 1,8% 2,8%
C ARD138018_DIAWARA_SEN_2000 3,4% 1,4% 3,6% 2,2% 2,3% 2,9% 3,7% 3,0% 2,5% 2,8% 2,5% 2,8% 3,8%
D ARD171075_BARKEDJI_SEN_2004 3,3% 1,4% 1,9% 2,2% 2,2% 2,8% 3,7% 3,0% 2,5% 2,7% 2,5% 2,7% 3,6%
E ARD171102_BARKEDJI_SEN_2004 2,7% 0,8% 1,4% 1,2% 0,4% 1,1% 1,8% 1,3% 0,7% 0,9% 0,8% 1,0% 2,0%
F ARD152207_DIAWARA_SEN_2001 2,5% 0,6% 1,2% 1,0% 0,4% 1,2% 1,9% 1,3% 0,6% 1,0% 0,8% 1,1% 2,1%
G ARD260266_BARKEDJI_SEN_2014 2,5% 2,8% 3,4% 3,3% 2,6% 2,5% 2,1% 1,9% 1,2% 1,2% 0,9% 1,2% 2,3%
H ARD54139_DAKAR-BANGO_SEN_1989 3,4% 2,7% 3,4% 3,1% 2,5% 2,4% 3,3% 2,6% 2,0% 2,1% 2,1% 2,1% 3,2%
I ARD99335_BARKEDJI_SEN_1994 2,8% 0,9% 1,5% 1,3% 0,7% 0,5% 2,7% 2,6% 1,5% 1,8% 1,5% 1,9% 2,9%
J ARD152146_DIAWARA_SEN_2001 2,6% 0,7% 1,4% 1,2% 0,6% 0,3% 2,6% 2,5% 0,6% 1,1% 1,0% 1,1% 2,2%
K ARA23139_Dezidougou_CI_1988 3,9% 3,1% 3,7% 3,5% 2,9% 2,7% 3,8% 4,1% 3,0% 2,9% 1,3% 1,1% 2,2%
L AY632545_DakArB209_RCA_1966 7,0% 6,7% 7,3% 7,1% 6,4% 6,2% 6,7% 6,9% 6,6% 6,4% 6,8% 1,4% 2,2%
M HQ644143_Espagne_H_2010 2,4% 0,6% 1,2% 1,0% 0,4% 0,2% 2,5% 2,3% 0,5% 0,4% 2,7% 6,3% 2,0%
N EU684972_Inde_96363_1996 6,3% 5,6% 6,2% 6,0% 5,4% 5,2% 6,3% 6,3% 5,5% 5,4% 5,9% 7,7% 5,2%

nucléotides
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2. 3. Les motifs conservés et les sites informatifs sur le génome  

 

Les principaux motifs d’acides aminés impliqués dans la virulence et hautement conservés 

chez les flavivirus ont été retrouvés au niveau des protéines E, NS1, NS3 et NS5 de toutes les 

séquences disponibles du virus Bagaza, parfois avec la présence de mutations conservatives 

entre des acides aminés ayant les mêmes propriétés biochimiques (positions en gras et noir). 

Cependant, certaines séquences individuelles présentent des mutations d’acides aminés non-

conservatives (positions en gras et rouge) (Tableau 16). Les mutations non-conservatives 

sont généralement spontanées, rares et aléatoires, constituent donc la principale source de 

diversité génétique. Ainsi, entre les positions 667-675 de la protéine d’enveloppe E de tous les 

isolats du virus Bagaza, nous avons observé un motif non-conservé présentant l’insertion 

d’une Leucine (L) à la position 674 de la polyprotéine du virus Bagaza. Au niveau de la 

protéine NS1, les motifs analysés ont été tous conservés mais nous avons observé des 

mutations non-conservatives chez deux isolats du virus Bagaza. L’analyse a montré des 

mutations T713P et T713A respectivement sur les séquences des isolats 

ARD171102_Barkédji_SEN_2004 et EU684972_96363_Inde_1996. Une mutation P1127T a 

été également été identifiée au niveau de la NS1 de l’isolat ARD54139_Dakar-

Bango_SEN_1989.  

Au niveau de la protéine NS3, les isolats ARD137998_Diawara_SEN_2000 et 

ARD138018_Diawara_SEN_2000 montraient des mutations A1723P et P1724L sur un motif 

conservé localisé entre les positions 1722-1728. Sur ce dernier, une mutation L1722S a été 

identifiée pour les séquences des isolats ARD138018_Diawara_SEN_2000 et 

ARD171075_Barkédji_SEN_2004. En outre, toutes les séquences du virus Bagaza analysées 

présentaient une mutation F1766L au niveau d’un motif non-conservé identifié entre les 

positions 1759-1766 correspondant à la protéine NS3. Sur cette partie du génome, l’isolat 

ARD138018_Diawara_SEN_2000 a été le seul à présenter les mutations T1765P et D1785Y. 

Au niveau de la protéine NS5, nous avons observé un motif non-conservé entre les positions 

2734-2741 présentant une mutation non-conservative T2738N sur les séquences de tous les 

isolats du virus Bagaza. En plus de cette mutation, seul l’isolat ARD54139_Dakar-

Bango_SEN_1989 présentait deux autres mutations S2734W et S2737P (Tableau 16). 
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Tableau 16 : Localisation des principaux motifs d’acides aminés hautement conservés chez 
les flavivirus au niveau des protéines E, NS1, NS3 et NS5 

Région 
 

Principaux motifs 
d’acides aminés 
décrits chez les 

flavivirus 

Position 
sur le 

génome 
Conservé Excepté sur ces isolats 

Remplacé 
par cette 
séquence 
consensus 

E 
 
 
 

DRGWGNGC 387-394 OUI ARD171075_BARKÉDJI_SEN_2004 ARSRGNGC 
GLFGKGS 395-401 OUI ARD171102_BARKÉDJI_SEN_2004 GLFAKGS 
GHLKCRV 573-579 OUI   
PFGDSYIV 667-675 NON Toutes les séquences du virus Bagaza PFGDSFILV 

 
NS1 

 
 
 

DTAWDFGS 712-719 OUI ARD171102_BARKÉDJI_SEN_2004 DPAWDFGS 

   EU684972_96363_Inde_1996 DAAWDFGS 
GCWYGMEI 1118-1125 OUI   

YGMEIRP 1120-1127 OUI ARD54139_DAKAR-BANGO_SEN_1989 YGMEIRT 

 
NS3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GTSGSPI 1633-1639 OUI   
GLYGNG 1648-1653 OUI ARUS20100_MATAM_SEN_1989 GVYGNG 

LAPTRVV 
 
 

1722-1728 
 
 

OUI 
 
 

ARD137998_DIAWARA_SEN_2000 LPLTRLV 
ARD138018_DIAWARA_SEN_2000 SPLTRLV 
ARD171075_BARKÉDJI_SEN_2004 SAPTRLV 

DVMCHATF 
 

1759-1766 
 

NON 
 

ARD138018_DIAWARA_SEN_2000 DVMCHAPL 
Autres séquences du virus Bagaza DVMCHATL 

MDEAHF 1784-1789 OUI ARD138018_DIAWARA_SEN_2000 MYEAHF 
SIAARGY 1794-1800 OUI   
MTATPPG 1815-1821 OUI   
ISEMGAN 1911-1917 OUI   

SAAQRRGR 1954-1961 OUI   

NS5 
 
 
 
 
 

DLGCGRG 2601-2607 OUI   
SRNSTHEMY 

 
2734-2741 

 
NON 

 
ARD54139_DAKAR-BANGO_SEN_1989 WRNPNHEMY 

Autres séquences du virus Bagaza SRNSNHEMY 
NMMGKREKK 2977-2986 OUI   
ADDTAGWDT 3056-3064 OUI   
WMTTEDML 3330-3337 OUI   

Les motifs d’acides aminés conservés chez les flavivirus décrits par Kuno  & Chang (2007).  
Les positions montrant des mutations conservatives  sur la polyprotéine du virus Bagaza ont été marquées 
en gras et noir.  
Les positions montrant des mutations non-conservatives sur la polyprotéine du virus Bagaza ont été 
marquées en gras et rouge. 
Les noms des isolats ont été constitués dans le format suivant : Numéro d’identification, Origine, code du 
pays (SEN : Sénégal) et année d’isolement ; excepté l’isolat de l’Inde (numéro d’accession, numéro 
d’identification, pays, et année d’isolement). 
   A   alanine             B  acide aspartique       C   cystéine                          D   aspartate  
   E   glutamine         F   phénylalanine    G   glycine                            H   histidine   
   I    isoleucine         K   lysine      L   leucine                           M   méthionine  
   N  asparagine        P   proline                  Q   acide glutamique           R   arginine   
   S   sérine                T   thréonine          U   selenocystéine                V   valine    
  W  tryptophane     X   aucun                   Y  tyrosine                           Z acide glutamique ou glutamine        
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Majoritairement constitués de mutations non-conservatives entre les acides aminés, les sites 

informatifs retrouvés sur la région codante du génome virus Bagaza peuvent conduire à des 

différences phénotypiques entre les différents isolats. Ainsi, trois sites informatifs ont été 

identifiés respectivement au niveau de la NS3, de la NS4B et de la NS5 des isolats du virus 

Bagaza. Le site LAP identifié entre les positions 1722-1714 au niveau de la NS3, correspond 

à une partie d’un motif conservé mais présentant des mutations non-conservatives chez trois 

isolats du virus Bagaza. En outre, les sites informatifs IEGA et GRIWNA, présents 

respectivement au niveau des protéines NS4B et NS5, montraient des variations                 

pour les isolats AY632545_DakArB209_RCA_1966 et ARD260266_Barkédji_SEN_2014 

(DKGQ/RRSS et RTDMEC) (Figure 18).  
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Figure 18 : Détermination des sites informatifs sur les polyprotéines des isolats du virus Bagaza. Les positions en couleur représentent les 

acides aminés présentant des différences au niveau des sites identifiées  pour les isolats correspondants. La localisation de chaque motif peut 

être identifiée par sa position sur le génome du virus Bagaza.  

5'NC Protéines structurales Protéines Non-structurales 3'NC

791 aa 2635 aa

C prM Env NS1 NS2A NS2B NS3 NS4A NS4B NS5

AY632545_DakArB209_RCA_1966 LAP DKGQ RTDMEC

ARUS20100_MATAM_SEN_1989 LAP I EGA GRIWNA

ARD137998_DIAWARA_SEN_2000 LPL I EGA GRIWNA

ARD138018_DIAWARA_SEN_2000 SPL I EGA GRIWNA

ARD171075_BARKEDJI_SEN_2004 SAP I EGA GRIWNA

ARD171102_BARKEDJI_SEN_2004 LAP I EGA GRIWNA

ARD152207_DIAWARA_SEN_2001 LAP I EGA GRIWNA

ARD260266_BARKEDJI_SEN_2014 LAP RRSS RTDMEC

ARD54139_DAKAR-BANGO_SEN_1989 LAP I ERA GRIWNA

ARD99335_BARKEDJI_SEN_1994 LAP I EGA GRIWNA

ARD152146_DIAWARA_SEN_2001 LAP I EGA GRIWNA

ARA23139_Dezidougou_CI_1988 LAP I EGA GRIWNA

HQ644143_Espagne_H_2010 LAP I EGA GRIWNA

EU684972_Inde_96363_1996 LAP I EGA GRIWNA

1723 2478 2485
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2. 4. Prédiction de sites d’acides aminés N-glycosylés  

 

La prédiction de sites N-glycolysés sur le génome du virus Bagaza a déterminé deux sites 

montrant un potentiel plus important. Malgré un score plus élevé (0,7452) et une forte 

prédiction (9/9), le site NPTD retrouvé à la position 603 n’est pas considéré comme pouvant 

être N-glycosylé car il contient une Proline connue pour empêcher la glycosylation dans la 

majorité des cas en rendant l'Asparagine inaccessible. Ce site a été localisé au niveau du 

domaine III de la protéine d'enveloppe E de tous les isolats du virus Bagaza. Cependant,  un 

autre site NFSL présentant un potentiel élevé (score 0,6223 (9/9)) a été retrouvé à la position 

2333. La position du site N-glycosylé au niveau de l’Asparagine 2333 correspond à l’acide 

aminé 65 de la protéine NS4B de tous les isolats du virus Bagaza (Figure 19). 

