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Les Poxvirus sont des gros virus a ADN bicaténaire, a multiplication cytoplasmique. Ils
possédent un certain nombre d’éléments autonomes permettant cette multiplication
intracytoplasmique contrairement a la majorité des autres virus (Smith, 2007). Plusieurs
genres de cette famille de virus dont les Orthopoxvirus (OPV) et le Molluscum contagiosum
virus (MCV) sont impliqués dans les infections cutanées chez I’homme et d’autres vertébrés.
Depuis les années 1980, le virus de la variole appartenant au groupe des Orthopoxvirus a été
éradiqué (WHO, 1980). Cependant, des virus comme le Monkeypoxvirus, le Cowpoxvirus et
les autres OPV continuent d’infecter ’homme de maniére accidentelle mais avec un degré de
virulence moins severe que le virus de la variole (Hutin 2001). Leur éradication est
problématique car ils possédent de nombreux hoétes. L’émergence du Monkeypoxvirus surtout
en Afrique centrale est aujourd’hui préoccupante. Monkeypoxvirus est un virus qui a été isolé
pour la premiére fois en 1958 chez le singe Macaca cynomolgus par Von Magnus a
Copenhague (Magnus, 1959 ; Sauer, 1960 ; Prier, 1960 ; Mc Connelle, 1964). Le premier
cas humain documenté remonte a 1970 au Zaire (République Démocratique du Congo) dans
les provinces de 1’équateur. Le virus circule en mode endémique dans les zones tropicales
humides d’Afrique surtout les régions forestiéres. A ce jour, le réservoir est surtout constitué
de rongeurs dont le chef de file serait Funisciurus anerythrus (Khodakevich, 1987 ; Di
Giulo, 2004 ; Reynolds, 2010). D’autres rongeurs tels que Cricetomys, Graphiurus,
Heliosciurus, Xerus et méme Mastomys natalensis sont aussi impliqués d’aprés de
nombreuses études (Gispen, 1976 ; Reynolds, 2010; Hutson, 2015). Le mode de
contamination reste le contact avec ces rongeurs, soit par morsure, soit par contact avec les
Iésions dues au virus. La contamination a travers d’autres animaux tels que les primates
(Singe, Chimpanzé, Gorille, Orangs-outans) reste possible. Les contaminations interhumaines
se font par voie aérienne et par contact avec les lésions cutanées. Monkeypoxvirus est
responsable d’une fievre éruptive accompagnée d’une lymphadénopathie chez les différents
primates. Chez ’homme, il s’agit de tableau clinique typique de la variole avec un taux
d’attaque familiale et un taux de mortalité faible (Hutin, 2001). Par contre, chez les primates
non humains comme les orangs-outans, une mortalité élevée est observée (Magnus, 1959 ;
Sauer, 1960 ; Prier, 1960 ; Mc Connelle, 1964). Les méthodes de diagnostic direct sont
basées sur I’observation au microscope électronique, 1’inoculation a 1’ceuf de poule
embryonné, la culture cellulaire et surtout les méthodes de biologie moléculaire. Le diagnostic

indirect est basé sur les méthodes sérologiques telles que 1’inhibition de I’hémaglutination, la
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séroneutralisation, la fixation du complément et ’ELISA. Ces méthodes ont été largement
utilisées au laboratoire pour la mise en évidence des anticorps anti IgG et IgM du
Monkeypoxvirus.

Jusqu’aux années 1990, les infections a Monkeypoxvirus évoluaient sous un mode endémique
surtout dans la région du Zaire avec un tableau clinique typique de la variole et un taux
d’attaque familiale faible. Ce virus donne une maladie a faible potentiel de transmission
interhumaine confirmant ainsi sa non capacité de se maintenir dans la population humaine
(Hutin, 2001). De plus, il n’a pas été considéré comme une menace lors de 1’éradication de la
variole car il existe une forte immunité croisée entre le Monkeypoxvirus, le virus de la
variole, le Cowpoxvirus et le virus de la vaccine. Ce dernier a été utilisé comme vaccin pour
éradiquer la variole. Les événements du Kasai oriental au Zaire en 1996-1997, ont révelé
d’autres aspects du virus. Durant cette période, des flambées de cas humains d’Orthopoxvirus
simien ont été observées. Trois constats majeurs ont été notés (Hutin, 2001) :

- un nombre important de cas jamais signalés a été observeé ;

- la proportion des cas agés de plus 15 ans est passée de 7,5% a 27,2% les années
précédentes ;

- une observation de la proportion plus importante de cas secondaires.

Devant ces faits majeurs, 1’étude phylogénique préliminaire de I’ADN de la souche virale en
cause n’a montré que des variations mineures par rapport aux souches d’Orthopoxvirus
simiens collectées au Zaire de 1970 a 1979 (Hutin, 2001). Une variation majeure de I’ADN
du Monkeypoxvius reste donc peu probable. Mais de telles modifications ont-elles des
consequences sur I’infection chez I’homme? Cette question est d’autant plus importante qu’il
y a plus de trente ans que la vaccination contre la variole a été arrétée et plus de la moitié de
la population mondiale est sans protection. A ce jour I’existence de réserves de vaccin
contre la variole qui protégent également contre le Monkeypoxvirus constitue une assurance
pour le monde scientifique en cas de flambées plus importantes. Les régions sensibles doivent
donc étre des sites permanents de surveillance sentinelle environnementale et humaine afin
de deétecter tres tot la possibilité de survenue d’une épidemie.

L’Orthopoxvirus simien suscite une attention croissante qui est liée aux derniers evénements
dds au virus. En effet, a coté de mini-épidémies africaines intertropicales, sont apparues des
formes épidémiques aux Etats-Unis en 2003 (Boumandouki, 2007 ; Reynolds, 2010). Cette

épidémie est survenue chez des hommes contaminés par des chiens de prairie, eux-mémes
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contamineés par des rongeurs tels que Funisciurus anerythus provenant du Ghana. Devant ces
évenements lies au Monkeypoxvirus, de nombreuses études ont été realisées essentiellement
autour des axes de recherche suivants:

- I’écologie et les réservoirs du virus afin d’apporter une réponse a la circulation du virus et a
son maintien dans 1’environnement ;

- I’étude de la variabilité génétique du virus afin de prévenir la survenue d’épidémies liées a
des souches hautement virulentes ;

- P'utilisation des Orthopoxvirus comme vecteur de genes étrangers qui suscite un intérét
croissant en thérapeutique ;

- et surtout la vaccinologie.

En Cote d’Ivoire, depuis les deux cas humains signalés en 1970 et 1981, aucun cas de
Monkeypoxvirus humain n’a été déclaré durant ces trois décennies. Cependant une étude
réalisée au sud du Ghana en 2004, suite a 1’épidémie due au Monkeypoxvirus aux USA en
2003, afin de déterminer I’origine du virus en cause, a identifié divers rongeurs comme
réservoirs circulants dans les deux localités choisies comme site d’étude [Reynolds, 2010].

La Cote d’Ivoire de par sa situation géographique en Afrique tropicale et sa proximité étroite
avec le Ghana pourrait étre une zone de circulation du virus. Il parait donc nécessaire de
développer des travaux en vue de déterminer le niveau de circulation du virus dans le pays a
travers les réservoirs classiques, et d’évaluer le risque de survenue d’une épidémie dans une
population sans immunité vaccinale vis-a-vis du virus ceci dans le but de mettre en place des
méthodes de diagnostic rapide pour une riposte efficace. Ces différents travaux s’articulent
autour d’axes de recherche tels que I’épidemiologie, I’écologie, 1’étude des réservoirs du virus
et I’étude moléculaire des virus. A travers ces travaux, les questions suivantes ont été abordées
dans cette these.

Question 1 : Depuis I’arrét de la vaccination contre la variole en 1980, le nombre de cas de
Monkeypox est croissant en Afrique centrale. La Republiqgue Démocratique du Congo
concentre 95% des cas de Monkeypox humain a travers le monde . En Afrique occidentale,
particulierement en  Cote d’Ivoire, les derniers cas d’infection humaine par le
Monkeypoxvirus répertoriés remontent a plus de trente ans malgré un climat favorable a la
circulation du virus.

Devant ce constat, le virus serait-il absent de 1’écosystéme alors méme que les différents

rongeurs identifiés comme réservoirs dans la littérature sont présents dans le pays?
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Hypothese 1 : I’hypothése serait donc que le Monkeypoxvirus circule en Cote d’Ivoire a

travers les réservoirs potentiels.

Question 2: Le vaccin contre la variole qui protégeait contre le Monkeypoxvirus par
immunité croisée a été arrété en 1980. Ainsi, pres de quarante ans aprés 1’arrét de la
vaccination contre la variole, plus de la moitié de la population mondiale serait sans
protection contre le Monkeypoxvirus, ce qui a conduit a accroitre le nombre de sujets exposes
au risque d’infection a 1I’Orthopoxvirus. Cette accumulation constitue une situation favorable
a I’émergence du Monkeypoxvirus. En Coéte d’Ivoire, 1’écosysteme serait favorable a la
circulation de ce virus. Par ailleurs, I’hote et les réservoirs potentiels sont présents dans le
pays. Cette cohabitation hote , virus et réservoirs pourrait constituer un risque de passage du
virus a I’homme. Dans un tel contexte, quelle serait la proportion de sujets ayant été en
contact avec le virus ?

Hypothése 2 : I’hypothése serait que les populations non vaccinées contre la variole vivant
dans les zones ou circule le réservoir ont des taux d’anticorps spécifiques d’Orthopoxvirus
tres bas.

