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Les maladies infectieuses émergentes (MIE) de la faune sont les principales
menaces a la fois pour la santé humaine et a la conservation de la biodiversité.
Un grand nombre d’études ont montré que 1I’émergence des nouvelles maladies
chez I’homme durant les derniéres décennies est principalement due a des
changements d’hotes des agents infectieux, du fait de modifications
environnementales d’origine anthropique (Lloyd-Smith et al., 2009). La plupart
de ces études se sont intéressées a la compréhension de la dynamique des agents
infectieux de maniere individuelle et généralement au niveau d’une seule espéce
hote présentant des symptomes cliniques. Cette vision néglige trois aspects
importants qui constituent des axes majeurs émergents dans les interactions
hote-« parasites », a savoir : (1) les interactions entre plusieurs agents infectieux
chez un méme individu; (ii) les modifications sélectives spécifiques que
subissent les différentes souches de pathogénes au cours de leurs passages d’une
espece d’hote réservoir ou vectorielle a une espéce d’hote définitif'; et (iii) le
caractére asymptomatique de certaines infections dans les populations. Il est
donc important de centrer le questionnement non plus sur les cas
symptomatiques qui ne représentent qu’une partie émergée de I’interaction et

des processus, mais sur la détection des cas d’infections asymptomatiques.

L’identification des agents infectieux est aujourd’hui possible par la méthode de
criblages moléculaires a I’aide des systémes « pan » détection. Ces méthodes
peuvent permettre de caractériser des souches de plusieurs types d’agents
pathogeénes au sein des populations d’hotes de la méme espece ou d’especes

différentes.

Bien comprendre la circulation des agents infectieux est fondamental pour la
gestion des maladies d’une part (isoler des individus/populations/espéces clés
dans la transmission), et permet d’appréhender au mieux le rdle de la
structuration des communautés d’espéces hotes et d’agents sur 1’évolution des

interactions et le risque pour la sant¢ animale et humaine d’autre part.



Avec un climat chaud et humide, une flore couvrant pres de 90% du territoire et
une faune intensément variée, le GABON regroupe les conditions propices au
deéveloppement de pathogénes. A ce contexte environnemental, s’ajoutent la
deforestation grandissante, les activités artisanales, le braconnage et les
conditions de promiscuité offertes par les parcs et aires protégés qui favorisent
des conditions de contact entre les différentes populations humaines, animales et
végétales entrainant la circulation et I’émergence de pathogéne mais aussi la
transmission de maladie (Patz et al., 2000). En concédant 10,66 % de son
territoire, répartis en 13 parcs nationaux (ANPN, 2007), et la création de
sanctuaire et d’aires de conservation, le Gabon vise via la conservation, le
développement de 1’écotourisme basé sur une gestion durable de ses
¢cosystemes. Afin de garantir la sécurité sanitaire dans les parcs, il est important
que les questions liées au risque infectieux, a la circulation des pathogenes et a
I’adaptation évolutive des parasites soient prises en compte dans les programmes

de conservation et développement des aires protégées.

Situé a I’interface forét-savane au sud-est du Gabon, le Centre International de
Recherches Médicales de Franceville (CIRMF) dispose d’un Centre De
Primatologie (CDP) abritant prés de 400 primates non humains d’une dizaine
d’espéces, une vingtaine d’employés et de nombreux rongeurs qui se
nourrissent des débris et déchets alimentaires laissés par les primates non
humains. La promiscuité, et les interactions quotidiennes hommes, primates non
humains et rongeurs qui s’y effectuent chaque jour font du centre de
primatologie (CDP) un excellent modele représentatif des parcs et aires de
conservation ouverts a la population a des fins touristiques. De ce fait, il
constituie un bon modéle d’étude de contamination, de circulation et
d’adaptation inter-espéces de certains pathogeénes ; et plus spécifiquement des
maladies zoonotiques. Parmi les maladies graves menagant le bien-&tre du régne
animal depuis des décennies, les maladies zoonotiques sont les plus incriminées.
En raison de I’importante diversité d’especes affectées et des pertes enregistrées,

ces maladies font 1’objet d’une attention particuliere pour la communauté
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scientifique. (Cleaveland et al., 2006). Prés de 60% de maladies sont des
zoonoses et environ 70% d’entre elles proviennent de la faune sauvage (Jones et

al., 2008).

C’est dans ce contexte qu’un projet portant sur la caractérisation et 1’évolution
adaptative de quatre (4) types de pathogene (Trypanosomes, Entérovirus,
Paramyxovirus et Plasmodium) a été initié par le CIRMF. Dans I’approche
préliminaire du projet, notre travail a pour objectif principal de rechercher une
circulation des souches de Paramyxoviridae entre différentes especes
rencontrées dans les sites de conservation de primate. Il s’agira de maniére

spécifique de :

- Détecter par RT-PCR les virus de la famille des Paramyxoviridae dans les
¢chantillons de féces et d’organes de rongeurs, de primates non humains et

humains ;
- Déterminer leurs prévalences dans ces échantillons ;
- Formuler des recommandations visant a réduire les contaminations.

Ce travail comporte deux parties. Une premicre partie bibliographique
consacrée aux généralités sur les virus de la famille des Paramyxoviridae et a
I’épidémiologie des infections qu’ils provoquent. Une seconde partie
expérimentale, traite du matériel et des méthodes que nous avons utilisées
pour conduire ce travail, des résultats obtenus suivis de leur discussion et

quelques recommandations.






CHAPITRE I : GENERALITES SUR LES PARAMYXOVIRIDAE

I- DEFINITION

Du grec para: «a c6té de» et de myxa: "mucus", les Paramyxovirus sont des
virus @ ARN et font partie de l'ordre des Mononegavirales. Le groupe des
Paramyxoviridae contient de nombreuses especes de virus, méme si la plupart
d’entre eux semblent avoir une gamme d'hotes étroite. Les génomes de cette
famille contiennent un simple brin d’ARN de polarit¢ négatif. Leurs
nucléocapsides sont enveloppées sous forme d’hélices. Le virion a un aspect un

peu pléomorphique ou sphérique (Figurel)(Boiko, 2007-08)

Figure 1 : Vue d’un Paramyxovirus au microscope ¢électronique
(Paramyxoviridae; 2013)



II- CLASSIFICATION

La famille des Paramyxoviridae est divisée en deux sous-familles : les
Pneumovirinae et les Paramyxovirinae (Tableau I). 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.



Tableau I : Classification des Paramyxoviridae (ROMETTE, 2011)

Sous-famille

Genre

Quelques exemples

Virus humains

Virus animaux

Pneumovirinae

Pneumovirus

Virus respiratoire

syncytial humains

Virus respiratoire Syncytial
bovin

Virus respiratoire Syncytial
caprin

Virus respiratoire Syncytial
ovin

Metapneumovirus

Métapneumovirus
humain

Virus de la rhino-trachéite
de la dinde

Virus de la pneumonie de la
souris

Paramyxovirinae

Respirovirus

Parainfluenza virus

Humain 1 et 3

Virus de Sendai

Parainfluenza virus bovins

Virus des oreillons

Para influenza virus

Virus simien 5

Virus de la maladie de
Newcastle

Rubulavirus Humain 2, 4a et 4b
Menangle
Menangle
Virus Hendra
Henipavirus Virus Nipah
Morbillivirus des cétacées
Virus de la maladie de
Carré
Morbillivirus Virus de la rougeole
Virus de la peste des petits
ruminants
Virus de la peste bovine
Avulavirus rare virus de la maladie de

Newcastle




II-1 SOUS-FAMILLE DES PNEUMOVIRINAE

Les virus appartenant a cette sous famille, transmis par voie aérienne, sont
responsables de maladies dans les populations humaines et animales. Ils ont une
durée d'incubation de moins de 10 jours. Pour les Pneumovirus, la premicre
souche de RSV a d'abord ¢té isolée chez le chimpanzé (Chanock et al., 1958). 11
provoque chez 'homme, une atteinte du tractus respiratoire. Une primo-infection
est constatée chez 90 % des enfants de moins de 5 ans. Des réinfections sont
possibles chez 1'adulte. Des virus proches existent chez la souris, les bovins et

les caprins.

II-2 SOUS-FAMILLE DES PARAMYXOVIRINAE

Les virus de cette sous-famille ont été associés au cours de ces derniéres années
a ’émergence de nouvelles maladies dans les populations humaines et animales
(Mackenzie et al., 2001). Quatre de ces nouveaux virus ont été¢ décrits dans la
région Pacifique Ouest et ont la particularité de partager les mémes réservoirs
qui sont les chauves-souris frugivores du genre Pteropus. 1l s’agit des virus
Menangle (MenV) et Tioman appartenant au genre Rubulavirus, des virus
Hendra (HeV) et Nipah (NiV) appartenant au nouveau genre Henipavirus.
Toutefois, aucun cas humain de virus Tioman n’a été décrit a ce jour

(Mackenzie et al., 2001).

Les virus Hendra et Nipah ont été responsables chez ’homme et chez 1’animal
de syndrome pulmonaire et de méningo-encéphalites mortels. Le virus
Menangle a causé des troubles de la reproduction en élevage porcin et de

nombreux cas humains ont été signalés (Goldsmith et al., 2003).



Avulavirus

Metapneumovirus

Rubulavirus

ASPV FdIPV

Respirovirus

Henipavirus

Figure 2 : Arbre phylogénique des Paramyxoviridae en fonction des especes

affectées (Twiv, 2012 ; Nature, 2008)
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II- STRUCTURE ET ORGANISATION GENOMIQUE

III- 1 STRUCTURE VIRALE

La famille des Paramyxoviridae comprend des virus a ARN d’assez grande
taille et enveloppés. Les particules virales sont polymorphes, globuleuses ou
filamenteuses et mesurent 150 a 350 nm. Le génome a ARN monocaténaire est
associé¢ a une nucléocapside hélicoidale de 18 nm de diametre. Le génome code

7 protéines dont la polymérase associée au virion (Chastel, 2007).

Leur enveloppe est constituée dune bicouche lipidique qui provient de la
membrane plasmique de la cellule hdote et dans laquelle sont insérées des
glycoprotéines d'origine virale : la protéine d'attachement (H) et la protéine de
fusion (F). La protéine « H» doit son nom au fait qu'elle peut provoquer
l'agglutination d'érythrocytes de primates. L'enveloppe repose sur un squelette

protéique constitué par la protéine de matrice (M)(figure 3)(Lund et al., 1984).