 

Figure 19: Prédiction des sites d’acides aminés N-glycosylés sur le génome des isolats du 

virus Bagaza. Les prédictions ont été réalisées en utilisant le serveur en ligne NetNGlyc 1.0. 

(Seuil=0.5) Position       Potentiel             Accord         Résultat de N-Glyc

                                                                   du Jury       

                           137              NQTD          0,6618          (8/9)   +     

                           192              NTTE          0,5120           (6/9)   +     

                           443              NYSI           0,6462           (7/9)   +   

                           603              NPTD          0,7452           (9/9)   ++   PRO-X1 

                           920              NNTF          0,4752           (4/9)   -     

                           965              NTTE          0,5408           (5/9)   +     

                           997              NGSW         0,4947           (6/9)   -     

                          1264             NMTI           0,5850           (7/9)   +     

                          2333             NFSL           0,6223           (9/9)   ++   Asn-Xaa-Ser/Thr   

                          2486             NATT           0,4252           (6/9)   -     

                          2517             NGSM          0,4174           (7/9)   -     

                          2570             NVTG           0,6014          (8/9)   +     

                          2750             NITN            0,4813           (5/9)   -     

                          2767             NRTN           0,4622          (6/9)   -     

 -    Potentiel < 0,5  : Sites Non-glycosylés

 +   Potentiel > 0,5 : Sites N-glycosylés

 + +   Potentiel > 0,5 et Accord du Jury (9/9) : Sites N-glycosylés plus prédits
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Les sites avec des Asparagines montrant une plus forte prédiction à être soumises à une 

glycosylation, ont été montrés en rouge.      

     

    

2. 5. Structures secondaires au niveau des régions 5’ et 3’ non-codantes  

 

L’analyse in silico des séquences utilisées dans cette étude a montré qu’au niveau de la région 

5’ non-codante, seules les positions nucléotidiques 52, 55 et 93 ont été différentes. En 

comparaison avec les isolats séquencés en Espagne, un A est remplacé par un C et un T par un 

C, respectivement aux positions 52 et 55 sur les séquences des isolats africains. A la position 

nucléotidique 93, un T est remplacé par un C sur les séquences des isolats ARD54139_Dakar-

Bango_SEN_1989 et ARA23139_Dézidougou_CI_1988. Cependant, la région 3’ non-codante 

peut être subdivisée en 3 régions; une première partie très variable constituée des 139 

premiers nucléotides suivant le codon stop de la région codante, une seconde partie très 

conservée localisée entre les positions 140 et 434 et une dernière partie moyennement 

conservée entre les différents isolats du virus Bagaza et comprenant les 142 derniers 

nucléotides. Sur cette derniére partie, les séquences des isolats Ouest-africains sont 

complétement différents de la séquence de la RCA (AY632545) et différents des séquences 

d’Espagne (KR108244-6) qu’au niveau des 36 derniers nucléotides. Aucune structure  

secondaire d’ARN n’a été identifiée au niveau de la région 5’non-codante tandis que quatre 

structures secondaires d’ARN non-codante ont été déterminées au niveau de la région la plus 

conservée de l’extrémité 3’ non-codante avec des probabilités respectives de 0,67, 0,99, 0,97 

et 0,84 et des directions de lecture respectives antisens-antisens-sens-antisens (Figure 20).  
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>Sequence consensus structure ARN 1     direction: antisens         P= 0,671490 
ACAAAACCUGUGGCCUGACUCUGGGUGCCUAUCCUCUCCAACGCCAGGGAGCUCUCCGAGUCGGUAUUGAGCGCUUUGCGUGUUGAGUGUCGGACACUUUGGUGACCCAGUCCUCCUGGG 

.....(((.(((..(((((.((((((....))))....(((((((((((.((((.(((...)))....)))).))))).)))))))).))))).)))...)))..(((((.....))))) 

 

>Sequence consensus structure ARN 2     direction: antisens         P= 0,994641 
GGCCACGGGGGCCUUACGGCUUUGUUUACCCAGUCCACCUGGGGCAUGUCUUUACUCAGGCAGCACUGCAUGCUAGUGGCACAAAACCUGUGGCCUGACUCUGGGUGCCUAUCCUCUCCA 

(((((((((((((....))))((((...(((((.....)))))((.(((((......))))).(((((.....)))))))))))..))))))))).......((((....))))...... 

 

>Sequence consensus structure ARN 3     direction: sens             P= 0,976295 
GCCACUAGCAUGCAGUGCUGCCUGAGUAAAGACAUGCCCCAGGUGGACUGGGUAAACAAAGCCGUAAGGCCCCCGUGGCCCAAGCAAGGGGAUGGUGUGACCCUUGUGUAAGGACUAGAG 

(((((....((.((((.(..((((.(((......)))..))))..))))).)).......(((....)))....)))))((..(((((((..........)))))))....))....... 

 

>Sequence consensus structure ARN 4     direction: antisens         P= 0,846482 
GGGGUCUCCUCUAACCUCUAGUCCUUACACAAGGGUCACACCAUCCCCUUGCUUGGGCCACGGGGGCCUUACGGCUUUGUUUACCCAGUCCACCUGGGGCAUGUCUUUACUCAGGCAGCA 

((((...))))...((((..((((.....((((((..........))))))...))))...))))(((....)))........(((((.....)))))((.(((((......))))))). 

 

 

LÉGENDE : 
 
"." : Représente une base non appariée,  
"(" : Correspond à une base appariée dont l'autre base impliquée dans la paire est encore 3 '  
")" : Correspond à une base appariée dont l'autre base impliquée dans la paire est encore 5 ' 
 
Figure 20: Structures d’ARN consensus identifiées à partir des séquences de la région 3’non-codante du virus Bagaza utilisées dans 

cette étude.  La prédiction  a été effectuée en utilisant la méthode implémentée sur le serveur Vienna RNA Websuite (Gruber et al., 2008). Une 

probabilité de classification supérieure à 0,05 a été considérée comme significative. 
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Les structures secondaires consensus des régions non-codantes ont été obtenues avec la 

méthode RNAalifold. Ainsi, l’extrémité 5’ présente une large structure en tiges-loupes (SL-A) 

qui sert de promoteur à l’activité de la polymérase virale suivie par un court ensemble qui 

contient la séquence de cyclisation en amont du codon initiateur 5’AUG (SL-B). Comme 

celles d’autres flavivirus transmis par des moustiques (Roby et al., 2014), la structure 

secondaire de la région 3’ non-codante est constituée de trois parties; un domaine proximal 

très variable suivant le codon stop, constitué par une structure en tiges et loupes (tiges-

loupes), riche en liaisons A-U (SL-I), un second domaine moyennement conservé, composé 

de deux éléments en tige-boucle et un domaine distal très conservé constituant une structure 

d’ARN subgénomique (ARNsg) et présentant un élément en tiges-loupes (SL-II) connectée à 

un pseudo-nœud (PK1) et précédé par une courte loupe conservée RCS3. Ce motif est répété 

sur une structure SL-III avec un pseudo-nœud PK2. En aval de cette dernière, il existe deux 

structures en forme d’haltère (DB1 et DB2) et l’haltère DB1 prédit le troisième pseudo-nœud 

(PK3). Enfin, la structure secondaire de la région 3’ non-codante se termine par une courte 

région tige-loupe (Figure 21). En outre, sur la base de cette structure secondaire consensus, 

l’organisation des séquences conservées (CS) pour la structure secondaire de la région 3’ non- 

codante  du virus Bagaza a été RCS3-CS3-RCS2-CS2-ImCS1 comme précédemment décrite 

(Kuno & Chang., 2007). Cependant, la séquence conservée CS1 n’a été identifiée comme 

imparfaite (ImCS1) que sur les séquences Ouest-africains du virus Bagaza avec neuf 

substitutions de bases par rapport à la séquence consensus précédemment décrite (Kuno & 

Chang, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

123 
 

     
Figure 21: Structures secondaires consensus des régions 5’ (A) et 3’ (B) non-codantes du virus Bagaza.  Les prédictions effectuées en 

utilisant la méthode RNAalifold implémentée sur le serveur Vienna RNA Websuite ont permis de voir une structure d’ARN subgénomique 

(ARNsg) au niveau de la région 3’ non-codante avec une organisation 5’-3’ des séquences conservées RCS3-CS3-RCS2-CS2-ImCS1.
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2. 6. Analyse phylogénétique des séquences du virus Bagaza  

 

Pour construire l’arbre phylogénétique, nous avons utilisé au total vingt séquences de 

polyprotéine complète d’isolats du virus Bagaza avec une taille de 10.281 pb (Figure 22). Ces 

séquences ont été constituées des onze polyprotéines obtenues au cours de cette étude, les 

cinq séquences de l’Espagne, les séquences de l’Inde et de la République Centrafricaine, une 

séquence du virus ITV identique au virus Bagaza. La séquence du virus Ntaya a été utilisée 

comme ’’outgroup’’. L’analyse bayésienne de nos données de séquences a déterminé le 

generalized time-reversible avec une catégorie gamma discrète et une proportion de sites 

invariables (GTR+I) comme étant le modèle de substitution nucléotidique le plus adapté, en 

présentant des scores de 69924,128, 69453,449 et -34680,714 respectivement pour les critères 

Bayésiens BIC, AICc et lnL. Ainsi, l’analyse phylogénétique montre l’évidence d’un seul 

clade du virus Bagaza. En outre, l’analyse montre que l’ITV est relativement proche du virus 

Bagaza (Figure 22).  
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Figure 22: Arbre phylogénétique basé sur les séquences complètes d’isolats du virus 

Bagaza circulant au Sénégal et en Côte d’ivoire de 1988 à 2014. Les isolats caractérisés au 

cours de cette étude ont été marqués en rouge sur l’arbre phylogénétique tracé en utilisant la 

méthode du maximum de vraisemblance avec le modèle GTR+I. Les nœuds ont été marqués 

par valeurs de support local calculées avec le test de Shimodaira-Hasegawa (SH) pour 5000 

réplications. 
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2. 7. Identification des évènements de recombinaison  

 

Compte tenu des implications majeures de la recombinaison dans l’évolution, la pathogénicité 

ou le diagnostic des virus non segmentés à ARN positive tels que les flavivirus (Twiddy & 

Holmes, 2003), il est clairement important de déterminer leur présence sur le génome du virus 

Bagaza. Le programme RDP4 n’a déterminé que l’évidence d’un seul évènement crédible de 

recombinaison localisé  entre les positions 2202 et 4908 du génome correspondant 

respectivement à la protéine d’enveloppe E et la NS2B. Cet événement de recombinaison 

concerne l’isolat ARD54139_Dakar-Bango_SEN_1989 provenant de la région de Saint-Louis 

au Nord du Sénégal et ses séquences parentales minoritaire et majoritaire ont été 

respectivement les isolats ARD260266_Barkédji_SEN_2014 et ARD171075_Barkédji 

_SEN_2004 avec des similarités respectives de 98,8% et 97%. Cet événement de 

recombinaison a été trouvé par les méthodes RDP, GENECONV, Bootscan, Maxchi, 

Chimaera, SiSscan et 3Seq avec des p-values respectives de 3,09E-16, 9,23E-12, 7,36E-13, 