Question 3 : De nombreux virus sont impliqués dans les infections cutanées virales chez
I’homme, en particulier chez 1’enfant. Ainsi, la variole mineure a parfois été confondue avec
la varicelle, la rougeole et méme le Molluscum contagiosum. Malgré 1’éradication de la
variole et I’existence de vaccin efficace contre la rougeole, les 1ésions cutanées chez 1’enfant
sont fréquentes en Cote d’Ivoire. Le MCV est souvent impliqué dans les lésions cutanées chez
I’enfant. Son diagnostic reste essentiellement clinique alors que des formes cliniques
atypiques sont rencontrées avec 1’infection a VIH. Dans ce contexte, quelle est la place des
Orthopoxvirus en général et du Monkeypoxvirus en particulier dans les infections cutanées
virales en Cote d’Ivoire ?

Hypothése 3 : L’hypotheése a cette question serait que Monkeypoxvirus est impliqué dans les

infections éruptives en Cote d’Ivoire.
Pour répondre a ces différentes questions de recherche, I’objectif général de ce travail est de

confirmer la circulation des Orthopoxvirus en particulier le Monkeypoxvirus en Cote

d’Ivoire. Pour atteindre cet objectif général les objectifs spécifiques suivants ont été fixes.
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1. Rechercher le virus chez les micromammiféres identifiés comme réservoir en
Cote d’Ivoire

2. Déterminer la séroprévalence de I’infection a Orthopoxvirus chez les sujets
non vaccinés contre la variole

3. Déterminer la place des Orthopoxvirus dans les lésions cutanées chez

[’homme.

Pour atteindre les objectifs de ce travail, nous présenterons dans une prémiere partie le revue
bibliographie puis dans une deuxiéme partie nous aborderons le chapitre sur le matériel et
méthodes et avant de conclure nous présenterons les résultats de ce travail suivis de la

discussion
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I. POUVOIR PATHOGENE

I.1.HABITAT OU ECOLOGIE DU VIRUS

Les Poxvirus se différencient en deux sous-familles selon leurs spécificités d’hote, les
Entomopoxvirinae ayant un tropisme vis-a-vis des insectes et les Chordopoxvirinae infectant
les vertébrés. Les Chordopoxvirinae sont divisés en huit genres dont quatre incluent des
especes virales pouvant infecter I’homme (Tableau I). Le genre Orthopoxvirus comprend
notamment le virus de la variole (VARV), le Monkeypoxvirus (MPXV), le Cowpoxvirus
(CPXV), le Virus de la vaccine (VACV) et le Camelpoxvirus (CMLYV).
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Tableau I : Répartition des Chordopoxvirus selon les réservoirs et les hotes (Duraffour,2008)

contagiosum virus

Genres Especes Réservoir Répartition Autres hotes infectés
géographique naturellement
Virus de la variole Humain Mondiale (éradiqué) | Aucun
Virus de la vaccine Inconnu Mondiale Humains, bovins, lapins
Cowpoxvirus Rongeurs Europe, Asie Chats, humains, bovins,
Orthopoxvirus animaux du zoo
Monkeypoxvirus Ecureuils Afrique centrale et | Primates (Humains et non
(rongeurs) Afrique de ’ouest humains)
Camelpoxvirus Chameaux Afrique, Asie Aucun
virus de I'ectromélie Rongeurs Europe Aucun
Raccoonpoxvirus Ratons laveurs Etats unis (Est) Aucun
Orfvirus Mouton Mondiale Humains et autres
ruminants
Parapoxvirus Pseudocowpoxvirus Bovins Mondiale Humains
Virus de la stomatite | Bovins Mondiale Humains
papuleuse bovine
Avipoxvirus Flowlpoxvirus Oiseaux
Capripoxvirus Sheeppoxvirus Chévres Humains et autres
ruminants
Leporipoxvirus Myxoma virus Rongeurs
Suipoxvirus Swinepoxvirus Porc Humains
Yatapoxvirus Tanopoxvrus Rongeurs ? Afrique Humains
Singes ? (Est, Centre)
Molluscipoxvirus | Molluscum Humains Mondiale Aucun
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I .1.1 Réservoirs des Orthopoxvirus

Orthopoxvirus comprend plusieurs genres qui infectent divers vertébrés. Dans ce groupe de
virus, seul le virus de la variole infecte spécifiquement I’homme. Ce qui a permis son
éradication dans les années 1980 (Esposito, 2001). Certaines ont un réservoir spécifique
connu mais la capacité d’infecter d’autres vertébrés n’est pas prouvée. Il s’agit du
Camelpoxvirus qui a pour réservoir les dromadaires ou chameaux et Ectromelia virus
retrouvé chez les rongeurs en général. Pour d’autres comme Horsepoxvirus, Vaccinia virus,
Monkeypoxvirus qui constituent actuellement un probléme majeur pour I’homme, le réservoir

reste inconnu (Tableau I1).

Tableau Il : Répartition des Orthopoxvirus selon les réservoirs (Duraffour, 2008)

Espéce Reéservoir Autres hotes infectés

Virus de variole Humain Néant

Camelpox virus Chameau ou Dromadaire Néant

Ectromelia virus Rongeurs Néant

Raccoonpox virus  Racoons = ratons laveur Neant

Cowpoxvirus Rongeurs (Clethrionomys glareolus, Apodemus Humains, bovins, lapins
sylvaticus)

Monkeypoxvirus Inconnu mais rongeurs suspectés Primates (Humains et non

humains)
Vaccinia virus Inconnu Humains, bovins, lapins
Horsepox virus Inconnu horses

1.1.2 Réservoirs du Monkeypoxvirus

Le réservoir du Monkeyvirus fait I’objet de plusieurs investigations ces derniéres années
(Gispen, 1976 ; Huston, 2007 ; Reynolds, 2010). A ce jour, le réservoir est surtout constitué
par les rongeurs dont le chef de file serait Funisciurus anerythrus (Khodakevich, 1987 ;
Reynolds 2010). Des études portant sur la recherche des anticorps anti Monkeypoxvirus chez
des animaux en République Démocratique du Congo (RDC) ont suggéré que les écureuils et

les singes jouent un réle dans le cycle de vie du virus (Hutin, 2001 ; Meyer, 2002).
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D’autres rongeurs tels que Cricetomys, Graphiurus, Heliosciurus, Xerus et méme Mastomys
natalensis sont aussi impliqués d’apres de nombreuses études (Gispen, 1976 ; Hutin, 2001;
Di Giulio, 2004). Funisciurus anerythrus ou funisciure a dos rayé est une espéce de
la famille des sciuridés. C'est une sorte d’écureuil arboricole africain qui se distingue par une
raie jaune des deux cOtés du dos et la queue annelée de jaune. Il vit dans la forét tropicale
humide de basse altitude. Il est présent au Bénin, au Nigéria, au Cameroun, en Guinée

équatoriale, en République Centrafricaine et en République Démocratique du Congo
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Ribboned
rope squirrel.

‘Red-cheeked
rope squirrel.
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Fire-footed
rope squirrel.

Kintampo rope
squirrel.

rope squirrel.

Figure 1 : Genre Funisciurus et distribution en Afrique (source (Kingdon, 1997))

Thomas’s rope squirel = Funiciurus anerythrus, Ribboned rope squirrel = Funisciurus lemniscatus, Lunda
rope squirrel = Funisciurus bayoni, Funisciurus, Fire-footed rope squirel = Funisciurus pyrropus, Red-cheeked
rope squirel = Funisciurus lucogenys, Lady Burton’s rope squirel = Funisciurus isabella, Kintampo rope
squirrel = Funisciurus substriatus, Congo rope squirrel = Funisciurus congicus,
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Cricetomys gambianus (Giant-pouched rat) connus sous les noms impropres de rats de
Gambie ou rats géants qui sont de gros rongeurs africains pesant autour de 1,4 kg et
traditionnellement chassés pour I’alimentation humaine dans la majeure partie de 1’Afrique

sub-saharienne sont aussi suspectés (Figure 2) ainsi que les autres micro-rongeurs.

g 2eamys (both Beamys and Lesser
C. emini live within C. gambianus range) pouched rat.

I Cricetomys emini
| | Cricetomys gambianus

. C. emini cosensi

2000 km

Giant-pouched rat.

POUCHED RATS CRICETOMYINAE

Figure 2 : Genre Cricetomys et distribution en Afrique (source (Kingdon 1997))
Giant pouched rats = Cricetomys (2 especes ; C gambianus et C emini)
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Au-dela des rongeurs, Monkeypoxvirus infecte les primates et ’homme. Le premier cas
signalé a été isolé chez le Cynomolgus au Danemark (Magnus, 1959). Ce primate a présenté
des signes d’éruptions cutanées 62 jours apres son retour de Singapour. Par la suite, le virus a
été isolé chez d’autres primates comme les gorilles, les chimpanzés, Cercopithecus puis chez
I’homme en 1970 au Zaire (Arita, 1972 ; Lourie, 1972 ; Fenner, 1989).

.2 EPIDEMIOLOGIE
La distribution des Orthopoxvirus est fonction de I’espéce virale. Chaque espéce semble
localisée dans une zone géographique donnée a 1’exception du virus de la variole qui avait une

répartition mondiale (Tableau III).

Tableau Il : Répartition géographique des Orthopoxvirus (Durafour,2008)

Espéce Répartition géographique
Virus de variole Eradiqué, avait une répartition mondiale
Camelpox virus En Afrique et en Asie
Ectromelia virus En Europe
Raccoonpox virus Aux Etats-Unis surtout dans la partie Est
Cowpoxvirus En Europe et Asie Ouest
Monkeypoxvirus En Afrique centrale et Afrique occidentale
Vaccinia virus Inconnu
Horsepox virus Asie centrale

Concernant 1’ Afrique centrale et I’ Afrique de 1’ouest, le Monkeypoxvirus reste 1’espéce la plus
préoccupante parmi les Orthopoxvirus. Dés son apparution en 1970, il a circulé a travers
divers pays comme le Zaire, la Sierra Leonne, le Nigeria, la Cote d’lvoire (Figure 3) (Foster,
1972 ; Jesek, 1988).
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Figure 3 : Répartition de cas de Monkeypox humain en Afrique dans la premiére décennie de la découverte de
virus chez I’homme (Jesek, 1988 ; Fenner,1989).