Matrix protein (M)

Hemagglutinin-neuraminidase(HN)

Fusion protein (F)

Polymerase (L)

Figure 3: Schéma d’une particule virale de Paramyxovirus (Viralzone, 2010).
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III-2 ORGANISATION GENOMIQUE

Les composants du RNP sont présentés en couleur dans la figure 4 : le segment
rouge représente la portion du gene codant pour les nucléoprotéines (N); le
segment vert, les phosphoprotéines (P); le segment bleu, la matrice ; le segment
gris, les protéines de fusion (F) ; le segment violet, les protéines d’attachement
(H) ; le segment jaune, la polymérase (L). L’ARN génomique est encapsulé par
N dans une nucléocapside hélicoidale, représentée symboliquement sur la
figure 3.

Des études sur SeV et hPIV-1, des Respirovirus, ont montré qu'il existe des
multimeres de Phosphoprotéine (P) libres, non complexés avec la polymérase
(L). Ainsi, dans des RNP engagés dans la transcription, les phosphoprotéines
sont regroupées en amas autour des polymérases, mais on trouve aussi des
multimeres de P distants des molécules de L (ROMETTE, 2011).

A titre d’exemple, chaque virion de la rougeole contient plusieurs complexes
ribonucléoprotéiques (RNP), formés chacun par une molécule d'ARN viral

génomique ou antigénomique associ¢e aux protéines N, P, et L (Lund et al.,

1984)
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Paramyxoviridae

Gernes Mforbilliviris Measiss virus
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Figure 4 : Organisation génomique de quelques Paramyxoviridae (Vadscorner,
2011).

Les analyses virologiques de RT-PCR réalisées dans notre étude, consistent a
amplifier un géne conservé dans I’ARN des Paramyxoviridae, dont le géne L

le plus conservé dans cette famille (Figure 4).

IV- PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES ET ANTIGENIQUES

Dans la suite ce document, les informations présentées sont celles du virus
respiratoire syncytium (RSV) considéré comme modele viral de la famille des
Paramyxoviridae.
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IV-1 PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

Le virus respiratoire syncytial (RSV) a une densité¢ de flottaison moyenne de
1,21 g/cm3. En effet, lors de la purification de ce virus en gradient de
saccharose, il migre a des densités variant entre 1,16 et 1,26 g/cm’ (Chanock et
al., 1958). En gradient de chlorure de césium, la densit¢ du RSV est entre 1,19 et
1,32 g/em’. En gradient de métrizamide elle est de 1,16 a 1,20 g/cm’ (Wunner
and Pringle, 1976).

Outre les études sur les conditions d'équilibre du RSV, en gradient de densité,
d'autres propriétés physico-chimiques ont été étudiées, et sont résumées dans le

tableau II.
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Tableau II : propriétés physico-chimiques du virus respiratoire syncytial.
(Mbiguino, 1991)

Stabilité Sensibilité Références
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IV-2 PROPRIETES ANTIGENIQUES

Dés le début des travaux sur le RSV, la présence d'un antigéne fixant le
complément est rapportée (Chanock et al., 1958). Plus tard, deux (2) antigénes A
et B, ayant des densités différentes en gradient de chlorure de césium (CICs)
sont signalés, et permettant de classer ces virus en deux sous groupes (Coates et
al., 1966). L'antigéne A provoque en plus, l'apparition d'anticorps neutralisants.
L'antigéne A est associ¢ a l'enveloppe virale et 1'antigéne B a la nucléocapside.
La présence d'un troisiéme antigéne est aussi suggérée. Cependant, les travaux
de biologie moléculaire ont permis de démontrer que le RSV possede plusieurs
antigénes de structure.

L'utilisation d’antisérums humains a démontré que le RSV possédait un seul
sérotype. Cependant, des différences parmi les isolats ont été observées par
neutralisation a l'aide de sérums immuns, par le profil électrophorétique des
protéines virales par la réactivité avec les anticorps monoclonaux et par la carte
peptidique, ainsi que la présence de souches n'appartenant a aucun groupe et
dites "intermédiaires" (Hendry and Thames, 1986).

Lors d'une épidémie, les souches des 2 sous-groupes se retrouvent couramment,
avec une prédominance des souches du sous-groupe A. Les infections causées
par les souches du sous-groupe A sont plus séveres que celles dues aux souches

du sous-groupe B. Ces 2 sous groupes sont rencontrés a travers le monde

(Anderson, 1988).
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CHAPITRE II : EPIDEMIOLOGIE DES INFECTIONS DUES AUX
PARAMYXVIRIDAE

II-1 SOURCES VIRALES

Les enquétes sérologiques menées en Australie, en Malaisie, au Cambodge, en
Indonésie, au Bangladesh, en Inde et 4 Madagascar, ainsi que I’isolement du
virus Hendra et du virus Nipah chez les chauves-souris, permettent de penser
que ces animaux pourraient étre les principaux réservoirs des Paramyxoviridae
(Halpin et al., 2000; Wacharapluesadee et al., 2005). 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).

La plupart des mammiféres terrestres et marins sont sensibles aux
Paramyxoviridae et peuvent le transmettre en cas d’infection. Des anticorps
fixant le complément ont été détectés chez le chien, et chez le mouton. Kalter et
Heberling, en 1971 ont démontré que les primates tels que l'orang-outang, le
rhésus, le patas, le lagotrix, posseédent des anticorps anti-RSV.

Le besoin d'un modele animal, dont la pathologie du RSV ressemble a celle de
I'homme, a donné lieu a plusieurs essais d'infections expérimentales chez les
animaux. Ainsi, I'inoculation intranasale du RSV, a certaines espéces animales a
montré que, le cobaye, le furet, le chinchilla, le marmouset, le vison, le lapin, le
rat, ne développent pas de maladie, mais produisent des anticorps fixant le
complément et des anticorps neutralisants. La souris est sensible aux
Paramyxoviridae, mais ne développe de signes pathologiques que lorsque
l'inoculum utilisé contient un titre élevé de virus (Graham et al., 2000). Le singe
¢cureuil adulte, le singe rhésus nouveau-né, le singe cébus nourrisson, infectés,
sécretent du virus, mais ne font pas de maladie. Enfin, le hamster et I'agneau
sont sensibles aux Paramyxoviridae. Parmi tous les animaux testés, le
nourrisson furet, la souris et le rat du coton sont de bons modeles pour la

compréhension de la pathologie du RSV, car leur affection ressemble a celle de

17



I'homme, a savoir, la présence de lésions, de bronchiolites et pneumonies

(Anderson, 1988)

1I-2 MODE DE TRANSMISSION DES PARAMYXOVIRIDAE

Deux modes de transmission ont €té recensés chez les Paramyxoviridae, a savoir
un mode de transmission direct et un mode indirect. Le virus, véhiculé par les
sécrétions rhinopharyngées pénétre dans les voies respiratoires supérieures ou il
se multiplie. Survient ensuite une phase de virémie suivie d'une localisation dans
les organes cibles tel que le poumon, le foie la rate et les reins. Le virus est

excrété par les urines et la salive et les fientes.

Dans le mode de transmission direct, les animaux contractent I’infection par
voie respiratoire en inhalant les sécrétions rhinopharyngées émises par un sujet
infecté au cours d’un éternuement. Les urines, la salive et les fientes constituent
les sources biologiques a 1’origine des contaminations indirectes aux travers des
aliments souillés. Cette transmission par intermédiaire de produits souillés est la

plus incriminée dans les infections humaines a Paramyxoviridae (Kwiatek et al.,

2010).

Les études faites sur le cycle de multiplication ont montré que le virus
respiratoire syncytial s'adsorbe trés lentement a la surface des cellules. En effet,
50 a 60% des particules virales sont adsorbées entre 30 minutes et 2 heures,
mais il faut plus de 10 heures pour que 96% des particules soient adsorbées
(Bennett and Hamre, 1962). La latence dure 12 a 16 heures. Pendant une partie
de cette période, il y a la synthése des antigénes viraux. La production de virions
matures (figure 5), commence vers la 14° heure et continue dépendamment de
l'indice de multiplicité. Au cours de cette période, le virus est produit, mais plus
de 90% des particules virales reste associées aux cellules. En principe, pour un

indice de multiplicité de 1, la production virale est a son maximum au bout de
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24 heures post-infection, alors qu'avec un indice de multiplicité¢ inférieure a 1, le
titre infectieux est maximal 72 heures aprés l'infection (Béchi,

1988).

6. Assemblage des particules
virales et hourge onne me nt

5. Assemblage de
la nucléocapside

l 3. Transcrip tion

s

Nucléocapside
N,PetlL

. Protéines
4. Traduction '—» F, G,SHet

Figure 5 : Etapes du cycle viral des Paramyxoviridae (Ulaval, 2005)

II-3 FACTEURS FAVORISANTS LA TRANSMISSION

Plusieurs facteurs peuvent influencer la transmission de ces virus. Les plus
recensés sont 1’age et le climat.

Parmi les cinq (5) familles de virus qui causent des maladies respiratoires chez
I'homme, les Paramyxoviridae causent les plus importantes épidémies de
bronchiolites et de pneumonies, surtout chez les nourrissons et les jeunes
enfants. De plus, les enfants qui guérissent de ces bronchiolites ont tendance a
faire de l'asthme récurrente plus tard dans leur vie.

Les ¢épidémies surviennent régulicrement chaque année. Dans les zones

tempérees, elles s'¢tendent de novembre a avril dans I'hémisphere nord, avec un
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pic au mois de février. Dans 1'hémisphere sud, les épidémies ont lieu entre le
mois d'avril et septembre. Dans les régions tropicales et subtropicales, les
épidémies ont lieu pendant la saison chaude et pluvieuse.

