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INTRODUCTION



Les virus sont des objets biologiques particuliers, infectieux, subcellulaires,
doués de continuité génétique et de grandes capacités évolutives, constitués d’un
acide désoxyribonucléique (ADN) ou d’un acide ribonucléique (ARN) et de
protéines. Ils dépendent de cellules vivantes pour se répliquer et pour cela
certains sont capables de perturber profondément et/ou durablement

I’information génétique des cellules qu’ils infectent (Chastel, 1992).

Plus de 6000 virus ont éte décrits a ce jour (Chastel, 2006). Ils infectent
I’homme, les animaux domestiques et sauvages, les plantes et les insectes.
Certains virus sont capables de passer des animaux a [’homme et/ ou
réciproquement. Ils sont qualifiés de zoonotiques et peuvent étre responsables
d’épidémies. La plupart des dernieres alertes sanitaires sont dues a 1’émergence
de maladies infectieuses ayant une origine animale. Ainsi, on sait désormais que
les virus de I’Immunodéficience Humaine (VIH) proviennent des primates
(Allan et al., 1991; Meyers, 1992). Les animaux sont €galement incriminés
dans I’apparition du Syndrome Respiratoire Aigu Sévere (SRAS), du syndrome
encéphalitique a virus Nipah, de la fievre hémorragique a virus Ebola, de la
fievre de la vallée du Rift et on a reconnu depuis longtemps le role des oiseaux
et porcins dans la circulation du virus de la grippe. Les animaux sauvages
représentent donc une source importante d’agents pathogénes pouvant conduire
a I’émergence ou la réémergence de maladies infectieuses chez I’homme
(Morse, 1995; Chomel, 1998; Mahy, 2000; Taylor et al., 2001; Rodhain,
2003; Karesh et al., 2005).

L’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) et 1’Organisation mondiale de la
santé animale (OIE) ont recensé plus de 180 maladies virales, bactériennes et
parasitaires transmissibles naturellement des animaux vertébrés a 1’homme (et
vice versa) ou communes a I’animal et a I’homme (Hars, 2003). Plus de la
moitié de ces zoonoses proviennent de la faune sauvage et peuvent éEtre

transmises a ’homme lors des perturbations de 1’écosysteme forestier liées aux



activités humaines (activités agricoles, exploitations forestiéres, pratique de
chasse etc.). En effet, ces activités a 1’origine de modifications écologiques
(déplacements de faune forestiére, introduction d’espéces savanicoles)
contribuent a I’augmentation des contacts «réservoirs-hote intermédiaires-

Hommes» (Breman et al., 1999; Tutin, 2000).

Par ailleurs, dans plusieurs régions du monde et en Afrique en particulier, la
chasse et la consommation d’animaux sauvages (viande de brousse) restent
encore et toujours des pratiques courantes. C’est le cas au Gabon, pays tropical
situ¢ dans le bassin du Congo, qui offre de par son écosysteme forestier
(recouvrant plus de 80% de son territoire), la diversité des espéces animales et
d’arthropodes vecteurs qui s’y trouvent, des conditions favorables a la
circulation et a la transmission d’agents pathogenes de I’animal a ’homme. De
plus, le Gabon a connu de multiples épidémies, en particulier des épidémies de
fievre hémorragique a virus Ebola et celles dues aux virus Chikungunya et
Dengue (Milleliri et al., 2004; Leroy et al.,, 2007). Le rdle des animaux
sauvages dans I’épidémie d’Ebola au Gabon est connu, ceci suggere 1’existence

d’un cycle de maintenance des virus dans la faune sauvage.

C’est dans ce contexte que s’inscrit I’objectif de ce travail qui vise a contribuer a
I’amélioration de la connaissance des virus hébergés par les animaux sauvages,
et susceptibles d’étre pathogeénes pour I’homme ; et d’'une fagon spécifique, la
recherche des virus appartenant aux familles des Coronaviridae et des
Paramyxoviridae dans les organes de gibier abattu pour la consommation
humaine au Gabon. Pour atteindre cet objectif, les missions de prélévement
d’organes d’animaux sauvages ont ét¢ effectuées sur I’ensemble du territoire
national. Les organes prélevés ont été¢ analysés par la technique de biologie
moléculaire (RT-PCR) au Centre International de Recherche meédicales de

Franceville (CIRMF).



Le travail est présenté en deux parties. La premiere partie est consacrée a la
revue bibliographique des virus d’origine animale susceptibles d’étre transmis a
I’homme. La deuxiéme partie présente les méthodes d’étude, les analyses

virologiques et discute les résultats obtenus.



PREMIERE PARTIE :

GENERALITES SUR LES VIRUS ZOONOTIQUES
HEBERGES PAR LES ANIMAUX SAUVAGES : cas des
Coronaviridae et des Paramyxoviridae.




Deux chapitres constituent notre étude bibliographique. Aprés une présentation
des familles virales dont certains agents sont responsables de maladies
communes a I’homme et a I’animal, nous aborderons ensuite deux concepts : le

concept de zoonose et le concept de maladie émergente.



CHAPITRE 1: FAMILLES VIRALES IMPLIQUEES DANS

L’APPARITION DES MALADIES COMMUNES A
L’HOMME ET A I’ANIMAL.

Dans la plupart des familles virales, on retrouve des virus capables d’infecter a
la fois I’homme et les animaux. Ils sont qualifiés de virus zoonotiques et de ce
fait leur impact en santé publique est majeur. Si pour certains virus le réservoir
animal est bien connu (rage, fievre de Lassa, etc.), pour d’autres 1’hypothése
d’une origine animale est fortement avancée. Dans ce chapitre nous présenterons
de fagon succincte, les familles virales dont les agents sont responsables de
zoonoses, ensuite nous parleront des Coronaviridae et Paramyxoviridae qui ont

fait I’objet de notre étude.

I- INVENTAIRE DES FAMILLES VIRALES IMPLIQUEES
DANS L’EMERGENCE DES ZOONOSES.

% Les Rhabdoviridae
La famille des Rhabdoviridae appartient a 1’ordre des Mononegavirales, virus
dont le génome est un ARN monocaténaire de polarité négative. Le virus
rabique se présente sous la forme d’une balle de fusil. C’est une particule
cylindrique, hémisphérique a une extrémité, et plane a 1’autre, qui mesure en
moyenne 180 nm de long et 75 nm de diamétre. Des variations de longueur
s’étendent de 100 a 300 nm et dépendent de la souche ainsi que des conditions

de cultures (Tordo et al., 1988).



Le virus rabique est constitué de deux parties essentielles sur le plan structural et
fonctionnel : la nucléocapside de nature (nucléoprotéique) et 1’enveloppe virale
de nature (glucido-lipido-protéique). Chaque virion est composé d’une molécule
d’ARN représentant le génome et de 5 protéines majeures que 1’on classe en
protéines de la nucléocapside (N, P et L) et en protéines de 1’enveloppe (M et

Q).

L’information génétique est stockée sur un simple brin d’ARN linéaire, non
segmenté, de polarité négative ou non infectieux (Tordo et al., 1988). Durant le
cycle viral, PARN génomique est transcrit puis répliqué. Lors de la
transcription, il sert de matrice pour la synthése de molécules intermédiaires
complémentaires, de polarité positive, capables de produire les protéines

virales : les ARN messagers (ARNm).

Cette famille comporte plus de deux cents virus de mammiferes, poissons,
crustaces, reptiles et des plantes (Smith, 1996). Parmi eux, ceux qui infectent les

mammiferes appartiennent a trois genres, chacun se subdivisant en sérotype :

v Le genre Vesiculovirus: (modéle: virus de la stomatite vésiculeuse
VSV);

v" Le genre Lyssavirus : (modele : virus de la rage) ;

v' Le genre Ephemerovirus : (mode¢le : virus de la fievre éphémére bovine).
Le genre Lyssavirus comporte quatre sérotypes principaux identifiés grace a
I’emploi d’un panel d’anticorps monoclonaux (AcMn). Le sérotype 1 comprend
toutes les souches du virus rabique, les autres sérotypes €tant considérés comme
des virus apparentés a la rage. D’autre part, I’analyse du génome virale a permis
de définir 7 génotypes différents (Tableau I).

La rage est une zoonose majeure. Tous les cas de rage humaine sont d’origine
animale, excepté les rares cas de transmission interhumaine a la suite d’une
greffe d’organe. La contamination est en général consécutive a la morsure d’un

animal enrage.



Tableau I : Virus du genre Lyssavirus (Cliquet, 2004)

Virus Sérotype Distribution Espéces atteintes Cas humain
géographique
Monde entier Sauf: Carnivores
Rage 1 Océanie, Japon, domestiques et
Antarctique, Europe  sauvages, + de 50000/an
occidentale chiropteres
insectivores et
hématophages
Lagos Bat 2 Afrique Chal'lVGS—SOLII‘I'S Aucun cas a ce jour
. frugivores, chien,
subsaharienne
chat
Mokola 3 Afrique Musaraignes, o 2
subsaharienne chien, chat, (Nigéria 1969-1971)
rongeurs
Duvenhage 4 Afrique du Sud Chauves-souris ' 2
Zimbabwe insectivores (Afrique du sud 1971)
EBL 1(a-b) ND Europe Chauves-souris 2
insectivores, (Russie 1985, Ukraine
mouton 1 977)
EBL 2 (a-b) ND Europe Chauves-souris 2

ABL ND

(Suisse, Pays bas,

Royaume Uni)

Australie

insectivores

Chauves-souris
frugivores et
insectivores

(Finlande 1985, Ecosse
2002)

2
(Australie 1996-1998)

Pour EBL 1 et EBL 2, a et b représentent les lignées définies a partir des

données de la biologie moléculaire. ND : non défini



% Les Arenaviridae
La famille des Arenaviridae se situe dans le groupe taxonomique des virus a
ARN monocaténaire, négatif et segmenté en deux especes sous-génomiques S et
L. Ce sont des virus enveloppés par une membrane lipoprotéinique, qui se
présentent comme des particules polymorphes dont le diametre varie de 50 nm a
300 nm. La membrane virale contient deux glycoprotéines (25 p. 100 de la
masse protéique) en quantités équimolaires a la surface du virus, GP1 (44Da) et

GP2 (72Da), qui sont issues du méme précurseur, GP-C (Gonzales et al., 2000).

La famille des Arenaviridae présente une distribution mondiale avec un quart de
ses vingt espéces virales reconnues comme pathogénes pour ’homme. Plusieurs
arénavirus ont été récemment décrits. Parmi ceux-ci certains sont reconnus
responsables de maladies émergentes chez ’homme : le virus Guanarito (GUA)
agent de la fievre hémorragique du Venezuela (FHV), et le virus Sabia (SAB) au
Brésil, agent de la fievre hémorragique de Sdo Paolo (FHSP). La fiévre de Lassa
est considérée comme une maladie virale émergente, sans doute par son

apparition brutale a la fin des années 1960 au Nigéria (Gonzales et al., 2000).

Les Arenaviridae sont subdivisés en deux sous ensembles, chacun d'entre eux
¢tant considéré comme un groupe monophylétique :
v' les Arenaviridae de I’Ancien-Monde (AAM) dont les hotes spécifiques
sont des rongeurs Murinae,
v" les Arenaviridae du Nouveau-Monde (ANM) dont les hotes spécifiques
sont des rongeurs Sigmodontinae.
Le tableau II présente les Arenavirus rencontrés en Afrique (AAM) avec,
notamment la fievre de Lassa endémique en Afrique de 1’Ouest (Nigéria, Guinée

bissau).
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Tableau II : Les Arenavirus de I’ancien monde (Gonzales et al., 2000)

Virus Distribution Haut naturel Environnement Année d’isolement
CML Mondiale Mus musculinus Prairie 1934
Ippy RCA Arvicanthis sp Savane humide 1970
Lassa  Nigéria Mastomys natalensis Forét claire 1970
Mobala RCA Praomys jaksoni Savane foresticre 1980
Mopeia Mozambique Mastomys erythroleucus Savane 1977

La transmission a I’homme d’un Arenavirus est totalement dépendante de la
présence de rongeurs infectés et de leur abondance relative dans une zone
domestique ou péridomestique. Toutefois, ceci est modulé par le périmetre
d’activité¢ des rongeurs et les comportements a risque d’origine anthropique
(exemple : chasse, défrichage). La contamination se fait par contact direct
(morsure, abrasion de la peau) ou indirect avec le réservoir ou ses excréments
infectés, mais aussi par le tractus digestif avec des aliments souillés et
quelquefois par aérosol. Plusieurs contaminations de laboratoire et nosocomiales

sont en effet documentées sur ce point.

+ Les Bunyaviridae
La famille des Bunyaviridae comprend plus de 300 espéces virales, regroupées
dans 5 genres: Hantavirus, Nairovirus, Orthobunyavirus, Phlebovirus,
Tosporovirus. Ce regroupement au sein d’une famille unique a été effectué sur
la base de la nature génomique de type ARN trisegmenté de polarité négative
(segments L, M et S). Leur morphologie est identique, ce sont des virus de 80 a
120 nm de diameétre avec une enveloppe composée d’une bicouche lipidique et
de spicules glycoprotéiques. Dans cette famille, seul le genre Tospovirus ne

recense aucun virus pathogéne pour I’homme (Raoult, 1998). Les virus
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appartenant aux genres Phlebovirus et Nairovirus sont responsables de zoonoses
fréquemment rencontrées en Afrique. Il s’agit respectivement de la fievre de la

vallée du Rift (FVR) et la fievre hémorragique Crimée Congo (FHCC).

% Les Filoviridae
Le virus Marburg (MARYV) et le virus Ebola (EBOV), seuls membres connus de
la famille des filoviridae, ordre des Mononegavirales, sont formés d’une
nucléocapside tubulaire a symétrie hélicoidale entourée d’une enveloppe ou est
insérée la glycoprotéine. Au microscope électronique, les virus apparaissent
comme de longs filaments. La taille des virions varie de 130 nm de long (pour
Marburg) a 14000 nm (pour Ebola) mais le diametre est uniforme (80nm). Le
virus contient une molécule d’ARN a simple brin d’environ 19,1 kb, le génome
de polarité négative, non infectieux, code 7 protéines structurales dans 1’ordre :
3’-NP-VP35-VP40-GP-VP30-VP24-L-5’. A Dlintérieur du geéne de Ia
glycoprotéine GP d’Ebola, on trouve un second ORF (Open Reading Frame ou
Cadre de Lecture Ouvert) qui code une protéine sGP de 15kDa qui pourrait
jouer le rdle dans la pathogénicit¢é de I’infection. Quatre protéines (la
nucléoprotéine NP, VP30, VP35, et la polymérase L) sont associé¢es a ’ARN
pour former le ribonucléocapside. Les 3 autres sont associées a la membrane : la

glycoprotéine, VP24 et VP40.

Ces deux virus sont responsables de zoonoses hautement contagieuses et
circulent principalement en Afrique centrale. Ils causent des épidémies de
fievres hémorragiques avec de nombreuses infections secondaires, notamment
au niveau du personnel hospitalier. Les signes cliniques a dominante

hémorragique et non spécifiques rendent leur diagnostic difficile.

% Les Flaviviridae
Les Flaviviridae possédent un ARN de 11000 kb qui code 3 protéines de
structure (C, prM et E) et 7 protéines non structurales : NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B, NS5 (Schubert, 2010). Ces virus se multiplient dans le
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cytoplasme et la maturation se fait dans les vésicules cytoplasmiques. Ils
peuvent étre cultivés dans plusieurs modeles cellulaires des vertébrés ou

d’arthropodes. La famille comprend trois genres :

v Le genre Flavivirus appartient au groupe B des arbovirus, une trentaine
d’espéces sont pathogeénes pour I’homme. Ils sont souvent transmis par les
arthropodes.

v’ Le genre Pestivirus est pathogéne pour le bétail et transmis par contact
direct ou indirect.

v Le genre Hepacivirus, dont le virus de ’hépatite C est pathogéne pour
I’homme et son mode de transmission principale est la voie parentérale.

Comme les autres arbovirus, les infections a Flavivirus sont surtout des
infections animales. La virémie chez les animaux infectés permet 1’essaimage de
ces virus par les moustiques (Aedes spp, Culex spp) ou des tiques infectées
(Ixodes spp). Les animaux sauvages sont des réservoirs et 1’homme peut
s’infecter accidentellement par piqlres d’arthropodes hématophages. Les
Flavivirus sont responsables de fiévres éruptives avec arthralgie (dengue),
d’encéphalites (encéphalite japonaise, encéphalite a tiques, West Nile), ou de

fievres hémorragiques (dengue, fiévre jaune).