La zone tropicale humide constitue la zone de prédilection de circulation du virus. Les études

récentes de Levine basées sur la modélisation des niches écologiques du virus prédit la

circulation dans la méme zone (Figure 4) (Levine, 2007 ; Levine, 2009).
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Figure 4 : Zone probable de la circulation du virus en Afrique (Levine , 2007)

L’Afrique centrale en particulier la RDC constitue la zone endémique de la circulation du
virus (Jezek, 1988; Hutin, 2001 ; Rimoin, 2010 ; Reynolds, 2012). Selon les données du
Bulletin mensuel de ’OMS en République Démocratique du Congo N° 15 - Juillet 2008
(OMS, 2008), le nombre de cas humains en 2005 était supérieur a 1500 cas (Figure 5).
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Figure 5: Evolution des cas de Monkey Pox de 1996 a 2008 en RDC ( OMS, 2008)

Les épidémies les plus récentes concernent la République Centrafricaine et le Congo
Brazzaville. Depuis les années 1980, aucun de ces virus n’a été signalé en Afrique
occidentale, malgré les conditions écologiques favorables. Cependant, a travers des rongeurs
de cette zone géographique, le virus a quitté sa zone géographique originelle, pour se trouver
aux Etats- Unis en 2003 (Reynolds, 2010). Le virus a également été isolé dans 1’actuel
Soudan du sud en 2005 (Formenty, 2005 ; Nakazawa, 2005).

1.3. MODE DE TRANSMISSION

La transmission des Orthopoxvirus est liée généralement a un contact ou a un passage du
virus par voie aérienne. Le virus de la variole infecte uniquement I’homme et il n’existe pas
de réservoir animal. La contagiosité est souvent forte mais dépend de la souche virale et des
conditions épidémiologiques. Un individu contagieux infecte en moyenne une a cing
personnes dans son entourage direct. Il est a noter que la transmissibilité d’homme a homme a
I’origine de cas secondaires est celle observée au sein d’une population de densité moyenne
totalement réceptive. En effet, la symptomatologie de la maladie étant suffisamment
prononceée, les contacts avec les individus contagieux doivent étre limités (hospitalisation).
Dans la majorité des cas, le virus de la variole pénétre dans le corps par voie aérienne a partir

d’aérosols, et la dose infectante est faible.
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Il peut étre également transmis indirectement via toutes surfaces contaminées, y compris par
des crotlites infectées, puisque le virus est extrémement stable dans 1’environnement
(Esposito, 2001 ; Duraffour, 2008).

A la différence du virus de la variole, le Monkeypoxvirus infecte plusieurs espéces animales
(rongeurs, singes) et son taux de transmission interhumaine est faible (3 %). Des contacts
directs avec des animaux sauvages infectés sont a 1’origine de la transmission du virus a
I’homme (Essbauer, 2007 ; Duraffour, 2008). Le Cowpoxvirus est, quant a lui, retrouvé chez
une variété d’animaux domestiques ou de zoo infectés a partir du réservoir du virus qui sont
les rongeurs péridomestiques. Les infections par le Cowpoxvirus chez I’homme se font, dans
la majorité des cas, a la suite de griffures, par exemple d’un chat contaminé par un rongeur
(Essbauer, 2007 ; Duraffour 2008). Pour le Volepoxvirus, des vecteurs arthropodes ont été
suggérés comme voie de transmission (Regnery, 1987).

I.4. PATHOGENIE ET MANIFESTATIONS CLINIQUES

1.4.1. Physiopathologie

L’évolution des Orthopoxvirus au sein de 1’h6te aboutit soit & une maladie systémique avec
des lésions généralisées au niveau cutané, soit a une maladie localisée avec des lésions
localisées au site de pénétration du virus (Chahroud, 2005 ; Duraffour 2008). Le type
d'infection qui en résulte dépend des espéces d'Orthopoxvirus, de la voie d'entrée et du
genre/espéce d’animaux sensibles et de leur état immunitaire. Les rongeurs ont été largement
utilisés comme modéle animal pour décrire la pathotogenicité liée au virus comme
I’Ectromélie, le Monkeypoxvirus et autres Orthopoxvirus (Cho, 1973 ; Bennett, 1997 ;
Becker, 2003 ; Huston, 2007). La physiopathologie de certains Orthopoxvirus tels que
Ectromelia virus chez la souris ainsi que Vaccinia virus et virus de la variole chez ’homme

est resumée au niveau de la figure 6 ci-dessous.
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Figure 6 : Physiopathologie des Orthopoxvirus (Jesek, 1988 ; Fenner,1989).
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1.4.1.1. Entrée du virus
Les récepteurs cellulaires des Poxvirus restent encore inconnus, mais ce groupe de virus a un
tropisme général pour leur entrée dans les cellules. La porte d’entrée peut varier selon le virus

en cause, mais deux voies principalement connues sont la voie cutanée et la voie respiratoire.

1.4.1.2. Au niveau loco-régional

Lorsque la peau est la porte d'entrée, les études avec I'Ectromélie ont suggéré que le virus doit
étre introduit dans le derme afin d’aboutir a une l'infection systémique (Roberts, 1962). Le
virus se répligue dans la couche malphigienne de I'épiderme au niveau des fibroblastes et des
histiocytes. Ces derniers sont probablement responsables du mouvement ultérieur du virus
vers les voies lymphatiques pour lancer les événements nécessaires a une maladie
systémique. Lorsque les voies respiratoires sont utilisees comme porte d'entrée, des études
expérimentales par inhalation d’aérosols ont entrainé simutanement des infections des voies
respiratoires supérieures et inférieures (Roberts, 1962). La réplication virale se produit dans
les macrophages alvéolaires et les bronchioles, puis le virus se déplace vers les ganglions
lymphatiques pulmonaires régionaux. La compréhension des infections humaines naturelles
avec le virus de la variole suggere que la méthode de transmission commune de tous les
Orthopoxvirus était la voie respiratoire. On pense que l'infection primaire se produit dans les
surfaces muqueuses du tractus nasopharyngé, puis celle-ci se déplace vers les lymphatiques

régionaux.

1.4.1.3. Au niveau systémique

La description de la propagation des virus du genre Orthopoxvirus au niveau systémique
apres l'infection initiale et la propagation au niveau régional par voie lymphatique, résulte du
modéle animal. Il s’agit d’études d’infection a Ectromélie chez la souris, chez les lapins et
chez les primates non humains. L'utilisation des anticorps marqués a la fluorescéine et la
quantification des titres en virus infectieux dans des organes a différents moments de la
maladie, ont fourni la majorité de ces informations (Westwood, 1966). Le virus se déplace
des lymphatiques régionaux vers le sang pour provoquer une virémie primaire, puis il se
multiplie dans la rate, le foie, la moélle osseuse et d'autres organes réticuloendothéliaux.

Apres cela, une seconde période de multiplication virale s'ensuit, suivie de I'ensemencement
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de sites éloignés, en particulier de la peau, provoquant des eéruptions cutanées
caractéristiques.

Les particules virales sont principalement associées aux cellules pendant les phases virales de
la maladie. Dans I'ectromélie, la réplication du virus dans les macrophages du foie se propage
dans les cellules parenchymateuses du foie causant une nécrose; une réplication et un effet
similaires du virus se retrouvent dans la rate et la moelle osseuse. Chez certaines especes de
souris consanguines, la maladie est si prononcée a ce stade que la mortalité survient avant le
développement de I'éruption cutanée (Buller, 1991).

En dehors des rongeurs, les primates non humains plus proches de I’homme ont fait
I’objet de recherhe expérimentale sur la pathogénie des Orthopoxvirus. L’exposition des
primates dans le zoo de Rotterdam en 1964, ainsi que 1’étude de Heberling traduisent
1’évolution variable du Monkeypoxvrus d’un primate a 1’autre (Peters, 1966 ; Gispen, 1967 ;
Herberling, 1976). Des recherches plus récentes ont également exploré cette expérience de
I’infection des primates non humains par le Monkeypoxvirus (Zaucha, 2001). L’évolution de
la maladie est superposable a celle de I’homme. Au cours de la premiére semaine d'infection,
il existe une atteinte loco-régionale des ganglions lymphatiques et une réplication du virus
dans les organes lymphoides, suivie d’une virémie. Une éruption commence a la deuxiéme
semaine, les Iésions produisant des macules, des papules, des vésicules, des pustules et des
crodtes jusqu'a la formation de cicatrice dés J8 a J23 de l'infection. Des zones d'inflammation
et de nécrose cellulaire ont été observées dans les amygdales, les ganglions lymphatiques, les
voies digestives, les testicules, les ovaires, les reins, le foie et les poumons. La
dégénérescence épithéliale, la nécrose et les corps intracytoplasmiques ont été observés dans

la peau et les muqueuses.

1.4.2. Manifestations cliniques

La variole constitue le tableau clinique le plus sévére des Orthopoxvirus. Le monkekpox ou
variole du singe presente chez I'nomme, les caractéristiques d’une variole attenuée avec
présence d’une lymphadenopathie non retrouvée dans la variole. Ces manifestations cliniques
sont consécutives a une exposition respiratoire, percutanée ou permucosale au virus. Les
descriptions classiques du programme de surveillance active au Zaire (RDC) ont toujours
fourni la plus grande partie de notre compréhension du monkeypox humain. Aprés une

période d'incubation de 7 a 17 jours (moyenne, 12 jours), commence un prodrome de fiévre,
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de cephalés, de douleur de dos et de fatigue. L'éruption cutanée évolue comme celle de la
variole. Les lésions évoluent au méme stade dans n'importe quelle partie du corps a partir de
macules, de papules, de vésicules, de pustules, puis de crodtes et de cicatrices.