Les infections sont trés graves chez les enfants de moins de 5 ans, notamment
ceux entre 6 semaines a 6 mois, avec un pic de fréquence a 1'age de 2 mois. Le
taux d'hospitalisation est en moyenne de 90% et la mortalité¢ de 0,5 a 2,5%. La
proportion d'enfants possédant des anticorps neutralisants augmente avec l'age,
ainsi 80% des enfants de moins de 4 ans ont déja été en contact avec le virus.
Bien que le risque d'infection soit excessivement ¢levé chez les nourrissons et
les jeunes enfants, les adolescents, les adultes et les personnes agées en sont
aussi victimes. Des données récentes ont fait mention du rdle croissant de
lI'infection a RSV chez les adultes et principalement les personnes agées (Taylor
and Oppenheim, 1998). L'infection chez les adultes est caractérisée par une
affection des voies respiratoires supérieures, une bronchite et de l'asthme dans

certains cas (Gardner, 1973).

Les Paramyxoviridae ont déja ét€¢ mis en évidence au sein des especes d’hotes
de notre étude. Plusieurs études ont été recensées a travers le monde montrant la
circulation de ces virus chez les rongeurs, les primates non humains, et les

humains. Le chapitre suivant en résume quelques exemples.
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II-4 INTERACTIONS ENTRE LES PARAMYXOVIRIDAE ET LES
POPULATION D’HOTES CIBLEES

I1-4-1 PARAMYXOVIRIDAE CHEZ LES RONGEURS

Les rongeurs et musaraignes sont connus pour abriter divers virus. Les
Paramyxovirus ont été isolés de rongeurs asiatiques et australiens, mais peu de
données sont disponibles pour les rongeurs africains. Récemment, des
séquences de paramyxovirus jusqu'alors inconnues ont été trouvées chez les
rongeurs en Afrique du Sud. Il a été constat¢ une forte prévalence de
paramyxovirus chez les rongeurs sauvages. Les analyses RT-PCR semi-nichée
ont permis de détecter I'ARN du paramyxovirus dans 21% soit 96 échantillons
sur 462 échantillons analysés. L'analyse phylogénétique a révélé que ces virus
¢taient de nouveaux paramyxovirus et pourraient en étre classés comme liés aux
Morbillivirus ou Henipavirus. Ces résultats suggerent qu’il existe une
circulation des Paramyxovirus jusqu'alors inconnus chez les rongeurs africains,
et fournissent de nouvelles informations sur la répartition géographique et la

diversité génétique des paramyxovirus (Sasaki et al., 2013)

I1-4-2 PARAMYXOVIRIDAE CHEZ LES HUMAINS

Chez des enfants hospitalisés pour infections respiratoires dans les services de
pédiatrie du centre hospitalier universitaire de Caen et de 1’hopital de Flers, la
recherche d’un nouveau métapneumovirus humain a été effectuée par PCR sur
les prélévements négatifs pour les virus respiratoire syncytial, virus influenza A
et B, virus para-influenza (1, 2 et 3), adénovirus, entérovirus, coronavirus et
rhinovirus. La comparaison de la morbidité des infections a métapneumovirus et
virus respiratoire syncytial a été effectuée aprés appariement des sexes, age et
mois d’infection. Comme résultats, Vingt-six (26) cas d’infection a
métapneumovirus humain ont ¢€té¢ identifies. L’¢tude comparative avec une

cohorte appariée de nourrissons infectés par le virus respiratoire syncytial n’a
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retrouvé aucune différence significative en ce qui concerne les motifs
d’hospitalisation, les signes cliniques et la prise en charge thérapeutique. Ce qui
démontre que le métapneumovirus humain est responsable d’un tableau typique

de bronchiolite aigué du nourrisson (Bach et al., 2004).

11-4-3 PARAMYXOVIRIDAE CHEZ LES PRIMATES NON HUMAINS

Créé a partir d'un stock fondateur de 100 animaux, la colonie de reproduction
macaque rhésus de la Fondation Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) est restée fermée a
lI'introduction de nouveaux animaux pour prés de 70 ans. Une enquéte
sérologique a été réalisée pour déterminer la prévalence des anticorps anti-virus
choisis comme premiere approche pour identifier les agents pathogeénes viraux
endémiques dans cette population. Les échantillons de sérum prélevés ont été
testés pour les anticorps au virus de la rougeole cercopitheque a
cytomégalovirus (RhCMV) (MV). La prévalence globale des anticorps était de
95% pour RhCMV. La prévalence variait selon le groupe d'age (Andrade et al.,
2003).

En somme, les Paramyxoviridae sont des virus a ARN, responsables de
maladies respiratoires chez ’homme et les animaux. Ils affectent les jeunes, les
personnes agées et les immunodéprimés et sont transmis a travers les secrétions
rhinopharynggés, la salive, les fientes et les urines. Dans les régions tropicales et
subtropicales, les épidémies surviennent pendant les périodes chaudes et

humides, et provoquent des infections graves chez les enfants de moins de 5 ans.
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I.

CHAPITRE I : MATERIEL ET METHODES

PRESENTATION DU CADRE D’ETUDE

I-1 LE CIRMF ET SON CENTRE DE PRIMATOLOGIE

Situé au sud ouest du Gabon (figure 6), le Centre International de Recherches
Médicales de Franceville (CIRMF) est un Institut Gabonais de référence pour la
recherche, la formation et de soutien au systéme de santé. Si la recherche initiale
au CIRMF ¢était orientée sur les pathologies parasitaires et la fécondité humaine,
les thématiques de recherche se sont rapidement élargies aux autres questions de
sant¢ majeures pour 1'Afrique Centrale. Aujourd'hui, les activités du Centre se
diversifient et intéressent des recherches en virologie fondamentale et
épidémiologie, en parasitologie, en primatologie, en génétique, en hématologie
et en écologie de la santé. La formation a l'excellence est faite d'une action
participative a ces recherches et se fait par l'accueil de jeunes chercheurs,
¢tudiants, doctorants et post doctorants Gabonais et du Monde entier. Les
chercheurs du CIRMF participent aussi aux enseignements académiques
universitaires. Le CIRMF remplit enfin une mission fondamentale d'appui a la
santé¢ publique au niveau national et international en mettant a disposition ses
expertises : du diagnostic de laboratoire, a I'aide aux interventions de riposte aux

épidémies. Le CIRMF a célébré ses 30 ans le 5 février 2009.
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GABON

Franceville

@ CIRMF ® (Dpp PPG, BKB

B 51AUT 0GOOUE

Figure 6: Localisation du Centre International de Recherches Médicales
de Franceville (a gauche), centre de primatologie, projet protection gorille, et
parc de Bakoumba (a droite) (Wikipedia, 2013)

Le CIRMF comprend plusieurs départements dont I’Unit¢ de Maladie Virale
Emergente (UMVE), le Laboratoire d’Analyses Médicales (LAM), 1I’Unité de
Parasitologie et d’Analyse Bactériologique, et un centre de primatologie. Le
Centre De Primatologie (CDP) a été installé au sein des 40 ha du Campus du
C.ILR.M.F dé¢s sa création dans les années 1980. Au fil des années, ce centre est
devenu I'un des centres de primatologie les plus importants d'Afrique. Prés de
400 primates, pour la plupart originaires du Gabon (chimpanzés, gorilles,
mandrills, cercopithéques a queue de soleil, mangabeys a collier blanc,
hocheurs) d'Afrique (vervets) ou d'Asie (Macaques rhésus et macaques
cynomolgus) sont élevés dans ce centre dédié a la recherche. Selon les besoins et
les possibilités, les animaux sont maintenus captifs soit en cage individuelle
dans des batiments de haute sécurit¢ type A2 et A3 pour des protocoles
expérimentaux de maladie grave, soit dans de grandes « voliéres » pouvant

héberger une dizaine d'individus selon la taille et la composition des groupes ou
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encore dans des enclos de semi-liberté de plusieurs hectares. Une équipe

d'animaliers, d'¢thologues et de vétérinaires assure son bon fonctionnement.

Les équipements médicaux de ce Centre sont comparables a ceux d'un hopital de
la sous-région (salle de soins, salle de chirurgie, salle d’imagerie médicale) et
permettent la réalisation de l'ensemble des soins médicaux ou chirurgicaux
nécessaires. Les primates sont soumis annuellement & un contrdle sanitaire et
leur population est régulée par un programme de maitrise de la reproduction. Le
CDP fait un effort important depuis quelques années pour améliorer les

conditions de captivité des primates qu'il éleve.

Riviére
Mpassa

Figure 7 : plan de masse du centre de primatologie du CIRMF(CDP)
(Wikipedia, 2013)

1= aire de divertissement gorille B= bureau du CDP

2= aire de divertissement et voliére chimpanzé Q= batiment de quarantaine

3= voli€re torquatus P4= laboratoire de haute
sécurité

4= voliére mandrills 5= voli€re vervets

6= volicre solatus 7= enclos
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I-2 LE PROGRAMME DE PROTECTION DES GORILLES (PPG)

Le Programme de Protection des Gorilles (PPG- Gabon) est un espace sauvage
protégé qui a été directement impliqué dans les initiatives de conservation de
I'habitat dans et autour du parc national des plateaux Batéké (PNPB) pour la
réintroduction des gorilles orphelins qui ont été sauvés du trafic de la faune et le
commerce de viande de brousse. Aujourd’hui, il ya deux groupes qui vivent en
toute indépendance dans le PNPB, et ils sont régulierement suivis par le
personnel du PPG (actuellement au nombre de 24 personnes) (Berggorilla,

2012).