* Les Togaviridae
Les Togaviridae sont des virus @ ARN a polarité positive. Ils ont une enveloppe
dérivée des membranes cellulaires de 1’hdte, ce qui explique leur fragilité. Le
réservoir est constitué par un vertébré (mammiféres ou oiseaux) et des vecteurs
actifs constitués par un arthropode hématophage (moustiques). Le maintien du
virus dans la nature repose sur le passage alterné entre réservoir et vecteur. Les
infections dues aux virus appartenant au genre Alphavirus sévissent surtout dans
les zones intertropicales durant la saison des pluies. La majorité des infections
humaines sont asymptomatiques. Cependant, sur I’aspect clinique des formes

symptomatiques, on distingue deux catégories d’Alphavirus :
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v' Les Alphavirus responsables de manifestations articulaires fébriles
comprenant, le virus du Chikungunya, le virus de I’Onyong-nuyong, le
virus Ross river ;

v" Les alphavirus responsables d’encéphalite équine et humaine, a savoir le
virus de I’encéphalite équine de 1’Est (EEE), le virus de 1’encéphalite

équine de I’Ouest (WEE) et le virus de I’encéphalite du Venezuela.

Les maladies provoquées par les virus zoonotiques appartenant a certaines
familles virales présentées plus haut sont résumées dans le tableau III. Ce
tableau présente également la répartition géographique, les réservoirs et/ou

vecteurs impliqués.
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Tableau III : Etiologie, distribution géographique, réservoir et/ou vecteur des

principales maladies virales communes a I’homme et a ’animal.

Familles virales Virus Maladie Distribution Réservoir/Vecteur

Arenaviridae Virus Lassa Fievre de Lassa Afrique de I’Ouest Mastomys nataleusis

RVFV FVR
Crimée Congo FHCC

Afrique,Moyen Orient Moustiques

Bunyaviridae

Afrique, Asie, Russie Tiques

o EBOV FHE Afrique Chauves-souris ?

Filoviridae

MARV FHM Afrique Singe
Flaviviridae Virus amaril Fiévre Jaune Afrique, Amérique Aedes (aegypti, furcife, simps)

Dengue 1,2,3,4 Dengue Afrique, Asie, Aedes aegypti

Pacifique, Amérique
Rhabdoviriridae Virus de la rage Rage Mondiale Chauves-souris, Renard,
Chacal

VEE Encéphalite équine ~ Amérique Moustiques
Togaviridae ONV O’nyong-nyong Afrique, Asie Moustiques

CHIK V Chikungunya Afrique de I’Est Moustiques

Niv Encéphalite NiV Malaisie Chauves-souris
Paramyxoviridae

HeV Encéphalite HeV Australie Chauves-souris

MenV Australie Chauves-souris
Coronaviridae Sars-CoV SARS Asie Chauves-souris ?
Orthomyxoviridae H5N1 Grippe aviaire Mondiale Oiseaux sauvages



II- LES CORONAVIRIDAE ET LES PARAMYXOVIRIDAE

Les virus appartenant aux familles Paramyxoviridae et Coronaviridae ont été
recherchés pour cette étude. Ces familles comprennent des virus qui ont
récemment émergé et dont I’impact en santé publique est grand. Il s’agit du
virus Hendra (HeV), Nipah (NiV) et Menangle (MenV) pour les
Paramyxoviridae et du Sars-CoV pour les Coronaviridae. Ces virus
responsables de zoonoses majeures n’ont jamais €té recherchés sur les animaux

sauvages au Gabon, d’ou I’intérét de cette étude.
II.1- LES CORONAVIRIDAE

I1.1.1- Généralités

Les virus appartenant a la famille des Coronaviridae sont enveloppés et
possédent un génome a ARN de polarité¢ positive. Il s’agit de gros virus
sphériques dont la taille peut aller de 60 a 220 nm présentant un aspect trés
polymorphe. Le nom de Coronaviridae vient de leur aspect "en couronne" en
microscopie ¢lectronique (Figure 1). Cet aspect en couronne est di a la présence
sur I’enveloppe de spicules en forme de massue de 20 nm de hauteur et
constituées de la protéine de surface S (Vabret et al.,, 2009). Les autres
glycoprotéines d’enveloppe sont: la protéine M, Ila protéine E,
I’Hémagglutinine-estérase HE pour les Coronavirus du groupe 2 et la protéine N
qui présente une forte affinit¢ pour ’ARN grace a des résidus fortement

basiques.
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S (trimer)

Figure 1 : Coronavirus en microscopie électronique  Figure 2 : Structure protéique des Coronavirus

Source : http:/fr.wikipedia.org/wiki/Coronavirus

I1.1.2- Classification des Coronaviridae

Depuis 1996, les Coronaviridae sont classés dans ’ordre taxonomique des
Nidovirales. La classification est basée sur des similitudes d’organisation
génomique, de méthodes de réplication et de transcription. La famille des
Coronaviridae comprend deux genres: le genre Coronavirus et le genre

Torovirus (Virus Berne du chien, Virus Breda des bovins et Torovirus du porc).

¢ Le genre Coronavirus
Le genre Coronavirus forme un grand groupe de virus infectant les mammiféres
et les oiseaux. Cinq d’entre eux infectent ’homme : HCoV 229E et OC43
connus depuis les années 1960, Sars-CoV identifiés en Mars 2003 lors de
I’épidémie de syndrome de détresse respiratoire aigu sévere en Chine, NL-63 et
HKUI, identifiés respectivement en 2004 et 2005. Ce sont des virus dont le
génome est une molécule d’ARN monocaténaire a polarité positive de tres
grande taille, environ 30 kb (Vabret et al., 2005). Les Coronavirus classiques
(229E, OC43, NL63) sont ubiquitaires et circuleraient sous forme épidémique.
Ce sont essentiellement des virus responsables d’infections respiratoires hautes

et basses. Le Sars-CoV est, lui un virus émergent responsable d’épidémie de
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syndrome respiratoire aigu sévére (SRAS) qui a touché plus de 8000 personnes
de novembre 2002 a juillet 2003. Les Coronavirus humains sont également
impliqués dans des pathologies digestives et neurologiques. Chez I’homme, les
premiers isolats ont été obtenus dans les années 1960 a partir des sujets
enthumés. Le genre Coronavirus est réparti en trois groupes, présentant une
proximité antigénique et structurale (Tableau IV). Depuis 2003, vingt quatre
(24) nouveaux Coronavirus ont été identifiés : trois (3) chez ’homme, dix (10)
chez les autres mammiferes et onze (11) chez les oiseaux (Figure 2) (Vabret et

al., 2009).
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Tableau IV : Classification des principaux Coronavirus (Gonon, 1998)

Groupe Virus Maladie
Gastroentérite transmissible du porc (TGEV) Gastroentérite
Coronavirus respiratoire du porc (PRCV) Maladie respiratoire
Diarrhée épidémique porcine (PEDV) Gastroentérite
Péritonite infectieuse féline (FIPV) Pneumonie, Péritonite

Groupe 1

. Coronavirus entéritique félin (FECV) Diarrhée jaune

Mammiferes
Coronavirus canin (CCoV) Diarrhée
Coronavirus humain 229E (HCoV- 229E) Rhume
Coronavirus humain NL-63 Maladie respiratoire
Coronavirus du Lapin (RbCV) Cardiomyopathie
Coronavirus du furet Entérite, Péritonite
Hépatite murine (MHV) Hépatite
Coronavirus bovin (BCoV) Gastroentérite

Groupe 2: Virus hémagglutinant de 1’encéphalite Vomissement,
Porcine (HEV) encéphalomyélite

Mammiferes et

oiseaux Maladie de la créte bleue de la dinde (TCV) '
Diarrhée
Coronavirus humain OC43
Rhume
Coronavirus humain NKU1
Maladie respiratoire
Syndrome respiratoire aigu sévere (Sars-CoV) de
I’homme Pneumonie
Groupe 3 : Oiseaux  Bronchite infectieuse aviaire (IBV) Trachéobronchite, néphrite
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Figure 3 : Spectre d’hote de différentes espéces de Coronavirus (Vabret et al.,
2009)

Les Coronavirus du groupe 1 sont en bleu, ceux du groupe 2 en rouge et le
groupe 3 en vert. Les fleches représentent les hypothétiques franchissements de

barriere d'espece possibles.

Dans ce chapitre consacré a I’é¢tude des Coronaviridae, seul le syndrome
respiratoire aigu sévere sera présenté. Ce choix repose sur le caractere

zoonotique de cette maladie.

¢ Syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS)
Le SRAS est une maladie trés contagieuse, causée par un Coronavirus nouveau
(Sars-CoV) apparu en Novembre 2002 dans la province de Guangdong en
Chine. L’épidémie s’est rapidement propagée a travers le monde pour toucher

trente trois (33) pays. Au début de juillet 2003, ’OMS a annoncé la fin de
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I’épidémie ; le bilan global s’est ¢levé a 8422 cas et 916 déces, soit un taux de

1étalité de 10,87% (Chastel, 2006).

L’hypothése d’une origine animale du SRAS est trés probable. En effet, les
virologistes ont réussi a isoler un Coronavirus trés proche de celui du SRAS
chez des civettes de I’Himalaya (Paguna larvata). Néanmoins, les souches de
coronavirus isolées chez les civettes différent de celles isolées chez 1’homme
atteint de SRAS par la présence dans leur génome, de 29 nucléotides
supplémentaires (Guan et al., 2003). Chez les Chauves-souris, trois especes du
genre Rhinolophus (R. pearsoni, R. pussilus et R. macrotis) capturées dans le
Guangxi, ont présenté des anticorps spécifiques a une fréquence ¢élevée. Des
fientes de ces espéces furent trouvées positives en RT-PCR, montrant que ces
chiroptéres constituent un important réservoir de Coronavirus en Chine. Les
virus correspondants sont trés proches, génétiquement, a la fois des Sars-CoV et
des souches provenant des civettes; ils sont désignés comme SARS-like

coronavirus ou SL-CoV (Li et al., 2005).

La transmission du virus Sars-CoV se fait principalement par les gouttelettes de
sécrétions respiratoires d’une personne infectée dispersées par la toux. La
transmission par les mains sales (transmission oro-fécale) est possible mais ne
représente pas une voie de transmission importante. On considere actuellement
que seules les personnes présentant des symptomes de [I’infection sont

susceptibles de transmettre la maladie.

Sur le plan clinique, la période d’incubation peut varier de 1 a 11 jours avec une
moyenne de 6 jours. Les signes cliniques de 156 patients hospitalisés pour le
SRAS a Hong-Kong ont été bien décrits (Lee et al., 2003). Les principales
caractéristiques sont: fievre, frissons, myalgies, toux, vertiges, céphalées,

expectorations, pharyngites, diarrhées, nausées et vomissements.
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Pour le diagnostic du SRAS, les critéres proposés par I’OMS et le Center for
Disease Control and Prevention (CDC) sont principalement orientés sur le plan
épidémiologique, et reposent sur 1’identification positive du virus Sars-CoV en

utilisant la sérologie et la RT-PCR.

Il n’existe pas de traitement spécifique ; lors de cette épidémie, les malades ont
recu un traitement de soutien a base de la ribavirine et différentes formes de
corticoides. Les personnes faibles (ageées ou maladives) ont d’ailleurs succombe

du fait de I’'inefficacité du traitement recu.

% Le Genre Torovirus
Dans le genre Torovirus, le virus prototype est le virus Berne (BEV) isolé en
1972 dans les selles diarrhéiques de chevaux. Les Torovirus humains ont été
isolés pour la premiere fois en 1984 dans les selles de patients ayant une gastro-

entérite.

I1.2- LES PARAMYXOVIRIDAE

I1.2.1- Généralités

La famille des Paramyxoviridae comprend des virus a ARN d’assez grande
taille et enveloppés. Les particules virales sont trés polymorphes, globuleuses ou
filamenteuses, et mesurent 100 a 700 nm. Le génome a ARN monocaténaire non
segmenté de polarité négative est associé a une nucléocapside hélicoidale de 18
nm de diametre (Appel, 1987; Chastel, 2006). Le génome code 7 protéines dont
la polymérase associée au virion (Figure 4). L’enveloppe lipidique renferme la
nucléocapside a symétrie hélicoidale. Les virus appartenant a la famille des
Paramyxoviridae sont capables d’infecter I’homme, les animaux domestiques
(chevaux, porcs, bovins, volailles, chiens) et les animaux sauvages (singes,

chauves-souris, lions, hyénes etc.).
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100 a 250 nm

Figure 4 : Représentation schématique d’une particule virale de paramyxovirus

I1.2.2- Classification des Paramyxoviridae

La famille des Paramyxoviridae est divisée en deux sous-familles: les
Pneumovirinae et les Paramyxovirinae (Tableau V). Les Pneumovirinae,
subdivisés en Pneumovirus et Métapneumovirus, se distinguent des
Paramyxovirinae par leurs nucléocapsides plus étroites. La sous-famille des
Paramyxovirinae quant a elle comprend cinq genres : Avulavirus, Henipavirus,

Morbillivirus, Respirovirus et Rubulavirus.
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Tableau V : Classification des Paramyxoviridae

Sous-famille Genre

Quelques exemples

Virus humains Virus animaux

Pneumovirus

Pneumovirinae

Virus respiratoire Syncytial bovin
Virus respiratoires syncytial
humain Virus respiratoire Syncytial caprin

Virus respiratoire Syncytial ovin

Metapneumovirus

Virus de la rhino-trachéite de la dinde
Métapneumovirus humain
Virus de la pneumonie de la souris

Respirovirus

Parainfluenza virus Virus de Sendai

Humain 1 et 3 Parainfluenza virus bovins

Rubulavirus

Virus des oreillons Virus simien 5

Para influenza virus Virus de la maladie de Newcastle
Humain 2, 4a et 4b

Menangle Menangle

Paramyxovirinae

Henipavirus

Virus Hendra

Virus Nipah

Morbillivirus

Morbillivirus des cétacées
Virus de la rougeole
Virus de la maladie de Carré

Virus de la peste des petits ruminants

Virus de la peste bovine

Avulavirus

virus de la maladie de Newcastle
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I1.2.2.1- Sous-famille des Pneumovirinae

La sous-famille des Pneumovirinae comprend 2 genres : le genre Pneumovirus
et Metapneumovirus. Les virus appartenant a ces deux genres sont responsables
de maladies chez ’homme et chez les animaux (Tableau V). Seuls les virus a
caractéres zoonotiques comme certains de la sous-famille des Paramyxovirinae

seront présentés dans ce document.

I1.2.2.2- Sous-famille des Paramyxovirinae

La sous famille des Paramyxovirinae comprend 5 genres : le genre Henipavirus,
Morbillivirus, Rubulavirus, Respirovirus et le genre Avulavirus (Tableau V).
Des virus de cette sous-famille ont été associés au cours de ces dernic¢res années
a D’émergence de nouvelles maladies chez 1’homme et chez 1’animal
(Mackenzie et al., 2001). Quatre de ces nouveaux virus ont ¢té décrits dans la
région Pacifique Ouest et ont la particularité de partager un méme réservoir : des
chauves-souris frugivores du genre Pteropus. Il s’agit des virus Menangle et
Tioman appartenant au genre Rubulavirus, des virus Hendra et Nipah
appartenant au nouveau genre Henipavirus. Toutefois, aucun cas humain de

virus Tioman n’a été décrit a ce jour.

Dans la sous-famille des Paramyxovirinae, seuls les virus Hendra (HeV), Nipah
(NiV), et Menangle (MenV) seront présentés, du fait de leur statut d’agents de
zoonoses émergentes. En effet, les virus Hendra et Nipah ont été responsables
chez I’homme et chez I’animal de syndrome pulmonaire et de meéningo-
encéphalites mortels. Le virus Menangle a causé des troubles de la reproduction

en ¢levage porcin et de nombreux cas humains ont été signalés.

¢ Présentation des virus Hendra (HeV), Nipah (NiV), Menangle
(MenV).
Ces virus présentent une nucléocapside formée d’un simple brin d’ARN associé

a des protéines, des lipides et de carbohydrates. Le virion est polymorphe avec

25



un diameétre variable allant de 38 a 600 nm et une longueur de 1670 nm pour
HeV et N1V, et une longueur de 500 nm pour MenV. L’enveloppe, formée
directement a partir de la cellule hote par bourgeonnement, contient trois
glycoprotéines transmembranaires. La capside hélicoidale, porte des spicules
typiques des Paramyxovirus, d’une hauteur approximative de 17 nm et d’un
diamétre de 5 nm. L’ARN viral de polarité négative, est non segmenté avec une
longueur d’environ 15kb et son poids moléculaire varie de 5 & 7.10° daltons

(Goldsmith et al., 2003). Il existe trois groupes de protéines :

v’ Les protéines du complexe transcriptase: L (lipoprotéine), NP
(nucléoprotéine), P (polymérase) liées a I’ARN forment la nucléocapside ;
v’ Les protéines d’enveloppe : F (protéine de la fusion) et G (protéines
d’attachement) permettent la fusion et I’attachement a la cellule hote
(Bossart et al., 2002). Les protéines hémagglutinines et neuraminidases
(H et N) sont absentes chez HeV et N1V, mais sont présentes chez MenV
sans activité estérasique ou neuraminidasique (Wang et al., 2001) ;
v’ La protéine matrice M, maintient la structure de ’enveloppe mais n’est
pas intra-membranaire.
Les carbohydrates servent a la glycosylation des protéines. Ils ne représentent
que 6% du poids moléculaire. Les lipides représentent 25% du poids moléculaire

du virion et forment I’enveloppe (Wang et al., 2001).