8,45E-7, 1,59E-7, 3,60E-8 et 1,17E-12. Les analyses BootScan et GARD ont également un 

point de recombinaison à la position nucléotidique 2201 correspondant à la région de la 

protéine d’enveloppe E avec des valeurs de p-values of 0,024  et 0,001 (Figure 23). La 

position de ce point de recombinaison divise le génome en deux régions : une codant pour les 

protéines structurales et une autre codant pour les protéines non-structurales. Cet évènement 

de recombinaison conduit à une discordance entre les arbres phylogénétiques tracés en 

utilisant la méthode du maximum de parsimonie pour comparer les séquences nucléotides du 

fragment recombinant (positions 2202-4908) et celles des régions non-recombinantes 

(positions 1-2201 et 4909-10281) (Figure 24). 
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Figure 23: Identification des événements de recombinaison sur le génome du virus Bagaza. Les analyses ont été effectuées avec le 

programme RDP4. Seul un épisode de recombinaison hautement crédible a été observé et impliquait l’isolat ARD54139_Dakar-

Bango_SEN_1989 du Sénégal. Les méthodes BootScan et GARD ont identifié un point de recombinaison à la position nucléotidique 2201 dans 

la région de la protéine d’enveloppe E, soutenu par des valeurs de bootstrap élevées et des p-values significatives (0,024 et 0,001). 
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Figure 24: Abres phylogénétiques montrant la discordance entre la région recombinante (A) et les fragments non-recombinants (B) 
identifiés sur le génome du virus Bagaza par sept méthodes différentes mise en œuvre dans le programme RDP4. Les arbres 
phylogénétiques ont été tracés avec la méthode du maximum de parsimonie pour 100 réplications et enracinés sur les nœuds. 
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2. 8. Détermination des épisodes de sélection positive  

 

Chaque gène de la région codante du génome a été analysé avec quatre méthodes différentes 

pour l’estimation de sites évoluant sous une sélection positive. En utilisant cette approche, 

nous avons trouvé un nombre important de sites soumis à une sélection négative et la plupart 

d’entre eux a été localisée au niveau des protéines E, NS3 et NS5. Cependant, l’évidence d’un 

épisode de sélection (p < 0,1) positive a été trouvée au niveau de tous les gènes, à l’exception 

de la prM, de la NS2B et de la NS4A. Tous les épisodes de sélection positive estimés avec le 

modèle FUBAR (probabilité ≥ 0,9) ont été également identifiés par la méthode MEME         

(p < 0,1). Ainsi, un nombre important de sites soumis à des pressions de sélection positive a 

été identifié et la majorité a été trouvée au niveau des protéines E, NS1 et NS5. L’analyse 

avec la méthode Branch-site REL a déterminé 11 branches évoluant sous une pression de 

sélection positive (p < 0,05) et les plus grandes proportions ont été détectées au niveau des 

protéines E et NS1 (Tableau 17).  
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Tableau 17 : Identification des épisodes de sélection positive ou diversification sur les gènes du virus Bagaza  

Gènes 
 

Nombre de sites détectés par méthode Evidence d’une 
sélection positive 

  
  

SLAC 
(p < 0.1) 

FUBAR 
(probabilité ≥ 0,9) 

MEME 
(p < 0,1) 

Branch-site REL 
(p < 0,05)  

  
Capside 

Sites sous une sélection négative (dN/dS < 1) 0 4 0 0 OUI Sites sous une sélection positive (dN/dS >1) 0 2 2 0 
  
prM 

Sites sous une sélection négative (dN/dS < 1) 6 11 0 0 NON Sites sous une sélection positive (dN/dS >1) 0 0 0 0 
  
E 

Sites sous une sélection négative (dN/dS < 1) 15 88 0 0 OUI Sites sous une sélection positive (dN/dS >1) 0 1 15 4 
  
NS1 

Sites sous une sélection négative (dN/dS < 1) 7 33 0 0 OUI Sites sous une sélection positive (dN/dS >1) 0 0 11 3 
  
NS2A 

Sites sous une sélection négative (dN/dS < 1) 3 9 0 0 OUI Sites sous une sélection positive (dN/dS >1) 0 0 1 1 
  
NS2B 

Sites sous une sélection négative (dN/dS < 1) 4 8 0 0 NON Sites sous une sélection positive (dN/dS >1) 0 0 0 0 
  
NS3 

Sites sous une sélection négative (dN/dS < 1) 17 63 0 0 OUI Sites sous une sélection positive (dN/dS >1) 0 0 4 1 
  
NS4A 

Sites sous une sélection négative (dN/dS < 1) 2 5 0 0 NON Sites sous une sélection positive (dN/dS >1) 0 0 0 0 
  
NS4B 

Sites sous une sélection négative (dN/dS < 1) 2 14 0 0 OUI Sites sous une sélection positive (dN/dS >1) 0 0 3 1 
  
NS5 

Sites sous une sélection négative (dN/dS < 1) 0 274 0 0 
OUI Sites sous une sélection positive (dN/dS >1) 0 0 10 1 
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2. 9. Analyse phylodynamique  

 

Une convergence du MCMC a été obtenue pour trois analyses indépendantes avec 100 

millions de générations, lesquelles ont été suffisantes pour obtenir une taille de population 

(ESS) supérieure à 200 pour chaque gène. En outre, les taux d’évolution (μ) et les densités de 

postérieur les plus élevées (à un intervalle de confiance de 95%) ont été de 1,226 x 10-3 (1,271 

x 10-3 - 1,178 x 10-3), 4,218 x 10-7 (4,262 x 10-3 - 4,168 x 10-3), 3,181 x 10-3 (3,224 x 10-3 - 

3,125 x 10-3), 1,092 x 10-3 (1,142 x 10-3 - 1,044 x 10-3), 3,910 x 10-3 (3,951 x 10-3 - 3,882 x 10-

3), 1,921 x 10-3 (1,970 x 10-3 - 1,868 x 10-3) and 6,430 x 10-3 (6,480 x 10-3 - 6,386 x 10-3) 

substitutions/site/an, respectivement pour les protéines C, E, NS1, NS2A, NS3, NS4B et NS5. 

L’analyse Bayésienne du MCC par gène a montré l’évidence d’un seul groupe phylogénétique 

du virus Bagaza évoluant à partir d’un plus proche ancêtre commun (MRCA) originaire de 

l’Inde. Ainsi, l’arbre consensus obtenu avec les séquences concaténées des différents gènes en 

utilisant l’approche Bayésienne du MCC indique une introduction du virus Bagaza en Afrique 

depuis le 15e siècle tandis que ce virus a connu une introduction récente en Europe durant le 

20e siècle (Figure 25). L’estimation des dates de divergence (à 95% d’intervalle de crédibilité 

Bayésienne) a déterminé que les protéines C, E, NS1, NS2A, NS3, NS4B et NS5 ont évolué 

respectivement depuis 398 (93 - 3.358), 1577 (267 - 1,88E4), 938 (164 - 9.092), 308 (93 – 

3.358), 1627 (284 - 1,71E4), 946 (136 - 1,14E4) et 4525 (535 - 5,57E4) années à partir d’un 

plus proche ancêtre comm (MRCA) originaire de l’Inde.  
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Figure 25: Arbre phylogénétique tracé avec la méthode Bayésienne du maximum de crédibilité des clades (MCC) en utilisant les 

séquences concaténées des protéines C, E, NS1, NS2A, NS3, NS4B et NS5 des isolats du virus Bagaza virus. 
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Les isolats africains ont été marqués en rouge et ceux provenant d’Espagne en bleu. Sur cet 

arbre consensus du MCC, les nœuds ont été soutenus par les valeurs de postérieurs et l’arbre a 

été enraciné sur le temps d’émergence estimé à partir de l’ancêtre commun le plus proche 

(MRCA). 

 

 

10. Evidence d’une adaptation du virus Bagaza à l’Homme  

 

L’évidence d’une adaptation du virus Bagaza aux codons humains a été analysée en calculant 

l’indice d’adaptation des codons ou CAI. Des valeurs de CAI supérieures à 1 ont été obtenues 

avec les polyprotéines de tous les isolats du virus Bagaza. Ainsi, il existe bien une évidence 

que le virus Bagaza peut s’adapter au génome humain. Les isolats du Sénégal ont un CAI 

moyen de 1,044 et un CAI médian de 1,044 pour les génes humains. Comparés aux séquences 

des isolats du virus Bagaza d’Espagne, leurs CAI ont été significativement plus élevés (Test 

de Wilcoxon, p-value < 0,002). Les isolats du Sénégal ont également présenté des valeurs de 

CAI supérieures de façon significative à la DEN-2 (Test de Wilcoxon, p-value < 1,4e-06). 

Toutefois, ils ont été inférieurs à la DEN-1 (Test de Wilcoxon, W= 231, p-value= 2,869e-06) 

et comparables aux sérotypes DEN-3 et DEN-4 (Test de Wilcoxon, respectivement W= 3258, 

p-value= 0,06477 et W= 824, p-value= 0,3463). Les isolats du virus Bagaza circulant au 

Sénégal ont également présenté des valeurs de CAI supérieures de façon significative à celles 

des virus Usutu (Test de Wilcoxon, p-value < 6,796e-09), West Nile (Test de Wilcoxon,       

p-value < 2,718e-10) et Zika (Test de Wilcoxon, p-value < 1,67e-08). Cependant, le virus de 

la fièvre jaune a le plus important CAI pour les gènes humains (CAI moyen : 1,075 et CAI 

médian : 1,072). Il a des différences significatives avec les séquences du virus Bagaza isolés 

en Espagne (Test de Wilcoxon, W= 704, p-value= 1,028e-07) et au Sénégal (Test de 

Wilcoxon, W= 320, p-value= 0,0001). Comparées aux codons des gènes humains, les 

séquences du virus de la mosaïque du tabac (VMT) ont présenté un CAI moyen de 0,9587 et 

un CAI médian de 0,9592 (Figure 26).   
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Figure 26: Evidence d’une adaptation du virus Bagaza au génome humain en comparaison avec d’autres flavivirus transmis à l’homme 

par des moustiques. Les valeurs de CAI normalisé obtenues avec les polyprotéines des isolats du virus Bagaza circulant au Sénégal ont été 

comparées à celles de différents flavivirus connus chez l’Homme. Une valeur de CAI seuil égale à 1 est définie sur la figure pour l’analyse.   
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3. DISCUSSION 
 

Avec un nombre élevé de virus émergents ou ré-émergents impliqués dans les cas 

d’encéphalite humaine, il est important de mieux connaître les étiologies virales pouvant être 

responsables d’encéphalite humaine dans le futur. Le virus Bagaza est un flavivirus circulant 

dans la nature chez les insectes en Afrique de l’Ouest et du centre et en Inde (Sudeep et al., 

2015). En outre, le virus Bagaza a été responsable d’une épidémie en 2010 chez des espèces 

d’oiseaux sauvages en Espagne (Aguëro et al., 2011). Ainsi, avec les possibles événements de 

passage à de nouveaux hôtes (host-switching) (Kitchen et al., 2011), le virus Bagaza pourrait 

s’adapter à d’autres vertébrés tels que l’Homme (Villordo et al., 2016). Au cours de cette 

étude, les caractéristiques génétiques des isolats du virus Bagaza circulant au Sénégal, 

l’évolution phylogénétique du virus Bagaza et l’évidence de son adaptation au génome 

humain ont été évaluées en comparaison avec les séquences disponibles du virus Bagaza et 

d’autres flavivirus connus chez l’Homme.  

Nous avons réalisé la caractérisation de onze souches du virus Bagaza isolés de moustiques 

entre 1988 à 2014, dont dix provenant de différentes localités du Sénégal. La composition du 

génome montre des similarités de taille avec les séquences précédentes des isolats caractérisés 

en RCA (AY632545) et en Espagne (HQ644143) au niveau de la région 5’NC et de la partie 

codante du génome (de la Capside à NS5). Cependant, l’extrémité 3’NC des isolats circulant 

au Sénégal et en Côte d’ivoire présente des différences en termes de taille et de structure. 