I-3 LE PARC DE LA LEKIEDI

Le parc de la Lé¢kiédi est situ¢ au Sud-Est du GABON, dans la région du Haut-
Ogooug, a 100 km de Franceville et a 50 km de la cit¢ mini¢re de Moanda. La
ville la plus proche du parc est Bakoumba, a 7 km, le chef-lieu du département
de Lekoko. La frontiére avec la République du Congo est a 50 km du parc
environ. Le parc occupe 14 000 hectares entierement cloturé ; il est long de
20 km et large de 7 km. Il est traversé par plusieurs riviéres dont les deux plus
importantes sont la Missombo et la Lékiédi. Toutes les especes présentes dans le
Parc sont autochtones, excepté les impalas, importés de Namibie. Un suivi
particulier est accordé¢ aux grands singes: gorilles et chimpanzés. Mais on y
trouve aussi des mandrills, des sitatungas, des guibes, des buffles, de

nombreuses espeéces de petits singes et d'oiseaux, ainsi que des panthéres.
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II-MATERIEL
II-1 COMMUNAUTE D’HOTES

La population d’étude était composée de primates non humains, de rongeurs et

d’humains.
II-1-1 les primates non humains (PNH)

Les especes africaines sont essentiellement composées de chimpanzés (Pan
troglodyte), de gorilles (Gorilla gorilla) de Mandrills (Mandrillus sphinx) et de
vervet ou singes verts. Parmi ces espéces, certaines sont endémiques du Gabon a
savoir les cercopithéques hocheurs et les torquatus (Cercocebus torquatus). Les
espéces asiatiques étaient représentées par les macaques cynomolgus ou
macaques crabiers (Macaca fascicularis) et les macaques rhésus (Macaca

mulatta).
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Figure 8: Primates non humains du CDP : a) : chimpanzg, b) : Cercopitheques,
c): gorille, d) : mandrill (Wikipedia, 2013 )
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En plus des PNH du CDP, d’autres PNH recueillis a travers le Gabon durant la
période de 1’é¢tude ont €té intégrés a la population d’étude, ainsi que ceux vivant
au parc de la Lekiedi a Bakoumba a environ 100 Km de Franceville et ceux du
programme de protection des gorilles (PPG). Les PNH du PPG étaient
uniquement des gorilles alors que ceux du parc de LEKIEDI étaient constitués

de gorilles et de chimpanzés.
II-1-2 les rongeurs

Au cours de notre étude, nous avons capturé au total 213 rats appartenant a 5
especes différentes selon la clef d’identification des petits rongeurs du Gabon
(Duplantier, 2011). Les 5 especes identifiées sont les suivantes : Lemniscomys
striatus ou rat raillé, Lophuromys nudicaudus, Mastomys natalensis, Rattus

Rattus et Praomys sp. Tous ces rats ont €té capturés au CDP.

Figure 9: Espéces de rongeurs capturés : a) Lephuromys nudicaudus b)
Praomys sp ¢) Mastomys natalensis
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I1I-1-3 le personnel travaillant

La population humaine était représentée par les agents du CDP, du parc de la
LEKIEDI et du Programme de Protection des Gorilles, qui sont en relation avec
les PNH dans 3 types de milieux différents, le CDP (zone semi-urbaine), le parc
de la LEKIEDI (milieu naturel avec activité touristique), le PPG (milieu sauvage
avec une pression humaine réduite). La participation des agents au protocole a
¢t¢ faite sur la base du volontariat, avec la signature d’une fiche de
consentement éclairé qui leur a préalablement été expliquée. Cette fiche (voir
annexe 2) précise qu un numéro d’identification est attribué¢ a chaque volontaire,
permettant ainsi 1’utilisation des échantillons sanguins sous le couvert de
I’anonymat. L’équipe de médecins du CIRMF ¢était la seule a disposer des

identités réelles des individus. Au total 30 personnes ont participés.

II-2 MATERIEL DE CAPTURE ET DE LOCALISATION

Figure 10: Matériel de capture et de géo localisation.

1. GPS (CSX60, Garmin, Taiwan, Chine) utilisé pour géo-référencier les
endroits de pose de chaque pi¢ge ;

2. Ruban utilisé pour marquer chaque lieu ;
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8.
9.

. Piege Sherman, qui est un piege a déclenchement automatique. C’est une

. .. . , 3
boite en aluminium entiérement fermée avec un volume de 1,800dm’,
utilisé essentiellement pour la capture des souris ;

Bananes servant d’appat ;
feuille de relevé des pieges qui permet de noter les positions du jour
Stylo utilisé pour la prise de notes ;

Piege Tomahawk qui est un piege a déclenchement automatique. C’est un
picge grillagé avec un volume de 4,065 dm3, utilisé essentiellement pour
la capture des galagos, mais des souris ¢galement ;

Machette qui permet de se frayer un chemin dans la forét ;

Fil de fer qui sert a maintenir le piege sur I’arbre ;

10.lecteur de puce permettant de voir si le galago capturé est une recapture

ou non ;

11. Seringue pour transpondeur, utilisée uniquement sur les galagos, qui

permet d’implanter un transpondeur a I’animal en sous cutanée et de
suivre ’animal pour une longue période ;

12. Pince métallique utilisée pour la coupe de fil de fer

I1-3

MATERIEL DE LABORATOIRE

Plusieurs matériels ont été utilisés pour prélever les échantillons (sang, feéces),

et effectuer les analyses.

I1-3-1 matériels de prélévement

Au CDP, les prélevements se font dans un petit laboratoire affili¢ au batiment et

équipé pour I’occasion.

En mission dans les différents parcs, seul le minimum de matériel de

prélevement et de désinfection est emporté.
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Figure 11: Matériel de prélévement sur le terrain

Une fois les prélevements réalis€s, les analyses supplémentaires conduisant a
I’obtention des génomes viraux sont effectuées au sein des locaux du I’Unité des

Maladies Virales Emergentes.

I1-3-2 matériel d’extraction d’ARN

L’extraction d’ARN a partir des féces a nécessité un certain nombre de
matériel.

Pour le broyage d’organes, et 1’extraction de leurs ARN, un certain nombre de
matériel et de réactifs ont été utilisés. Il s’agit de :

»  La hotte a flux laminaire : appareil offrant un milieu aseptique lors de la
découpe des organes en morceaux plus fins avant le broyage. La découpe des
organes en morceaux de 25 mg pour la formation de pool, se fait manuellement
a I’aide d’un scalpel puis ces derniers sont placés dans un automate Geno

Grinder 2000, broyeur d’organe (Figure 12).
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Figure 12 : Hotte a flux laminaire

» un automate Geno Grinder 2000, broyeur d’organe

Automate Geno Grninder Boites et tubes WPV contenant les
microbilles

Figure 13: Automate Geno Grinder 2000
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> Un extracteur EZ1, un kit d’extraction individuel sur féces et une

centrifugeuse ont ¢été utilisés pour I’extraction d’ ARN (figure 14 et figure 15).

Figure 14: ’automate EZI Advanced XL

En plus des appareils cités ci-dessus, un ensemble de réactifs contenus dans le
kit RNeasy a été utilisé pour 1’extraction d’ARN.
Les tampons AWlet AW2 utilisés lors de I’extraction de I’ARN permettent

d’enlever les contaminants par simple lavage ; du PBS 1x, et de I’éthanol pure.

Le tampon RLT et le B-mercapto éthanol permettent la lyse des tissus de

I’échantillon avant I’extraction ;
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Figure 15: Kit d’extraction individuel sur féces (a et b) et centrifugeuse (c)

I1-3-3 matériel de transcription inverse suivie d’une polymérisation en
chaine (RT- PCR)

La hotte est également utilisée pour la préparation du mix (un mélange de
réactifs constitués pour I’amplification) ainsi qu’un thermocycleur pour

I’amplification du génome viral recherché.

Pour réaliser la RT-PCR, nous avons utilis¢é des amorces spécifiques aux

différents genres de la famille des Paramyxoviridae: amorce PNE, AVU-RUB,
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RES-MOR-HEN pour Paramyxovirus et les séquences de ces amorces sont
présentées dans le tableau I11.

Le Sérum Albumine Bovine (BSA), le Chlorure de Magnésium (MgCl2) et les 4
désoxynucléotides (ANTP : dATP, dTTP, dGTP, dCTP) ont été utilisés pour la
préparation du mix (mélange des réactifs) ;

Les enzymes SuperScript III RT/Platinum® 7aq Mix (Qiagen) et Platinum ®
Taq DNA polymérase (Invitrogen) sont respectivement utilisées pour la

premiere et la deuxiéme série d’amplification de la RT-PCR.

Tableau III : Séquences des amorces de Paramyxovirus utilisées

Genre viral Géne ciblé | Nom des amorces Séquence amorce (5’-3)
Respirovirus RES-MOR-HEN-F1 = TCITTTAGAACITTYGGNCAYCC
Morbidivirus L *RES-MOR-HEN-R ' CTCATTTTGTAIGTCATYTTNGCRAA

Henipavirus (496 pb)  *RES-MOR-HEN-F2 = GCCATATTTTGTGGAATAATHATHAAYGG

AVU-RUB-F1 GGTTATCCTCATTTITTYGARTGGATHCA

Avulavirus L *AVU-RUB-R GCAATTGCTTGATTITCICCYTGNAC
Rubulavirus (250 pb) *AVU-RUB-F2 ACACTCTATGTIGGIGAICCNTTYAAYCC
PNE-F1 GTGTAGGTAGIATGTTYGCNATGCARCC
Pneumovirus L *PNE-R GTCCCACAAITTTTGRCACCANCCYTC
(300 pb) *PNE-F2 ACTGATCTIAGYAARTTYAAYCARGC

* Amorce de PCR semi-nichée
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I1-3-4 matériel d’électrophorese

Une cuve a ¢lectrophorese a ¢été utilisée apres la PCR pour la migration des

produits de PCR sur gel d’agarose (2%).

Figure 16: Cuve a électrophorese

I1I-3-5 matériel de conservation des amplicons

Apres extraction et amplification, les ARN et les amplicons sont conservés au

congélateur, respectivement a -80°C et — 20°C.
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IHI- METHODES

Notre étude s’est déroulée durant la période comprise entre le 15 Novembre
2012 et le 15 octobre 2013. Plusieurs méthodes dont I’extraction sur colonne, la
RT-PCR et I’¢lectrophorese ont été utilisées dans notre étude. Ces méthodes

sont décrites dans les paragraphes qui suivent.

Au début de notre étude, il nous a fallu connaitre notre zone de capture afin de
pouvoir dresser une carte géo-référenciée qui nous permettra d’avoir les
coordonnées de chaque picge, posé a 50 m d’intervalle. Une inspection des lieux

¢tait nécessaire pour identifier les endroits propices au piégeage.