¢ Infection due au Virus Hendra et Nipah
Sur le plan taxonomique, les virus Nipah (NiV) et Hendra (HeV) appartiennent a
la sous-famille des Paramyxovirinae. Ils forment un nouveau genre appelé
Henipavirus et se distinguent des autres membres de la famille par leur capacité
a infecter aussi bien les hommes que les animaux (Hooper et al., 2000). Ces
virus ont été décrits durant la derniére décennie du 20°™ siécle comme des
agents responsables d’épizooties et d’épidémies de maladies respiratoires et

neurologiques chez plusieurs especes animales et ’homme.
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En 1994, le HeV causait une maladie respiratoire sévére chez les chevaux avec
13 morts et deux cas humains dont un entraineur de chevaux dans une €curie a
Brisbane en Australic (Wang et al., 2001). Chez I’homme la durée de la période
d’incubation n’a pas pu étre déterminée. Le premier des deux patients a présenté
un syndrome respiratoire aigu avec congestion, cedéme et hémorragie
pulmonaire (Chua, 2003). L’autre patient a souffert d’un syndrome
méningitique, puis un syndrome encéphalitique et des convulsions tonicloniques

apres contact étroit avec des chevaux malades.

Entre septembre 1998 et 1999, apres propagation d’une maladie provoquant des
symptdmes respiratoires et neurologiques chez les porcs en Malaisie, le NiV est
apparu dans la population humaine locale. A la suite des foyers épidémiques
apparus en Malaisie, a Singapour, au Bangladesh et en Inde, on estime le
nombre total de cas humains dii au NiV a au moins 400, ce qui a occasionné la
mort d’environ 200 personnes (OIE., 2008). Chez le porc, la durée d’incubation
varie de 7 a 14 jours, le taux de mortalité est de 5 a 15% tandis que le taux de
morbidité atteint les 100% (Paton, 2002). Chez le chien les signes cliniques
ressemblent & ceux de la maladie de Carré avec hyperthermie, catarrhe oculo-
nasal, symptomes respiratoires avec dyspnée, symptomes oculaires avec
conjonctivite et kératite muco-purulente. Chez ’homme, la période d’incubation
du virus Nipah varie, dans 90% des cas de 4 jours a 2 semaines, mais peut
atteindre 4 mois (Chua, 2003). Un large éventail de symptomes allant d’un état
fébrile a une encéphalite mortelle en passant par des troubles neurologiques a été

observé.

Les enquétes sérologiques menées en Australie, en Malaisie, au Cambodge, en
Indonésie, au Bangladesh, en Inde et a Madagascar, ainsi que 1’isolement du
virus Hendra et du virus Nipah chez les chauves-souris du genre Pteropus
hypomelanus, permettent de penser que ces animaux pourraient é&tre les

principaux réservoirs de ces virus (Halpin et al., 2000; Chua et al., 2002;
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Wacharapluesadee et al., 2005). Les porcs et les chevaux seraient contaminés
au contact des dé¢jections (fientes, urines) des chauves-souris. L’homme par
contre contracte I’infection par voie respiratoire au contact direct d’un hote
amplificateur (le porc pour le NiV et les chevaux pour le HeV). De plus, les
recherches sur les foyers humains au Bangladesh ont montré que 1’homme
pouvait également s’infecter par ingestion de jus de fruit contaminé par des
excréta (salives et urines) des chauves-souris (OIE., 2008). Le virus Nipah est

¢galement responsable d’infections nosocomiales (Tan, 2001).

Le traitement n’est pas envisagé chez 1’animal, on procede tout simplement a
I’abattage et a I’incinération. Par contre chez I’homme 1’aspirine et la
pentoxyphilline ont été utilisées pour prévenir les thromboses vasculaires (Goh
et al., 2000). La ribavirine, un analogue du nucl€oside, a ¢été le traitement de
choix lors de I’épidémie de Nipah, en plus du traitement symptomatique de
réanimation. Ce traitement a ¢té choisi du fait du large spectre d’activité de la

ribavirine aussi bien contre les virus a ADN que contre les virus a ARN.

Ces virus bien qu’ayant émergé en Asie, peuvent potentiellement s’étendre sur
le continent africain. D’ailleurs, une étude sérologique récente au Ghana sur des
chauves-souris frugivores du genre Eidolon helvum a révélé la présence
d’anticorps dirigés contre des virus apparentés antigéniquement au genre

Henipavirus (Hayman et al., 2008).

% Infection due au Virus Menangle (MenV)
Le virus MenV a émergé en septembre 1997, dans une porcherie industrielle du
New South Wales (Australie). Chez I’animal, notamment le porc, ce virus est
responsable de trouble de la reproduction. Le virus est trés dangereux : 90% des
animaux ont effectué une séroconversion. Il induit une baisse des performances
reproductrices avec une diminution de la taille des port€es, une baisse de la
fécondité, des avortements, des modifications du feetus, des malformations des

os longs : brachygnatie, arthrogrypose (Kirkland et al., 2000; Paton, 2002).
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Chez I’homme, un épisode de syndrome grippal a été décrit avec myalgies,
céphalées, frissons, sudations importantes. A ces symptomes s’ajoutent, des
manifestations cutanées : un rash cutané qui disparait au bout d’une semaine. Le

danger en terme de mortalité pour ’homme n’est a ce jour pas évalué¢ (Chant et

al., 1998).

La transmission du virus se fait probablement par contact avec les tissus
d’animaux infectés et les avortons via des blessures ou les muqueuses. Une

contamination par inhalation semble moins probable (Black et al., 2001).

Apres avoir pris connaissance des familles virales, des maladies communes a
I’homme et aux animaux provoquées par certains virus zoonotiques, le chapitre
suivant nous permettra de comprendre la notion de zoonose, son impact en santé

publique et le concept de maladie émergente.
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CHAPITRE II : LES ZOONOSES ET MALADIES VIRALES

EMERGENTES

Les deux concepts, zoonose et maladie émergente, se rapprochent. Ils font

intervenir ’homme, 1’animal, des agents pathogénes et parfois les vecteurs.

I- CONCEPT DE ZOONOSE

Les zoonoses ont ét¢ définies par les experts de ’OMS comme des " maladies et
infections qui se transmettent naturellement des animaux vertébrés a I’homme et

réciproquement” (OMS., 1954).

Le terme zoonose comprend des maladies transmises directement a I’homme par
contact avec des animaux malades, mais aussi indirectement. La transmission
directe implique un contact entre les animaux infectés et les personnes sensibles
et peut s’effectuer par voie aérienne, par morsure (rage), par la manipulation des
tissus des animaux infectés ou avortons. La transmission indirecte quant a elle,
implique les piqlres des arthropodes hématophages (suceur de sang), qui
s’infectent lors d’un repas sanguin chez un animal virémique. Dans la plupart
des cas le virus se réplique dans les tissus de I’arthropode et atteint les glandes
salivaires, ce dernier transmet le virus a un nouvel hote lors de son prochain

repas sanguin.

Il existe plusieurs classifications des zoonoses: étiologique (en infections
bactériennes, virales, parasitaires ou mycosiques), zoologique (selon 1’origine
animale), épidémiologique (selon les modalités de transmission a ’homme). On
peut également classer les zoonoses en fonction de leur fréquence et de leur

gravité chez ’homme, ainsi on distingue :

v Les zoonoses majeures : plus fréquentes ou plus graves médicalement

chez I’homme (rage, fievre lassa, fievre de la vallée du Rift, etc.) ;
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v’ Zoonoses mineures : rares et/ ou bénignes (West-Nile, encéphalite a tique,
etc.) ;

v’ Zoonoses exceptionnelles : trés rarement rencontrées et peuvent étre soit
bénignes (grippe, stomatite papuleuse bovine etc.), soit médicalement
graves (Ebola, maladie de Marburg, Variole du singe, virus Nipah, etc.) ;

v’ Zoonoses potentielles ou incertaines: sont des maladies communes dont la
transmissibilité est suspectée mais pas prouvée (Syndrome Respiratoire
Aigu Sévere).

Enfin, une classification en fonction de la symptomatologie, avec des
expressions cliniques trés variées tant chez I’homme que chez [’animal
(septicémies, atteintes nerveuses, digestives, respiratoire, cutanco-muqueuses

etc.). Cette classification comprend :

v' Les =zoonoses apparentes ou «phanérozoonoses» : zoonoses qui
s’expriment cliniquement aussi bien chez ’homme que chez 1’animal ;
elles sont dites isosymptomatiques lorsque la symptomatologie est
identique ou trés voisine chez I’homme et chez I’animal (exemple, la
rage) et aninosymptomatiques lorsque les manifestations sont différentes
(exemple, le rouget) ;

v' Les zoonoses inapparentes ou «cryptozoonoses» sont cliniquement

silencieuses chez I’animal responsable d’une maladie humaine.

L.1- IMPACT DES ZOONOSES D’ORIGINE VIRALE

L’impact des différentes zoonoses est tres variable selon qu’on le considere en
terme de santé humaine ou animale, selon le type de gravité des maladies
qu’elles déterminent, selon leur distribution géographique et les modalités de

leur transmission (Bourgeade et al., 1992).
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[.2- IMPACT QUANTITATIF

L importance des zoonoses tient a leur nombre, leur gravité médicale et souvent
leur coincidence avec des fléaux économiquement redoutés. Par leur nombre
trés élevé, elles posent un grand défi pour les services vétérinaires et les
professionnels de la santé publique. Ainsi, il est essentiel d’étudier les
interactions complexes entre les agents pathogénes, les vecteurs et

I’environnement pour lutter contre ces infections.

Le nombre des zoonoses virales ne cesse d’augmenter, un nouveau virus est
décrit presque chaque année depuis les deux dernicres décennies (Woolhouse,
2005). L’OMS et le CDC évaluent a plus de 50 environ le nombre de
pathogeénes nouveaux identifiés chez I’homme depuis 30 ans, et 60% d’entre eux

sont des zoonoses (Feldmann et al., 2002).

[.3- IMPACT EN SANTE PUBLIQUE
Les zoonoses ont un impact sanitaire, social et économique tres inégal et
I’importance de chacune doit étre appréciée par la fréquence et la gravité de la

maladie chez ’homme et son risque épidémique.

De plus, I’'importance réelle d’une zoonose n’est pas forcement liée a son
caractére émergent ou ré-émergent mais a son impact réel sur la santé publique
ou sur la société et ses diverses composantes. Ainsi, des statistiques de I’OMS
indiquent que les trois (3) zoonoses les plus mortelles au plan mondial sont des
zoonoses classiques non répertoriées comme émergentes, méme si dans le détail
leur épidémiologie est toujours en évolution. Il s’agit de la rage (40 a 60.000
morts/ an), de la fievre jaune (30.000 morts/an) et de 1’encéphalite japonaise,
18.000 a 20.000 morts/an (OMS., 2002). D’autres zoonoses ont un impact non

négligeable en santé publique, C’est le cas de :

v' La Fiévre de Lassa, endémique dans toute la région de 1I’Afrique de

I’Ouest; du Nigéria a la Guinée. La maladie affecte 150.000 a 300.000
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personnes chaque année provoquant 3000 a 5000 déces. Le virus lassa est
transmis par un petit rongeur commensal de I’homme, Mastomys
natalensis, qui excréte le virus dans ses urines et contamine les greniers,
les silos et les habitations (Georges, 2000).

v' Le Syndrome Respiratoire Aigu Sévére (SRAS), apparait en 2002 en
Chine, a Hongkong et au Vietnam, puis gagne une trentaine de pays dans
le monde. La maladie a provoqué, en quelques mois (Novembre 2002 a
Juillet 2003), 916 deces parmi les 8422 cas recensés dans le monde
(Chastel, 2006).

v La Fiévre de la Vallée du Rift (FVR) a été identifiée au Kenya en 1912
et son virus a également été isolé dans ce pays par Daubney et ses
collaborateurs en 1931 (Daubney et al., 1931). Le virus de la FVR est
actuellement classé dans le genre Phlebovirus appartenant a la famille des
Bunyaviridae. C’est une zoonose qui sévit le bétail et les moutons
(avortement et mortalité), mais connait aussi des poussées épidémiques
chez ’homme comme celle de 1977 en Egypte qui fit 600 morts sur
200.000 cas ou encore I’épidémie de 1987 en Mauritanie qui fit 200 morts
(Girard, 2000). De nouveaux cas humains ont ¢t¢ signalés au Moyen
Orient a partir des années 2000, notamment en Arabie Saoudite avec 87
déces sur 516 cas, soit 17% de mortalité. Quant a I’épidémie du Yémen,
on sait maintenant qu’elle aurait touché environ 25.000 personnes
provoquant la mort de 140 d’entre elles (Chastel, 2006).

v' La Fiévre hémorragique a virus Ebola est causée par un agent
pathogeéne appartenant a la famille des Filoviridae. Le virus responsable a
¢té identifié¢ pour la premicre fois en 1976 en République Démocratique
du Congo (ex-Zaire). C’est une maladie commune aux grands singes et a
I’homme, qui a été a I’origine de plusieurs épidémies mortelles en Afrique
Centrale. Il existe a ce jour 5 especes de ce virus (Zaire, Soudan, Cote

d’Ivoire, Bundibugyo et Reston) dont les 4 premicres sévissent sur le
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continent africain. L’espéce zaire, la plus pathogéne pour ’homme, est
responsable des 8 épidémies ayant touché le Gabon et la République du
Congo depuis 1994. L’infection par 1’espéce zaire se manifeste chez
I’homme par une fievre hémorragique qui entraine la mort en quelques
jours dans 80 % des cas. Depuis 1976, quatorze épidémies d’Ebola, dont
10 dues a ’espece zaire, se sont succédées en Afrique provoquant environ

1850 cas dont 1300 déces (Leroy et al., 2005).

L.4- IMPACT SUR LA FAUNE SAUVAGE

La faune sauvage constitue un réservoir sans doute trés important d’agents
pathogénes transmissibles a I’homme. Parmi ces zoonoses figurent des maladies
virales capables de provoquer des symptdmes graves, voire mortels, chez
I’homme et/ou chez 1’animal. Ainsi, si chez les grands primates africains, les
principales causes du déclin ont toujours été la chasse commerciale pour la
viande de brousse et la perte d’habitat causée par la déforestation, depuis 1976,
la présence du virus Ebola parmi les primates sauvages constitue une cause
supplémentaire pouvant accélérer ce déclin. Durant les derniéres épidémies
d’Ebola, des carcasses de primates et céphalophes ont été retrouvées a proximité
des villages infectés. Ebola a durement touché certains parcs comme le Parc
National de Minkébe, situé au nord du Gabon et la densité des populations de
gorilles a considérablement diminué dans cette région durant la derniere

décennie (Walsh et al., 2003).

En République du Congo dans le sanctuaire de Lossi, Ebola a sévérement atteint
les populations de gorilles et de chimpanzés. Une étude comparative des indices
de présence de ces animaux en 2000 et en 2003 a montré un taux de réduction
des populations de 56% pour les gorilles et de 89% pour les chimpanzés. Cette
réduction coincide avec une épidémie humaine d’Ebola survenue dans la région

au début de I’année 2003 (Leroy et al., 2004).
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Nous pouvons également citer en exemple ’impact des Morbillivirus chez les
animaux sauvages. C’est le cas du Morbillivirus phocid distemper virus
(distemper = maladie de Carré) responsable des avortements et mortalités
massives des phoques de la mer du Nord et de la mer Baltique en 1988. Au total
17000 a 20000 veaux marins (phoca vitulina) ont péri en quelques mois (Parodi
et al.,, 1958; Moutou et al., 1989). Les Morbillivirus ont également été a
I’origine de I’épizootie de la maladie de carré des lions de Serengeti en Tanzanie
dans les années 1994. Plus du tiers des lions infectés sont morts, mais aussi
plusieurs canidés sauvages : chacal a chabraque (Canis mesomelas), hyéne
tachetée (Otocyon megalotis). On retrouva, 85% des lions présentant des
anticorps spécifiques dirigés contre un nouveau variant de la maladie de Carré

(Roelke-Parker et al., 1996).

L.5- IMPACT SUR LES ANIMAUX DE PRODUCTION
Les animaux de rente sont les réservoirs majeurs d’agents pathogenes transmis

par voie buccale, par les denrées alimentaires d’origine animale (Tauxe, 2002).