Ceci est apparemment plus fréquent chez les individus non vaccinés. Chez eux, une
présentation pléiomorphe des lésions cutanées a été observée. Suite a la résolution de
I'éruption cutanée, I'hypopigmentation est suivie d'une hyperpigmentation des lésions
cicatrisées. La lymphadénopathie préexistante distingue cliniguement le monkeypox de la
variole. La lymphadénopathie dans la zone du visage ( au niveau cervical, postauriculaire,
submandibulaire et inguinal) peut étre assez prononcée.

Malgré son caractére bénin par rapport a la variole, des cas mortels sont parfois rapportés
avec un taux de mortalité entre 2 et 10% (Jezek, 1987 ; Levine, 2007). Les figures apres

sont issues de I’étude sur I’épidémie du Monkeypoxvirus de 2015 en République

Centrafricaine (Source, Institut Pasteur de Bangui).
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Figure 7c : Photographie de Iésions de monkeypox au niveau du membre inférieur
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1.4.3. Lésions au niveau cellulaire

Les corps d'inclusion cytoplasmique sont une caractéristique histopathologique typique des
infections par Orthopoxvirus. Deux morphologies sont observées: les corps d'inclusion de
type A, ou les virions sont regroupés dans une structure intracytoplasmique ou des inclusions
de type B (corps de Guarneri) qui sont périnucléaires et contiennent le viroplasme et des
particules virales. Contrairement aux inclusions de type A qui sont rencontrées dans le
cowpox (Corps de Downie), I’Ectromelia (corps de Marchal), les corps d’inclusion de type B
sont retrouvés chez tous les Orthopoxvirus. La figure 8 traduit 1’évolution des corps de

Guarneri dans le temps.

-1 Virus immature

7 Virus matures

Figure 8: Corps d’inclusion de type B au niveau cellulaire : les cupules sont percus au niveau cytoplasmique a
2,5 heure. De la 4éme heure a la 8¢me heure, presence de virus immatures et aprés la 8¢me heure, apparition des
virus matures(Bennett, 1997).
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Les corps dinclusion de type B (corps de Guarneri) au niveau de la membrane
chorioallantoidienne aprés coloration a 1’éosine-bleu de methyle due au virus de la variole

sont présentés au niveau de la photographie de la figure 9A et la Iésion histologique due au

Cowpoxvirus au niveau de la photographie de la figure 9B.

Figure 9 : Iésions histologiques dues au Cowpoxvirus : (A) corps d'inclusion de type B (corps de Guamieri) dans
des cellules ectodermiques hyperplasiques de la membrane chorioallantoide, dans un pock produit par le virus de
la variole. Notez que la surface du pock est intacte et qu'il n'y a pas d'érythrocytes dans I'ectoderme, bien qu'ils
soient présents dans un vaisseau dans le mésoderme (B) : Inclusion de type B (inclusion péale-rouge, irréguliére)
et type A (grande inclusion éosinophile), dans un pock. Il existe également un certain nombre d'érythrocytes
nucléés dans I'ectoderme et libres dans le mésoderme, et la surface du pock est ulcérée. Ces modifications
intracytoplasmiques entrainent des modifications de la forme des cellules infectées (voir figure 9).
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Figure 10 : Changement morphologique des cellules infectées dans le temps (Fenner, 1989)

La lésion virale se développe principalement dans I’épiderme. L’atteinte de I’épiderme est
précédée de I’atteinte de la couche papillaire du derme a type de dilatation capillaire, du
gonflement des cellules endothéliales et des manchettes périvasculaires avec présence des
lymphocytes, des macrophages, des polynucléaires éosinophiles. Par la suite, dans I'épiderme,
les cellules de la couche malpighienne gonflent et se vacuolisent pour subir une
dégénérescence en ballon. Des inclusions de type B peuvent étre observées dans le
cvtoplasme. Le cytoplasme continue d'augmenter, une perte de matiere nucléaire est notée, et
la coalescence des vacuoles par rupture cellulaire crée une dégénérescence réticulante des
couches médianes et supérieures de la strate spinosum. Dans les étapes suivantes, la vésicule
est formée. Les cellules du stratum spinosum inférieures et de la couche basale présentent une
condensation et des noyaux nucléaires fragmentés. La cavité de la vésicule (plus tard la
pustule) se développe ainsi jusqu’au derme, ce qui permet la sensation “profondément assise"
des lésions pustulaires de la variole. La cavité retient certains restes cellulaires qui créent un

aspect multiloculé, ajoutant également a la fermeté de la Iésion.
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I1. AGENT PATHOGENE

I1.1. CONSIDERATIONS TAXONOMIQUES

Actuellement, la famille des Poxviridae est classée en deux sous-familles dont les membres
infectent soit les vertébrés (Chordopoxvirinae), soit les invertébrés (Entomopoxvirinae).

Le séquencage de I'ADN et l'analyse bioinformatique confirment la relation genétique entre
les sous-familles de Poxvirus et suggerent en outre que les virus de la famille des Poxviridae
soient étroitement liés a d'autres grands virus & ADN, a savoir les membres de la famille des
Asfarviridae, Iridoriviridae,Phycodnaviridae et des Mimivirus nouvellement decouverts
(Lyer, 2001 ; Sunzan-Monti, 2006). La sous-famille des Chordopoxvirinae se compose de
huit genres: Orthopoxvirus, Parapovirus, Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus,
Suipoxvirus, Molluscipoxvirus et Yatapovirus. Les membres du méme genre sont étroitement
liés génétiquement. Le genre Orthopoxvirus comprend le virus de la variole, le Cowpoxvirus,
le Monkeypoxvirus, le Camelpoxvirus, I’Ectromelia virus, 1’Horsepoxvirus, le
Raccoonpoxvirus et le virus de la vaccine qui est le prototype d'Orthopoxvirus qui a été
propagé comme vaccin contre la variole pendant 200 ans et peut ne plus exister dans un héte
naturel (Vanregenmortel, 2000), bien que les souches dérivées de vaccin circulent
actuellement chez les bovins au Brésil (Leite, 2005). Il a longtemps €té utilisé pour la
vaccination contre la variole, causée par un autre Poxvirus qui eut un profond impact sur
I'histoire humaine, jusqu'a I'éradication de cette maladie en 1980 (Fenner, 1988, 1992). De
plus, le virus de la vaccine a été le premier virus animal observé en microscopie, cultivé sur
culture de tissus, titré avec exactitude, purifié physiquement, et analysé d'un point de vue
chimique (Moss 2001) .

Le séquencage de I'ADN révele que les genes communs au VACV, au virus de I'ectromélie
(ECTV), au Camelpoxvirus et au CPXV sont identiques a plus de 90%, alors que les donnees
limitees sur les Orthopoxvirus indigenes de I'Amérique comme le virus de la Raccoonpox et
le virus de la volepox indiquent une divergence génétique accrue (Knight, 1992). CPXV
contient tous les genes présents dans d'autres Orthopoxvirus, ce qui suggere qu'il ressemble le
plus au membre ancestral de ce genre, tandis que les autres espéces d'Orthopoxvirus ont perdu

des genes.
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[1.2. MORPHOLOGIE ET STRUCTURE DU VIRUS

Il existe toujours des points de désaccord sur la morphogenese des Poxvirus ainsi que sur leur
structure propre. Ceci repose sur le fait que plusieurs formes virales coexistent pour un virus
donné, en plus d’intermédiaires viraux. Les Poxvirus sont de forme parallépipédique ovale, de
300 a 400 nm de long (Vanregenmortel, 2000) et sont les plus gros virus animaux connus
apres le Mimivirus (> 400nm), unique membre de la famille des Mimiviridae (La Scola,
2003). Cependant, il semble que la détermination avec exactitude des dimensions du virion ne
soit pas aussi aisée a définir qu’il n’y parait (Condit, 2006), méme si les données recueillies
semblent étre globalement en accord avec celles fournies lors d’études anciennes (Dales,
1981 ; Fenner 1989). Les valeurs de I’estimation semblent dépendre de la technique utilisée.
Ainsi, les données recueillies par cryoélectromicroscopie (Roos, 1996 ; Griffiths, 2001 ;
Smith, 2003) semblent donner 310x210x140 nm pour le VACV. Une étude utilisant la
Microscopie a force atomique suggere une forme ellipsoide aplatie ayant comme dimensions
350x300x265 nm (Malkin, 2003). Enfin, des données récentes semblent définir une forme en
barrique, de 360x270x250 nm (Cyrklaff, 2005). On peut donc dire que le Poxvirus est de
forme en ellipse ou en barrique mais que le doute subsiste quant au ratio longueur, largeur,
hauteur . L’étude de Cyrklaff ( 2005) donne un apergu du virus dans une représentatione en
3D (Figure 11, 12).
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Figure 11 : Représentation volumétrique des particules virales reconstruites. (A et B) mettant en évidence la
forme extérieure et la taille du virion. Deux vues orthogonales le long des axes perpendiculaires sont
représentées. (C et D) Représentation translucide du virion reconstruit montrant le complexe interne Structure du
noyau. (C) permettant ici d’apercevoir le noyau et (D) (Cyrklaff, 2005)

Figure 12: Vue du virus de la vaccine par Cryo-electron tomographie (Cyrklaff, 2005)