III-1 SUR LE TERRAIN

III-1-1 Détermination des coordonnées des points de capture

Le préalable a la capture fut de subdiviser notre zone d’étude en différents
points de piégeage géo référenciés. Au total, 63 points ont été retenus pour la
pose des piéges. Les points ont été¢ géo référenciés avec un GPS (CSX60,
Garmin ®, Taiwan, Chine), les logiciels google earth, MAPSOURCE, EXCEL,
DNRGPS et CONVERS 3 ont été utilisés selon la méthode suivante :

Relever avec le GPS les coordonnées de deux points de référence suffisamment
¢loignés dans la zone de capture, puis dans MAPSOURCE, a partir du premier
point tracer des paralleles de 50 m d’intervalle, puis d’autres parallcles
¢galement de 50 m d’intervalle, a partir d’un second point et perpendiculaires
aux premieres. On se retrouve avec un quadrillage dont les points sont a
équidistance de 50 m et il suffit a ce stade de faire basculer la grille directement
sur GOOGLE EARTH.

Sur la carte GOOGLE EARTH, identifier la zone de capture et éliminer les

points qui n’y font pas partie, puis €liminer les points situés dans des zones non

39



praticables (enclos, routes, volieres, marécages etc.) ; enfin, relever les points
restants et leurs coordonnées GPS. La liste des points et leurs coordonnées sont
transférées dans le GPS pour le marquage de point sur le terrain et tragage des
trajets en forét. Plus tard, le GPS sera connecté au logiciel DNRGPS pour le

traitement des coordonnées.

Une fois le GPS connecté sur DNRGPS, la liste des coordonnées peut étre
copi¢e en TXT puis transférée sur le logiciel Excel. DNRGPS permet de trier
les informations retenues par le GPS pour ne récupérer que les données dont on

a besoin.

Pour le traitement des données, Excel permet de modifier certaines informations
parasites pour obtenir une liste définitive des points de capture et leurs
coordonnées. Une fois la liste finalisée, il est important de la réintégrer au GPS,
d’ou la nécessité du logiciel CONVERS 3 car le passage de ces coordonnées sur

GOOGLE EARTH a entrainé leur modification, il faut alors les reconvertir.

Sur CONVERS 3, il est primordial d’effectuer certaines modifications sur les
coordonnées GPS en fonction du format (changer le N et le E en + et — pour le
format world géodésique system 1984) pour qu’elles puissent étre converties.

Ceci nous a permis d’obtenir la répartition des points ci-apres (figure 17) :

40



Gomomomomomg

\ -
= Afruit

Figure 17: géo localisation de la zone de capture (a ; b), et les points de
piégeage (¢)
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III-1-2 capture des rongeurs

La phase de géo localisation terminée, nous avons procédé au déploiement des
picges aux endroits identifiés. Deux types de picges a déclenchements
automatiques ont été utilisés: Sherman et Tomahawk. Ces deux types de pieges
sont couramment employés pour la capture des petits mammiferes terrestres

(Pimley et al., 2005).

Chaque picge était appaté avec une noix de palme entre 8h30 et 9h30 durant les
périodes de capture et, relevé le matin a la méme période puis redéposé dans
I’apres midi en cas de succes de capture. Apres la capture, les animaux étaient
conservés dans les pieges et transportés jusqu’au laboratoire du CDP pour

procéder a I’identification de 1’espece.

L’identification des espéces de rongeur a été faite sur la base de caractéres
morphologiques clé pour la détermination des petits rongeurs du Gabon

(Duplantier et al., 1997)(annexe 4).

II1-1-3 capture des primates non humains

Les primates non humains ont été capturés lors des contrdles sanitaires annuels.
Ils ont été identifiés par des numéros tatoués sur les cuisses ou sur la poitrine
. o , ,. e
pour certains, et par des boucles numérotés pour d’autres. Pour I’immobilisation
en vu du contréle sanitaire, les animaux ont été anesthésiés par le biais de
fléchettes anesthésiques mises sous pression et propulsées au moyen d’une
sarbacane. La molécule utilisée étant la kétamine, a la dose de 1ml pour 10kg,

soit 0.1 ml/ Kg.
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Figure 18: Contention et prélévement sur un primate sous anesthésie générale

III-2 AU LABORATOIRE

II1-2-1 méthodes de prélévement
II1-2-1-1 technique de prélevement sur le personnel

Conformément aux conventions, et pour des raisons d’éthique, les
prélevements humains se sont effectués au laboratoire d’analyse médicale

(LAM) du CIRMF par des médecins.

Toutes les personnes participant a 1’étude sont soumises a un formulaire
attestant de leur participation volontaire au projet et leur garantissant un suivi
sanitaire en cas de maladie, et un bilan complet de santé. Ils sont chargés de
rapporter en plus des prélévements sanguins ; des féces et des écouvillons

nascaux.
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I11-2-1-2 technique de prélevement sur les rongeurs

Le prélevement d’organes chez les rongeurs se fait au petit laboratoire du
CDP ou directement dans une piece équipée pour I’occasion dans des
conditions optimum d’asepsie.

L’animal est d’abord endormi dans un sac plastique contenant du
chloroforme pendant quelques minutes, une fois endormi il est sorti du sac et
installé sur la paillasse ou il est prélevé du sang et une petite quantité de
certains organes tels que : cceur, rate, rein, foie, intestin, poumon et crottes.
On réalise également des écouvillons nasaux et rectaux. A la fin des

prélevements, les animaux ont été euthanasiés et incinérés.

Les échantillons prélevés sont conservés dans des tubes eppendorf secs au
congélateur a -80°C, les écouvillons sont aussitot ensemencés sur des boites
de Pétri a milieux sélectifs pour la culture bactérienne destinée a une autre

étude.

Il est important de préciser que dans le cadre de notre étude, seuls la rate, le
foie, les poumons et les crottes ont €té utilisés, les autres organes étaient

destinés a d’autres études.
II1-2-1-3 technique de prélévement sur les primates non humains

Les primates non humains sont prélevés en salle de soin pour la plupart, le
prélévement de sang se fait manuellement au niveau des veines iliaques, la
récolte des crottes se fait a la main avec des gants, et 1’écouvillonnage nasal

et anal se fait en utilisant des écouvillons stériles.
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I11-2-2 méthodes d’obtention d’ARN
IT1-2-2-1 méthodes d’extraction d’acide ribonucléique (ARN)

En raison de I’importante diversité aussi bien qualitative que quantitative de nos
¢chantillons, nous avons réalisé I’extraction d’ARN par pool de crottes et
d’échantillons de poumon.

En effet, le pool est réalisé a partir de crottes et d’échantillon de poumon d’au
plus quatre (4) animaux de la méme espece, environ 2,5¢g de féces sont prélevés
par animal pour la constitution d’un pool. Pour les échantillons de poumon, ils
sont soigneusement découpés sous une haute stérile en morceaux de 2,5g en

prenant soin de changer de scalpel aprés chaque pool.

II1-2-2-1-1 Découpe et broyage des organes sur I’automate

La découpe et le broyage des organes ont été effectués de la maniere suivante :
On commence par 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 Saline pH 7,2). Les tubes contenant le PBS sont ensuite
placés dans la glace une demi-heure avant la manipulation. 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 1’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. Aprés 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 effectué grace a un automate Geno-Grinder 2000
(figure 14). L’automate permet de traiter deux boites contenant chacune 24 tubes
Well Polycarbonate Vials (WPV). Les organes sont broyés en 2 minutes a 1500
tours/minute. Le broyat obtenu est ensuite stocké a -80°C jusqu’a son utilisation

(extraction de I’ARN)
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I11-2-2-1-2 extraction d’ARN sur crottes

L’extraction de I’ ARN s’est effectuée a partir des crottes de rongeur et des feces
de primates et d’humains a I’aide du kit EZ1 virus kit2.0 (QUIAGEN®, hilden,
Allemagne). Cette extraction s’est effectuée sur L’automate EZI Advanced XL

selon le protocole recommandé.

Il faut tout d’abord préparer les réactifs : préparer le tampon RNA carrier en
dissolvant 310 pl de tampon AVE dans le tube contenant le RNA carrier
lyophilisé, le conserver a — 20°C apres utilisation ; et pour chaque échantillon
traité, diluer dans un tube de 1,5ml (fourni), 3,6 ul de la solution de RNA carrier

dans 56,4ul de tampon AVE.

» Me¢élanger doucement en pipetant. Ne pas « vortexer », aliquoter les
¢chantillons puis mettre 1200ul de PBS dans des tubes propres identifiés

préalablement.

» Ajouter une petite quantité de féces dans chaque tube environ (300 mg) et
centrifuger les tubes a 3000 tr/min pendant Smin ; prélever et transférer
ensuite le surnageant dans un nouveau tube; transférer 200ul de la
suspension (surnageant) de 1’échantillon dans un tube de 2ml (fourni).

Laisser reposer quelques minutes a température ambiante.

» Introduire la carte EZ1 advenced virus cardv2.0, allumer 1’automate,
appuyer sur START, ouvrir la porte de I’automate et prendre les
cartouches, les renverser trois (3) fois pour bien homogénéiser les
particules magnétiques ; disposer les cartouches dans les supports de

tubes, sur chaque ligne, disposer les éléments de la maniére suivante :

e Ligne 1 : tube d’¢lution de 1,5ml
e Ligne2 : porte cone et cone

e Ligne 3 : tube de 1,5 ml contenant 60ul de mélange RNA carrier+
tampon AVE
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e Ligne 4 : tube de 2ml contenant I’échantillon (200u1)
Fermer la porte et appuyer sur START ;
A la fin du protocole, récupérer les tubes d’élution contenant les acides
nucléiques purifiés et les conserver a -80°C ; effectuer ensuite la procédure de

maintenance comme décrite dans le manuel.

I11-2-3 méthodes d’analyse d’ARN

Pour cette étude, une RT-PCR classique suivie d’'une PCR semi nichée d’un
fragment de géne L et I’¢électrophoreése des amplicons issus de cette RT-PCR

sont les principales analyses effectuées.