La présence d’une zoonose virale, bactérienne ou parasitaire au sein d’un
¢levage a un impact économique considérable en fonction de 1’agent
responsable. Les pertes économiques enregistrées sont souvent celles causées
par les mortalités et les avortements. Autre perte économique : 1’abattage
systématique, 1’'un des éléments de prophylaxie sanitaire lors des épizooties de

grippe aviaire par exemple.

Parmi les principales zoonoses virales ayant un impact sur les animaux de rente,

on peut citer :

v’ La Fiévre de la Vallée du Rift (FVR). Elle affecte les animaux
domestiques (ovins, bovins, caprins, dromadaires). En 1997 et 1998, la
FVR est réapparue au Kenya, dans le district de Garrissa, a environ 300

km au nord-est de Nairobi. Cette épizootie de 1997 a entrainé des pertes
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¢économiques considérables, certains éleveurs ont perdu jusqu’a 70% de
leur cheptel (Woods et al., 2002) ;

v En Amérique du Sud, les chauves-souris hématophages ou vampires
(Desmodus rotundus) transmettent le virus de la rage aux bovins lors des
repas sanguins. Les pertes économiques sont considérables; pres de
100.000 bovins meurent chaque année, contaminés par le virus rabique
transmis par les vampires. Les pays les plus touchés sont : le Brésil, la
Colombie et le Mexique. On estimait, en 1987, les pertes a 40 millions de
dollars (Saluzzo et al., 2004) ;

v' Le virus grippal du poulet HSN1 a émergé en 1997 a Hongkong. Il y eut
ensuite 3 ¢épizooties conduisant a 1’abattage d’un million et demi de
poulets. Le 23 février 2006 en France, malgré les mesures de confinement
400 des 11000 dindes d’un élevage industriel moururent brutalement.
Tous les animaux de cette élevage furent abattus (Chastel, 2006). En
Afrique huit pays ont €té touchés en 2006. Il s’agit par ordre d’apparition
du Nigéria, de ’Egypte, du Niger, du Cameroun, du Burkina faso, du
Soudan, de la Céte d’Ivoire et du Djibouti. Les pertes économiques de
cette maladie dans les ¢levages africains en 2006 sont estimées a
15000000 de poulets morts (Feussom, 2008). D’une maniére générale, la
mortalité ¢élevee, les abattages sanitaires et I’interdiction d’importation des
poulets provenant des pays infectés ont caus¢ des pertes considerables aux
¢leveurs des pays touchés ;

v En Malaisie, I’épizootie due au virus Nipah a tué 5% des porcs infectés.

Cette épizootie entraina un abattage de plus d’un million de porcs.

II- CONCEPT DE MALADIE EMERGENTE

L’apparition soudaine de virus jusque la inconnus et alors qualifiés de «virus
nouveauxy, responsables d’épidémies majeures (ficvre de Lassa, fievre a virus
Ebola, SIDA) mais aussi de bactéries nouvelles comme les legionella
(Iégionellose) ou les Borrelia, (maladie de Lyme), a été dans les années 1990 a
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la base de la description du concept « d’infection émergente». Par définition, ce
sont des «infections qui sont apparues récemment dans une population, ou qui
ont déja existé, mais dont I’incidence et la répartition géographique augmente

rapidement» (Morse, 1990, 1993).

L’OMS a, pour sa part, adopté en 1996, pour les infections émergentes, une
définition plus large : «Les maladies transmissibles émergentes et réemergentes
sont des infections nouvelles ou réapparues ou devenues résistantes aux
médicaments ou dont I’incidence a augmenté au cours des dix derni¢res années

ou risque d’augmenter dans un proche avenir» (OMS., 1996).

Toma et Thiery ont émis des critiques sur ce vaste concept et insisté sur la
notion d’incidence réelle. Ils ont proposé¢ comme définition d’une maladie
émergente : «une maladie dont D’incidence réelle augmente de manicre
significative dans une population donnée et durant une période donnée par
rapport a la situation épidémiologique habituelle de cette maladie» (Toma,

2003).

Enfin, Saluzzo a rappelé qu’en 1989, au cours d’une réunion aux Etats-Unis, a
été défini le concept de virus émergents qui  s’applique aux cas

suivants (Saluzzo et al., 2004):

v Une maladie totalement nouvelle associée a un nouveau germe, exemple
du Syndrome de I’Immuno-Déficience Acquise (SIDA, 1981) ;

v Une maladie connue associée a un nouveau germe, exemple du Syndrome
Respiratoire Aigu Sévere (SRAS, 2003) ;

v' Une maladie qui réapparait la ou elle avait disparu, ou dans un
environnement nouveau : exemple de la fievre jaune ou de la dengue
hémorragique en Amérique du Sud ;

v/ Une maladie qui apparait dans une région nouvelle, exemple du

Chikungunya a la Réunion ou du West-Nile aux Etats-Unis en 1999;
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v" Une maladie qui existait jusqu’alors chez I’animal et qui est passée a

I’homme, exemple de la Grippe Aviaire en 1997.

II-1 FACTEURS D’EMERGENCE DES MALADIES D’ORIGINE
ANIMALE CHEZ L’HOMME

Les facteurs d’apparition des maladies virales chez ’homme se répartissent,
selon leur origine, en facteurs anthropiques (dus a la présence de ’homme) et
naturels, les deux étant souvent trés étroitement liés. En effet, les modifications
¢cologiques induites par I’homme peuvent largement influencer les parametres

naturels d’émergence de virus.

De nombreux auteurs se sont efforcés de décrire et de classer les facteurs de
risque d’émergence (Morse, 1995; Brown, 1997; Chomel, 1998; Cleaveland
et al., 2001; Taylor et al., 2001). Selon eux, 1’augmentation re¢elle de

I’incidence d’une maladie peut trouver son origine dans les facteurs suivants :

v" La rencontre d’un agent infectieux ou parasitaire et d’un nouvel héte peut
étre  favorisée par des changements environnementaux ou
comportementaux (Figure 5). Puis, éventuellement s’ensuit 1’adaptation et
la propagation de I’agent pathogéne au sein des populations nouvellement
infectées ;

v" Certaines barriéres de nature physique, géographique ou comportementale
entre un agent pathogene et un hote réceptif sont franchies a la faveur des
modifications des équilibres écologiques au sein des agro écosystémes ou
des modifications des modes de vie et de production des populations
humaines ;

v' L’augmentation phénoménale des transports planétaires; la rapidité des
échanges et des personnes a voyager ont considérablement augmenté au
cours des dernieres décennies. Aucun foyer émergent ne peut donc étre

considéré comme totalement et durablement 1solé du reste du monde.
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ENVIRONNEMENT < »  HOTE

Figure 5 : Conditions d’émergences des maladies

#+ La transmission de 1’agent pathogéne résulte de I’interaction entre ces

¢léments fondamentaux.

I1.1.1- Facteurs de risque d’origine anthropique
Les facteurs de risque d’origine anthropique sont principalement li€s aux

modifications écologiques et aux pratiques socioculturelles.

I1.1.1.1- Facteurs liés aux modifications écologiques

Les maladies émergentes sont pour la plupart des zoonoses et leur apparition est
souvent la conséquence d’une intervention humaine rapprochant le réservoir
animal et I’homme. En effet, ’agriculture et I’élevage ont modifi¢ de vastes
espaces végétaux mettant ainsi les humains en contact avec les parasites

d’animaux (les tiques par exemple).

« Déforestation, pratiques culturales et chasse
La déforestation, souvent imputée aux nécessités ¢€conomiques dans de
nombreux pays africains et d’Amérique intertropicale, conduit & amener vers le
sol des arthropodes et des petits mammiferes qui sont normalement cantonnés a
la canopée. Le role de 1’abattage des arbres a été décrit il y a longtemps pour
expliquer le passage du virus amaril (virus de la fievre jaune) du cycle
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selvatique habituel qui exclut I’homme au cycle rural qui le concerne et, a partir

de ce dernier, le passage au cycle urbain (Georges, 2000).

La pratique des cultures intensives a conduit a la multiplication des populations
de rongeurs réservoirs de virus a I’origine des fieévres a arénavirus d’Amérique
du Sud (Cummins, 1991). Un cas d’école est représenté¢ par le virus Junin
(fievre hémorragique d’Argentine) transmis par Calomys laucha et Calomys

musculinus qui affectionnent les champs de mais et de blé (Mills et al., 1994).

La chasse aux animaux sauvages pour la consommation constitue la principale
activité économique et un apport en protéines animales des populations rurales
des pays tropicaux. C’est également un important moyen de transmission
d’agents pathogenes de I’animal a I’homme par contact direct avec des liquides
biologiques infectés lors du dépecage de carcasse ou manipulation de viande de
brousse. En effet, on sait que les Chimpanzés et le singe mangabé (Sooty
mangabey) dont les viandes sont appréciées dans la plupart des pays africains,
sont respectivement réservoirs du VIH-1 (virus de I’immunodéficience
humaine) et du VIH-2. Des analyses phylogénétiques des divers VHI-1 montrent
leur parenté¢ avec le SIVcpz (virus de I’'immunodéficience simienne des
Chimpanzés), que ’on a retrouvé chez les Chimpanzés (Pan troglodytes) en
Afrique de ’ouest et suggere que le virus a dii passer au moins trois fois du
Chimpanzé a I’homme. De méme, le VHI-2 est étroitement apparenté au SIVsm
(virus de ’'immunodéficience simienne sooty mongabey) dont le réservoir est le
singe mangab¢ (Hahn et al., 2000). Des enquétes ont également montré que la
plupart des foyers primaires des épidémies d’Ebola au Gabon étaient en rapport
avec la chasse. En effet, dans ces différentes épidémies, les cas index, souvent
des chasseurs, ont été infectés dans la forét au contact des animaux malades

(Nkoghe et al., 2005).
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Ces quelques exemples parmi tant d’autres, montrent I’importance de la chasse
et la manipulation de la viande de brousse dans la transmission d’agents

pathogénes d’animaux sauvages a I’homme.

¢ Construction des barrages
Les deux exemples a propos de la Fievre de la Vallée du Rift (RVR) permettent

d’illustrer le role des barrages dans 1’émergence de maladies vectorielles.

En effet, la conjonction d’abondantes pluies ayant provoqué la pullulation des
arthropodes hématophages (moustiques, tiques), et la mise en eau du barrage de
Mahka Diama dans la basse vallée du fleuve Sénégal aurait permis au virus de la
FVR de sortir de son foyer naturel d’entretien et d’infecter le bétail (Akakpo et
al., 1989; Juan et al., 1990). Ce phénomene fut également observé en Egypte
avec la mise en eau en 1971 du barrage d’Assouan sur le Nil, pour I’épidémie
¢gyptienne de 1977. Le développement de I’irrigation consécutive a la création
de ces barrages, a pu amplifier la transmission vectorielle (par les moustiques)
chez les animaux domestiques. Puis, 1’épidémie humaine a rapidement pris
naissance a partir des animaux malades. Ainsi, les activités humaines, comme le

montre ces exemples contribuent a I’émergence de maladies.

I1.1.1.2 — Augmentation des contacts animaux-hommes

Un certain nombre de facteurs favorisent 1’émergence ou la réémergence
d’anciennes maladies. Ce sont notamment ceux qui augmentent la densité des
réservoirs, des vecteurs de ’homme et les contacts de ce dernier avec des

réservoirs et des vecteurs (Johnson et al., 1999; Raoult, 1999).

L’exemple de la réémergence sporadique de la fievre hémorragique a virus
Ebola est démonstratif : les personnes a risque sont celles qui pénétrent dans les
¢cosystemes relativement bien délimités ou circule le virus (chasseurs, mineurs,
prospecteurs, etc.). La personne contaminée transmet ensuite le virus a son

entourage et aux personnels soignants. Les personnels de santé exposés a la
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transmission nosocomiale payent d’ailleurs un lourd tribut a la maladie ; et c’est
souvent a I’hopital local que s’amplifie ensuite le foyer épidémique (Georges et

al., 1998).
I1.1.2- FACTEURS NATURELS D’EMERGENCE

I1.1.2.1- Les animaux réservoirs

Il existe prés de 900 espéces de chauves-souris dont certaines sont impliquées
dans la transmission de différents virus et en particulier des Rhabdovirus. En
Amérique du sud, les chauves-souris vampires (Desmodus rotundus)
transmettent le virus de la rage aux bovins lors des repas sanguins (Saluzzo et
al., 2004). Elles hébergent d’autres virus, notamment le virus Duvenhague
(associ¢ en Europe a des cas de rage), isolé pour la premicre fois en Afrique du
sud. Les chauves-souris sont également suspectées comme étant réservoirs du
virus Hendra identifi¢ en Australie en 1994, du virus Nipah en Malaisie ou

encore du virus Ebola, pour ne citer que ceux la (Leroy et al., 2005).

La présence des rongeurs du genre, Mastomys natalensis aux voisinages des
populations humaines est source d’apparition des maladies. C’est le cas en
Afrique de I’Ouest ou ce rongeur, réservoir du virus lassa est responsable d’une

fievre hémorragique mortelle.

Dans I’ensemble, les animaux réservoirs qu’ils soient domestiques ou sauvages

constituent un danger potentiel de transmission d’agents pathogénes a I’homme.

I1.1.2.2- Les facteurs climatiques
Les changements climatiques pourraient aggraver la menace de maladies
infectieuses de plusieurs fagons :

v Une hausse de température permettrait a certains vecteurs de se reproduire

d’avantage ou de se disséminer a des régions jusque la indemnes ;
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v En raison du manque d’cau ou de la désertification, le déplacement vers
de nouvelles régions, voire dans de nouveaux pays peut favoriser la
propagation d’épidémies ;

v A Tlinverse, un excés d’eau ou d’humidité (pendant et a la suite
d’inondation par exemple) peut favoriser le développement et/ou
I’essaimage de micro-organismes jusqu’alors peu présents.

Il est également remarqué que les réservoirs des Hantavirus, Arénavirus et
Flavivirus, périssent en grand nombre pendant les périodes d’extréme sécheresse
pour pulluler lorsque des pluies abondantes leur fournissent a nouveau de la
nourriture (grains, insectes, etc.). Ils peuvent aussi disparaitre en masse du fait

des inondations.

Pour la Fievre de la Vallée du Rift, le virus se manifeste a intervalle régulier
sous forme d’épizooties en Afrique. En 1997-1998 au Kenya 1’épidémie avait
¢té précédée des pluies abondantes avec un développement corrélatif
considérable de la végétation, facile a observer grice a la surveillance
satellitaire, un outil provisionnel de 1’apparition d’épizooties/épidémies de FVR,
spécialement bien adapté a la lutte contre cette zoonose, au Kenya (Linthicum
et al.,, 1999). En effet, en fin de saison des pluies, les moustiques femelles
pondent leurs ceufs, puis la sécheresse entraine la quasi-disparition des adultes ;
ce n’est qu’a la saison des pluies suivante que les larves €closent et donnent une

nouvelle génération de moustiques.

De méme, chez les oiseaux, on a montré que le réchauffement planétaire a
conduit certains d’entre eux a migrer plus précocement (de 8 a 10 jours), puis a
pondre plus t6t, tant en Europe qu’aux Etats-Unis. Cela peut avoir un effet sur
les cycles enzootiques des arbovirus dans lesquels les oiseaux aquatiques
sauvages interviennent (Chastel, 2002). Ainsi, les changements climatiques ont

des effets sur I’épidémiologie et I’évolution des maladies infectieuses.
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I1.2- FACTEURS DE DIFFUSION DES MALADIES VIRALES

Le développement phénoménal du commerce et des voyages internationaux, lié
a la mondialisation des échanges, a considérablement augmenté la vitesse et la
facilit¢ avec laquelle les pathogénes et les vecteurs, peuvent traverser les
continents et provoquer des flambées épidémiques dans de nouvelles régions, ou

ils s’établissent parfois de maniére permanente.

I1.2.1- Intensification des voyages et commerces internationaux

Une infection présente dans un secteur géographique peut étre introduite a un
nouvel endroit par le voyage, le commerce ou la guerre. C’est ainsi qu’au 16 ™
siecle, les bateaux apportant les esclaves d’Afrique occidentale au Nouveau
Monde ont aussi apporté la fiévre jaune et son vecteur, Aedes aegypti, aux

nouveaux territoires (Morse, 1995).