Isolated V'V particles (IMV) preserved by rapid freezing and viewed by cryo-EM. (A) Cryo-electron micrograph.
A typical projection image comprisingseveral particles at different orientations is shown. (B) An x—y section
through the tomographic reconstruction of the same area in A. (C) One of the particlesdepicted in four
subsequent x—y sections; each section is 24 nm thick and 24 nm apart from each other (no denoising procedure
was applied). (Scale bar: 200 nm.)
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La structure du virion est complexe et comprend une enveloppe externe, un noyau en forme

d'haltére et un agrégat de matériaux hétérogénes appelés corps latéraux entre les concavités et
la membrane externe.

e ;
tubules de surfac « corps latéraux »

enveloppe ou membrane externe

membrane de surface

nucleoprotéine

core viral

Figurel3 a: Représentation schématique d’un Orthopoxvirus forme extracellulaire (EEV)(droite) et
intracellulaire (IMV) (gauche) (Vanregenmortel, 2000)
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Figure 13b. Représentation schématique (& gauche) et en microscopie ¢électronique (a droite) d’une forme virale
enveloppée du virus de la vaccine (VACV) (Duraffour, 2006)
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Les différentes formes du virus

Quelle que soit la forme du virus, la présence des « corps latéraux » est constante. lls se
logent dans les cavités du core du virus. Pour certains auteurs, ces corps latéraux ne seraient
que des artefacts de microscopie électronique ne correspondant pas a une structure virale en
tant que telle (Dubochet, 1988, 1994) . Par contre cette affirmation est contredite par d’autres
auteurs comme Griffiths ( 2001) et Cyrklaff (2005) dans des articles plus recents.

La nature et le nombre de membranes permettent de distinguer les Poxvirus selon quatre
formes distinctes : les IMV (virions intracellulaires matures), les (EEV virions extracellulaires
enveloppés), les CEV (virions enveloppés associés a la cellule) et les IEV (virions
intracellulaires enveloppés).

Les IMV sont formés dans le cytoplasme. On leur attribue classiquement une seule
membrane, ce qui a été confirmé par des observations en microscopie électronique (Carter,
2005). Les IMV représentent la tres grande majorité de la progénie virale. lls restent
séquestrés dans le cytoplasme et sont libérés avec la lyse de la cellule héte. Cette forme est la
plus résistante et serait adaptée au passage du virus d’un hote a ’autre (Smith, 1993 ; Smith,
2003 ; Condit, 2006). Une petite partie des IMV acquiert une double enveloppe
supplémentaire dérivée de 1’appareil de Golgi ou des endosomes et constitue les IEV. Ils
migrent vers la surface cellulaire grace aux microtubules du cytosquelette et fusionnent avec
la membrane plasmique de la cellule héte. lls perdent ainsi leur enveloppe la plus externe et
produisent la libération d’EEV par exocytose. Une partie des virions, les CEV, est retenue a la
surface cellulaire. Les formes EEV et CEV, minoritaires au sein de la progénie virale (de 1 a
30 % selon les virus et les lignées cellulaires) (Smith, 1998), sont donc caractérisées
structurellement par I’existence d’une membrane supplémentaire, 1’enveloppe externe, par
rapport aux IMV. Cette enveloppe leur confére des propriétés particuliéres en terme de
reconnaissance des cellules cibles et de protection contre les effecteurs du systeme
immunitaire (Vanderplasschen, 1998). Les CEV assurent I’infection des cellules de proche
en proche grace a une queue d’actine qui se forme en dessous d’eux. Les EEV constituent une
forme de dissémination virale sur de plus longues distances (Smith, 2002) et sont resistants a
la neutralisation par les anticorps et a la lyse par les compléments (Law, 2002 ; Malkin,
2003). Les IMV et les EEV/CEV (Smith, 1993,1998 ; Condit 2006) constituent les deux

formes infectieuses.
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11.3. GENOME VIRAL

Le génome viral est un long ADN linéaire, bicaténaire, de 130 a 300 kpb, composé d’environ
30 % de bases G+C, terminé aux deux extrémités par des boucles en épingle a cheveux, elles-
mémes précédées de séquences répétées inversées (ITRs). La structure du génome du virus de
la vaccine est illustrée schématiqguement dans la Figure 14 (Fenner, 1989). La plupart des
différences entre les souches et les mutants du virus de la vaccine et entre les especes
d'Orthopoxvirus se situent dans la région terminale de la molécule d’ environ 20-30 kpb.
Actuellement, 100 génes sont conservés dans tous les Chrodopoxvirus et environ la moitié de

ceux-ci sont également présents dans les Entomopoxvirus (Upton, 2003)
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Figure 14: Représentation schématique de I'ADN du virus de la vaccine (souche WR) 5 (Fener 1989 ).

(A) Molécule linéaire a double brin avec épingles a cheveux terminales et répétitions inversées. (B) HindlI!

Sites de clivage. L'astérisque indique le fragment contenant le géne de la thymidine kinase, qui est utilisé dans
des expériences avec "le virus de la vaccine comme vecteur pour les vaccins hybrides. (C) Chaque partie
terminale de 10-kbp comprend deux groupes de répétitions en tandem de séquences courtes riches en AT

Le profil de restriction de cet ADN a montré que le fragment de 90 kpb, composant la région
centrale, est trés conservé entre les especes et les souches, alors que les régions terminales
sont variables (Gangemi, 1976 ; Esposito, 1985 ; Delange, 1990 ; Du, 1996 ; Moss, 2001).
Le séquencage nucléotidique a mis en évidence que les genes de la région centrale codent
majoritairement pour des protéines de structure du virion ou des enzymes impliquées dans la
réplication et la transcription virale (Goebel, 1990). Les régions terminales, quant a elles,

codent pour des génes associés a la survie du virus chez son héte et sont plus variables.
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Ce sont des génes codant pour des protéines homologues de cytokines (virokines) ou de

récepteurs de cytokines, d’interférons, d’interleukines, de chimiokines et de facteurs de

croissance (virocepteurs) (Upton, 1991). Ces génes sont probablement d’origine cellulaire et

auraient été « capturés » par les Poxvirus au cours de leur longue co-évolution avec leurs

hotes naturels. En mimant leurs homologues cellulaires, ils sont capables de moduler les

réactions inflammatoires et immunitaires de I’hote au bénéfice du virus, y compris le

phénomeéne d’apoptose et se comportent comme des facteurs de virulence (Gubser, 2004). A

ce jour, plus de 100 séquences génomiques de Poxvirus ont été identifiées. Plusieurs études

ont abordées le sujet ces derniéres années (Upton, 2003 ; Gubser, 2004). Le tableau 1V

présente quelques caractristiques du génome de certains Orthopoxvirus.

Tableau IV : Caractéritiques de génome des Orthopoxvirusoxvirus

Genome Numero Taille
GenBank (Kb) GC% Protein References
Vaccinia virus AY243312.1 194.71 33.3 223 Baroudy 1982
Virus variole majeur X69198.1 185.58 32.7 197 Shchelkunov
(India — 1975) 1996
Monkeypoxvirus AF380138.1 196.86 33.1 191 Shchelkunov
(Zaire) 2001
Cowpoxvirus AF482758.2 224.5 334 233 Hu FQ 1991 et
1994
Camelpoxvirus AF438165.1 205.72 33.2 211 Afonso 2002
Ectromelia virus AF012825.2 209.77 33.2 173 Mossman 1995,

Chen 2000
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Actuellement, 100 génes sont conserveés dans tous les Chordopoxvirus, et environ la moitié de
ceux-ci est également présente dans les Entomopoxvirus (Gubser, 2004).
La structure de la partie terminale du génome a une organisation particuliere constituée de

répétitions terminales inversées constituées essentiellement et presque exclusivement

d’appariements A-T (Figure 15) (Tarbouriech, 2012)
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Figure 15. Structure du génome du virus de la vaccine (VACV).
. Le génome du VACV est un ADN double brin linéaire de 192 kpb. L’une des extrémités du génome est

agrandie : la zone en rouge représente la région conservée de 87 pb essentielle & la réplication de I’ADN viral et
a la formation des génomes matures. Les zones hachurées en bleu représentent les séquences répétées en tandem.
La séquence des deux structures en épingle a cheveux (Flip et Flop) est également indiquée (en lettres

majuscules)

39



Etude épidémiologique, écologique et moléculaire du Monkeypoxvirus en Céte d’Ivoire

La nomenclature qui a été retenue pour nommer les génes des Poxvirus est basée sur
I’utilisation des 16 fragments de restriction (classés en fonction de leur taille de A a P)
obtenus apres digestion du génome du VACV (souche Copenhagen) par Hindlll. Les genes
sont identifiés d’abord par la lettre correspondant au fragment auquel ils sont associés, puis
selon leur position sur ce fragment et enfin, selon leur orientation transcriptionelle, (L)eft ou
(R)ight. Ainsi, le géne EOL se trouve sur le fragment E. Il s’agit du neuvieme géne sur ce
fragment (en partant de la gauche) et il est transcrit vers la gauche. La nomenclature choisie
pour nommer les protéines est la méme sans indiquer 1’orientation transcriptionelle (ex : E9).
La position, sur le génome, des génes codant les protéines impliquées dans la réplication est
indiquée (traits en pointillés), ainsi que I’orientation de la transcription. La taille des geénes
indiquées par des fléches n’est pas a 1’échelle du génome. Le nom de la protéine codée par
chacun des génes est indiqué. En rouge : protéines essentielles. En jaune : protéines non
essentielles (Tabouriech, 2012)

I1.4. ANTIGENES VIRAUX

Les principaux composés du virion des Orthopoxvirus (virus de la vaccine prototype de la
famille) sont représentés par environ 90% de protéines, 5% de lipides et 3,2% d'ADN, le reste
étant composé d'’ARN. L’étude des antigénes viraux reste complexe car une centaine de
protéines entrent dans la composition du virion des Poxvirus. Les glucides sont présents dans
les formes enveloppées comme constituant des glycoprotéines (Essani, 1979 ; Moss,1979).
Cependant certaines protéines de membrane auraient un rdle majeur dans la production
d’anticorps neutralisant. Il s’agit de la protéine B5, A33, L1, A27 (Fogg, 2004 ; Xiao, 2007 ;
Buchman, 2010) qui sont toutes des protéines ou glycoprotéines de la membrane externe. Au
dela des vaccins de troisieme génération développés par passages successifs en culture
cellulaire (souches LC16m8 et MVA), par délétions ciblées d’un seul geéne (souche dVV-L)
ou de plusieurs genes (souches NYVAC et HR), ces protéines constituent les pistes pour les
vaccins de quatrieme génération développés a partir de protéines virales produites par génie
géneétique (Hooper, 2003, 2004).
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I1.5. MULTIPLICATION CELLULAIRE
La multiplication du virus est un caractere commun a I'ensemble de la famille des Poxviridae.