II1-2-3-1 Principe de la PCR

La Polymerase Chain Reaction ou PCR est une technique de réplication ciblée
in vitro. Elle permet d’obtenir, a partir d’un échantillon complexe et peu
abondant, d’importantes quantités d’un fragment d’ADN spécifique et de
longueur définie. C’est généralement suffisant pour une utilisation ultérieure. Le
principe et les conditions expérimentales qui en découlent sont trés simples. 11
s’agit de réaliser une succession de réactions de réplication d’une matrice double
brin d’ADN. Chaque réaction met en ceuvre deux amorces oligonucléotidiques
dont les extrémités 3’ et 5° pointent ’une vers l'autre. Les amorces ou
« primers » définissent alors, la séquence amplifiée. Dans notre étude, nous
effectuons une RT-PCR. En effet, I’amplification de I’ARN nécessite une
reverse transcription pour la synthése du brin complémentaire, avant de passer a
la PCR.
Lors de la RT-PCR Pan Paramyxoviridae, nous avons tent¢ d’amplifier un
fragment du gene L. Cette inverse ou Reverse Transcription (RT) couplée a la
réaction de polymérisation en chaine en une seule étape (RT-PCR one step), est
suivie d’une deuxieme série d’amplification (PCR semi-nichée). Le recours a

une deuxieéme série d’amplification semi-nichée, permet d’augmenter la
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spécificite¢ de la réaction car le second fragment amplifi¢ est contenu dans le
premier fragment. Pour pouvoir amplifier le génome viral des virus recherchés,
des amorces spécifiques ont été utilisées RMH (R ; F1 ; F2) pour les genres
Respirovirus, Morbillivirus et Henipavirus, AR (R ; F1 ; F2) pour les genres
Avulavirus et Rubulavirus PNE (R ; F1 ; F2) pour les genres Pneumovirus, et

metapneumovirus.

I11-2-3-2 RT-PCR one step (pan Paramyxoviridae)

La transcription inverse consiste a synthétiser I’ADN complémentaire (ADNc) a
partir de I’ARN extrait du poumon ou des crottes. Cette étape se réalise comme
suit : on prépare une solution mix d’un volume final de 25 pl, contenant Sul
d’ARN, 0,5ul d’eau, 12,5u1 de tampon (One step buffer), 1ul de Sérum
Albumine Bovin (BSA), 0.4ul de Mgcl2 (50uM), 1 pl d’enzyme SuperScript 111
RT/Platinum® 7Tag Mix (Qiagen) et deux amorces a 10 uM (RMH, AR, PNE
(R) =2,3ul et RMH AR PNE (F1)=2,3ul) spécifiques a un fragment du geéne L
de 496 pb pour RMH, de 250 pb pour AR et de 350 pb pour PNE des
Paramyxoviridae.

La transcription inverse et la premiere série d’amplification se déroulent dans un
thermocycleur comme suit : d’abord une étape de purification a 60°C pendant
Imn, une étape de syntheése du brin complémentaire a 48°C pendant 30mn, une
¢tape de dénaturation initiale a 94°C pendant 2 mn, un cycle de 3 réactions
répétées 40 fois, puis une ¢longation finale a 72°C pendant 7 mn. Chacun des 40
cycles est constitu¢ d’une dénaturation a 94°C pendant 15 secondes, d’une
hybridation a 50°C pendant 30 secondes et d’une élongation a 72°C pendant 30

secondes.
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I11-2-3-3 PCR semi-nichée (pan paramyxovirus)

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 I’aide d’un
nouveau couple d’amorce sens et anti-sens RMH, AR, PNE (R) e¢t RMH AR
PNE (F2).

La réaction de PCR semi-nichée permet d’augmenter le seuil de détection de la
PCR et elle se réalise dans un volume final de 50ul comprenant 29,8ul d’eau,
Sul de la solution tampon (10x PCR buffer), 1ul des 4 désoxynucléotides
(dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 10ul de la solution des amorces sens et anti-sens
(RMH, AR, PNE (R) =5ul et RMH, AR, PNE (F2) =5ul), 2ul de Mgcl2, 0.2ul
d’enzyme Platinum ® Taq DNA polymérase (Invitrogen), et 2ul de produits de
la premiere PCR (différents ADNc).

L’amplification se déroule dans un thermocycleur en 3 étapes successives : une
dénaturation initiale a 94°C pendant 2 mn, un cycle de 3 réactions répétées 40
fois, puis une élongation finale a 72°C pendant 7 mn. Chacun des 45 cycles est
constitué d’une dénaturation a 94°C pendant 15 secondes, d’une hybridation des
amorces a 50°C pendant 30 secondes et d’une ¢longation a 72°C pendant 30

secondes.

I11-2-3-4 électrophorese des fragments amplifiés

Afin de visualiser les produits de PCR, on effectue une électrophorese selon le
protocole suivant :

e Préparation d’un gel d’agarose a 2% (3g pour 200 ml de tampon) en

tampon TBE (Tris Borate EDTA, de Sigma France). Le gel est placé dans

une cuve a ¢lectrophorese remplie de tampon TBE.

e D¢pdt dans chaque puits du gel de 10 pl de produit de PCR mélangés a

4ul d’une solution contenant du bleu de bromophénol (Sigma).
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e Migration ¢électrophorétique des produits de la PCR sous I’action d’un
champ ¢lectrique de 180 volts, puis visualisation des fragments sous

rayons ultra violet.

I1I-2-4 analyses statistiques et interprétation des résultats

La comparaison des effectifs et résultats d’analyse a été faite a I’aide du logiciel
statistique R version R.3.0.2. Au niveau de confiance de 95%, un résultat est
considéré comme significatif lorsque le khi” est inférieur & 0.05%. Lorsque les

effectifs sont inferieurs a 5, nous utilisons le test exact de Fisher.

Pour I’interprétation de nos résultats d’analyse d’amplification, lorsqu’un pool
est révélé positif, ce résultat est considéré comme suspect ; et les échantillons

composant ce pool sont par la suite analysés de maniére individuelle.
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CHAPITRE II : RESULTATS

RESULTATS DE CAPTURE

L’ensemble de nos captures se sont effectuées tout le long de ’année. Pour
les rongeurs, 63 picges ont €té posés et la capture n’a ét€¢ menée qu’au CDP.
Au total, nous avons obtenu 143 échantillons de primates non humains
répartis en six (6) especes dont des mandrils, des chimpanzés, des gorilles,
des vervets, des solatus et des macaques ; 213 échantillons de rongeurs
repartis également en cinq (5) especes dont Lemniscomys striatus, Praomys
sp, Lophuromys nudicaudus, Rattus norvegicus et Mastomys natalensis ; et
30 échantillons humains. Tous les échantillons ont ét¢ mélangés par groupe
de quatre individus de méme espéce. On se retrouve ainsi avec
respectivement : 39 pools de féces de primates non humains, 30 pools de
crottes de rongeur, 61 pools de poumon de rongeur et 8 pools de feces

humains. L’ensemble des résultats est confiné dans le tableau I'V.

Tableau IV : Effectif total d’individus prélevés

Espéces CDP PPG Parc de la TOTAL
LEKIEDI

Primates non 126 3 14 143

humains

Rongeurs 213 0 0 213

17 6 7 30

356 9 21 386
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RECHERCHE DES PARAMYXOVIRIDAE

II-1 POPULATION GENERALE

Un échantillon est dit amplifié¢ et considéré comme positif lorsque son gel
présente des bandes a hauteur de 496 pb pour le systtme RMH (Respirovirus,
Morbillivirus et Henipavirus), 250 pb pour le systtme AR (Avulavirus et
Rubulavirus) et 300 pb pour le systtme PNE (Pneumovirus, et
metapneumovirus). La figure 19 est une illustration d’un gel de PCR pour le
systeme AR.

La RT-PCR a révélé aprés €lectrophorese des fragments amplifiés, des bandes
dont les tailles sur gel correspondent au poids moléculaire attendus. Au total, 3
pools d’ARN de primates non humain et 1 pool d’ARN d’humain ont été
amplifiés. Apres dépoolage, 3 échantillons de PNH (tableau V) soit 2,09%
(IC95=0,4-6%) et 2 échantillons humains soit 6,6% (1C95=[0,8-22%]) ont été
amplifiés et considérés comme positifs. Aucun échantillon de rongeur ne s’est
révélé positif. On n’enregistre pas de différence significative entre les primates
non humains et les humains (khi*=0,57et p=0,2076) mais aussi entre les
rongeurs et les primates non humains (khi’=2,34 et p=0.064). A I’opposé, les
primates pris dans leur ensemble (Homme + PNH) sont significativement plus
porteurs que les rongeurs (khi’=4,18 et p=0.017), de plus on constate une
différence significative entre les primates non humains, les hommes et les

rongeurs lorsqu’ils sont comparés dans 1’ensemble (khi*=10,28 et p=0,0068).
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Tableau V : Bilan des résultats de RT-PCR Paramyxoviridae

I O
140 3 143

Primates non

humains

marqueur de poids moléculaire

74

Figure 19 : Photo d’un gel d’agarose des produits de PCR sur pool d’ARN
d’échantillons de primates, systéme AR.
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suspect positif ~ témoin positif

/ - témoin négatif N
>marqueur de poids\

moléculaire

Figure 20: Photo d’un gel d’agarose des produits de PCR sur pool d’ARN
d’échantillons humains, systéme AR.

I1I-2 PAR SITE D’ETUDE

I1I-2-1 programme de protection des gorilles (PPG)

Parmi les populations du PPG participant au protocole (tableau VI), nous avons
obtenu 2 positifs chez les humains et aucun parmi la population de primates non
humains (figure 21). Il n’ya pas de différence significative entre les infections de

ces différentes populations analysées au PPG(p=0,5).

Tableau VI: Bilan des résultats de RT-PCR Paramyxoviridae effectué dans les
différentes populations du programme protection gorille (PPG)

3 0 3

Primates
non humains
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positif
— positif e .
marqueur de poids _— témoin positif

moléculaire ' témoin négatif

Figure 21: Photo d’un gel d’agarose des produits de PCR sur échantillons
individuels humains, systéme AR.

I1-2-2 centre de primatologie (CDP)

Parmi les populations du centre de primatologie participant au protocole
(tableauVII), nous avons obtenu 3 suspects positifs chez les primates non
humains soit 2,38% (1C95=[0,5-6,80%]) et aucun suspect chez les humains
et chez les rongeurs (figure 22). Il n’ya pas de différence significative entre

les infections de ces différentes populations (p=0,068).

Tableau VII: Bilan des résultats de RT-PCR Paramyxoviridae effectuée dans
les différentes populations du centre de primatologie du CIRMF

123 3 126

Primates non
humains

17 0 17
Rongeurs 213 0 213
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marqueur de poids moléculaire

Figure 22: Photo d’un gel d’agarose des produits de PCR sur échantillons
individuels de primates non humains, syst¢tme AR.