Aujourd’hui, les occasions sont devenues beaucoup plus nombreuses, reflétant
le volume croissant, la portée et la vitesse des trafics dans le monde de plus en
plus mobile. Ainsi, le trafic des animaux sauvages destinés a devenir des
animaux d’agréments engendre des graves risques sanitaires. En effet, le voyage
transatlantique du virus Monkeypox vers les Etats Unis s’est fait par
I’intermédiaire d’une cargaison de 800 rongeurs sauvages importés du Ghana.
D’ailleurs, parmi ces animaux, la présence du virus fut confirmée chez un rat de
Gambie (Cricetomys gambianus) et chez des écureuils arboricoles (Furnisciurus
sp) (Larkin, 2003). Le SRAS est I’exemple type de la diffusion inter-humaine
d’une maladie par ’intermédiaire des moyens de transport. La maladie s’est
répandue en quelques mois dans plus de trente pays en raison des échanges
importants de voyageurs entre différents pays. L’OMS a estimé que tout pays
disposant d’un aéroport international, ou limitrophe d’une zone ayant
récemment présenté un épisode de transmission locale, court le risque d’une

flambée.
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Les vecteurs sont également impliqués dans la diffusion d’agent pathogéne.
C’est le cas, notamment de 1’Aedes albopictus (un des principaux vecteurs de la
Dengue) qui a été introduit aux Etats-Unis dans une cargaison de pneus usagés
provenant d’Asie et s’est adapté a son nouveau continent. Les rats, principaux
réservoirs des virus appartenant au genre Hantavirus, ont répandus ces virus

pratiquement dans le monde entier (LeDuc et al., 1992).

I1.2.2- Cycles de transmissions des virus

Les virus peuvent se répliquer chez un ou plusieurs hotes. Leur spectre d’hotes
peut étre large comme pour les virus grippaux aviaires (un grand nombre
d’especes différentes d’oiseaux peuvent étre infectées) ou encore le virus
rabique, ou, au contraire, il peut étre étroit comme pour le virus de la rougeole
(Gessain et al., 2006). 11 existe plusieurs schémas de cycles épidémiologiques
pour les virus selon le nombre d’espéces hdtes et/ou la présence d’un vecteur
arthropode. Pour les agents infectieux zoonotiques provenant de la faune
sauvage, leur passage a I’homme fait intervenir un cycle en deux ou trois phases.
Il s’agit d’une phase ou cycle selvatique (réservoirs-arthropodes- vertébrés en
milieu forestier), du cycle rural et/ou urbain (arthropode-homme et animaux
domestiques). Ces deux cycles différent selon les espéces virales ainsi que leur

hotes respectifs et leur réservoir connus ou non.

Pour les virus Nipah, Hendra et Sars-CoV appartenant respectivement au
Paramyxoviridae et Coronaviridae, le cycle débute en général en zone
forestiére. Ce cycle selvatique fait intervenir les chauves-souris, réservoirs de
ces agents pathogenes. Le mécanisme par lequel ces virus se retrouvent chez les
porcs pour le virus Nipah et chez les chevaux pour le virus Hendra est complexe
et peut s’expliquer par I’incursion des chauves-souris en milieu rural ou urbain.
Au Bangladesh en 2004, I’émergence du virus Nipah est vraisemblablement li¢e

a la déforestation abusive des foréts, entrainant un déplacement des chauves-
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souris vers des vergers cultivés a proximité de nombreuses porcheries (OMS,

2008).

Le cycle urbain, commence apres le passage et I’amplification du virus chez les
animaux domestiques. En 1’absence d’une contamination inter-humaine, le cycle
rural ou urbain est essentiellement assuré par les animaux infectés en contact
avec les éleveurs pour le virus Hendra et les entraineurs de chevaux pour le virus

Nipabh.

Dans le cas de la fievre jaune, les trois phases du cycle selvatique, intermédiaire
et rural ou urbain ont été bien étudiées. Ces trois phases de cycle de transmission
de la fiévre jaune sont présentées dans la figure 6.

v' La fiévre jaune selvatique : la circulation virale se fait entre les hotes
vertébrés sauvages amplificateurs (singes) et les arthropodes
hématophages ; I’atteinte de ’homme est accidentelle et il ne participe pas
activement a la transmission. L’homme peut étre contaminé soit en
brousse (Aedes simpsoni), ou grace a I’effet d’intrusion d’Aedes
africanus, soit au village par des vecteurs qui peuvent le piquer (Aedes
furcifer ou Aedes aegypti).

v’ La fiévre jaune intermédiaire : ’homme et les singes sont impliqués
dans la circulation du virus. Le vecteur principal est en général Aedes
furcifer, vecteur sauvage pouvant venir piquer dans les villages ; Aedes
aegypti participe également a la transmission.

v’ La fiévre jaune urbaine : est caractérisée par le fait que I’homme est le
seul hote vertébré a participer a la circulation du virus. L’Aedes aegypti
est le principal vecteur en milieu rural. La fievre jaune urbaine nécessite
I’introduction du virus, soit par des malades en incubation, soit par un
cycle selvatique temporaire. Elle se manifeste sous forme d’épidémie
massive (Lhuiller et al., 1985). La présence du virus dans ce milieu est

assurée par les moustiques femelles infectés, le virus se transmet a la
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descendance ce qui assure sa pérennisation, les ceufs étant capables de

résister entre deux saisons humides dans I’environnement.

Village

b

Banana plantation

Figure 6 : Cycle de transmission ¢ Plantation de banane
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I1.3- RELATION ENTRE ZOONOSE ET MALADIE
EMERGENTE

De nombreuses études ont montré que la plupart des maladies émergentes sont
des zoonoses. En effet, parmi les virus ayant émergés ces derniéres années
figurent, ceux capables de provoquer des maladies graves, voire mortelles chez
I’homme et qui ont en commun d’avoir un réservoir animal appartenant a la
faune sauvage. Il s’agit par exemple du MARYV émergé en 1967, du virus Lassa
1969, du EBOV en 1976, et plus récemment, du HeV en 1994, du HINS en
1997, du NiV en 1998 ou du nouveau coronavirus Sars-CoV émergé en 2003.
Pour certains auteurs, 61% des maladies émergentes sont des zoonoses et 75%
proviennent de la faune sauvage (Daszak et al., 2001; Taylor et al., 2001;
Vallet, 2009). Ces chiffres montrent I’interaction entre les zoonoses et la notion
de maladie émergente. Toutefois, si la plupart des maladies émergentes sont des
zoonoses, a I’inverse, nombreuses sont des zoonoses qui ne sont pas considérées

comme eémergentes (exemple : la tuberculose, la rage, la fievre aphteuse etc.).

En conclusion de cette étude bibliographique, nous retiendrons que 61% des
maladies virales émergentes sont des zoonoses et 75% proviennent de la faune.
Certaines de ces zoonoses ont un impact majeur en santé publique, chez les
animaux de rente et dans la faune sauvage. C’est dans ce contexte que la
présente étude a été initice afin de rechercher les virus pouvant étre pathogenes a
I’homme, dans les organes de gibier abattu pour la consommation humaine. Les
protocoles de collecte, les analyses effectuées au CIRMF et les résultats obtenus

sont présentés dans la deuxieme partie.

48



DEUXIEME PARTIE :

RECHERCHE DES VIRUS APPARTENANT AUX FAMILLES DES
CORONAVIRIDAE ET DES PARAMYXOVIRIDAE.
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Le but de notre ¢tude expérimentale est de contribuer a faire un inventaire des
virus pouvant étre pathogeénes pour I’homme et hébergés par les animaux

sauvages au Gabon.

Cette deuxieme partie comprend un chapitre matériel et méthode qui présentera
le cadre d’étude et le matériel utilis€¢ pour la réalisation pratique de ce travail
aussi bien sur le terrain qu’en laboratoire. Le chapitre résultat portera sur les
résultats obtenus sur le terrain et ceux obtenus au laboratoire. Enfin, dans le

dernier nous discuterons ces résultats obtenus et ferons une conclusion générale.
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CHAPITRE I : MATERIEL ET METHODES

Ce chapitre fait une présentation sommaire du cadre d’étude. Il présente
¢galement le protocole de collecte des échantillons ainsi que les analyses

effectuées au laboratoire du CIRMF.

I- MILIEU D’ETUDE
I.1- LE GABON

I.1.1- Situation géographique

Située de part et d’autre de 1’équateur, sur la cte ouest de 1’Afrique centrale, la
République Gabonaise présente une superficie 267 667 km®* dont 257 667 km? de
terre et 10000 km? d’eau. Elle est frontaliére de la Guinée Equatoriale au nord-
ouest, du Cameroun au nord et la République du Congo a I’est et au sud. Le pays

s’ouvre a 1I’ouest sur I’océan atlantique sur 885 km de cotes (figure 7).

Le relief, tres vari€ et remarquable est dominé par la grande forét équatoriale qui
couvre les 80% du territoire et est constitu¢ de plaines cotiéres, de plateaux et de
massifs montagneux situés au-dessus de 800 metres d’altitude. Le mont Iboundji
dans le massif du Chaillu est le point culminant avec 1875 metres d’altitude
(Ongone et al., 2003). Ainsi, trois grands ensembles de reliefs sont observés au
Gabon :
v" Les plateaux de I’Est et du Nord (pénéplaines de Minvoul et de I’Ivindo),
et les plateaux Batékes ;
v Une bande montagneuse centrale (Mont de Cristal, Mont de Ndjolé et le
massif du Chaillu) coupée par 1’Ogooué, et la chaine cotiére constituée

par la retombée septentrionale du Mayomb¢ ;
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v’ La plaine cotiére et ses plateaux résiduels (Grés de Ndombo, Wonga-

wongue¢), les plaines mineures de la Nyanga et de la Ngounié¢.

I.1.2- L’administration
Au plan administratif, le territoire est divis€é en provinces, départements,

cantons, regroupement de villages, et villages (Ongone et al., 2003).
En 2002 le découpage administratif se présente comme suit :

v" Neuf Provinces (9)

v" Quarante sept Départements (47)

v" Cent Cinquante deux cantons (152)

v" Cinquante communes (50)

v" Vingt six arrondissements (26)

v" Vingt six districts (26)

v" Neuf cent onze regroupements de villages (911)

v Deux mille trois cents quatre vingt treize villages (2393)

I.1.3- Climat

Le climat est de type équatorial chaud et humide et comporte une saison seche
de juin a aolt avec des températures assez fraiches et de rares précipitations.
Une saison de pluies de septembre & mai avec un maxima pluviométrique
principal d’octobre a novembre et de fortes précipitations; un maxima
pluviométrique secondaire de mars a avril avec des températures les plus élevées
de I’année et des précipitations d’origine orageuse.

La répartition spatiale des précipitations varie de 1500 mm/an dans les
dépressions « séches » de Tchibanga, Booué et dans I’extréme nord-est du pays.
Elle varie de 3300 mm/an sur la cote nord-ouest et les massifs (Port- Gentil,
Lambaréné, Mouila, Tchibanga, Mayumba) et de 26°C sur la cote et a I’intérieur

du pays.
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L humidité relative moyenne est comprise entre 80 et 85%. Les vents dominants
sont du sud ou sud-ouest. L’insolation est ¢galement faible en moyenne 1500

h/an (Ongone et al., 2003).

1.1.4- Faune

La faune gabonaise est I'une des plus diversifiées et lune des plus riches
d'Afrique avec pres de 150 especes de mammiferes (Cenarest, 1979). Les
quelques espéces qui sont principalement savanicoles ont une distribution trés

limitée.

Le Gabon est un important sanctuaire pour les primates avec 19 espéces
différentes. On rencontre plusieurs espéces de singes a queue
notamment, Cercopithecus solatus, Cercopithecus cephus, C. pogonias, C.
nictitans, Cercocebus torquatus, Lophocebus albigena etc. Un grand nombre de
gorilles (Gorilla gorilla) et de chimpanzés (Pan troglodytes troglodytes) sont
¢galement rencontrés ; ces populations de primates ont été estimées a 35 000

gorilles et 64 000 chimpanzés (Tutin, 1983).

Le Gabon abriterait probablement la plus vaste population d'é¢léphant
(Loxodonta africana cyclotis) connue d'Afrique centrale. Une population qui
compte plus de 80 000 individus dont plus de la moiti¢ de 1’effectif est localisée
dans la région de Minkébé, au nord-est du Gabon (Mc Shane, 1990).
L'hippopotame (Hippotamus amphibius) suit & peu prés la méme distribution
mais pénétre plus a l'intérieur, le long des fleuves. Le Lamantin (Trichechus
senegalensis) est peu commun mais présente une large distribution au sein des

lagunes et des fleuves cotiers.

Plusieurs especes de carnivores sont également rencontrées au Gabon. Il s’agit
du Chat doré (Félis aurata), des Mangoustes (Bdeogale nigripes, Atilax
paludinos, Herpestes sanguinea), de la civette (Civettictus civetta), de la genette

(genetta Selvelina et tigrina) et du 1éopard (Panthera pardus).

53



Une grande variété d’antilope (les genres Cephalophus, Neotragus,
Hyemoschus, Tragelaphus, Kobus etc.), les rongeurs (Cricetomys, Atherurus,
Thryonomys etc.), plusieurs espéces d’oiseaux et de reptiles sont également

rencontrées dans la forét gabonaise.

I.1.4- Flore
Le Gabon est situé en pleine zone tropicale, a cheval sur I’équateur, sur la cote
atlantique de 1’Afrique. Pres de 85% de son territoire est recouvert de forét, ce

qui en fait le pays le plus boisé d’Afrique (Catinot, 1978; FAQO, 2003).

La flore du Gabon n’a pas ét¢ completement décrite et I'on peut affirmer, sans
risque de se tromper qu'elle est riche et abondante. En effet, depuis que 1'Herbier
National du Gabon existe (1983), plus de 15 000 especes ont été collectées
parmi lesquelles une dizaine d'especes nouvelles et 9 000 ont été décrites dont
environ 19% sont considérées comme endémiques. De facon globale, le Gabon

est le lieu ou se mélent de multiples variétés d'habitats tels que :

v les foréts primaires, les foréts secondaires jeunes et vieilles

v les foréts marécageuses, les foréts littorales, les mangroves

v' les savanes et les foréts naines.
Ces habitats renferment, comme déja mentionn¢, une importante biodiversite
végétale a I'exemple des Begomas dont 50 des 120 especes recensées en Afrique
sont présentes au Gabon, 16 d'entre elles sont endémiques dans le pays et 18 ont
¢té nouvellement découvertes depuis 1977, date a laquelle les études sur ces
espeéces ont commencé. De méme, environ 6000 especes de plantes excluant les
groupes inférieurs (algues, champignons, lichens et bryophytes) ont été

recensées au Gabon (Catinot, 1978).
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Figure 7 : Situation géographique du Gabon

-| Franceville : lieu du stage

I.2- LE CENTRE INTERNATIONAL DE RECHERCHES
MEDICALES DE FRANCEVILLE (CIRMF).

Le Centre International de Recherches Médicales de Franceville (CIRMF) a été
créé en 1974 et inauguré le 05 décembre 1979. 1l est situé a Franceville, au Sud-
est du Gabon (figure 7). En plus de cette localisation viennent s’ajouter deux

stations d’étude de terrain :
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v' Une premiére station (bureaux et logements), implantée dans le Parc
National de la Lopé, située au centre du Gabon, qui a été développée pour
mener des études sur 1’écologie et la génétique des grands mammiferes de
la forét équatoriale, en particulier les grands singes.

v Une seconde station (dispensaire, bureau et logements) est implantée a
Dienga, village situé a 1’ouest de Franceville dans la province de
I’Ogooué Lolo, a la frontiecre de la République du Congo. Elle a été
développée pour mener des études sur la prévalence de maladies virales et
parasitaires chez les animaux domestiques (Ovins et Caprins) et leurs
implications en santé publique.

L’objectif initial du centre était de cerner les problémes liés a la fécondité chez
les femmes au Gabon avec comme corollaire I’amélioration de la fécondité et de
la santé périnatale. Par la suite, les thématiques ont considérablement évolué.
Aujourd’hui les objectifs du CIRMF s’articulent autour de trois axes: la

recherche médicale, la formation et la santé publique.

Pour mener ses missions, le centre s’est doté de laboratoire de type P3 et P4
avec un équipement de pointe. Le centre dispose de six unités de recherche :
I’unité¢ des maladies virales émergentes, 1’unit¢ de rétrovirologie, 'unité de
parasitologie et d’entomologie, I’unité¢ d’écologie de la santé, 'unité d’analyse
médicale et de santé publique, I'unité¢ des hémopathies et d’un centre de

primatologie.

L’unité des maladies virales émergentes (UMVE) ou mes travaux de stage se
sont déroulés, est dirigée par le docteur Eric LEROY, directeur de recherche a
I’Institut de Recherche pour le Développement (IRD). Cette unité est organisée
au sein d’un partenariat entre 4 partenaires : le CIRMF, I’IRD, le Ministere des
affaires étrangeres de la France et le Ministere de la santé du Gabon. Les
activités de I’'UMVE s’articulent autour de trois axes principaux : la recherche,

la santé publique et la formation de cadres scientifiques Gabonais.
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L’UMVE entreprend les activités de diagnostic et les recherches sur les fievres
hémorragiques en particulier les fievres Ebola et Marburg, mais également
d’autres arboviroses (Chikungunya, Dengue, West Nile et la fievre de la vallée
du Rift). Les activités de diagnostic et de recherche de 1’unité s’appuient sur
différentes techniques de laboratoire (sérologie, amplification génétique par

PCR, culture cellulaire etc.).