Le cycle de réplication a lieu dans le cytoplasme de la cellule héte. On peut distinguer
plusieurs phases au cours du cycle (Figure 16) (Tabouriech, 2012).
Ces principales étapes de la multiplication virale au sein de la cellule a partir du virus de la

vaccine comme modéle ont fait I’objet de travaux (Dales, 1961, 1963).
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Figure 16 : Représentation schématique du cycle de réplication des Poxvirus (les formes MV (mature virions) et
EV (extracellular virions) (Tarbouriech, 2012)
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Au cours de leur cycle réplicatif, les Orthopoxvirus produisent deux types de particules
virales infectieuses : les formes MV (mature virions) et EV (extracellular virions), ces
derniéres ayant une membrane lipidique supplémentaire par rapport aux formes MV. Les
recherches sur le (s) mecanisme (s) utilisé (s) par les Poxvirus pour entrer dans les cellules ont

été compliquées par I'existence de MV, qui ont une seule membrane externe, et EV, qui ont

une membrane supplémentaire ( Figure 17) (Moss, 2006).

Figure 17: Vue de forme non enveloppée et enveloppée du virus: Transmission electron micrographs of the MV
(left panel), WV (middle panel), and EV (right panel) forms of VACV. Left panel: arrow points to the single
membrane of MV. Middle panel: one arrow points to the MV membrane and two to the outer wrapping
membranes. Right panel: one arrow points to the outer wrapping membrane that has fused with the plasma
membrane and the others to the MV membrane and remaining EV wrapper. Electron microscopic images were
kindly provided by Andrea S. Weisberg.

Les deux formes ayant des protéines de surface différentes, deux sites de liaisons distincts ont
été évoqués. L’étude de Vanderplasschen en 1997 a confirmé cette hypothéese
(Vanderplasschen, 1997).

I1. 5.1. Attachement et pénétration du virus
La premicre étape du cycle viral correspond a I’attachement des virions a la surface de la
cellule. A I’heure actuelle, aucun récepteur cellulaire spécifique permettant 1’entrée des

Poxvirus n’a pu étre identifié avec certitude.
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I1.5.1.1. Concernant I’attachement des MV a la cellule infectée

I1 est prouvé que les MV contiennent des protéines qui facilitent 1’attachement initial aux
cellules en se liant aux glycosaminoglycanes. Les protéines de fixation D8, A27 et H3
peuvent se lier respectivement au sulfate de chondroide pour la D8 et au sulfate d’héparine
pour le A27 et H3 (Tscharke, 1999 ; Tulman, 2002 ; Hooper, 2003 ; Moss 2006).
Cependant, dans 1’état actuel, elles ne peuvent étre considérées individuellement comme
responsables de I’attachement du virus a la cellule héte. La protéine A27 a été appelée
protéine de fusion en raison de la capacité des anticorps spécifiques contre la protéine A27
soluble a bloquer I’entrée de MV et la fusion cellule-cellule (Gong, 1990 ; Hsiao, 1998 ;
Vasquez, 1999).

11.5.1.2. Concernant 1’attachement des EV a la cellule infectée

Les EV possédent une membrane supplémentaire par rapport aux MV. Les anticorps dirigés
contre les MV inactivés ne protégeaient pas les rongeurs contre une infection par
Orthopoxvirus ainsi que des anticorps contre les virus vivants ou les EV (Appleyard, 1971 ;
Boulter, 1973) inactivés. La membrane supplémentaire contient plusieurs protéines
glycosylées uniques (A33, A34, A56, B5 et K2) et une non-glycosylée (F13). Certaines de ces
protéines comme A34 ont une influence sur le degré d’infectiosité, d’autres comme le B5 sur
le processus d’entrée du virus et le A56 et K2 sur la fusion cellulaire (Tuner, 1995;
Mcintosh, 1996 ; Galmiche, 1999). Les protéines impliquées dans 1’attachement restent

encore a élucider.

11.5.1.3. Pénétration de la cellule

Les mécanismes d’entrée des deux formes virales restent également sujets a controverse.
Selon la souche virale et la lignée cellulaire, il a été établi que les formes MV peuvent entrer
dans la cellule, soit apres fusion de la membrane virale avec la membrane plasmique
(Armstrong, 1973 ; Doms, 1990 ; Caster 2005), soit par macropinocytose (Dales, 1963,
1964 ; Mercer 2008).

Deux modeles d’entrée sont également proposés pour les formes EV. Des données suggerent
qu’elles pourraient entrer par endocytose (Vanderplasschen, 1998) ou par un mécanisme au

cours duquel la membrane externe de la particule virale « s’ouvre » au contact de la cellule
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pour permettre la fusion de la membrane interne de I’EV avec 1la membrane cellulaire (Law,
2006).

11.5.1.4. Récepteurs cellulaires

Les récepteurs spécifiques qui sont nécessaires pour la pénétration du virus dans la cellule
n’ont pas encore été identifiés formellement. Les propositions selon lesquelles le récepteur du
facteur de croissance épidermique et les récepteurs de chimiokines servent de récepteurs pour
I’entrée du virus (Marsh, 1987 ; Lalani 1999) ont été vite contredites par des études plus
approfondies (Hugin, 1994 ; Marters, 2001).

L’entrée des virus dans la cellule va permettre la libération du nucléoide viral dans le

cytoplasme.

11.5.2. Autres étapes de la réplication virale

Dans les deux cas, il y a libération dans le cytoplasme, du « core » viral contenant le génome,
étape que I’on nomme la décapsidation. Apres la décapsidation (20 minutes postinfection),
les ARNm viraux précoces codant I’ADN polymérase, I’ARN polymérase et les facteurs de
transcription viraux sont transcrits et traduits dans une structure granulaire contenant des
facteurs de transcription et des polyribosomes de la cellule héte. La synthése de ces enzymes
virales permet alors la réplication de I’ ADN viral et la transcription des ARNm intermédiaires
codant les facteurs de virulence. 1l y a ensuite transcription des ARNm tardifs codant les
protéines de structure, les enzymes virales tardives et les facteurs de transcription dits
précoces, qui seront « enveloppés » avec la particule virale naissante. La morphogenése des
nouveaux virions a lieu dans une région cytoplasmique dénuée de ribosomes et d’organelles,
appelée le « virosome » ou « usine virale ». L’assemblage des Poxvirus qui débute dans les
usines virales est un processus unique au cours duquel une bicouche lipidique (en forme de
croissant) va étre formée et va évoluer pour donner naissance a des particules virales
immatures (IV) contenant un nucléoide (Smith, 2004 ; Laliberte, 2010). Les virions
néosynthétisés vont alors étre transportés a 1’extérieur des usines virales et vont adopter leur
forme en brique caractéristique pour donner des formes MV (IMV) qui seront libérées aprés
lyse cellulaire. Un certain nombre de particules va également acquérir une double membrane
dérivée de I’appareil de Golgi (wrapped virions [WV] = IEV). Les formes WV vont étre

dirigées vers la membrane plasmique, grace au réseau de microtubules et, aprés fusion avec
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cette derniere, libérées sous formes EV (EEV) dans le milieu extracellulaire. Il faut toutefois
noter qu’au cours du processus de bourgeonnement certaines particules virales peuvent rester
attachées a la membrane plasmique (CEV). Les MV sont responsables de la dissémination
d’un individu a un autre car ils sont trés résistants dans le milieu extérieur, sont stables a
température ambiante et conservent leur pouvoir infectieux méme aprés dessiccation ou une
fois enchéssés avec le fibrinogéne au sein des crodtes issues de la maturation des pustules.
Les EEV et les CEV sont responsables de la dissémination au sein de I’organisme infecté. Les
EEV permettent une dissémination a longue portée vers les organes par leur passage dans le
sang, alors que les CEV assurent une dissémination directe dans le tissu par passage de cellule
hote a cellule héte adjacente (Smith, 2002).

11.6. CARACTERES PHYSICO-CHIMIQUES

11.6.1. Température

Les Orthopoxvirus sont inactivés par la chaleur (stérilisation en autoclave et incinération)
(Butcher, 2005). Le pouvoir cytopathogéne d’une suspension virale du Camelpoxvirus a été
aboli apres un chauffage au bain-marie a 56 °C pendant 10 minutes (Nguyen, 1989). La
température a un impact important sur la culture de ce groupe de virus. Le tableau tiré de
I’étude de Bebson montre la réduction du titre viral dans le temps d’une suspension de

Poxvirus exposée a une température de 55°C
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Tableau V: La réduction du titre (unités log10) des suspensions de Poxvirus aprés chauffage a 55 ° C (Bedson
1961).