Comme pour d’autres flavivirus transmis par des moustiques (Roby et al., 2014), un ARNsg 

est identifié sur le génome du virus Bagaza. En effet, la dégradation incomplète de l’ARN 

génomique par l’activité 5’-3’ de l’exonucléase cellulaire XRN1 bloquée par les structures 

très stables SL/PK, entraîne la formation d’un court ARNsg qui joue un rôle dans la 

pathogénicité virale (Pijlman et al., 2008; Liu et al., 2010; Chapman et al., 2014). En outre, 

une étude précédente a montré que  la partie 3’ terminale de la région 3’ non-codante suivant 

les séquences conservées (CS), associée au début de la  région 5’, est nécessaire pour la 

cyclisation de l’ARN génomique lors de la traduction et de la réplication virale (Thurner et 

al., 2004). Toutefois, l’ARNsg peut être en compétition avec la région 3’ non-codante de 

l’ARN génomique pour la fixation sur les protéines des complexes de réplication virales 

(Chang et al., 2013) et/ou la machinerie cellulaire (Polacek et al., 2009), et ainsi ralentir la 
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réplication ou la traduction et favoriser l’assemblage des particules virales (Roby et al. 2014). 

En plus de l’inhibition de la dégradation de l’ARN génomique,  le ARNsg inhibe également la 

réponse interféron de l’hôte (Clarke et al., 2015). Ainsi, la région 3’NC joue de multiples rôles 

dans la réplication et les interactions hôte-virus (Hussain et al., 2012). Une meilleure 

connaissance du rôle potentiel de l’ARN subgénomique dans l’interaction du virus Bagaza 

avec l’arthropode (moustiques) pourrait être utile dans l’étude des mécanismes impliqués dans 

la pathogénicité des isolats circulant au Sénégal (Wang et al., 2015).  

Les faibles distances génétiques (< 2%) obtenues entre les isolats du virus Bagaza circulant au 

Sénégal et le faible coefficient de différenciation (0,17) existant entre les isolats du Sénégal et 

les séquences précédentes, ne montrent qu’une évidence de la faible diversité du virus Bagaza 

comme décrite dans une étude précédente (Aguëro et al., 2011). Avec des distances 

génétiques inférieures à 0,7%, les isolats de Diawara en 2001 et de Barkédji en 2004 

pourraient être une même et unique souche du virus Bagaza. Diawara est une ville du Sénégal 

oriental, située dans la région de Bakel, à environ 660 kilomètres (km) de la région de Dakar. 

C’est une zone située sur la rive gauche du fleuve Sénégal, à la frontière avec la Mauritanie. 

Barkédji est une localité située dans le département de Linguère dans la région de Louga et 

héberge la réserve sylvo-pastorale de Barkédji-Dodji, à environ 340 km de la région de Dakar. 

Ces deux zones représentent ainsi des contextes appropriés pour une prolifération des 

moustiques vecteurs d’arbovirus. Malgré la distance séparant ces deux localités, une même 

souche pourrait migrer entre ces deux localités, via le transport par l’Homme des moustiques 

infectés en vol passif sur plusieurs kilomètres (Verdonschot & Besse-Lototskaya, 2014). Les 

isolats du Sénégal ont été globalement plus proches de l’isolat 

AY632545_DakArB209_RCA_1966 (1,5%  ±0,6% (0,8-2,5%)). 

La plupart des motifs de virulence précédemment décrits au niveau des protéines E, NS1, 

NS3, NS5 des flavivirus, a été conservée chez les isolats du virus Bagaza. Cependant, les 

mutations non-conservatives observées sur certains motifs, chez quelques isolats du virus 

Bagaza, peuvent conduire à des différences phénotypiques au niveau des mécanismes comme 

l’entrée dans les cellules de l’hôte, la réplication, la production de particules virales et 

l’assemblage tel que décrit pour d’autres flavivirus comme le virus de la dengue (Hanley et 

al., 2003). En effet, la protéine E est impliquée dans les phénomènes comme la 

reconnaissance des récepteurs cellulaires, le tropisme, l’attachement, la fusion cellulaire et la 

virulence (Roby et al., 2015). Avec les autres protéines non-structurales, la protéine NS1 joue 
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un rôle dans la réplication virale, l’assemblage des virions et l’évasion à la réponse antivirale 

de l’hôte (Rastogi et al., 2016). La protéine NS3 est la composante principale de la 

machinerie de réplication et assure des fonctions multiples dans l’évasion virale à la réponse 

immune de l’hôte et dans la production et l’assemblage des particules virales infectieuses 

(Gebhard et al., 2016). Bien que les isolats virus Bagaza circulant au Sénégal soient plus 

proches de la souche AY632545_DakArB209_RCA_1966, deux des trois sites informatifs 

identifiés respectivement au niveau de la NS4B et de la NS5, montraient des différences pour 

cet isolat de la RCA et un isolat circulant en 2014 au Sénégal. Cependant, étant la partie d’un 

motif de virulence précédemment décrit, le site informatif identifié au niveau de la protéine 

NS3 ne présente des modifications que sur les séquences de trois isolats du Sénégal. En outre, 

la prédiction d’un site de N-glycosylation sur l’Asparagine 2333 (Asn-2333) localisée au 

niveau de la protéine NS4B montre que le virus Bagaza pourrait subir des modifications post-

traductionnelles pouvant conduire à une acquisition ou une perte de capacités dans des 

mécanismes comme la pathogénicité ou l’évasion à la réponse antivirale de l’hôte. En effet, la 

protéine NS4B des flavivirus joue un rôle important dans la réplication de l’ARN viral en 

facilitant la formation des complexes de réplication et en modulant les réponses immunes 

innées de l’hôte comme les interférons, les microARNs et les ARN interférences, la formation 

de granules de stress et la réponse protéique, pour favoriser la réplication virale (Zmurko et 

al., 2015). Ainsi, la protéine NS4B représente un cible approprié pour le développement 

d’antiviraux car elle est indispensable pour la réplication des flavivirus (Youn et al., 2012; 

Chatel-Chaix et al., 2015). Une étude récente a montré qu’une N-glycosylation au niveau de 

la NS4B du virus de la Dengue n’affecte pas la stabilité de la protéine mais entraîne une 

réduction considérable de l’efficience de la production virale (Naik & Wu., 2015). 

Néanmoins, il serait intéressant d’évaluer le rôle et l’impact d’une modification du site de N-

glycosylation localisé sur l’Asparagine 2333 et des sites informatifs identifiés sur la biologie 

du virus Bagaza en produisant des clones infectieux sur lesquels il n’existera que la 

modification du site d’intérêt et réaliser des études in vitro sur des lignées cellulaires 

continues de mammifères et de moustiques et in vivo chez le moustique ou sur des modèles 

animaux comme la souris (Liu et al., 2015). 

Malgré les différences microscopiques identifiées ci-dessus, l’analyse phylogénétique des 

isolats du virus Bagaza ne montre qu’un seul groupe phylogénétique. Ainsi, il serait 

intéressant d’évaluer cette diversité sur un nombre plus important d’isolats. Au cours de cette 



 

 

138 
 

étude, nous avons également analysé les événements d’évolution présents sur les séquences 

disponibles, tels que la recombinaison. L’identification d’un événement de recombinaison 

naturelle entre les séquences des différents isolats est importante pour notre compréhension de 

l’évolution du virus. Notre étude est la première à identifier un phénomène de recombinaison 

sur le génome du virus Bagaza. Bien que la recombinaison soit décrite chez d’autres flavivirus 

(Simon-Loriere & Holmes, 2011; Waman et al., 2016), elle n’a pas été précédemment 

démontrée chez le virus Bagaza. La protéine d’enveloppe E est très importante car elle est 

nécessaire dans la biologie du virus. Ainsi, des importants changements dans cette région, 

provoqués par la recombinaison, pourraient avoir un impact significatif sur le phénotype du 

virus (Twiddy & Holmes., 2003). L’analyse des points de recombinaison et la détection 

graphique des signaux conflictuels dans la phylogénie ont permis de confirmer cet évènement 

de recombinaison comme dans une étude précédente (Martynova et al., 2016). Ainsi, nos 

résultats montrent une preuve convaincante de la recombinaison sur l’isolat 

ARD54139_Dakar-Bango_SEN_1989 du Sénégal, avec un point de recombinaison localisé au 

niveau de la protéine E, comme précédemment décrit pour le virus Zika (Faye et al., 2014). 

Bien que les mécanismes précis du déplacement d’un fragment du génome soient incompris, 

il serait important de noter que les phénomènes de recombinaison pourraient influencer 

plusieurs fonctions importantes dans la biologie du virus (Twiddy & Holmes, 2003). 

Cependant, le développement de modèles expérimentaux de co-infections et la production de 

souches recombinantes pourraient permettre de mieux comprendre ce phénoméne. 

L’estimation des pressions de sélection s’exerçant sur la polyprotéine du virus Bagaza a 

permis d’identifier l’évidence d’un nombre important d’épisodes de sélection négative sur des 

gènes fonctionnellement importants pour le virus. Ces résultats suggèrent une fréquente 

purification du génome du virus Bagaza qui pourrait être associée à une accumulation de 

mutations conservatives (Hanada et al. 2004). Cependant, la localisation d’un nombre plus 

important d’épisodes de sélection positive sur les protéines E, NS1 et NS5 indique qu’elles 

pourraient représenter des cibles préférentielles de sélection pour l’évolution du virus Bagaza 

(Carney et al., 2012). En effet, la protéine d’enveloppe E des flavivirus est cruciale dans les 

premières étapes de l’attachement et de l’entrée dans la cellule hôte et représente une cible 

principale pour les réponses immunes influençant la réponse antigénique (Roehrig., 2003). Un 

épisode de sélection positive sur la protéine E accompagne souvent l’émergence des flavivirus 

(Bennett et al. 2006). Cependant, même si un épisode de sélection positive a été 
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précédemment décrit pour la capside de la DEN-3 (Chwan-Chuen et al. 2008), l’impact de 

sites soumis à une sélection positive au niveau de la capside du virus Bagaza mériterait d’être 

mieux compris.  De même, les protéines structurales peuvent également être des cibles d’une 

sélection naturelle positive. La protéine NS1 est importante pour la réplication de l’ARN 

viral, est impliquée dans l’évasion à la réponse immune et a été la cible majeure d’une 

sélection positive lors de la spéciation des flavivirus comme la dengue et le Zika (Sironi et al., 

2016). Les protéines NS2A et NS4B ont été montré comme étant des antagonistes de la 

réponse interféron lors de l’infection avec le virus de la dengue (Munoz-Jordan et al., 2003) et 

des changements sur ces régions devraient être avantageux pour les isolats du virus Bagaza 

possédant des mécanismes capables d’induire une forte suppression de la réponse immune. En 

outre, les mutations au niveau de la protéine NS4B sont également capables de moduler 

plusieurs mécanismes impliqués dans le phénotype des flavivirus tels que la pathogénicité 

(Miller et al., 2006), l’adaptation virale (Maringer & Fernandez-Sesma., 2014), la réplication 

(Youn et al., 2012), la neurovirulence (Zmurko et al., 2015) et les préférences d’hôtes (Han et 

al., 2014). Ainsi, la présence de sites soumis à une sélection positive au niveau de la protéine 

NS4B peut avoir un impact majeur sur l’évolution du virus Bagaza. Jouant des rôles cruciaux 

pour la réplication virale, des mutations non conservatives au niveau des protéines NS3 et 

NS5 pourraient modifier les activités de protéase et d’ATPase/hélicase de la NS3 (Luo et al., 

2008) et la fonction d’ARN polymérase de la NS5 (Egloff  et al., 2007). Ces multiples sites 

d’acides aminés polymorphes identifiés indiquent que ces gènes du virus Bagaza peuvent 

expérimenter des changements relativement adaptatifs dans la nature et devraient recevoir la 

priorité dans les futures études expérimentales. 