II- MATERIEL ET METHODES SUR LE TERRAIN

I1.1- MATERIEL ANIMAL ET SITE DE COLLECTE

Les animaux sauvages (ongulés, primates, carnivores, rongeurs, reptiles et
oiseaux) ont constitué notre €chantillonnage. Ce sont des animaux tués par les
chasseurs soit au fusil ou aux pieges et vendus pour la consommation humaine.

La collecte a été effectuée dans deux milieux différents:

v' Le milieu rural, auprés des villageois, qui généralement accrochent leur
gibier au bord de la route pour étre vendu (figure 9). Le milieu rural
constitue le principal lieu d’approvisionnement en viande de brousse.
Dans ce milieu, les animaux sauvages représentent la principale source de
protéine animale et la chasse constitue une source de revenu importante.

v' Les villes, notamment au niveau des marchés, auprés des commergantes
spécialisées dans la vente des animaux frais (figure 8). Les commergantes
sont abonnées aux chasseurs implantés en zone rural ou se pratique
I’essentiel de la chasse, les animaux tués en zone forestiére sont

acheminés en milieu urbain au moyen d’un commerce informel.
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Figure 8 : Animaux étalés au débarcadere Figure 9 : Animaux accrochés au bord de la route

I1.2- COLLECTE D’ECHANTILLONS

I1.2.1- Chronologie de la collecte

Les missions de collecte ont été effectuées dans les 9 provinces du Gabon selon
le calendrier ci-dessous (Tableau VI). La durée d’une mission était relative a la
superficie de la province concernée, en moyenne 2 semaines. Sur le plan
administratif, chacune de nos missions était précédée par la signature d’un ordre
de mission du Directeur général du CIRMF. L’ordre de mission autorisant les
prélevements d’organes sur les animaux sauvages €tait présenté aux autorités
locales des différentes provinces, notamment le Gouverneur et 1’inspecteur des
Eaux et Foréts.

Tableau VI : Calendrier des missions de collecte

Provinces Période de prélévement
Haut Ogooué Du 15 au 27/10/2009
Ogoou¢ Ivindo Du 04 au 19/11/2009
Ogoou¢ Lolo Du 23/11 au 05/12/2009
Nyanga Du 09 au 19/01/2010
Ngounié Du 20 au 28/01/2010
Moyen Ogooué/Estuaire Du 09 au 18/02/2010
Woleu Ntem Du 05 au 27/03/2010
Ogoou¢ Maritime Du 13/06 au 04/07/2010
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L’équipe était basée dans la capitale provinciale (principale ville) ou dans les
villes secondaires afin de sillonner tous les axes routiers de la province. Chaque
matin dés 6h00 au moyen du véhicule de mission, nous étions en route pour la
recherche des animaux. Dans les villages, les chasseurs accrochent généralement
les animaux au bord de la route pour étre vendu. Nous avons opté de faire des
passages inopinés dans ces villages pour ne pas inciter la pratique de chasse,
donc un seul passage sur un axe routier. Ainsi, seuls les animaux trouvés
accroches au bord de la route ou dans certains marchés ont constitu¢ I’essentiel
de notre échantillonnage. Apreés 1’achat d’un animal, on le conservait dans un
emballage plastique unique pour éviter les contaminations croisées et on le
mettait dans une glaci¢re. Ensuite, les informations concernant I’animal étaient
enregistrées dans un fichier Excel (voir annexe). Les opérations d’achat
s’arrétaient aux environs de 14h, puis on commencait immeédiatement les

autopsies.

I1.2.2- Autopsie et prélévement des organes

Les autopsies ont ¢été effectuées dans la méme journée aprés 1’achat des
animaux. Apres I’ouverture de I’animal, un certains nombre d’organes étaient
prélevés et conservés dans les cryotubes (tubes nuncs). Il s’agit du foie, la rate,
le cerveau, le tube digestif, les ganglions, le muscle, le poumon, le coeur et les
reins. Le liquide séro-hémorragique a également été prélevé a 1’aide d’une
seringue dans la cavité abdominale. Les organes prélevés ont été aliquotés, a
raison de 3 aliquots par organe. Nous avons constitué deux pools d’organes en
tenant compte du tropisme des virus a rechercher ; un premier pool (foie et rate)
et un second pool (poumon, cceur et rein), les autres organes (ganglions,
cerveaux, tube digestif, muscle) ont été¢ prélevés et conservés séparément. Les
autopsies ont €té réalisées dans les conditions de sécurité optimale permettant
d’¢éviter le contact avec des liquides biologiques. A cet effet, nous disposions
d’une table de dissection ambulante, une boite de chirurgie stérilisée au départ

de Franceville et désinfectée apreés chaque autopsie, des blouses blanches et
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gants a usage unique. Les autopsies se pratiquaient soit en salle dans une
structure hospitaliere (Figure 11) soit en plein air en milieu rural (Figure 10). En
milieu rural, le lieu choisi pour autopsier les animaux en plein air était en

général situé entre deux villages et assez ¢loigné des populations.

Apres ’autopsie, les carcasses de viande ont été détruites par incinération. Un
trou était creusé dans le sol a cet effet et les carcasses étaient brulées a 1’aide du

gasoil, puis enfouies.

Figue 10 : Autopsie en plein air Figure 11 : Autopsie en salle

I1.2.4- Stockage et conservation des organes

Les organes apres prélevement ont éte€ placés dans les tubes nunc. Sur le terrain
nous avons dispos¢ de deux types de conservation pour les échantillons : une
conservation dans le formol a 10% a température ambiante et une conservation

des tissus frais dans une bonbonne d’azote liquide (-196°C).

Au laboratoire (CIRMF), les organes conservés dans le formol ont été stockés a

température ambiante et les tubes d’organes conservés dans 1’azote liquide
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¢taient classés dans les boites en carton et placés ensuite dans un congélateur a -

80°C jusqu’a leur utilisation.

II1 - MATERIEL ET METHODES AU LABORATOIRE

III.1- MATERIEL
Pour le broyage, I’extraction et la RT-PCR, un certain nombre de matériel et de

réactifs ont été utilisés. Il s’agit de :

v" La hotte a flux laminaire : appareil offrant un milieu aseptique lors de la
découpe des organes en morceau plus fin avant le broyage. La découpe
des organes en morceau de 100 mg se fait manuellement a I’aide d’un
scalpel. La hotte est également utilisée pour la préparation du mix (un
mélange de réactifs constitués pour I’amplification) ;

v Un automate Geno Grinder 2000, broyeur d’organe ;

v" Un extracteur EZ1, a été utilisé pour I’extraction d’ARN ;

v Un thermocycleur pour I’amplification du génome viral recherché ;

v Une cuve a électrophorése a été utilisée aprés la PCR pour la migration
des produits de PCR sur gel d’agarose.

En plus des appareils cités ci-dessus, un ensemble de réactifs contenu dans le kit

RNeasy a été utilisé pour ’extraction d’ARN et la RT-PCR. 1l s’agit :

v' Des amorces dégénérées : PC2S2, PC2AS1, PCNAs, PCS (amorces
spécifiques aux Coronavirus) et PNE, AVU-RUB, RES-MOR-HEN
(amorces spécifiques aux différents genres de la famille des
Paramyxoviridae). Les séquences de ces amorces sont présentées dans le
tableau VII de la page 66 ;

v Sérum Albumine Bovine (BSA), le Chlorure de Magnésium (MgCl,), le
Sulfate de Magnésium (MgSO4) et les 4 désoxynucléotides (dANTP :
dATP, dTTP, dGTP, dCTP) ont été utilisés pour la préparation du mix

(mélange des réactifs) ;
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v" Les tampons RW1et RPE utilisés lors de ’extraction de I’ARN permettent
d’enlever les contaminants par simple lavage ;

v' Le tampon RLT et le B-mercapto éthanol permettent la lyse des tissus de
I’échantillon avant 1’extraction ;

v Les enzymes SuperScript III RT/Platinum® Tagq Mix (Qiagen) et

Platinum ® Taq DNA polymérase (Invitrogen) sont respectivement

utilisées pour la premicre et la deuxieme série d’amplification de la RT-

PCR.

Figure 12 : Thermocycleur

Figure 13 : Extracteur EZ1 Advanced XL
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I1.2- METHODES

II1.2.1- Découpe et broyage des organes sur I’automate

La découpe et le broyage des organes ont été effectués de la manicre
suivante : On commence a identifier les tubes 24-well polycarbonate vials
(WPV), qui sont des tubes avec une microbille, puis on y dépose 500ul de
tampon PBS (Phosphate Buffer Salin pH 7,2). Les tubes contenant le PBS sont
ensuite placés dans la glace une demi-heure avant. Puis les organes
préalablement conservés dans le congélateur a -80°C sont découpés sous la
hotte a flux laminaire en morceau de 100 mg a I’aide d’un scalpel jetable (un
scalpel par échantillon). Les morceaux d’organes de 100 mg sont ensuite
immergés dans 500ul de PBS contenu dans les tubes WPV. Apres le mélange
organes + PBS, les tubes sont refermés et classés dans les boites WPV puis le

tout est placé dans le broyeur.

Le broyage proprement dit est effectu¢ grace a un automate Geno-Grinder 2000
(figure 14). L’automate permet de traiter deux boites contenants chacune 24
tubes Well Polycarbonate Vials (WPV). Les organes sont broyés en 2 minutes a
1500 tour/minutes. Le broyat obtenu est ensuite stocké a -80°C jusqu’a son

utilisation (extraction de I’ARN).

Figure 14 : Automate Geno Grinder Boites et tubes WPV contenant les
microbilles
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I11.2.2- Extraction de PARN
Nous avons extrait ’ARN a 1’aide de deux automates : 1’automate ABI PRISM
6100 et ’automate EZI Advanced XL selon les protocoles recommandés. Nous

avons ¢galement effectué une extraction manuelle sur colonne en utilisant le Kit

RNeasy®

¢ Protocole d’extraction d’ARN sur colonne : Kit RNeasy®
On commence par décongeler le broyat d’organe conservé a -80°C, puis
préparer le tampon de lyse : 1 ml de tampon RLT+ 10ul de B-mercapto-éthanol.
Le volume final du tampon dépend du nombre d’échantillon a utiliser pour
I’extraction. Ensuite pour chaque échantillon, on pipette 200ul de surnageant
issu du broyat que I’on dépose dans les tubes Eppendorfs de 2ml dans lesquels
on ajoute 900ul de tampon de lyse. On identifie les tubes avec le nom ou le
numéro de 1’échantillon, puis on homogénéise au vortex et on laisse reposer

pendant 30 minutes (mn) pour I’incubation.

Aprés I’incubation, on pipette 700ul du mélange (200ul de broyat+900ul de
tampon de lyse) et on le transfére dans une mini colonne Qlashredder (colonne
de pré filtration) et on centrifuge a 13000 rotations par minute (rpm) pendant 3
mn. Cette opération est répétée jusqu’a ce que tout le mélange soit filtré. Le
filtrat est recueilli dans des tubes collecteurs de 2 ml, puis transféré dans un tube
falcon de 15 ml dans lequel on y rajoute de I’éthanol a 70%, soit un volume
d’éthanol équivalent au volume du filtrat. Ensuite on pipette 700l du mélange
filtrat et éthanol qu’on transfére dans une mini colonne de purification (RNeasy
mini spin column), puis centrifugé a 13000 rpm pendant 1 min. L opération est
répétée jusqu’a vider le contenu du tube falcon. Enfin on procede a trois lavages
successifs de la colonne a I’aide des tampons suivi de 1’asséchement de la

membrane.
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v Lavage 1 : 700ul de tampon RW1 (solution de lavage contenant 1’éthanol)
suivi d’une centrifugation a 12000 rpm pendant 1mn ;
v Lavage 2: 500ul de tampon RPE (solution de lavage) suivi d’une
centrifugation a 12000 rpm pendant 1mn ;
v’ Lavage 3 : 500ul de tampon RPE suivi d’une centrifugation a 12000 rpm
pendant 2 mn.
L’¢étape finale consiste a ¢luer ’ARN dans un tube Eppendorf de 1.5 ml en
utilisant la RNase free water (eau pure) dans un volume de 80ul. On procede
¢galement a une centrifugation a 13000 rpm pendant 1mn aprés 1’¢lution.

L’ARN ainsi obtenu est conservé a - 80°C.

I11.2.3- Amplification d’un fragment du géne RdRp (Coronaviridae) et du
géne L (Paramyxoviridae) par Réaction de Polymérisation en Chaine
(PCR).

Lors de la RT-PCR Pan Coronaviridae et Pan Paramyxoviridae, nous avons
respectivement tent¢ d’amplifier un fragment du gene RdRp et L. Cette
technique se réalise en deux étapes : une premiere phase de transcription inverse
ou Reverse Transcription (RT) couplée a la réaction de polymérisation en chaine
en une seule étape (RT-PCR one step), suivie d’une deuxiéme série
d’amplification (PCR nichée). Pour pouvoir amplifier le génome viral des virus

recherches, des amorces dégeénérées ont été utilisées (Tableau VII).
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Tableau VII : Amorces utilisées pour I’amplification du fragment du géne L et RdRp

Geéne Nom des amorces

cible

Genre viral

Séquence amorce (5’-3°)

Respirovirus L RES-MOR-HEN-F1

Morbillivirus (496 pb) *RES-MOR-HEN-R
Henipavirus *RES-MOR-HEN-F2
Avulavirus AVU-RUB-F1
Rubulavirus L *AVU-RUB-R
(250 pb)  *AVU-RUB-F2
PNE-F1
L *PNE-R
Pneumovirus (300 pb) *PNE-F2
PC2S2
Coronavirus RdRp  PC2Asl
(500 pb)
*PCS
*PCNAs

TCITTCTTTAGAACITTYGGNCAYCC
CTCATTTTGTAIGTCATYTTNGCRAA
GCCATATTTTGTGGAATAATHATHAAYGG

GGTTATCCTCATTTITTYGARTGGATHCA
GCAATTGCTTGATTITCICCYTGNAC
ACACTCTATGTIGGIGAICCNTTYAAYCC

GTGTAGGTAGIATGTTYGCNATGCARCC
GTCCCACAAITTTTGRCACCANCCYTC
ACTGATCTIAGYAARTTYAAYCARGC

TTATGGGTTGGGATTATC
TGATGGGATGGGACTATC

TCATCAGAAAGAATCATCA
TCGTCGGACAAGATCATCA

CTTATGGGTTGGGATTATCCTAAGTGTGA

CTTATGGGTTGGGATTATCCCAAATGTGA

CACACAACACCTTCATCAGATAGAATCATCA

* Amorces de PCR nichée

I11.2.3.1- RT-PCR One step (Pan Coronavirus)

La transcription inverse consiste a synthétiser I’ADN complémentaire (ADNc) a

partir de ’ARN extrait du poumon ou du tube digestif. Cette étape est couplée a

la PCR (RT-PCR, One step) et se réalise comme suit : on prépare une solution

mix d’un volume final de 25 ul, contenant Sul d’ARN, 9.25ul d’eau, 5Sul de
tampon (One step buffer), 1ul des 4 désoxynucléotides (dATP, dTTP, dGTP,
dCTP), 1ul de Sérum Albumine Bovin (BSA), 0.4ul de MgSO4 (10uM), 1 pl

d’enzyme SuperScript III RT/Platinum® Taq Mix (Qiagen) et deux amorces a
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10 uM (PC2S2=0,5ul et PC2AS1=2,25ul) spécifiques a un fragment du gene
RdRp (500pb) de Coronavirus.

La transcription inverse et la premicre série d’amplification se déroulent dans un
thermocycleur comme suit : d’abord une étape de transcription inverse a 50°C
pendant 30 mn, une dénaturation initiale a 95°C pendant 20 secondes, Un cycle
de 3 réactions répétées 10 fois suivi d’un second cycle de 3 réactions répétées 40
fois, puis une ¢élongation finale a 72°C pendant 5 mn. Chacun des 10 cycles est
constitu¢ d’une dénaturation a 94°C pendant 15 secondes, d’une hybridation a
60°C pendant 30 secondes et d’une ¢longation a 72°C pendant 40 secondes et
chacun des 40 cycles est constitu¢ d’une dénaturation a 95°C pendant 20
secondes, d’une hybridation a 54°C pendant 30 secondes et d’une élongation a

72°C pendant 40 secondes.