From
Period of heating Fenner (1058)
- o, a5” C. for

Virus Strain 20 min, 40 min. 40 min.
Rabbit pox Utrecht _— 1-5 0-9
Vaccinia Lederle-TN A3 = &0 4-6
Vacoinia Connaught Lab 1-2 31 12
Cowpox Brighton 1-6 : 16
Cowpox Larkin 2:3 — -
Monkey pox Denmark 2-4 — —-
Eetromelia Moscow 32 :
Eetromelia Hampstead 28 - —
Variola major Harvey 21 — -—
Variola major Hinden 1-4
Variola minor Winkel 62 wem -
Variola minor Butler -1 — —

vb

Cependant sous forme séchée, les Orthopoxvirus sont stables, a la température ambiante
(Dales, 1964)

11.6.2. Caractéristiques chimiques

Les Orthopoxvirus sont sensibles a I'nypochlorite de sodium a 0,5 %, aux désinfectants
ménagers a base de chloroxylene, au glutaraldéhyde, au formaldéhyde et au paraformaldéhyde
(Butcher, 2005). Par contre, le traitement par certains solvants organiques comme 1’éther a
1/20 n’avait eu aucun effet sur le titre d’une suspension virale de Camelpoxvirus & 10°°
DICCso/ml et un contact avec du chloroforme & 1/20 pendant une nuit a 4 °C a baissé ce titre
41028 DICCso/ml. Le cidofovir est considéré comme un agent thérapeutique potentiel pour
les infections a Orthopoxvirus, car il s'est averé actif contre de nombreux virus a ADN in

vitro, y compris les Orthopoxvirus (De Clercq 2002)

I11. DIAGNOSTIC BIOLOGIQUEatq

La manipulation et le stockage du Monkeypoxvirus en dehors de la culture doit se faire au
moins dans un laboratoire de niveau de biosécurité 2. En outre, tous ceux qui entrent au
laboratoire doivent avoir été vaccinés avec le vaccin smallpox. Les animaux infectés par le
virus simien doivent étre conserves et manipulés dans un laboratoire congu pour la biosécurité

de niveau 3. Le diagnostic est réalisé a partir des prélevements réalisés sur le plancher des
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vesicules, pustules effondrées ou de croutes lors des lésions cutanees et sur le pharynx. Les
différents essais de laboratoire de diagnostic pour le Monkeypoxvirus comprennent
I'isolement du virus et la microscopie électronique, la PCR, la recherche d’IgM et 1gG par la
méthode ELISA, le test dimmunofluorescence et 1’analyse histopathologique.

Malheureusement, bon nombre de ces méthodes sont peu spécifiques et sont incapables de
différencier une infection Monkeypoxvirus de l'infection a d'autres Poxvirus. La biologie
moléculaire reste a 1’heure actuelle la méthode diagnostique la plus utilisée pour la mise en

évidence du virus de la variole du singe.

[11.1. ISOLEMENT DU VIRUS

L’isolement viral peut etre effectué par culture sur membrane chorioallantoidienne des ceufs
de poule. Les seuls Poxvirus dont on sait qu’ils infectent I’homme et provoquent 1’apparition
de pustules sur la membrane chorioallantoidienne des oeufs de poule sont quatre
Orthopoxvirus : le virus variolique, le virus de 1’orthopoxvirose simienne, le Cowpoxvirus et
le virus de la vaccine. Les pustules observées chez des embryons de 12 jours incubés a 34,5-
35°C présentent des différences morphologiques qui se sont révélées utiles pour la
différenciation des espéces d’Orthopoxvirus.

Bien que les Orthopoxvirus se multiplient de maniére satisfaisante dans 1’embryon de poulet,
la culture cellulaire constitue généralement une option plus simple. Ces virus peuvent se
multiplier dans diverses lignées cellulaires connues, notamment les suivantes :

- Cellule Vero (Cellules de rein de singe),

- Cellule de lapin RK 13,

- Cellules HeLa (cellules cancereuses ovarienne humaines),

- MRC-5 (Cellules fibroblastique diploides humaines)

- des cellules de rein d'embryon de porc

- ou par inoculation au lapin ou & la souris. Malgré I’existence de nouvelles méthodes de
diagnostic, 1’isolement du virus reste la méthode idéale. De plus, la culture du virus est la
seule methode dont on dispose pour produire suffisamment de virus vivants en vue d’examens
ultérieurs. Les caractériques biologiques des Orthopoxvirus qui infectent I’homme sur ces
différentes cellules vivantes constituent des élements majeurs de discrimination entre les

différentes especes (Tableau VI).
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TableauV1 : Caractéristiques biologiques des Orthopoxvirus infectants 1’homme (Mo0ss 2001)

Monkeypoxvirus Cowpoxvirus Smallpoxvirus Vacciniavirus
Lésions sur membrane Petite, opaque, large, Petite, opaque, Variable : large,
chorioallantoidienne hémorrhagique hémorrhagique blanchatre opaque,
ceuf embryonné blanchatre ou
(CAM) hémorrhagigque
T°C de culture sur 39 40 37,5-38,5 41
CAM (°C)
Lesion cutanée chez le Indurée et Large, indurée  Non transmissible  Indurée, nodule,
lapin hémorrhagique et parfois

hémorrhagique hémorrhagique

Léthalit¢  pour la Elevée Variable Basse Treés élévee
souris
Léthalité pour Moyenne Elevée Basse Tres élevée
embryon de poulet
Présence de corps Non Oui Non Non
d’inlusion type A
Présence de corps Oui Oui Oui Oui
d’inlusion type B
Taille du génome 191 220 186 192

(ADN) en kpb

[11.2.MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

La microscopie électronique a souvent joué un réle majeur dans le diagnostic viral dans le
passé. De méme, le cas échéant, elle peut étre une méthode de premiere intention pour le
diagnostic de laboratoire des infections a Poxvirus et peut fournir I'un des premiers indices sur
la cause d'une maladie éruptive inconnue. Elle va mettre en évidence un virion a la forme de
brique avec corps latéraux et un noyau central.

Par exemple, lors de la récente épidemie de variole du singe américain, les lésions vues par
microscopie électronique ont montré des kératinocytes avec un grand nombre de virions
matures, ainsi que des virions immatures dans le processus d'assemblage (aussi connu comme
"usines virales») dans le cytoplasme. Cependant, cette méthode, ne peut pas différencier les
especes d’Orthopoxvirus [Nalca, 2005]. La préparation et ’examen des échantillons
demandent de la patience et de 1’expérience. Méme si 1’on trouve rapidement des particules
virales en forme de petites briques caractéristiques des Poxvirus, il est utile de continuer a
scruter I’échantillon car d’autres virus peuvent également étre présents. Selon le nombre de

particules, ’examen d’un échantillon peut prendre une trentaine de minutes, de sorte qu’il
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peut falloir jusqu’a deux heures apres réception des échantillons pour avoir le résultat de la
microscopie electronique.

111.3. METHODES MOLECULAIRES

L’évolution rapide des méthodes de diagnostic moléculaire a été une avancée considérable
dans le diagnostic de microorganisme. Les techniques telles que 1’amplification génique par la

PCR, les micropuces sont largement utilisées dans le diagnostic des Orthopoxvirus.

111.3.1. Amplification génique classique ou PCR classique

Des stratégies d'essai d'acide nucléique ont été développées et publiées. 1l existe pour la PCR
applicable a I’identification et a la différenciation des Orthopoxvirus, des protocoles
expérimentaux qui reposent sur les séquences des génes codant pour 1’hémagglutinine (HA)
(Ropp, 1995), le modificateur B de la réponse cytokine (CrmB) (Loparev, 2001) et la
protéine des corps d’inclusion type A (Meyer, 1997). Dans ces protocoles, la PCR est
effectuée en utilisant des amorces qui sont supposées amplifier un segment d’ADN présent
dans tout Orthopoxvirus (Tableau VII).

L’amplicon est digéré au moyen d’une endonucléase de restriction appropriée, puis séparé par
électrophorese en gel pour différencier les espéces en comparant les profils des fragments aux
profils RFLP des virus de référence. Pour différencier les espéces d’Orthopoxvirus en une

seule reaction, un test basé sur la PCR multiplex a été récemment mis au point.
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Tableau VII : Amorces de PCR classique pour le diagnostic d’Orthopoxvirus et du Monkeypoxvirus

Virus Gene Séquences d’amorces Taille Référence
cible (pb)
Orthopoxvirus HA EACP1:5 'ATi TAAC\Jé gGA TTG CCA 942 Ropp et al.,
(Consensus) 1995
EACP2:5'CTAGACTTT GTT
TTCTG 3
Monkeypoxvirus HA MPV1:5'CTG ATA ATG TAG 406 Ropp et al.,
AAG AC3 1995
MPV2: 5 TTG TAT TTACGT
GGG TG 3
Monkeypoxvirus  ATI ATI-up-I: 5'- 1500 Meyer et al.,
AATACAAGGAGGATCT-3
1997
ATlI-bas-I: 5'-
CTTAACTTTTTCTTTCTC-3"'
Monkeypoxvirus  ATI Gabon-1: 5'- 601 Neubauer et

GAGAGAATCTCTTGATAT-3"

Gabon-2: 5'-
ATTCTAGATTGTAATC-3"

al., 1998

HA : Hemagglutine de surface ATI : Corps d'inclusion de type acidophiles

111.3.2. Amplification génique en temps réel ou PCR en temps réel

Les techniques classiques de PCR font désormais place a la PCR en temps réel.

Contrairement a la PCR classique, la PCR en temps réel combine 1’amplification et la

détection de ’ADN cible dans un méme réacteur, ce qui dispense des longues opérations a

effectuer apres la PCR et réduit le risque de contamination croisée. En outre, la PCR en temps

réel fournit des données quantitatives. Plusieurs techniques PCR en temps réel (Ison, 2004 ;

Kulesh, 2004 ; Li 2006) sont utilisees pour la détection des Orthopoxvirus dont le

Monkeypoxvirus (Tableau VIII).