Dans le but de comprendre l’évolution du virus Bagaza, nous avons estimé son taux de 

diversification et déterminer l’échelle temporelle à laquelle il a évolué. Pour cela, nous avons 

utilisé la méthode Bayésienne du maximum de crédibilité des clades qui se sert d’une 

information comme la date d’isolement pour estimer le taux d’évolution moléculaire au 

niveau des gènes du virus Bagaza. Les taux de diversification peuvent être corrélés aux 

fonctions respectives des différents gènes analysés; la NS5 étant la polymérase et donc la 

protéine la plus conservée (Bennett et al., 2006). Les arbres obtenus avec cette approche 

Bayésienne indique une seule introduction du virus Bagaza en Afrique et en Europe à partir 

de l’Inde, suggérant une origine indienne du virus Bagaza, contrairement à d’autres flavivirus 

africains comme le West Nile (Añez et al., 2013) et le Zika (Faye et al., 2014). Les temps 
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d’émergence estimés à partir de l’ancêtre commun le plus proche indiquent une origine 

lointaine des séquences du virus Bagaza analysées dans cette étude, durant le 15e siècle. 

D’autres analyses phylodynamiques basées sur plus de séquences complètes du virus Bagaza 

pourraient être intéressantes afin de déterminer les voies géographiques et les potentiels 

modèles d’évolution en corrélation avec la migration du virus Bagaza de l’Inde vers les 

continents Africain et Européen.  

Le CAI représente une approche bio-informatique fiable pour mesurer les biais associés à 

l’utilisation des codons usuels synonymes et évaluer l’adaptation des gènes viraux à un hôte 

donné (Sharp & Li., 1987). Les virus de la fièvre jaune et de la dengue ont de longues 

histoires d’infection humaine (Kraemer et al., 2015). Les virus de la fièvre jaune et de la 

dengue se maintiennent dans des cycles endémiques et sauvages qui ont conduit à des 

épidémies répétées depuis plusieurs centaines d’années. Toutefois, le virus de la fièvre jaune 

montre une virulence plus forte lors de l’infection humaine, particulièrement lorsqu’il est 

comparé aux infections du virus de la dengue en Afrique (Beasley et al., 2015). Ceci pourrait 

expliquer la valeur de CAI plus élevée du virus de la fièvre jaune comparé aux codons usuels 

du génome humain. Avec l’évidence d’une adaptation au génome humain, le virus Bagaza 

pourrait être responsable d’une infection humaine dans le futur. Les valeurs de CAI obtenues 

pour les isolats du virus Bagaza du Sénégal ont été plus élevées que celles observées pour la 

souche de virus Bagaza ayant causée une épidémie chez des oiseaux sauvages en 2010 au Sud 

de l’Espagne (Aguëro et al., 2011). Ainsi, comme dans une étude virale précédente, 

l’adaptation du virus Bagaza à un vertébré pourrait conduire à une extension à d’autres hôtes 

vertébrés (Andersen et  al., 2015). De façon intéressante, les isolats du Sénégal ont montré des 

indices supérieurs à ceux du virus WN qui est actuellement la principale cause d’encéphalite 

humaine aux Etats-Unis et responsable d’épidémies récentes en Europe (Kumar et al., 2016). 

Ils ont également des valeurs de CAI plus élevées que le virus Zika qui a été responsable de 

microcéphalies chez les fœtus et nouveau-nés en 2015 au Brésil (Ramos da Silva & Gao, 

2016). D’autres analyses comparatives de CAI des régions non-codantes du génome telle que 

la 3’NC d’isolats présentant des caractéristiques biologiques, écologiques et génétiques 

différents, pourraient aider à caractériser l’adaptation évolutionnaire du génome du virus 

Bagaza à des hôtes vertébrés (Villordo et al., 2016; Taylor et al., 2017). Toutefois, dans le but 

d’évaluer la possible implication du virus Bagaza dans les cas d’encéphalites humaines, il 

serait intéressant d’analyser son potentiel infectieux sur des cellules souches pluripotentes de 
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cerveau humain comme les cellules pluripotentes humaines (iPSC) capables de se différencier 

en cellules micro-vasculaires endothéliales du cerveau (BMEC) et constituer un modèle 

robuste de la barrière hémato-encéphalique humaine (Canfield et al., 2016). Les cellules iPSC 

peuvent également générer des cellules souches neurales primitives (NSC) pouvant se 

différencier en neurones, astrocytes ou en oligodendrocytes (Yan et al., 2013). Les séquences 

du virus Bagaza obtenues au cours de cette étude pourraient être utilisées non seulement dans 

des études futures mais également dans la production de réactifs de génétique réverse et le 

développement d’outils de diagnostic efficaces pour la recherche de ce virus dans la 

population humaine. 

 

CONCLUSION 
 

L’épidémiologie moléculaire du virus Bagaza a montré une faible diversité génétique des 

isolats du virus Bagaza analysés au cours de cette étude. Cependant, les isolats du virus 

Bagaza circulant au Sénégal et en Côte d’ivoire présentent des caractéristiques spécifiques 

comme les différences au niveau de la région 3’NC du génome. Ainsi, il serait intéressant de 

mieux comprendre l’impact de cette variabilité sur la biologie du virus. En outre, le virus 

Bagaza a montré des caractéristiques spécifiques telles que la présence de sites informatifs 

comme le site N-glycosylé sur la protéine NS4B. Il serait intéressant d’étudier la fonction de 

ces sites d’intérêt en utilisant des clones infectieux sur des lignées cellulaires de moustiques et 

de mammifères afin de mieux comprendre leur influence sur le phénotype du virus dans la 

nature. Notre étude fournit des données informatives en ce qui concerne l’origine indienne du 

virus Bagaza, son évolution moléculaire vers l’Afrique et son introduction récente en Europe. 

La reconnaissance de la recombinaison comme un mécanisme conduisant l’évolution 

naturelle du virus Bagaza souligne l’importance de collecter des données génomiques 

complètes des isolats d’origines diverses pour mieux comprendre sa dynamique de dispersion 

à travers le monde. Ceci pourrait permettre de mieux comprendre l’histoire naturelle qui a 

conduit à la migration du virus Bagaza de l’Inde vers les autres continents et les facteurs ayant 

favorisé son adaptation à un hôte vertébré. Malgré l’évidence d’une adaptation du virus 

Bagaza au génome humain, des études de neuro-infection pourraient être intéressantes afin de 

déterminer son potentiel à infecter le SNC de l’Homme. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 
 

L’expansion dramatique de virus bien connus comme le virus West Nile et le virus Zika et les 

épidémies humaines causées par des virus émergents comme le virus Nipah au cours des 

dernières années sont la preuve que les encéphalites virales représentent un problème global 

de santé publique. Dans un contexte africain où il existe un déficit de connaissances et 

d’outils de diagnostic pour les encéphalites, cette étude est la première en Afrique de l’Ouest 

visant à déterminer de façon spécifique les étiologies virales impliquées dans les cas 

d’encéphalites humaines. Malgré l’utilisation des techniques sensibles de virologie dans une 

approche globale sur les encéphalites virales, la plupart des causes reste indéterminée comme 

dans les études précédentes réalisées en Europe, aux Etats-Unis ou en Asie. Cependant, la 

détection de virus déjà connus et l’identification d’un agent viral pas avant documenté chez 

l’Homme (virus proche-Dezidougou) montrent la nécessité d’une surveillance basée sur une 

approche syndromique et utilisant des outils à large spectre de diagnostic afin de permettre 

une prise en charge adéquate des patients, de fournir plus de connaissances sur les 

encéphalites virales et une meilleure évaluation de leur incidence au Sénégal. Les séquelles 

neurologiques après une encéphalite virale restent également des manifestations post-

infectieuses bien connues. Ces séquelles peuvent généralement aller d’un changement 

comportemental à des troubles cognitifs. Ainsi, il serait aussi intéressant d’explorer de façon 

systématique dans les encéphalites l’existence de séquelles intellectuelles et l’altération de ces 

fonctions cognitives. Il serait également intéressant dans une étude future d’élargir cette étude 

à d’autre localités du Sénégal en incluant la tranche d’âge infantile afin de déterminer 

l’incidence réelle des encéphalites virales au Sénégal. 

Pour mettre en place un réseau de surveillance des encéphalites virales, il est nécessaire 

d’avoir des outils de diagnostic rapides et efficaces pour la détection des étiologies virales 

probablement impliquées dans ces cas d’encéphalites comme le virus de la rage. Dans une 

approche ciblée sur les encéphalites virales, la caractérisation d’isolats récents du virus de la 

rage a permis de voir l’évidence d’une faible diversité génétique au Sénégal où seul le clade 

Africa 2 a été jusqu’alors retrouvé. Les données de séquences ainsi obtenues pourraient être 

utilisables dans des études comme la phylodynamique ou la phylogéographie de la rage en 

Afrique de l’Ouest ou à l’échelle globale en associant les données similaires obtenues dans 

d’autres études précédentes. Les outils moléculaires performants développés et validés au 
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cours de cette étude peuvent être utiles dans le diagnostic de routine au laboratoire ou dans les 

études épidémiologiques de terrain, surtout dans le contexte africain. Ces techniques peuvent 

être appliquées de façon efficace dans le diagnostic intra-vitam de la rage chez l’humain et 

post-mortem chez les animaux. Dans un contexte africain où le respect des conditions de 

prélèvement et de conservation ou de la chaîne de froid lors de l’acheminement des 

échantillons de rage est difficile ou souvent impossible, ces méthodes pourraient être 

applicables de façon efficace pour un diagnostic sensible. Néanmoins, il serait important de 

développer des outils de diagnostic non seulement rapides et efficaces, mais également 

facilement utilisables dans les zones à ressources limitées comme des techniques moléculaires 

isothermales ou des systèmes en bandelettes. 

Dans une approche « future » sur les encéphalites virales, nous avons essayé de mieux 

comprendre les caractéristiques génétiques des isolats du virus Bagaza circulant au Sénégal et 

d’évaluer sa capacité d’adaptation au génome humain car il peut devenir une cause potentielle 

d’encéphalite humaine. Malgré une faible diversité génétique, le virus Bagaza présente des 

différences microscopiques dont il serait intéressant d’évaluer l’impact sur le phénotype du 

virus. Le virus Bagaza présentant un modèle d’évolution différent de ceux d’autres flavivirus 

transmis par des moustiques et originaires d’Afrique comme le West Nile et le Zika, ces 

séquences pourraient être combinées à des données similaires provenant d’autres pays et 

utiliser dans la détermination des facteurs géographiques et socio-environnementales 

accompagnant cette évolution du virus Bagaza de l’Inde vers l’Afrique. Bien que le virus 

Bagaza présente un potentiel à s’adapter au génome humain, mieux que certains flavivirus 

connus chez l’Homme, des études complémentaires basées sur des modèles cellulaires du 

SNC de l’Homme seraient nécessaires afin d’évaluer sa possible implication dans les cas 

d’encéphalite humaine et de déterminer les possibles mécanismes d’interaction cerveau-virus 

en utilisant des méthodes de protéomique. Le développement d’outils de génétique inverse 

(clônes moléculaires, pseudoparticules retrovirales, Reporter Virus Particles (RVP)) pourrait 

également servir de base pour la mise en place d’une technique de neutralisation ou de tests 

rapides permettant de rechercher les marqueurs biologiques de l’infection par ce virus dans la 

population humaine. En outre, l’étude de la pathogénécité et du tropisme du virus Bagaza 

circulant au Sénégal, en réalisant des infections expérimentales basées sur des modéles souris 

et utilisant des particules vivantes marquées avec des protéines fluorescentes comme la Green 

Fluorescent protein (GFP) ou la Luciférase, pourrait être intéressante. Enfin, l’étude de sa 
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compétence vectorielle ou de sa transmission verticale chez le moustique pourrait également 

aider à mieux comprendre le cycle naturel du virus Bagaza et l’absence jusqu’à présent 

d’épidémies majeures de ce virus au Sénégal. 
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ANNEXES 

 

 

ANNEXE 1: NOTE D'INFORMATION 

 
 

«Détection de nouveaux virus impliqués dans les encéphalites chez l’homme 
en Afrique centrale et de l’OUEST (DEVINE)» 

 
Madame, Monsieur, 
L’hôpital ………………..……, en collaboration avec l’Institut Pasteur de Dakar et de Paris, réalise une étude 
épidémio-clinique et diagnostique chez les adultes atteints d’encéphalite aigue, présumée d’origine virale. 
L’encéphalite aigue est une atteinte grave du cerveau, dont l’origine principale est liée à une infection, 
majoritairement de type viral. Cependant, l’origine et la cause précise de cette maladie ne peuvent être 
identifiées que dans 30 à 70%  des cas selon les différentes études disponibles. De plus, les données 
épidémiologiques recueillies en Afrique restent très limitées, voire inexistantes. L’amélioration des 
connaissances sur cette maladie et de ses causes possibles dans ce contexte géographique permettrait donc 
d’apporter une meilleure prise en charge des patients atteints. 
 