I11.2.3.2- PCR nichée (Pan Coronavirus)

Une PCR nichée est une réaction d’amplification au cours de laquelle le produit
de PCR, issu de la RT-PCR One step est de nouveau amplifi¢ a 1’aide d’un
nouveau couple d’amorce sens et anti-sens (PCS et PCNAS) différent des

amorces de la premicre série d’amplification PC2S2 et PC2AS1).

La réaction de PCR nichée permet d’augmenter la sensibilité de détection de la
PCR. Elle se réalise dans un volume final de 50ul comprenant 37,3ul d’eau, Sul
de la solution tampon (10x PCR buffer), 1ul des 4 désoxynucléotides (dATP,
dTTP, dGTP, dCTP), 3ul de la solution des amorces sens et anti-sens
(PCS=1.5ul et PNAS=1.5ul), 2.5ul de Mgcl2, 0.2ul d’enzyme Platinum ® Taq
DNA polymérase (Invitrogen), et 1ul de produits de PCR (différent d’ADNCc).

L’amplification se déroule dans un thermocycleur en 3 étapes successives : une
dénaturation initiale a 94°C pendant 3 mn, un cycle de 3 réactions répétées 45
fois, puis une ¢longation finale a 72°C pendant 7 mn. Chacun des 45 cycles est

constitu¢ d’une dénaturation a 94°C pendant 15 secondes, d’une hybridation des
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amorces a 60°C pendant 30 secondes et d’une €longation a 72°C pendant 40

secondes.

La RT-PCR et la PCR semi nichée Pan Paramyxoviridae est pratiquée dans les
mémes conditions expérimentales. Nous avons utilis¢ les amorces PNE (pour
détecter les Paramyxoviridae du genre Pneumovirus), les amorces AVU-RUB
(pour détecter les Paramyxoviridae du genre Avulavirus et Rubulavirus) et les
amorces RES-MOR-HEN (pour détecter les Paramyxoviridae du genre
Respirovirus, Morbillivirus et Henipavirus). Pour ce test, I’ARN a été obtenu a

partir du foie et de la rate (protocole détaillé voir annexe).

I11.2.4- Electrophorése des fragments amplifiés
Afin de visualiser les produits de PCR, on effectue une électrophorese selon le
protocole suivant :

v’ Préparation d’un gel d’agarose a 2% (6 g pour 300 ml de tampon) en
tampon TBE (Tris Borate EDTA, de Sigma France). Le gel est placé dans
une cuve a électrophorese remplie de tampon TBE.

v Dépét dans chaque puit du gel de 10 pl de produit de PCR mélangés a 4ul
d’une solution contenant du bleu de bromophénol (Sigma).

v’ Migration électrophorétique des produits de la PCR sous 1’action d’un

champ électrique de 180 volts, puis visualisation des fragments sous

rayons ultra violet.

Figure 15 : Cuve a électrophorese
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CHAPITRE II : RESULTATS

Deux types de résultats seront présentés dans ce chapitre. Il s’agit des résultats

de collecte obtenus sur le terrain (présentant le nombre d’animaux ainsi que les
différentes especes animales prélevées) et ceux obtenus au laboratoire a partir de

la technique de biologie moléculaire (RT-PCR).

I- RESULTATS SUR LE TERRAIN

Au total, 454 animaux sauvages ont été collectés et prélevés. Ces animaux
représentent 39 especes réparties en 32 genres. Les animaux prélevés
proviennent des 9 provinces du Gabon plus précisément sur 190 villages situés
en bordure des principaux axes routiers (figure 16). Sur la carte, les points en
rouge situés en bordure des axes routiers représentent les villages ou les

animaux ont été prélevés.
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Figure 16 : Emplacement géographique des sites d’investigations (Village en bordure des

routes).

I.1- LE NOMBRE D’ANIMAUX PRELEVES PAR PROVINCE

Les effectifs varient d’une province a une autre. Ce constat refléte les habitudes
alimentaires des populations résidantes dans ces provinces mais aussi, la
présence ou non des parcs naturels. La figure 17 présente la répartition des
collectes dans les 9 provinces. Il ressort de cet histogramme qu’il est plus facile
de trouver les animaux sur les marchés et villages dans la province du Woleu
Ntem (92 animaux prélevés). Dans la province de I’Estuaire qui abrite la

capitale (Libreville), les contrdles et les circuits de distribution trés organisés
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entre les acteurs de la filiere font que la viande de brousse soit rare sur les routes

dans cette province.
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Figure 17 : Nombre d’animaux prélevés par province

I.2- LE NOMBRE D’ANIMAUX PRELEVES PAR ESPECE

Les animaux prélevés ont été classés en 6 groupes taxonomiques (Ongulés,
Rongeurs, Primates, Carnivores, Reptiles et Oiseaux). Ainsi, la figure 18 permet
de voir les groupes d’animaux les plus chassés et consommés. D’aprés ces
résultats, les Ongulés représentés en majorité par les céphalophes sont de loin le
groupe d’animaux le plus abondant sur le marché de la viande de brousse. Les
rongeurs (Atherurus africanus) et les primates (les singes a queue) occupent

respectivement la 2™ et la 3™ place dans les marchés. Les carnivores, les
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reptiles et les oiseaux sont moins nombreux sur les marchés de viande de

brousse.
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Figure 18 : histogramme des effectifs par espéce animale prélevée.
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[.3- SYNTHESE DES RESULTATS OBTENUS SUR LE TERRAIN

Les résultats de terrain sont résumés dans le tableau VIII. Il s’agit des noms

scientifiques et noms communs des différents animaux prélevés, mais également

le nombre prélevés par province pour chaque espéce animale.

Tableau VIII a : Nombre d’especes d’ongulés prélevées et provinces correspondantes

Province et nombre d’animaux prélevés par espéce

Ordre/Classe et Nom HO Ol OL NY NG MO EST WN OM Total
espéce commun
ONGULES
Artiodactyles
Cephalophus monticola  Gazelle 10 11 14 12 15 15 1 18 11 107
Cephalophus dorsalis Antilope 3 6 8 6 2 1 0 10 0 36
Cephalophus callipygus  Antilope 2 1 6 1 1 0 0 2 4 17
Cephalophus negrifrons  Antilope 1 0 0 0 0 0 0 3 0 4
Cephalophus ogilbyi cr ~ Antilope 0 0 2 0 0 0 0 0 0 2
Cephalophus sylvicultor ~ Antilope 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Neotragus batesi Antilope 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Tragelaphus spekei Sitatunga 0 1 0 1 1 2 0 1 1 7
Potamoechorus porcus Sanglier 3 2 1 1 0 1 0 1 1 10
Hyemoschus aquaticus Chevrotain 1 0 3 1 1 2 0 1 0 9
Syncerus caffer nanus Buffle 0 0 0 0 1 1 0 0 0 2
Pholidotes
Phataginus tricuspis Pangolin 1 2 3 1 4 4 0 12 1 28
Hyracoides
Dendrohyrax arboreus Daman 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

d’arbre

T= 225
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Tableau VIII b : Nombre d’espéces de primates prélevées et provinces

correspondantes
Province et nombre d’animaux prélevés par espece
Ordre et espéce Nom HO Ol OL NY NG MO EST WN OM Total
commun
PRIMATES
Cercopithecus cephus  Singe 2 1 6 5 2 10 0 6 3 32
Cercopithecus Singe 0 2 0 2 4 2 0 3 4 17
nictitans
Cercopithecus Singe 0 0 0 0 0 0 0 1 6 7
pogonias
Lophocebus albigena  Singe 0 0 0 0 0 0 0 2 1 3
Mandrillus sphinx Singe 0 0 0 0 0 0 0 3 0 3
Cercocebus torquatus  Singe 0 0 0 0 0 1 0 0 2 3
Cercopithecus Singe 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2
neglectus
Perodicticus potto Potto 0 0 0 0 0 0 1 1 0 2
Arctocebus Potto 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
calabarensis
T=170

Tableau VIII ¢ : Nombre d’especes d’oiseaux prélevées et provinces correspondantes

Province et nombre d’animaux prélevés par espéce
Classe/Ordre et Nom commun | HO OI OL NY NG MO EST WN OM Total
espéce
OISEAUX
Agelastes niger Pintade 0 2 0 0 1 0 0 0 0 3
Ceratogymna atrata  Calao 4 0 0 2 0 0 3 0 9
Columba unicincta  Pigeon gris 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2

T=14
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Tableau VIII d : Nombre d’espéces de rongeurs prélevées et provinces

correspondantes

Province et nombre d’animaux prélevés par espéce

Ordre et espéce Nom HO OI OL NY NG MO EST WN OM Total
commun
RONGEURS
Atherurus africanus Porc-épic 6 7 14 9 12 9 1 7 3 68
Cricetomys gambianus Rat de Gambie 0 1 0 1 0 0 0 1 0 3
Thryonomy Aulacode 0 0 0 2 1 1 0 2 0 6
swinderianus
Paraxerus poensis Ecureuil 2 0 0 0 0 4 0 0 0 6
T=83

Tableau VIII e :

Ordre et espéce

Nombre d’especes de carnivores prélevées et provinces

correspondantes

Nom commun

Province et nombre d’animaux prélevés par espéce

HO OI OL NY NG MO EST WN OM Total

CARNIVORE

Bdeogale nigripes

Civetticus civetta

Genetta servalina

Nandinia binotata

Mangouste
Civette
Genette

Chat huant
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Tableau VIII f : Nombre d’especes de reptiles prélevées et provinces correspondantes

Province et nombre d’animaux prélevés par espéce
Classe/Ordre e¢  Nom commun HO OI OL NY NG MO EST WN OM Total
espéce
REPTILES
Osteolemus tetraspis  Crocodile 0 1 0 0 1 1 0 0 3 6
Crocodylus niloticus ~ Caiman 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
Varan niloticus Varan 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2
Python sabae Serpent 1 1 2 0 0 1 0 0 0 5
Xinixys erosa Tortue 3 2 1 0 2 0 0 4 2 14

T=128

II- RESULTATS DES ANALYSES

La RT-PCR Pan Paramyxovirus a révélé aprés électrophorése des fragments
amplifiés, des bandes dont la taille sur le gel correspondait au poids moléculaire
attendu (300 paires de base pour les Pneumovirus et 250 paires de bases pour
Avulavirus et Rubulavirus). Au total, 4 bandes suspectes pour les Pneumovirus
et 2 bandes suspectes pour Avulavirus et Rubulavirus. Les échantillons
correspondant a ces bandes suspectes ont ét€é envoyés pour séquencage en

Allemagne (Sequence Laboratories, 37023 Gottingen).

Les séquences nucléotidiques obtenues ont ¢té alignées a I’aide du logiciel
Chromas Pro. Ensuite, nous avons comparés ces séquences a partir de la
GenBank sur le site internet de la National Center for Biotechnology
Informatique (NCBI) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Le résultat de
cette comparaison a montré que les séquences obtenues ¢étaient celles du génome

des animaux prélevés et non du génome viral.
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Pour la RT-PCR Pan Coronavirus, une amplification non spécifique a été
observée apres é€lectrophorése des produits de PCR. La taille des bandes
visualisées sur gel d’agarose en comparaison avec le poids moléculaire était

inférieure a celle du géne cible (RdRp) qui est de 500 paires de base.

PM : Poids moléculaire

L 300 paires de base
(Bandes suspectes)

a : Pneumovirus

250 paires de base
(Bandes suspectes)

b : Avulavirus et Rubulavirus

Figure 19 : Visualisation des produits de PCR sous les rayons ultra-violets apres

migration ¢électrophorétique sur gel d’agarose.
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CHAPITRE III : DISCUSSION ET RECOMMANDATIONS

I- DISCUSSION

La présence de zoonoses virales provenant d’animaux sauvages dont les
réservoirs d’agents pathogénes demeurent inconnus est un probléme majeur
pour la santé publique. Dans les pays tropicaux, a I’instar de ceux du bassin du
Congo, les populations humaines entretiennent des contacts étroits avec les
animaux sauvages a travers la chasse. L’état sanitaire de ces animaux sauvages
souvent inconnu, peut contribuer a [’infection humaine. L’exemple des
¢pidémies dues au virus Ebola apres la consommation des grands singes infectés
dans une région du Gabon est démonstratif (Nkoghe et al., 2005). Par ailleurs,
plusieurs études ont démontré le role de la chasse ou la domestication des
animaux sauvages dans la transmission d’agents pathogénes a 1’homme
(Larkin, 2003). Pour se pencher sur cette problématique, nous avons ciblé¢ deux
familles virales, les Paramyxoviridae et les Coronaviridae dont un certain
nombre de virus ont un impact majeur en santé publique (tableau IV page 19 et
tableau V page 24) et qui n’ont jamais fait I’objet de recherche sur les animaux

sauvages au Gabon.

En effet, ’émergence en 2003 d’un nouveau Coronavirus jusque la inconnu
appelé Sars-CoV responsable du syndrome respiratoire aigu sévere et le nouveau
genre Henipavirus regroupant le virus Hendra et le virus Nipah, a permis
d’accentuer la recherche chez les animaux sauvages. Dans le but de connaitre les
réservoirs de ces virus, des études ont ét€¢ menées a partir des prélévements
d’animaux sauvages en Asie. Lors de ces recherches des souches de
Coronavirus ont été isolées des civettes de I’Himalaya (Paguna lavarta) et chez

les chauves-souris (Guan et al., 2003; Li et al., 2005). Les virus Hendra et
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Nipah ont été isolés respectivement des tissus et urines des chauves-souris
frugivores du genre Pteropus hypomelanus. D’autres recherches ont permis
d’isoler les Morbillivirus chez les phoques du lac Baikal (Mamaeyv et al., 1995;
Halpin et al., 2000; Chua et al., 2002).

Il convient de remarquer les différences entre les recherches menées en Asie et
notre étude. En effet, nous avons ciblé deux familles virales (Coronaviridae et
Paramyxoviridae) regroupant en leur sein plusieurs virus et les prélévements ont
¢té effectués chez une trentaine d’espéces animales. Par contre, les études
menées en Asie ont porté sur les virus ciblés, notamment le virus Nipah, Hendra
ou encore le virus Menangle et treés peu d’espéces animales étaient concernés par

ces recherches (les chauves-souris et les civettes).

I.1- Lieu et période d’étude

Pour la réalisation de cette étude, notre travail a consisté dans un premier temps
a effectuer des prélévements d’organes sur les animaux sauvages sur I’ensemble
du territoire gabonais. Le choix de couvrir les 9 provinces du Gabon a répondu a
I’objectif d’investiguer tous les biotopes du pays. En effet, la diversit¢ des
¢cosystemes (zone marécageuse, forét primaire, zone de savane etc.) constitue
une richesse en biodiversité animale, végétale et microbiologique d’une zone a

[’autre.

Nous avons mené en 6 mois, 8 missions de terrain entre les mois d’octobre 2009
et mars 2010, ensuite une derniere mission de collecte entre juin et juillet 2010.
La plus grande partie des collectes a été effectuée pendant la période de
fermeture de la chasse. En effet, la chasse est fermée au Gabon du mois d’aolt a
mars afin de permettre la reproduction des animaux, ce qui a eu comme
conséquence moins de chasse et donc moins d’animaux vendus sur les marchés
pendant la période de collecte. Seule la petite chasse de subsistance (dite chasse
de proximité) en milieu rural est autorisée pendant la période d’interdiction de

chasse. Nous avons di d’ailleurs obtenir des autorisations spéciales a des fins
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scientifiques aupres des inspecteurs des Eaux et Foréts pour pouvoir effectuer
les prélevements sur les animaux sauvages en dehors des périodes d’ouverture
de la chasse. Le faible échantillonnage 1i¢ a la période de collecte a certainement
constitué un biais dans les résultats attendus au regard des effectifs prélevés dans
certains groupes d’animaux (exemple 14 oiseaux, 28 reptiles etc.). Ces effectifs
paraissent insuffisants en comparaison avec des études similaires menées en
Asie pour la recherche des Coronavirus ou plus de 10000 civettes ont été
sacrifiés, 408 chiropteres capturés (Chastel, 2006). Il convient donc d’une part,
de programmer une telle étude pendant la période d’ouverture de la chasse, ce
qui permettra d’avoir un plus grand échantillonnage. D’autre part, la période
d’interdiction de chasser étant plus longue (aofit a mars), il est nécessaire pour la
réussite des collectes pendant cette période d’associer les autorités telles que les

Eaux et Foréts et les organismes chargeés de la protection de la faune.

1.2- Choix des espéces animales et conservation des échantillons

La plus grande difficulté de controle des maladies émergentes d’origine animale
est le fait de la méconnaissance des réservoirs naturels d’agents pathogenes en
cause. C’est dans ce contexte que cette étude a ciblé toutes les espeéces animales
chassées et consommeées au Gabon. De plus, ce travail entre dans le cadre d’un
projet visant a rechercher les virus appartenant a plusieurs familles. C’est ainsi
que plusieurs organes ont été prélevés (foie, rate, tube digestif, poumon,
cerveau, cceur, reins, nceuds lymphatiques, muscle) en tenant compte du

tropisme cellulaire vari¢ des différents agents pathogenes.