I1-2-3 parc de la LEKIEDI (Bakoumba)

Sur la totalité des échantillons prélevés et analysés en provenance du parc de
la LEKIEDI a savoir 14 primates et 7 humains, aucun ne s’est révélé positif

en Paramyxoviridae.
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CHAPITRE III : DISCUSSION ET RECOMMANDATIONS

DISCUSSION

I-1 CONTEXTE, CHOIX DES SITES ET DES ESPECES ANIMALES

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
causes et leurs modes de transmission. L’état sanitaire des animaux sauvages
souvent inconnu, peut contribuer a [Dinfection humaine. L’exemple des
épidémies dues au virus Ebola apres la consommation des grands singes infectés
dans une région du Gabon est démonstratif (Nkoghe Mba et al., 2005). Par
ailleurs, plusieurs études ont démontré le role des animaux sauvages dans la
transmission d’agents pathogenes a I’homme (Larkin, 2003). Afin de réduire les
risques de contamination due aux especes animales sauvages, il serait judicieux
de connaitre les différentes étapes qui aboutissent a ce phénomene. C’est dans ce
contexte que la présente étude a ciblé quelques espéces animales ayant un
contact régulier avec les hommes au Gabon a savoir les primates non humains et
les rongeurs pour la recherche des virus de la famille des Paramyxoviridae,
C’est ainsi que des échantillons ont été prélevés en tenant compte du tropisme
cellulaire des différents virus de cette famille. Les paramyxovirus étant des virus
a tropisme respiratoire mais se retrouvant aussi au niveau du tube digestif, nous
avons utilisé le poumon, les écouvillons nasaux et les crottes. Nos sites d’études
sont essentiellement des sites de conservation de primates non humains

retrouvés dans la province du Haut Ogooué et travaillant en collaboration avec

le CIRMF.
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I-2 ECHANTILLONNAGE ET PRELEVEMENTS

Les prélevements ont été réalisés dans des laboratoires €équipés pour la
circonstance. Bien que notre étude se soit effectuée sur toute une année, les
périodes de captures des différentes especes, beaucoup plus réduites ne nous ont
pas permis de couvrir toutes les saisons rencontrées au GABON.

Apres le prélevement de leurs organes, les rongeurs sont sacrifiés puis incinérés.
Les primates non humains quant & eux sont prélevés sous anesthésie générale,
nous avons prélevé respectivement les sécrétions nasales et des crottes. Par
contre, les humains ont été prélevés par des médecins humains conformément a
la réglementation éthique de projet. Le personnel participant doit signer un
consentement éclairé (annexe 1) les informant sur le projet et les circonstances
de prélévement ; et les assurant d’un suivi sanitaire complet sur les échantillons
fournis. Ils fournissent du sang, des féces et des écouvillons nasaux ; mais seuls
les deux derniers ont été exploités dans notre étude, le sang étant réservé a une
étude ultérieure.

Pour la conservation des échantillons, deux aliquots ont été effectués et
conservés a température négative (-80°C dans le congélateur au laboratoire). Le
premier aliquot est utilis¢é pour une éventuelle confirmation des résultats
positifs ; et le deuxieme est utilisé pour 1’extraction. Conservés au congélateur
-80°C aussitot apres leurs prélévements, les échantillons sont décongelés pour
étre triés avant d’étre recongelés a -80°C. Ces échantillons ont été décongelés a
nouveau lors du broyage et au moment de I’extraction d’ARN. L’ ARN extrait a
¢galement été conservé a -80°C avant d’étre utilis¢é pour la RT-PCR. Par
conséquent, nous pensons que la succession des phases congélation et
décongélation pourrait altérer I’ARN des virus recherchés et les réactifs utilisés.
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 €té

fait dans notre étude.
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I-3 ANALYSES AU LABORATOIRE

La technique de biologie moléculaire RT-PCR reconnue pour sa grande
sensibilité a détecter les fragments du génome viral dans les tissus a €té utilisée a
cet effet. Ces analyses ont consisté a amplifier le gene L, qui est le plus conservé
dans la famille de Paramyxoviridae. Les amorces sont spécifiques pour des
groupes de genre de cette famille (RMH, AR, PNE), et les analyses s’effectuent
en deux séries d’amplifications suivant le protocole recommandé. La seconde
amplification est semi-nichée afin d’augmenter la spécificité des résultats. Ce
protocole a permis de révéler 5 prélevements positifs en Avulavirus et
Rubulavirus, dont 2 chez les humains et 3 chez les primates non humains. Ces
résultats different de ceux obtenus par MVE ONDO en 2011, qui a également
utilisé cette technique pour la recherche des Paramyxovirus sur 454 animaux
sauvages (224 ongulés, 83 rongeurs, 71 primates non humains, 34 carnivores, 28
reptiles et 14 oiseaux) destinés a la consommation au Gabon. Bien que la durée
pour la reconstitution du second brin d’ARN différe, les protocoles et les
amorces qu’il a utilisés restent identiques aux noétres. Les organes utilisés dans
son ¢étude étaient le foie et la rate pour la recherche des Paramyxovirus ; et les
résultats ont été confirmés par séquencage des fragments amplifiés. Au sortir de
cette étude, ses résultats ont révélé 1’absence de paramyxovirus dans les
échantillons analysés. Cependant, une RT-PCR effectuée avec un couple
d’amorces spécifiques du virus Hendra un autre Paramyxovirus, a permis de
révéler 25% de positifs sur des organes de chauves-souris frugivores de I’espéce
Pteropus hypomelanus en Asie. Dans cette étude, au total 5000 échantillons ont
¢té collectés, répartis en 46 espeéces dont 36 espeéces sauvages. Les organes
utilisés étaient le foie, la rate, le rein et le poumon. Le couple d’amorces utilisés
amplifie un fragment de 200 pb du géne M de ce virus (Halpin et al., 2000).
Toutes ces conditions différentes des ndtres pourraient expliquer le pourcentage
de détection supérieur obtenu dans cette ¢tude. En effet, nous avons ciblé une

famille virale (Paramyxoviridae) regroupant en son sein plusieurs virus ; les
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prélevements ont été effectués chez trois espeéces (humaines, simiennes, et
rongeurs) ; nos amorces sont spécifiques de plusieurs genres viraux et visent a
amplifier un géne conservé dans ces sous familles (geéne L) cela constitue une
limite a notre étude contrairement aux études menées en Asie. Nos échantillons
sont constitués d’organe de poumon et des féces. Une durée de reconstitution de
second brin d’ARN plus longue, nous a permis de détecter des virus dans nos
population d’études, mais ces résultats ne concernent malheureusement qu’une
région du territoire gabonais ce qui constitue ¢galement une limite pour notre
¢tude. Nos résultats pourraient étre améliorés en testant les échantillons avec de
nouvelles amorces plus spécifiques et d’autres témoins positifs ; en prenant soin
de faire plusieurs aliquots a usage unique de tous les réactifs pour contourner les

problémes liés aux changements de température.

I-4 RESULTATS GENERAUX

Les résultats obtenus aprés analyse de laboratoire, suggérent que les
Paramyxoviridae circulent trés peu et de facon asymptomatique chez les
animaux ayant fait I’objet de notre étude. Ce résultat signifierait que le risque de
contracter les virus appartenant a ces deux familles virales par contact avec ces
animaux dans nos différents sites d’étude (centre de primatologie du CIRMF,
parc de la LEKIEDI, projet protection gorille) est potentiellement faible.
Toutefois, ce premier essai ne permet pas de tirer des conclusions définitives, il
convient de reprendre cette étude avec un échantillonnage plus important et en
diversifiant les espéces animales. Plusieurs autres paramétres doivent &tre pris
en compte, notamment la période et la durée de collecte des échantillons chez
les primates non humains et les humains. La période des collectes chez ces
espéces 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
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donnée. En effet, la circulation virale n’est pas continue dans le temps, ni dans
I’espace. Pour certains virus, leur circulation peut étre favorisée, soit par la
saison pluvieuse ou la sécheresse mettant en jeu plusieurs facteurs : tel que le
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. Ces caracteres
épidémiologiques se confirment dans nos résultats avec nos 5 suspects positifs
en Paramyxoviridae capturé entre avril et juin, période qui correspond a la petite
saison de pluie au Gabon, justifiant notre faible pourcentage de détections en

raison d’une absence de prélévement pendant la grande saison de pluie.

Dans notre étude, les primates pris dans leur ensemble (Homme + PNH) sont
significativement plus porteurs que les rongeurs (khi’=4,18 et p=0.017). Cela
indiquerait que c’est par les primates que les rongeurs s’infectent. En effet, les
rongeurs se nourrissent essentiellement de restes d’aliment laissés par les
primates, sachant que chez les primates non humains, ces restes sont trés
souvent couplés aux excréments. Il serait donc probable que I’infection se
transmette a travers ces derniers. Toutefois, ces résultats nécessitent d’étre
confirmés par séquengage des échantillons détectés positifs. Au regard de notre
faible échantillonnage, nos résultats ne peuvent donner lieu a des conclusions
mais plutot des observations qui seront infirmées ou confirmées dans la suite du

projet avec des effectifs plus conséquents.
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I-S RESULTATS PAR SITE

Dans une vue d’ensemble, D’absence de capture de rongeur dans les sites du
parc de la LEKIEDI et du Programme de protection des gorilles, influence
considérablement les résultats qui y sont enregistrés et constitue une limite non
négligeable a notre étude. Les captures de rongeur n’ont eu lieu que dans le site
du centre de primatologie du CIRMF. Il serait prétentieux pour nous de conclure
a une prévalence zéro chez les rongeurs dans les autres sites. En plus,
contrairement au CDP ; le parc de la LEKIEDI et le PPG sont des sites naturels
ou les animaux vivent en toute liberté avec des interactions plus étroites entre
les especes ; il serait donc possible théoriquement d’y obtenir des pourcentages
de détection plus importants. De plus, au PPG, la circulation de pathogénes mis
en évidence uniquement chez le personnel en contact avec les primates non
humains se justifie par un bon respect des régles d’asepsie lors des distributions
d’aliment ou de soin aux animaux, et suggere implicitement une non
transmission d’homme & homme de ce virus adapté a I’espéce humaine. Au
CDP, les résultats positifs exclusivement limités aux primates non humains,
s’explique par les moyens logistiques utilisés pour le nettoyage et la
désinfection des déchets, et des matériaux souillés par les déjections des
animaux.