Vous êtes hospitalisé(e) dans le cadre de votre maladie, une encéphalite aigue présumée d’origine virale. C’est 
pourquoi nous vous proposons de participer à une étude ayant pour but d’améliorer le diagnostic de cette 
maladie, c'est-à-dire l’identification précise de sa cause, ainsi que d’identifier les caractéristiques cliniques, 
épidémiologiques et biologiques qui lui sont associées. Cette étude se compose de trois volets : 
 
- un volet "clinico-épidémiologique" 
Ce volet consiste en le recueil, la compilation et l’analyse de données cliniques et épidémiologiques des patients 
pré-sélectionnés dans cette étude, au travers de questionnaires d’enquête que vous renseignerez avec l’aide du 
médecin en charge de l’étude au sein du service hospitalier où vous avez été admis. Ces informations 
permettront de mieux documenter les aspects cliniques de la maladie dont vous êtes atteint, ainsi que de 
déterminer les potentiels facteurs épidémiologiques qui lui sont associés. Ces questionnaires d’enquête de façon 
codifiée au microbiologiste référent à l’Institut Pasteur de Dakar et à l’épidémiologiste en charge de l’étude à 
l’Institut Pasteur de Paris. Les informations codifiées seront recueillies dans une base de données informatique et 
feront l’objet d’une analyse statistique globale. 
 
- un volet "diagnostic biologique" 
Ce volet se déroule simultanément au volet "clinico-épidémiologique". La cause de votre encéphalite sera 
recherchée d’une façon approfondie, suivant les recommandations de bonne pratique approuvées au niveau 
international pour la prise en charge diagnostique des encéphalites aigues. Cette exploration approfondie 
contribuera à une optimisation de votre prise en charge médicale. Elle comprend notamment la recherche de 
différents agents pathogènes, principalement viraux, qui sera réalisée au sein des laboratoires spécialisées de 
l’Institut Pasteur de Dakar. Afin de réaliser ces examens diagnostiques, des quantités supplémentaires de 10 ml 
de sang et de 1,5 ml de liquide céphalo-rachidien (LCR) de plus qu’à l’accoutumée seront prélevées. Ces 
quantités supplémentaires de sang et de LCR seront prélevées au cours d’une seule prise de sang et d’une seule 
ponction lombaire réalisées habituellement pour le diagnostic et la prise en charge habituelle de votre maladie. 
Ces quantités supplémentaires ne présentent pas de risque supplémentaire. Un prélèvement de gorge 
(écouvillonnage pharyngé) et un prélèvement de peau au niveau de la nuque (de la taille du dessin dans la marge) 
seront également réalisés si nécessaire. L’ensemble des examens pratiqués sur ces prélèvements sont gratuits. De 
plus, les bilans biologiques habituels (examens biochimiques et biologiques) qui doivent être réalisés sur ces 
prélèvements dans le cadre de la prise en charge normale des patients atteints d’encéphalite aigue sont également 
gratuits. Enfin, en cas de diagnostic positif d’encéphalite herpétique obtenu au cours de la réalisation du volet 
"diagnostic biologique", un traitement antiviral adapté et reconnu internationalement à base d’aciclovir vous sera 
proposé de façon gratuite. A la fin de ce volet "diagnostic biologique", le reste des prélèvements sera intégré 
dans le volet "collection biologique" décrit ci-dessous.Les données obtenues au cours de ce volet seront 



 

 

 
 

transmises de façon codifiée au microbiologiste référent à l’Institut Pasteur de Dakar et à l’épidémiologiste en 
charge de l’étude à l’Institut Pasteur de Paris. Les informations codifiées seront recueillies dans une base de 
données informatique et feront l’objet d’une analyse statistique globale. 
 
- Un volet « collection biologique » 
Ce volet se déroule simultanément aux volets "diagnostic biologique" et "clinico-épidémiologique" et consiste en 
la constitution d’une collection biologique codifiée conservée selon la réglementation en vigueur sous la 
responsabilité du Docteur Ousmane Faye au sein du laboratoire des arbovirus et virus de fièvres hémorragique 
de l’Institut Pasteur de Dakar ainsi que sous la responsabilité du Dr Dacheux au sein du laboratoire DyLAH de 
l’Institut Pasteur de Paris. Ces prélèvements seront destinés à être utilisés dans le cadre de cette étude. Ils seront 
conservés dans ces lieux pendant toute la durée nécessaire à la réalisation de cette étude. Au cours de ce volet, un 
prélèvement de 10 ml de sang et un prélèvement de 1,5 ml de LCR (réalisé à deux reprises au cours de l’étude) 
de plus qu’à l’accoutumée seront prélevés dans la mesure du possible. Les quantités supplémentaires de sang et 
de LCR seront prélevées au cours des prises de sang ou des ponctions de LCR réalisées habituellement pour le 
diagnostic et la prise en charge habituelle de votre maladie. Deux prélèvements sanguins de 10 ml seront réalisés 
spécifiquement pour cette étude (à mi-parcours et à la fin de la période d’inclusion). Ainsi un volume maximum 
de 30 ml de sang et de 3 ml de LCR pourra vous être prélevé pour ce volet à l’issue de votre hospitalisation. Il 
n’y a aucun risque supplémentaire lié à cette recherche. Egalement, le reste des prélèvements utilisés au cours du 
volet "diagnostic biologique" sera également conservé et intégré au sein de cette collection biologique. Une fois 
l’étude terminée et en cas de non-opposition de votre part, ces différents échantillons pourront être maintenu 
dans cette collection biologique (pour une durée  de 15 ans) et être ainsi utilisés dans des travaux de recherche 
fondamentale sur les encéphalites, qui concerneront notamment l’identification de nouveaux virus, la 
compréhension des mécanismes physiopathologiques ou immunologiques, et le développement de nouvelles 
méthodes diagnostiques. En aucun cas, ces échantillons ne pourront servir à des projets de recherche sur d’autres 
maladies sans lien avec les encéphalites. A terme, ces recherches permettront d’améliorer le diagnostic et 
potentiellement le traitement de ces affections. 
De plus et si vous y consentez, une analyse génétique pourrait également être réalisée secondairement sur ces 
prélèvements au sein des Instituts Pasteur de Dakar et de Paris. Elle consistera en la recherche et l’analyse non 
exhaustive de marqueurs génétiques en lien avec la maladie et son évolution, tels les mécanismes 
physiopathologiques de l’infection, la réponse immunitaire et inflammatoire et la susceptibilité à l’infection. Ces 
recherches seront effectuées uniquement sur les prélèvements codifiés présents dans la collection biologique. En 
aucun cas, ces analyses génétiques seront réalisées pour des projets de recherches sur d’autres maladies sans lien 
avec les encéphalites. A terme, ces recherches permettront d’améliorer la compréhension de la maladie et 
potentiellement le traitement, les mécanismes physiopathologiques ou la prévention de ces affections. 
 
Vous êtes totalement libre de votre décision de participer ou non à cette recherche dans son intégralité ou 
partiellement et vous n’avez pas à fournir de raison quelconque. Le fait de ne pas participer à cette étude 
ou de retirer votre consentement ne portera pas atteinte à vos relations avec le médecin chargé de votre 
suivi, ne vous privera pas de vos droits et vous n’encourrez aucune responsabilité ni préjudice de ce fait. 
 
Si vous décidez de participer à cette recherche, vous êtes en droit de revenir sur votre décision à tout 
moment et sans avoir à fournir de raison quelconque. Dans ce cas, vos échantillons restants ou conservés 
ainsi que les données associées seront automatiquement détruits. Une attestation de destruction vous sera 
donnée sur demande. 
 
Les résultats des analyses et les informations cliniques et épidémiologiques recueillies seront regroupés avec 
ceux d’autres patients participant à l’étude. Un simple code sera attribué à votre prélèvement ainsi qu’à vos 
données qui seront enregistrées dans une base de données informatisée, dans le strict respect de la 
confidentialité. Aucune donnée clinique, épidémiologique, biologique ou génétique identifiante ne sera recueillie 
pour cette étude et les prélèvements seront confiés aux équipes de recherche de manière codifiée. Votre nom ne 
sera mentionné dans aucun document, ni aucune publication. Vous pourrez à tout moment exercer votre droit 
d’accès et de rectification ou d’opposition de ces données directement auprès du médecin référent de l’étude, 
selon la réglementation en vigueur1. Les médecins et scientifiques responsables de l’étude utiliseront ces 
données uniquement dans le cadre de cette étude. 
 
Seuls les médecins en charge de l’étude au sein du service hospitalier dans lequel vous avez été admis auront la 
possibilité de revenir à l’identification du nom des patients volontaires à partir du code attribué au cours de 
l’étude. En effet, ces médecins auront ainsi la possibilité de vous communiquer les résultats diagnostiques 



 

 

 
 

obtenus au cours de cette étude s’ils jugent que ces informations s’avèreraient importantes pour votre suivi 
médical après hospitalisation. 
 
Si vous acceptez de participer à cette recherche, il vous sera demandé de remplir et de signer un formulaire de 
consentement. Ce formulaire sera conservé dans le dossier médical du médecin clinicien vous ayant pris en 
charge. 
 
Si vous avez des questions complémentaires sur la recherche précédemment mentionnée, n’hésitez pas à 
interroger un des médecins de l’équipe qui vous suit. Vous gardez un exemplaire de cette note d’information 
remise par le Dr………………………… et du consentement que vous avez signé. 
 

Cette étude a également reçu l’avis favorable des comités d’éthique (Paris et Dakar) et du Comité de Protection des Personnes : .



 

 

 
 

ANNEXE 2: FORMULAIRE DE CONSENTEMENT 
 

«Détection de nouveaux virus impliqués dans les encéphalites chez l’homme 
en Afrique centrale et de l’OUEST (DEVINE)» 

 
Le Docteur………………………………………, médecin dans le service de ……………………………..de 
l’hôpital de ………………………………..m’a proposé de participer à une étude épidémio-clinique et 
diagnostique chez les adultes atteints d’encéphalite aigue, présumée d’origine virale afin d’améliorer les 
connaissances sur cette maladie et de ses causes possibles. Cette étude se déroule selon trois volets différents : 
"clinicoépidémiologique", "diagnostic biologique" et "collection biologique". 
Le médecin m’a précisé que je suis libre d’accepter ou de refuser de participer à tout ou partie de cette étude. 
Cela ne changera pas nos relations pour mon traitement et ma prise en charge. 
Afin d’éclairer ma décision, j’ai bien compris les informations suivantes qui m’ont été données par écrit et 
oralement dans la lettre d’information qui m’a été remise. 
En donnant mon consentement pour participer à cette étude, j’accepte : 
1. qu’au travers du volet "clinico-épidémiologique", les informations cliniques et épidémiologiques 
figurant dans mon dossier médical soient transmises de façon codifiée aux collaborateurs épidémiologistes des 
Instituts Pasteur de Dakar et de Paris en charge de cette étude. J’accepte que les données nominatives me 
concernant recueillies à l’occasion de cette étude puissent faire l’objet d'un traitement automatisé par les 
organisateurs de l’étude. 
 