Pour la conservation des échantillons, deux aliquots ont été conservés a des
températures normales (-196°C sur le terrain dans I’azote liquide et -80°C dans
le congélateur au laboratoire) et le 3°™ aliquot a été conservé dans le formol a
10% pour une éventuelle confirmation des résultats positifs par histochimie. Par
contre, nous pensons que la succession des phases congélation et décongélation

a pu altérer les virus recherchés. En effet, une premiére congélation a été faite

80



dans 1’azote liquide sur le terrain suivi d’une décongélation pour le tri des
¢chantillons avant la congélation a -80°C dans le congélateur. Ces organes ont
¢té décongelés a nouveau lors du broyage et au moment de 1’extraction d’ARN a
partir du broyat. L’ARN extrait a également ét¢ conservé a -80°C avant d’étre
utilis¢ pour la RT-PCR. L’ ARN est tres fragile, il convient donc de le doser au
spectrophotomeétre avant son utilisation pour s’assurer de sa qualité, ce qui n’a
malheureusement pas €été fait. En dosant I’ARN, les valeurs normales attendues
peuvent varier de 200pg/ml a 600pug/ml, ainsi sans ce dosage il est difficile de

connaitre la qualité¢ d’ARN utilisé.

1.3- Résultats des analyses

Afin de mettre en évidence les fragments du matériel génétique chez les
animaux prélevés, nous avons extrait I’ARN des organes comme le foie et la rate
pour la recherche des Paramyxoviridae, le poumon et le tube digestif pour la
recherche des Coronaviridae. Ces organes ont été choisis en raison du tropisme
cellulaire des virus appartenant a ces deux familles. La technique de biologie
moléculaire RT-PCR reconnue pour sa grande sensibilit¢ a détecter les

fragments du génome viral dans les tissus a été utilisée a cet effet.

Bien que n’ayant pas trouvé la séquence du génome viral recherché aprés
séquencage, nous pensons tout de méme que I’amplification des six faux positifs
obtenus et ’amplification de témoin positif montrent que la PCR a bien marché.
Cependant, on peut déplorer une possibilit¢ de contamination car la comparaison
des séquences obtenues a partir de la GenBank sur le site internet de la NBCI a
montré que les séquences obtenues étaient celles du génome d’autres especes
animales. Néanmoins le résultat négatif sur les échantillons testés ne fait aucun

doute car les tests ont été effectués a trois reprises.

Les résultats négatifs obtenus apres analyse de laboratoire, suggerent que les
Paramyxoviridae et les Coronaviridae pourraient ne pas circuler chez les

animaux sauvages ayant fait I’objet de notre ¢étude ou que le moment des
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prélévements n’était pas approprié. Ce résultat signifierait que le risque de
contracter les virus appartenant a ces deux familles virales par manipulation
d’organe d’animaux sauvages au Gabon ou par consommation est
potentiellement faible. Toutefois, ce premier essai ne permet pas de tirer des
conclusions définitives, il convient de reprendre cette étude avec un nouvel
¢chantillonnage. Plusieurs parameétres doivent étre pris en compte, notamment la
période et la durée de collecte. De plus, la durée des collectes ne nous a pas
permis de couvrir les différentes saisons que 1’on rencontre au Gabon (deux
saisons seches et deux saisons de pluies). Les virus recherchés pourraient ne pas
circuler dans la zone de collecte a une saison donnée. En effet, la circulation
virale n’est pas continue dans le temps, ni dans 1’espace (fluctuation de la
circulation virale). Pour certains virus, leur circulation peut étre favorisée, soit
par la saison pluvieuse ou la sécheresse mettant en jeu plusieurs facteurs :
abondance des arthropodes vecteurs ou déplacement des animaux réservoirs
dans de nouvelles régions en cas de sécheresse. C’est le cas des épidémies dues
aux virus appartenant aux Paramyxoviridae qui, surviennent en général pendant
la saison des pluies, une période caractérisée par un temps froid et humide. La
prise en compte de ces phénomenes est indispensable a la réalisation d’une telle

étude, cependant le temps ne nous a pas permis d’approfondir ces aspects.

Par ailleurs, dans la continuité de ce travail d’autres virus seront recherchés afin
de faire un inventaire des virus hébergés par les animaux sauvages au Gabon et
de connaitre le risque li¢ a leur consommation. C’est dans cette optique que
d’autres organes ont été prélevés lors des collectes, en particulier le cerveau, les

nceuds lymphatiques, le cceur et les reins.

Au terme de cette étude, nous formulons quelques recommandations a
I’attention des autorités étatiques, des scientifiques et des acteurs de la filiere

viande de brousse (chasseurs, commerg¢ants et consommateurs).
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II- RECOMMANDATIONS

Bien que n’ayant pas mis en évidence les virus recherchés, les connaissances
actuelles sur 1’origine animale (sauvage) de certaines maladies permettent
d’attirer 1’attention sur les risques infectieux. En effet, des agents pathogénes
appartenant aux familles des Coronaviridae et des Paramyxoviridae et d’autres
familles virales sont impliqués dans 1’émergence de nombreuses maladies chez
I’homme. C’est ainsi que certaines recommandations sont faites en direction des
autorités étatiques, des chasseurs et consommateurs, des agents des Eaux et

Forets et scientifiques.

I1.1- Aux autorités étatiques en charge des productions animales

La consommation de viande de brousse est en grande partie liée a la faible
production des animaux d’élevages dans certains pays. Dans le cas particulier du
Gabon ou la production du secteur élevage reste insignifiante en rapport avec la
demande sans cesse croissante, les populations rurales n’ont, en général, que la
viande de brousse comme principale source de protéine animale. Partant de ce
constat, nous interpellons les autorités en charge de la production animale et le
gouvernement de consentir les moyens nécessaires afin de développer ce
secteur, cela permettrait de réduire la consommation de la viande de brousse et

les risques sanitaires qui en découlent.

I1.2- Aux chasseurs, commercants et consommateurs

Nous avons été surpris par la réaction des populations rurales, informées de
I’objectif de notre €tude qui consiste a rechercher les virus a partir des organes
d’animaux sauvages, certains n’ont pas hésit¢ de nous traiter de "fou'". Ce
constat révele 1’ignorance et le manque de sensibilisation sur les dangers
potentiels de transmission d’agents pathogénes des animaux sauvages a
I’homme. Il est donc important que les populations soient sensibilisées sur les
risques liés a la manipulation et a la consommation de viande de brousse. C’est

I’occasion de rappeler que les virus sont des parasites intracellulaires
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obligatoires et comme tout étre vivant, les animaux sauvages sont infectés par
ces parasites et peuvent transmettre ces agents infectieux a I’homme. La viande
de brousse est en général consommeée sans inspection des services vétérinaires, il
convient donc de prendre certaines précautions a savoir :

v" Eviter le contact avec les liquides biologiques de I’animal (sang, salive,

urines etc.) ;
v’ Eviter de consommer les animaux trouvés mort ;
v" Bien cuire les viandes provenant d’animaux sauvages car ces virus sont

sensibles a la chaleur.

I1.3- Aux agents des Eaux et Forets

L’action des autorités des Eaux et Foréts visant a protéger la faune par la
régulation de la chasse et la protection des especes en voie de disparition est en
général sans impact malgré quelques sanctions. En effet, sans le développement
du secteur de I’¢levage, ni le développement du monde rural et tant que ces
populations n’auront que la viande de brousse comme seule source de protéine

animale, la chasse et la consommation du gibier ne pourront étre contrdlées.

Nous recommandons donc aux agents des Eaux et Foréts de travailler en
collaboration avec les scientifiques. Cette collaboration permettrait de mieux
sensibiliser la population en insistant sur ’absolue nécessit¢ de préserver la

faune, et surtout le danger microbiologique au contact de ces animaux.

I1.4- Aux Scientifiques

Un réseau de surveillance de maladies humaines d’origine animale, assuré par
les médecins, les vétérinaires, les scientifiques présents sur le terrain, doit étre
mis en place afin de diagnostiquer le plus tot possible les maladies souvent
inconnues (souvent attribuer aux sorciers). Nous recommandons que les
prochaines ¢études soient faites par des équipes pluridisciplinaires, associant les
diverses compétences tels que : les médecins, les vétérinaires, les sociologues,

les économistes etc.

84



CONCLUSION



L’émergence chez ’homme de maladies infectieuses d’origine animale est une
préoccupation du monde meédical depuis plusieurs décennies. Ces maladies
qualifiées de zoonoses représentent un danger pour la santé publique au regard
des épidémies dont elles sont responsables (la fievre hémorragique a virus

Ebola, I’encéphalite a virus Nipah, le syndrome respiratoire aigu sévere etc.).

En effet, les contacts fréquents entre les animaux sauvages et 1’homme, en
raison d’une profonde modification des relations entre sociét€és humaines et
¢cosystemes naturels (la dégradation des milieux naturels, la domestication des
especes animales sauvages, la modification des pratiques culturales, I’explosion
démographique, la mondialisation des échanges), favorisent I’émergence de
nouvelles maladies. Ainsi, certains agents pathogénes d’origine animale sont
parvenus a franchir la barriere inter espece et s’adapter a I’€tre humain grace aux
modifications écologiques et aux changements climatiques. Ce phénomeéne
complexe résulte de I’interaction de plusieurs facteurs : les réservoirs d’agents
pathogenes (animaux sauvages), les animaux amplificateurs, les arthropodes

vecteurs et ’homme.

C’est dans ce contexte que s’inscrit 1’objectif principal de notre étude qui vise
I’amélioration de la connaissance des virus hébergés par les animaux sauvages,
et susceptibles d’étre pathogenes pour ’homme ; et d’'une fagon spécifique, la
recherche des virus appartenant aux familles des Coronaviridae et des
Paramyxoviridae dans les organes de gibier abattu pour la consommation

humaine au Gabon.

Ainsi, cette ¢tude a €té menée a partir des organes prélevés sur 454 animaux
sauvages tués a la chasse, regroupant 225 Ongulés, 83 rongeurs, 70 primates non
humains, 34 carnivores, 28 reptiles et 14 oiseaux. Ces animaux ont été prélevés
dans I’ensemble des 9 provinces du Gabon. Les analyses virologiques par RT-

PCR ont été effectuées a partir de ’ARN extrait du foie et de la rate pour la
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recherche des Paramyxoviridae, du poumon et du tube digestif pour la recherche

des Coronaviridae.

Cependant, la recherche des virus ciblés au laboratoire, a donné des résultats

négatifs.

Au terme de notre étude, il est difficile d’affirmer 1’absence des virus
appartenant aux familles des Paramyxoviridae et des Coronaviridae chez les
animaux sauvages abattus au Gabon. Aussi d’autres recherches s’averent
nécessaires pour parvenir a un résultat convainquant. En effet, cette étude que
nous avons initiée nécessite une période de collecte plus longue afin d’avoir un
¢chantillonnage plus important et vari€¢. En outre, cette étude pourra se
poursuivre par la recherche d’autres familles virales a partir de la base de
données constituée de 1’ensemble de notre échantillonnage sur les animaux
sauvages. Actuellement une €tude sur les arboviroses est en cours, notamment
les Flaviviridae et les Bunyaviridae. Ainsi, méme si les objectifs fixés dans ce
travail n’ont pas été atteints, nous espérons qu’ils le seront avec les recherches

€n cours.

Enfin, nous pensons qu’il est indispensable de formuler quelques
recommandations & I’attention des acteurs de la filiere viande de brousse
notamment les chasseurs, les commercants et les consommateurs. Ces
recommandations concernent les mesures d’hygiene qu’il faut respecter a

savoir :

v’ Eviter le contact avec les liquides biologiques de ces animaux (sang,
urines, salives) ;

v Eviter de consommer les animaux trouver mort en brousse ;

v" Bien cuire les viandes provenant d’animaux sauvages car ces virus sont

sensibles a la chaleur.
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Le respect de ces mesures est primordial car il faut rappeler que la viande de

brousse est consommeée en général sans inspection des services vétérinaires.

Aussi, un réseau de surveillance de maladies humaines d’origine animale, assuré
par les médecins, les vétérinaires, les scientifiques présents sur le terrain, doit
étre mis en place afin de diagnostiquer le plus tot possible les maladies souvent
inconnues (souvent attribuer aux sorciers). Nous recommandons que les
prochaines ¢tudes soient faites par des €équipes pluridisciplinaires, associant les
diverses compétences tels que : les vétérinaires, les sociologues, les économistes

etc.
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Annexe 1 : Protocole RT-PCR Pancoronavirus

* RT-PCR one step (Qiagen)

Eau: 9.25 pl

One step buffer 5x: S pl
dNTP (10uM): 1pl

BSA (Img/ul): 1pl
PC2S2 (10uM): 0.5 ul
PC2AS1 (10uM): 2.25 nl
One step Enzym: 1pl

20ul Mix + 5 pl ARN

% Nested PCR (2°™ tour)

Eau: 29.8ul

10X PCR Buffer: 5 pl

dNTP Mix (10uM) : 1 ul

MgCl, (50 mM) : 2 pl

Amorce sens 2 (Fwd2) (10uM): 5 ul
Amorce anti sens (Rev) (10ul) : S pul

Platinum taq : 0.2 ul

48 pl mix + 2ul produit du 1* tour.

Thermocyclage:

50°
95°
940
60°
720
95°
540
720
720

30

20”

15>

30 (10 cycles
40’

209,

30” 40 cycles
40”

59

Thermocyclage :

94° 2’

94° 1%°

50° 30> > 40 cycles
72° 307

72°°7



Annexe 2: Protocole RT-PCR Pan PARAMYXOVIRUS (RES-MOR-HE /AVU-

RUB/ PNEU)

% 1% tour: RT-PCR one step Invitrogen Pan Paramyxovirus

2 Rxn Mix 12.5 nl

BSA 1l
MgSO4(50mM) 0.4 nl
Fwd 1 (10 uM) 2.3 ul

Rev (10 uM) 2.3 nl

Enzyme 1l
Eau 0.5 nl
ARN Sul
V=25l

% 2™ tour: hemi ested PCR Invitrogen (500pb)

Eau 29.8 ul

10X PCR buffer S pl
dNTP (10 mM) 1l
MgCl, (50 mM) 2 pul
Fwd 2 (10 uM) Sl

Rev (10 uM) Sul

Taq Platinum 0.2 ul

Amplicon 1¥ tour 2 p

Thermocyclage:

60°C
48°C
94°C

94°C

50°C
72°C
72°C

94°C 2’
94°C 15

1,
30”
2’

159,
40 cycles
309’

30”
7’

29

50°C 30 >40 cycles

72°C 30

72°C T
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CONTRIBUTION A LA RECHERCHE DES VIRUS APPARTENANT AUX
FAMILLES DES CORONAVIRIDAE ET DES PARAMYXOVIRIDAE DANS LES
ORGANES DE GIBIER ABATTU POUR LA CONSOMMATION HUMAINE AU
GABON.

RESUME

Ce travail qui vise a rechercher les virus a caractére zoonotique appartenant aux familles des
Coronaviridae et des Paramyxoviridae dans les organes de gibier abattu au Gabon s’est
déroulé du mois d’octobre 2009 a novembre 2010. La partie terrain consistant a la collecte
d’échantillon a été réalisée dans les 9 provinces du Gabon et la deuxiéme partie consacrée
aux analyses de laboratoire par la technique de biologie moléculaire RT-PCR a été effectuée
au Centre International de Recherches Médicales de Franceville (CIRMF). Cette étude a
porté sur 454 animaux sauvages : 225 ongulés, 83 rongeurs, 70 primates non humains, 34
carnivores, 28 reptiles et 14 oiseaux.

Pour la recherche des Coronavirus, les analyses ont porté sur deux organes (poumon et tube
digestif) et pour la recherche des Paramyxovirus, le foie et la rate ont été utilisés.

Les résultats de RT-PCR ont révélé 1’absence des Coronavirus et des Paramyxovirus dans
les échantillons analysés apres séquencage et comparaison des séquences obtenues a partir
de la GenBank du site internet de la National Center for Biotechnology Informatique

(NBCI).

D’autres études sont actuellement en cours. Il s’agit de la recherche d’autres familles virales
a partir des organes prélevés sur les mémes animaux (cerveau, nceuds lymphatique, rein

cceur). En plus de ces recherches, nous pensons qu’il faut reprendre 1’étude des Coronavirus
et des Paramyxovirus pour une période assez longue.

Mots clés : virus — Coronaviridae — Paramyxoviridae — zoonoses - animaux sauvages —
poumon - tube digestif — foie — rate.
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