Au terme de cette étude, nous formulons quelques recommandations a

I’attention des autorités étatiques, des scientifiques et des acteurs de la filiére.
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RECOMMANDATIONS

Malgré le faible pourcentage de détection des virus ciblés, les connaissances
actuelles sur l’origine animale (sauvage) de certaines maladies permettent
d’attirer I’attention sur les risques infectieux. En effet, des agents pathogenes
appartenant a la famille des Paramyxoviridae et d’autres familles virales sont
impliqués dans I’émergence de nombreuses maladies chez ’homme. C’est ainsi
que certaines recommandations sont faites en direction du personnel des parcs et

réserves naturels, des touristes et autorités touristiques et des scientifiques.

II-1 AUX AUTORITES DES PARCS, RESERVES ET AIRES PROTEGES

En dépit des faibles pourcentages dans cette étude, la présence de virus
potentiellement pathogeénes pour ’homme dans les populations animales est
évidente. Le cas des parcs et des réserves est assez particulier en raison de
I’étroite cohabitation entre les hommes et les animaux. Pour réduire les risques
de contamination, il serait judicieux de procéder au suivi sanitaire longitudinal
des différentes populations concernées vivant en cohabitation, et d’établir des
programmes de vaccinations en fonction du risque infectieux. Aussi, il faudrait
instaurer des périodes de quarantaine obligatoire pour tout nouvel animal entrant
et de faire le vide sanitaire des batiments a chaque changement de saison pour

casser le cycle viral.
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II-2 AUX TOURISTES ET AUTORITES TOURISTIQUES

Parmi les activités touristiques, la visite d’animaux sauvages est treés prisée,
Pourtant les risques biologiques rencontrés ne sont pas toujours bien évalués.
En effet, trés peu savent quelles sont les maladies qu’ils peuvent contracter en
manipulant des animaux sauvages. Il serait souhaitable pour les autorités
touristiques, d’établir les cartes de risque infectieux et prendre des mesures de
sécurité avant tout contact ou visite dans un site donné. Avant et apreés tout
contact avec des animaux sauvages, se laver soigneusement les mains avec une
solution hydro-alcoolique ou a défaut avec de I’eau savonneuse. Afin de réduire
les risques de contracter des pathogénes en suspension dans I’air, il est conseillé

de porter un masque.

I1-3 AUX SCIENTIFIQUES

Les virus a ARN sont des virus assez complexes, depuis 1’émergence de
plusieurs d’entre eux, les chercheurs s’y intéressent d’avantage. Toutefois,
beaucoup négligent la fragilit¢ de leurs génomes et se retrouvent trés souvent
avec des résultats négatifs en amplification. Il est donc recommandé a tous
ceux qui travaillent avec de ’ARN de quantifier au spectrophotométre leur
aliquot avant chaque utilisation ou de faire plusieurs aliquots a usage unique
pour contourner les problémes dus aux changements de température qui cassent
I’ARN, perturbant ainsi les sites de fixation ou les séquences d’amplification

des amorces.
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Dans I’histoire de ’humanité, la lutte contre les maladies infectieuses a toujours
¢té un cheval de bataille pour les différentes populations sans cesse soumises a
différentes pressions. Pres de 60% de maladies sont des zoonoses et environ
70% d’entre elles proviennent de la faune sauvage (Jones et al., 2008).

Avec le développement de I’écotourisme, les parcs et aires protégées sont
davantage ouvert a la population a des fins touristiques, favorisant ainsi les
interactions inter especes essentielles au passage du pathogene d’une espece a
I’autre. Les modifications écologiques et les changements climatiques ont ainsi
permis a certains pathogeénes d’origine animale de franchir la barriere inter-
espece et s’adapter a ’homme.

Avec pour objectif principal la révélation d’une circulation des virus appartenant
a la famille des Paramyxoviridae au sein des sites de conservation des primates,
notre étude s’inscrit dans un projet portant sur la caractérisation et 1’évolution
adaptative de quatre (4) types de pathogéne (Trypanosomes, Entérovirus,
Paramyxovirus et Plasmodium). Elle a consisté plus spécifiquement, a détecter
par RT-PCR les virus de la famille des Paramyxoviridae dans nos échantillons ;
puis a déterminer leurs prévalences dans ces échantillons et ensuite Formuler
des recommandations visant a réduire les contaminations.

Ainsi, cette étude a ¢ét¢ menée a partir de 143 échantillons de primates non
humains répartis en six (6) especes, 213 échantillons de rongeurs répartis en
cinq (5) especes et 30 échantillons d’humains. Les prélévements ont été
effectués sur trois (3) sites ; notamment le centre de primatologie de Franceville

(CDP); le programme de protection de gorille (PPG); et le parc de la LEKIEDI.

La RT-PCR a révél¢ la présence de virus de genre Avulavirus et Rubulavirus
dans 3 échantillons de PNH soit 2,09% et 2 échantillons humains soit 6,6%. Au
Programme de protection de Gorille, cette circulation de Paramyxoviridae reste
limitée aux personnels ; alors que ces virus sont exclusivement retrouvés chez
des populations de primates non humains au Centre de primatologie. Cependant,

aucun Paramyxoviridae n’a été détecté chez les rongeurs.
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Cette ¢étude que nous avons initiée, nécessite d’€tre étendue a 1’ensemble du
territoire Gabonais pour étre plus éclairé sur les prévalences de ces virus a
I’échelle nationale. Elle doit étre reprise avec des périodes de collecte couvrant
I’ensemble des saisons, un échantillonnage plus important et varié ; et une
utilisation de réactifs plus adaptée au modele viral. De plus, pour le
développement d’un éco-tourisme plus responsable, cette étude pourra se
poursuivre par la recherche d’autres familles virales a partir de la base de
données constituée de I’ensemble de notre échantillonnage ; afin d’élargir nos
champs d’action sur les pathogénes d’origine animale.

Hormis les recommandations que nous avons formulées a [’attention des
autorités des parcs et réserves naturels, des autorités touristiques et des
scientifiques ; nous pensons qu’il est indispensable de mettre en place un réseau
de surveillance de maladies humaines d’origine animale, regroupant les

médecins, les vétérinaires et les scientifiques.
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Annexe [
Protocole de recherche risque Zoonotique li¢e a la conservation
Investigateur Principal : Dr Barthélémy NGOUBANGOYE

Superviseurs : Pr Dominique Pontier (Lyonl), Dr Frangcois RENAUD (IRD
Montpellier)

Cadre de I’étude : Thése PhD

Formulaire de consentement éclairé

Je soussigné,
Atteste participer de fagon volontaire au protocole portant sur « Recherche
d’agents infectieux circulant dans une communauté d’hotes, intérét pour la
conservation des especes et risque d’émergence de maladies zoonotiques, au
Centre De Primatologie du CIRMF (Gabon) ». Je suis informé que les
prélévements réalisés feront I’objet de recherche de pathogénes ou agents
infectieux potentiellement zoonotiques. Je suis conscient de ce que ces analyses,
effectuées de fagon anonyme dans ce protocole, peuvent conduire a la
découverte d’un parasite dont la prise en charge médicale se fera par les
médecins du CIRMF.

En foi de quoi, le présent formulaire est rempli et signé pour valoir ce que

de droit.

PS : En cas de syndrome fébrile, je m’engage a contacter le CIRMF au numéro

qui vous sera communiqué par les médecins.

Lu et approuvé
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Annexe [1

FICHE CAPTURE RONGEURS :

= Espeéce:
" Nom : = Sexe:
= Date : = Age:
= Site ; * Poids:
» Climat : = Etat général:
Mesures : Prélevements :
= L. corps (total) : * Sang: [frottiCdtube EDTACJtube sec
= L.queue: = Feces: [
= L. pattes ante: * Ecouvillons: [
= L. pattes post: * Organes:[Jintestin [ foie CJ poumon [

rein [ coeur I rate
=  Autres:
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RECHERCHE PAR RT-PCR DES VIRUS APPARTENANT A LA FAMILLE
DES PARAMYXOVIRIDAE AU SEIN DES SITES DE CONSERVATION DE
PRIMATES NON HUMAINS AU GABON

RESUME

Avec pour objectif la recherche de virus a caractére zoonotique appartenant a la familles des
Paramyxoviridae dans les feces et les organes de rongeurs, d’homme et de primates non
humains au sein des sites de protection primates au Gabon ; ce travail s’est déroulé du mois de
novembre 2012 a octobre 2013. Apres établissement d’une zone de capture géo référenciée et
des fiches de prélevement, la partie terrain consistant a la collecte d’échantillons a été réalisée
dans trois (3) sites différents dont : le centre de primatologie du CIRMF, le programme de
protection de gorille (PPG) et le parc de la LEKIEDI. La deuxieme 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). Elle a porté sur 386
prélevements: 30 d’humains, 213 de rongeurs, 143 de primates non humains. Pour la recherche
des Paramyxoviridae, les analyses ont été effectuées a partir des féces et des échantillons de
poumon et des écouvillons nasaux.

Les résultats de RT-PCR ont révélé la présence des Paramyxoviridae du genre Avulavirus et du
genre Rubulavirus dans cinq des échantillons analysés. Ces résultats qui montrent une
circulation des Paramyxoviridae chez les humains et les primates non humains ; doivent étre
confirmés par séquengage et comparaison des s€quences obtenues avec celles de la GenBank du

site internet de la National Center for Biotechnology Informatique (NBCI).

Cette étude préliminaire mérite d’étre complétée par une autre portant sur une plus longue

période avec un plus grand nombre d’échantillons et ¢élargie a d’autres espeéces animales.

Mots clés : virus — Paramyxoviridae — zoonoses - animaux sauvages —poumon - féces —
écouvillons nasaux- RT-PCR

Auteur : Thierry Audrey Gaél TSOUMBOU
Adresse : CIRMF Gabon. BP: 769 Franceville. E-mail : thierrytsoumbou@yahoo.fr
Tel : (+221) 77 212 26 04 / (+241) 0596 10 73

77



mailto:thierrytsoumbou@yahoo.fr