2. qu’au travers du volet "diagnostic biologique", le médecin me prélève 1,5 ml de liquide céphalo-
rachidien (LCR) de plus qu’à l’accoutumée au cours d’une ponction lombaire réalisée habituellement dans le 
cadre de la prise en charge de la maladie dont je souffre. J’accepte également que me soit prélevé 10 ml de sang 
supplémentaire au cours d’un prélèvement sanguin réalisée habituellement dans le cadre de la prise en charge de 
la maladie dont je souffre. Ces prélèvements ne présentent aucun risque supplémentaire. J’accepte également que 
soient réalisés si nécessaire un écouvillonnage pharyngé et une biopsie de peau au niveau de la nuque. J’ai bien 
noté que les analyses effectuées à partir de ces prélèvements seront gratuites, et qu’à l’issue de ces analyses un 
traitement antiviral pourra m’être proposé également de façon gratuite. J’accepte que les données obtenues soient 
transmises de façon codifiée aux collaborateurs de l’étude à l’Institut Pasteur de Dakar et à l’Institut Pasteur de 
Paris pour être analysées. 
 
3. qu’au travers du volet "collection biologique", un volume de 10 ml de sang de plus qu’à l’accoutumée 
soient prélevés à une reprise, et 1,5 ml de LCR de plus qu’à l’accoutumée soient prélevés à deux reprises si 
possible, lors des prélèvements sanguins et de LCR réalisés habituellement pour le diagnostic et la prise en 
charge habituelle de ma maladie. J’accepte aussi que deux prélèvements sanguins d’un volume de 10 ml chacun 
soient réalisés spécifiquement pour cette étude (à mi-parcours et à la fin de la période d’inclusion). J’accepte 
également que ces prélèvements ainsi que les fonds de tube issus du volet "diagnostic biologique" puissent 
constituer une collection biologique codifiée qui sera conservée selon la réglementation en vigueur sous la 
responsabilité du Docteur Ousmane Faye au sein du laboratoire des arbovirus de l’Institut Pasteur de Dakar ainsi 
que sous la responsabilité du Docteur Dacheux au sein du laboratoire DyLAH de l’Institut Pasteur de Paris 
pendant toute la période nécessaire à la réalisation de cette étude. 
4.  
Si je ne m’y oppose pas, ces différents échantillons pourront être maintenu dans cette collection biologique pour 
une période de 15 ans et être ainsi utilisés dans des travaux de recherche fondamentale sur les encéphalites, qui 
concerneront notamment l’identification de nouveaux virus, la compréhension des mécanismes 
physiopathologiques ou immunologiques, et le développement de nouvelles méthodes diagnostiques. En aucun 
cas, ces échantillons ne pourront servir à des projets de recherche sur d’autres maladies sans lien avec les 
encéphalites. A terme, ces recherches permettront d’améliorer le diagnostic et potentiellement le traitement de 
ces affections. Ces travaux pourront comporter des analyses génétiques recherchant des facteurs en lien avec la 
maladie et son évolution, uniquement si je consens à ce que les échantillons conservés au cours du volet 
"collection biologique" puissent être utilisés pour réaliser des analyses génétiques. En aucun cas, ces analyses 
génétiques seront réalisées pour des projets de recherches sur d’autres maladies sans lien avec les encéphalites. 
Je suis parfaitement conscient(e) que je peux retirer mon consentement à cette recherche et cela quelles que 
soient mes raisons et sans en supporter aucune responsabilité. Le fait de retirer mon consentement impliquera la 
destruction de tous les échantillons restants prélevés et des données collectées pour la recherche et une 
attestation de cette destruction me sera remise sur ma demande. 



 

 

 
 

J’ai été informé(e) de la finalité de cette étude et des trois volets la constituant. Je peux à mon libre choix 
participer à tout ou partie de l’étude. 
 

Je m’oppose       Je ne m’oppose pas  
 
à la conservation des échantillons réalisés dans le cadre de cette étude et à leur utilisation pour d’autres 
recherches en lien avec les encéphalites aigues afin d’améliorer les connaissances sur cette maladie. 
 

Je consens       Je ne consens pas 
 
à l’utilisation des échantillons conservés pour la réalisation d’analyses génétiques visant à identifier des facteurs 
génétiques en lien avec la maladie et son évolution. 
 
Signature du Patient :  
 
Nom, prénom : ……………………………………… 
Fait à Dakar, . le …………………, 
Signature :  
 
 
 
Signature du Médecin :  
Nom, prénom : …………………………………… 
N° de tél : …………………………………………. 
Fait à Dakar,  le …………………, 
Signature 
 
 
Cachet du service : 
 
 
 
 
 
 
 
• Les données médicales associées au prélèvement seront réunies sur un fichier informatique permettant leur 
traitement automatisé dans le cadre des recherches. Vous disposez à leur égard d’un droit d’accès, de 
rectification et d’opposition conformément à la réglementation en vigueur 
 
• Les informations portées sur ce document sont strictement confidentielles et couvertes par le secret médical et 
professionnel. A aucun moment, les données personnelles qui y figurent n’apparaîtront lors de la publication des 
résultats de travaux de recherche. 
 
NB : ce document est à signer en deux exemplaires originaux, dont l'un est remis au patient et l'autre 

conservé dans son dossier hospitalier 
 
 

 

 

 



 

 

 
 

ANNEXE 3: Tableau S1 

 



 

 

 
 

 

Tableau S1: Description des isolats africains du virus de la Rage utilisés pour l'analyse in silico des nouveaux tests développés

Origine Isolat Hôte Date d'isolement  Clade - sous_clade Phylogénétique N° d'accession 

Benin 86097BEN Chat 1986 Africa-2 KX148107

Burkina Faso 86036HAV Chien 1986 Africa-2 KX148234

Burkina Faso 95047HAV Chien 1995 Africa-2 KX148230

Cameroun 88003CAM Chien 1987 Africa-2 KX148243

Cameroun 95002CAM Chien 1994 Africa-2 KX148242

Répubique Centre-Africaine 92029CAR Chien 1992 Cosmopolitain – AF1b KX148208

Répubique Centre-Africaine CAR_11_001 Humain 2011 Africa-2 KF977826

Tchad 90021TCH Chien 1990 Africa-2 KX148240

Tchad 96009TCH Chien 1996 Africa-2 KX148241

Ethiopie 88008ETH Chien 1988 Cosmopolitain – AF1a KX148200

Ethiopie RV2985 Loup éthiopien 2014 Cosmopolitain – AF1a KP723638

Gabon 95049GAB Chien 1995 Cosmopolitain – AF1a KX148202

République de Guinée 90024GUI Chien 1990 Africa-2 KX148244

Côte d'Ivoire 01007CI Chien 2001 Africa-2 KX148235

Côte d'Ivoire 92037CI Chien 1992 Africa-2 KX148232

Côte d'Ivoire 92038CI Chien 1992 Africa-2 KX148233

Kenya 14015ITA Humain 2014 Cosmopolitain – AF1a KX148207

Madagascar 04033MAD Chien 2004 Cosmopolitain – AF1c KX148209

Madagascar 86046MAD Chien 1986 Cosmopolitain – AF1c KX148211

Madagascar 98002MAD Humain 1998 Cosmopolitain – AF1c KX148210

Mauritanie 93011MAU Chien 1993 Africa-2 KX148236

Mauritanie 93012MAU Chien 1993 Africa-2 KX148237

Monzambique 86031MOZ Chien 1986 Cosmopolitain – AF1a KX148203

Maroc 04031MAR Chien 2004 Cosmopolitain – AF1a KX148195

Maroc 08342MAR Chien 2008 Cosmopolitain – AF1a KX148193

Maroc 89017MAR Chien 1989 Cosmopolitain – AF1a KX148194

Maroc 90016MAR Chien 1990 Cosmopolitain – AF1a KX148196

Maroc RV2627 Vache 2009 Cosmopolitain – AF1a KF155001

Namibie 92030NAM Chien 1992 Cosmopolitain – AF1b KX148204

Namibie 178J09 Jackal 2009 Cosmopolitain – AF1b JX473838

Namibie 239K09 Vache sauvage namibienne 2009 Cosmopolitain – AF1b JX473840

Niger 90010NIG Chien 1990 Africa-2 KX148231

Niger 90012NIG Chien 1990 Africa-2 KX148229

Nigéria 86003BRE Chien 1986 Cosmopolitain – AF1a KX148201

Nigéria DRV_NG11 Chien 2011 Africa-2 KC196743

Rwanda 94289RWA Chien 1994 Cosmopolitain – AF1b KX148205

Sénégal 93003SEN Chien 1991 Africa-2 KX148238

Sénégal 93005SEN Chien 1992 Africa-2 KX148239

Somalie 93006SOM Chacal 1993 Cosmopolitain – AF1a KX148199

Afrique du Sud 87021AFS Humain 1981 Cosmopolitain – AF1b KX148103

Tanzanie 96013TAN Chien 1996 Cosmopolitain – AF1b KX148206

Tanzanie RV2772 Chien 2009 Cosmopolitain – AF1b KF155002

Détermination des clades et sous_clades faite en accord avec Troupin et al., 2016 



 

 

 
 

ANNEXE 4: Tableau S2 

 

 

Tableau S2: Résultats de la spécificité analytique des nouveaux tests sur des prélévements post-mortem negatifs au virus de la Rage 

Isolata
Type de prélèvement Hôte Origine Résultat IF Test protéine N  Test protéine L

03-0816FRA P Chauve-souris France négatif négatif négatif

09-0907FRA P Chien France négatif négatif négatif

09-0923FRA P Renard France négatif négatif négatif

09-0934FRA P Chat France négatif négatif négatif

09-0945FRA P Chien France négatif négatif négatif

09-0957FRA P Chat France négatif négatif négatif

09-0960FRA P Chien France négatif négatif négatif

10-0016FRA P Blaireau France négatif négatif négatif

10-0084FRA P Blaireau France négatif négatif négatif

10-0438FRA P Renard France négatif négatif négatif

10-0498FRA P Mouton France négatif négatif négatif

10-0527FRA P Mangouste France négatif négatif négatif

10-0533FRA P Chat France négatif négatif négatif

10-0534FRA P Chien France négatif négatif négatif

10-0560FRA P Chien France négatif négatif négatif

10-0615FRA P Chat France négatif négatif négatif

10-0621FRA P Chat France négatif négatif négatif

10-0793FRA P Bovin France négatif négatif négatif

10-0814FRA P Chien France négatif négatif négatif

10-0913FRA P Chien France négatif négatif négatif

a: Tous les prélèvements ont été testés au CNR-Rage à l'Institut Pasteur, Paris.

P: prélèvement primaire de cerveau

IF: test d'immunofluorescence directe



 

 

 
 

ANNEXE 5: Figure A1: 

Test protéine N pour le virus de la Rage

CAR 11 001h  G C T C T G G G C T G G T G T C G T T C A C A G T T C G A G C C A G G G C A G G A G A C T G C G G T T C G G T C T G A G C G G G A A G T C C C C G T A

DRV-NG11  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

04033MAD  . T . . A . . A . . . . . A . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . . C T . . . . T . . . . . . . . T . . T . .

98002MAD  . T . . A . . A . . . . . A . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . . C T . . . . T . . . . . . . . T . . T . .

86046MAD  . T . . A . . A . . . . . A . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . . C T . . . . T . . . . . . . . T . . T . .

92029CAR  . T . . A . . . . . . . . . . . . . . T . . T . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . T . . C . . . C . . . . . T . . . . . . . . G . . T . .

96013TAN  . T . . A . . . . . . . . A . . . . . T . . T . . . T . . . . . G . . . . . . . . A . . A . . T . . C . . . C T . . . . T . . . . . . . . A . . T . .

14015ITA  . T . . A . . . . . . . . A . . . . . T . . T . . . T . . . . . G . . . . . . . . . . . A . . T . . C . . . C T . . . . T . . . . . . . . A . . T . .

94289RWA  . T . . A . . . . . . . . A . . . . . T . . T . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . A . . T . . C . . . C T . . . . T . . . . . . . . A . . T . .

RV2772  . T . . A . . . . . . . . A . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . A . . T . . C . . . C T . . . . T . . . . . . . . A . . T . .

87021AFS  . T . . A . . . . . . . . A . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . A . . C . . . C T . . . . T . . . . . . . . A . . T . .

86031MOZ  . T . . A . . . . . . . . A . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . A . . C . . . C T . . . . T . . . . . . . . A . . T . .

92030NAM  . T . . A . . . . . . . . A . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . A . . C . . . C T . . . . T . . . . . . . . A . . T . .

178J09  . T . . A . . . . . . . . A . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . A . . C . . . C T . . . . T . . . . . . . . A . . T . .

239K09  . T . . A . . . . . . . . A . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . A . . C . . . C T . . . . T . . . . . . . . A . . T . .

95049GAB  . T . . A . . . . . . . . A . . . . . T . . C . . . T . . . . . . . . . . . . . . A . . A . . T . . . . . . C T . . . . T . . . . . . . . . . . T . .

86003BRE  . T . . A . . . . . . . . A . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . . C T . . . . T . . . . . . . . T . . T . .

RV2627  . T . . A . . . . . . . . A . . . . . T . . T . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . . C T . . . . T . . . . . . . . T . . T . .

04031MAR  . T . . A . . . . . . . . A . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . . C T . . . . T . . . . . . . . T . . T . .

90016MAR  . T . . A . . . . . . . . A . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . . C T . . . . T . . . . . . . . T . . T . .

08342MAR  . T . . A . . . . . . . . A . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . . A T . . . . T . . . . . . . . T . . T . .

89017MAR  . T . . A . . A . . . . . A . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . . A T . . . . T . . . . . . . . T . . T . .

93006SOM  . T . . A . . . . . . . . A . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . A . . T . . . . . . C T . A . . T . . . . . . . . T . . T . .

88008ETH  . T . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . . C T . . . . T . . . . . . . . T . . T . .

RV2985  . T . . A . . . . . . . . A . . . . . T . . T . . . T . . . . . . . . . . . . . . A . . A . . T . . . . . . C T . . . . T . . . . . . . . T . . T . .

90024GUI  . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . A . . C . . . . . . . . . T . . . . . A . . . . . . . .

90021TCH  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

96009TCH  . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

88003CAM  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

95002CAM  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

86097BEN  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . .

95047HAV  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . .

90012NIG  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . .

90010NIG  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . .

01007CI  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . .

93011MAU  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . .

93012MAU  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . .

86036HAV  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . .

92038CI  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . .

92037CI  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . .

93003SEN  . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . .

93005SEN  . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . .

RABVRPN1  G C T C T G G G C T G G T G T C G T T C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

RABVPN  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C G A G C C A R G G C A G G A G A C T G C G G - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

RABVFPN2  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C T G A G C G G G A A G T C C C C G T A

899707 726 819 842 880



 

 

 
 

Figure A1: Alignement multiple in silico des amorces et sonde du système RABV-

protéine-N (CNR-rage à l’IPD) avec 44 séquences partielles de la nucléoprotéine 

d’isolats du virus de la rage appartenant à la lignée Africa 1 et au clade Africa 2. Les 

positions de chaque oligonucléotide sont indiqués en accord avec la séquence de référence 

CAR_11/001h (GenBank N°. KF977826). Les flèches et les points indiquent respectivement 

la direction des oligonucléotides et la similarité avec la séquence de référence CAR_11/001h 

(GenBank N°. KF977826). Les différences avec les séquences des oligonucléotides sont 

marquées en gris. Les informations sur les isolats utilisés pour cette analyse sont décrites au 

niveau du Tableau S1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANNEXE 6: Figure A2: 



 

 

 
 

Test protéine L pour le virus de la Rage

CAR 11 001h  G T T T C C G G A G C T G T G C C T C A C T A G T C C C G T C A C A T A G G G T C A G C T C A G G G G C T C T A T A C G G C A A G G T C T C C C C T A G G

DRV-NG11  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

04033MAD  . . . . . . . . G . . . . . A . . . . . . . . . . . T . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . T . . A . . T . . . . . . . . A

98002MAD  . . . . . . . . G . . . . . A . . . . . . . . . . . T . . A . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . T . . A . . T . . . . . . . . A

86046MAD  . . . . . . . . G . . . . . A . . . . . . . . . . . T . . A . . T . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . T . . T . . A . . T . . . . . . . . A

92029CAR  . . . . . T . . G . . . . . . . . . . . T . . . . . T . . C . . T . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . A . . T . . . . . . . . .

96013TAN  . . . . . T . . G . . C . . . . . . . . T . . . . . T . . C . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . .

14015ITA  . . . . . T . . G . . C . . . . . . . . T . . . . . T . . C . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . .

94289RWA  . . . . . T . . G . . C . . . . . . . . T . . . . . T . . C . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . .

RV2772  . . . . . T . . G . . C . . . . . . . . T . . . . . T . . C . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . .

87021AFS  . . . . . T . . G . . C . . A . . . . . T . . . . . T . . C . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . T . . . . . . . . .

86031MOZ  . . . . . T . . G . . C . . A . . . . . T . . . . . T . . C . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . .

92030NAM  . . . . . T . . G . . C . . A . . . . . T . . . . . T . . C . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . .

178J09  . . . . . T . . T . . C . . A . . . . . T . . . . . T . . C . . T . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . T . . . . . . . . .

239K09  . . . . . T . . T . . C . . A . . . . . T . . . . . T . . C . . T . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . .

95049GAB  . . . . . T . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . C . . T . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . . . . A

86003BRE  . . . . . T . . G . . . . . A . . . . . . . . . . . T . . C . . T . . . . . . . . G . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . . . . A

RV2627  . . . . . T . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . C . . T . . . . . . . . . . . . . . A . . A . . . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . . . . A

04031MAR  . . . . . T . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . C . . T . . . . . . . . . . . . . . A . . A . . . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . . . . A

90016MAR  . . . . . T . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . C . . T . . . . . . . . . . . . . . A . . A . . . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . . . . A

08342MAR  . . . . . T . . G . . . . . T . . . . . . . . . . . T . . C . . T . . . . . A . . . . . . . . A . . A . . . . . . . . . . T . . A . . T . . . . . . . . A

89017MAR  . . . . . T . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . C . . T . . . . . A . . . . . . . . A . . A . . . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . . . . A

93006SOM  . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . C . . T . . . . . . . . G . . . . . A . . A . . . . . . . . . . . . . A . . T . . T . . G . . A

88008ETH  . . . . . T . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . C . . T . . . . . . . . G . . . . . A . . A . . . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . G . . A

RV2985  . . . . . T . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . C . . T . . . . . . . . G . . C . . A . . A . . . . . . . . . . . . . A . . T . . . . . G . . A

90024GUI  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . G . . . . . A . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . A . . . . . .

90021TCH  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . .

96009TCH  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

88003CAM  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

95002CAM  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

86097BEN  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

95047HAV  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

90012NIG  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

90010NIG  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

01007CI  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . .

93011MAU  . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . T . . G . . .

93012MAU  . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . .

86036HAV  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . .

92038CI  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . .

92037CI  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . .

93003SEN  . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . .

93005SEN  . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . .

RABVRPL1  G G T T T C G G D G C Y G T D C C T C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

RABVRPL  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C C C G T C A Y A T A G G G T C R G C T C A R G G G C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

RABVFPL2  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A Y G G C A A R G T C T C C C C T A G G

9472 9491 9561 9587 9660 9679



 

 

 
 

Figure A2: Alignement multiple in silico des amorces et sonde du système RABV-

protéine-L (CNR-rage à l’IPD) avec 44 séquences partielles de la nucléoprotéine 

d’isolats du virus de la rage appartenant à la lignée Africa 1 et au clade Africa 2. Les 

positions de chaque oligonucléotide sont indiqués en accord avec la séquence de référence 

CAR_11/001h (GenBank N°. KF977826). Les flèches et les points indiquent respectivement 

la direction des oligonucléotides et la similarité avec la séquence de référence CAR_11/001h 

(GenBank N°. KF977826). Les différences avec les séquences des oligonucléotides sont 

marquées en gris. Les informations sur les isolats utilisés pour cette analyse sont décrites au 

niveau du Tableau S1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

Auteur : Martin FAYE                                       Résumé 

En général, les encéphalites virales sont associées à un tableau clinique grave qui nécessite une hospitalisation. 
Malgré les avancées notables faites dans le diagnostic des encéphalites virales au cours des dernières décennies, 
la grande majorité des cas demeure inexpliquée. En outre, très peu d’études ont eu pour but d’identifier de façon 
spécifique l’agent viral impliqué et la plupart de ces études utilisant les méthodes de diagnostic moléculaires ou 
sérologiques modernes a été effectuée dans les pays développés. Par conséquent, plus de connaissances sont 
nécessaires en Afrique où les moyens de diagnostic sont limités ou parfois inexistants.  

Ainsi, dans une approche globale, nous avons recherché les étiologies virales impliquées dans les cas 
d’encéphalites aiguës, chez des patients avec un âge ≥15 ans, sur la période de novembre 2011 à décembre 2013 
dans la région de Dakar, Sénégal. Toutefois, un diagnostic performant souligne la nécessité d’outils fiables pour 
la détection de nouveaux agents pathogènes ou la détermination de nouvelles manifestations d'agents pathogènes 
déjà connus associés aux encéphalites. Pour cela, dans une approche ciblée, nous avons développé des RT-
qPCRs pour une large détection du virus de la rage, particulièrement plus adaptés pour le contexte africain. En 
outre, dans une approche « future », nous avons montré les caractéristiques génétiques du virus Bagaza qui peut 
devenir une étiologie impliquée dans les encéphalites humaines. 

L’ensemble de nos résultats ont montré que malgré l’utilisation extensive du séquençage à haut débit NGS, 
l’étiologie demeure non identifiée dans la majorité des cas d’encéphalite aiguë. Les outils moléculaires 
développés et validés au cours de cette étude, peuvent être utilisés dans le diagnostic de routine de la rage au 
laboratoire ou dans les études épidémiologiques sur le terrain, particulièrement en Afrique. Malgré l’évidence 
d’une adapation du virus Bagaza au génome humain, d’autres études seraient nécessaires afin d’évaluer son 
implication probable dans les cas d’encéphalite humaine. 

 

Molecular epidemiology of acute viral encephalitis in Senegal 

Summary 

Viral encephalitis is generally associated with a serious hallmark that requires hospitalization. Despite significant 
advances observed in diagnostic of viral encephalitis in the past decades, the vast majority of cases remains 
unexplained. In addition, very few studies have attempted to identify specific viral agent involved and most of 
these studies using modern molecular or serological diagnostic methods have been performed in developed 
countries. Therefore, more knowledge is needed in Africa where diagnostic means are limited or sometimes non-
existent.  

Thus, in a global approach, we investigated the viral etiologies involved in acute encephalitis cases, in more than 
fifteen years-old patients, from November 2011 to December 2013 in Dakar, Senegal. However, an effective 
diagnosis highlights the need of reliable tools for detection of new pathogens or identification of new 
manifestations of known pathogens associated with encephalitis. In a targeted approach, we developed molecular 
tools for a broad detection of rabies virus, particularly more adapted to the African context. In addition, in a 
"future" approach, we showed the genetic characteristics of the Bagaza virus which could be involved in human 
encephalitis. 

In conclusion, our results show that despite the extensive use of NGS, the etiology remains non-identified in the 
majority of acute encephalitis cases. Molecular tools developed and validated in this study could be used in 
routine laboratory diagnostic of rabies or in epidemiological field, particularly in Africa. Despite the evidence of 
Bagaza virus adaptation to the human genome, further studies are needed to assess its likely implication in 
human encephalitis cases. 
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