50


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=/search%3Fq%3DN3R%2Bet%2BMonkeypoxvirus%26biw%3D1366%26bih%3D665&rurl=translate.google.ci&sl=en&u=http://ci.vbi.vt.edu/pathinfo/pathogens/MPV_2.html&usg=ALkJrhj3WjJpE84hwzazxe6om-obAconxA#Ropp1995
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=/search%3Fq%3DN3R%2Bet%2BMonkeypoxvirus%26biw%3D1366%26bih%3D665&rurl=translate.google.ci&sl=en&u=http://ci.vbi.vt.edu/pathinfo/pathogens/MPV_2.html&usg=ALkJrhj3WjJpE84hwzazxe6om-obAconxA#Ropp1995
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=/search%3Fq%3DN3R%2Bet%2BMonkeypoxvirus%26biw%3D1366%26bih%3D665&rurl=translate.google.ci&sl=en&u=http://ci.vbi.vt.edu/pathinfo/pathogens/MPV_2.html&usg=ALkJrhj3WjJpE84hwzazxe6om-obAconxA#Ropp1995
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=/search%3Fq%3DN3R%2Bet%2BMonkeypoxvirus%26biw%3D1366%26bih%3D665&rurl=translate.google.ci&sl=en&u=http://ci.vbi.vt.edu/pathinfo/pathogens/MPV_2.html&usg=ALkJrhj3WjJpE84hwzazxe6om-obAconxA#Ropp1995
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=/search%3Fq%3DN3R%2Bet%2BMonkeypoxvirus%26biw%3D1366%26bih%3D665&rurl=translate.google.ci&sl=en&u=http://ci.vbi.vt.edu/pathinfo/pathogens/MPV_2.html&usg=ALkJrhj3WjJpE84hwzazxe6om-obAconxA#Meyer1997
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=/search%3Fq%3DN3R%2Bet%2BMonkeypoxvirus%26biw%3D1366%26bih%3D665&rurl=translate.google.ci&sl=en&u=http://ci.vbi.vt.edu/pathinfo/pathogens/MPV_2.html&usg=ALkJrhj3WjJpE84hwzazxe6om-obAconxA#Meyer1997
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=/search%3Fq%3DN3R%2Bet%2BMonkeypoxvirus%26biw%3D1366%26bih%3D665&rurl=translate.google.ci&sl=en&u=http://ci.vbi.vt.edu/pathinfo/pathogens/MPV_2.html&usg=ALkJrhj3WjJpE84hwzazxe6om-obAconxA#Neubauer1998
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=/search%3Fq%3DN3R%2Bet%2BMonkeypoxvirus%26biw%3D1366%26bih%3D665&rurl=translate.google.ci&sl=en&u=http://ci.vbi.vt.edu/pathinfo/pathogens/MPV_2.html&usg=ALkJrhj3WjJpE84hwzazxe6om-obAconxA#Neubauer1998
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=/search%3Fq%3DN3R%2Bet%2BMonkeypoxvirus%26biw%3D1366%26bih%3D665&rurl=translate.google.ci&sl=en&u=http://ci.vbi.vt.edu/pathinfo/pathogens/MPV_2.html&usg=ALkJrhj3WjJpE84hwzazxe6om-obAconxA#Kulesh2004

Etude épidémiologique, écologique et moleculaire du Monkeypoxvirus en Cote d’Ivoire

Tableau VIII : Amorces de PCR temps réeel pour le diagnostic d’Orthopoxvirus et du Monkeypoxvirus

Virus

Orthopoxvirus

(Consensus)

Géne
cible
E9L

Séquences d’amorces et de sonde

E9l- sens: 5'-TCA ACT GAA GAA GCC
ATC TAT GA-3

E9l inverse 5'-GAG TAT AGA GCA CTA
TTT CTA AAT CCC A-3'

Sonde E9I-NVAR: 5TET-CCA TGC AAT
ATA CGT ACA AGA TAG TAG CCA
AC-3'

Référence

Li, 2006.

Monkeypoxvirus

B6R

B6R sens: 5-ATT GGT CAT TATTTT
TGT CAC AGG AAC A-3'

B6R inverse 5'-GGC AAT GTT GAC AAT
TAT GGG TG-3'

Sonde 5'-MGB / DarkQuencher-AGA GAT
TAG AAA TA-FAM3

Li, 2006

Monkeypoxvirus

F3L

Forward : F3L-F290: 5'-CTC ATT GAT
TTT TCG CGG GAT A-3'

Inverse : F3L-R396: 5'-GAC GAT ACT
CCTCCTCGTTGG T-3'

Sonde : F3Lp333S-MGB: 5-6FAM-CAT
CAG AAT CTG TAG GCC GT-MGBNFQ-
3 1

Kulesh, 2004

Monkeypoxvirus

N3R

Forward : N3R-F319: 5-AAC AAC CGT
CCT ACA ATT AAACAA CA-3'

Inverse : N3R-R457: 5'-CGC TAT CGA
ACCATTTTT GTAGTCT-3"'

Sonde : N3Rp352S-MGB: 5-6FAM-TAT
AAC GGC GAA GAA TAT ACT-
MGBNFQ-3'

Kulesh, 2004
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111.3.3 Autres méthodes moléculaires

D’autres techniques moléculaires comme 1’hybridation moléculaire sont également utilisées
(Lapa, 2002).

11.4. AUTRE METHODE : IMMUNOHISTOCHIMIE

Les techniques d’immunohistochimie contribuent au diagnostic des Orthopoxvirus a partir de
biopsie de peau infectéee. Des antigénes d’Orthopoxvirus ont deja été détectés dans des
échantillons de biopsie de peau a l'aide d'une coloration immunohistochimique avec des
anticorps polyclonaux de lapin anti-virus de la vaccine (Virostat). L’antigéne était plus
important dans les kératinocytes dégénérescents et dans I'épithélium folliculaire mais était

absents dans la peau d'apparence normale sur les bords de I'échantillon (Reed, 2004).

[I1.5. METHODES IMMUNOLOGIQUES

111.5.1. Test d’hémagglutination

Les Orthopoxvirus sont les seuls virus a produire un antigene HA détectable par des tests
d’hémadsorption et d’hémagglutination a 1’aide d’érythrocytes de poulet appropriés. Si le
sérum d’un patient provoque 1’inhibition de I’hémadsorption ou de I’hémagglutination, c’est
le signe d’une infection par un Orthopoxvirus. Ces tests, de méme que les tests de diffusion en
gel et de fixation du complément, étaient des éléments classiques des méthodes de diagnostic
en usage antérieurement a 1’éradication (c’est-a-dire avant les années 1970). Ces méthodes ne
sont plus utilisées de fagon systématique a 1’heure actuelle, mais elles pourraient constituer

des compléments intéressants a réévaluer.

I11.5.2 Test de séroneutralisation

Le test de neutralisation basé sur 1’utilisation de sérums d’animaux ou de sujets humains
infectés est efficace dans 50 a 95 % des cas. Des anticorps neutralisants ont pu étre décelés
plus de 20 ans apres une vaccination a I’aide du virus de la vaccine ou une infection naturelle

par un autre Orthopoxvirus humain (Putz, 2005).

111.5.3 Test ELISA
Parmi les méthodes sérologiques disponibles, la méthode immunoenzymatique est de plus en

plus utilisée (Karem, 2005 ; Reynolds, 2010 ; Macneil 2011). En cas d’épidémiec due aux
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Orthopoxvirus, cette méthode permettant de mettre en évidence les IgM et les 1gG est souvent

associée aux méthodes moléculaires (Karem, 2005).

IV. EPIDEMIOLOGIE MOLECULAIRE DES ORTHPOXVIRUS

Les Poxvirus sont une famille d’agents pathogénes viraux connus pour infecter une variété
d’organismes comprenant les mammiferes, les reptiles, les oiseaux et les insectes. Cette
diversité d’organismes succeptibles suggere la possibilit¢ d’une infection d’un ancestre
commun aux vertébrés et aux invertébrés (Moss, 2001). La capacité d’infecter a la fois les
vertébres et les invertebrés a permis de diviser les Poxvirus en deux sous familles :

Les Entomopoxvirus qui infectent les insectes et les Chordopoxvirus qui infectent les
vertébres.

Chaque sous-famille comprend des genres dont la classification prend en compte, la
specificité d’hote, la morphologie du virus, surtout la simulitude génétique. Ainsi, la sous-
famille des Chordopoxvirus comprend plusieurs genres dont les Orthopoxvirus comprenant
des especes comme le Cowpoxvirus, le virus de la variole, le Monkeypoxvirus, virus de la
Vaccine etc. Les Orthopoxxvirus sont les Poxvirus qui possédent une variabilité entre especes
puisque leurs génomes mesurent de 185,58 kpb pour le virus de la variole a 225,50 kpb pour
le Cowpoxvirus (Hu, 1991, 1994 ; Shchelkunov, 1996). Monkeypoxvirus a un génome de
196,84 Kpb (Shchelkunov, 2001). Les régions centrales sont hautement conservées codant
pour les machines de réplication et d'assemblage, et les extrémités terminales plus variables
qui contiennent des genes impliqués dans la détermination de la spécificité d'hote et la
pathogenese (Moss, 2001).

Bien que les Orthopoxvirus soient génetiquement similaires, ils ont une variété au niveau de
la virulence et de la specificité d’hote (Gubser, 2004 ; Chen, 2005 ; Emerson 2009). On
constate que la perte progressive de genes, principalement aux extrémités terminales du
génome, est un indicateur important de I'évolution de ces virus (Hendrickson, 2010). Par
exemple, le Cowpoxvirus qui provoque seulement une infection légére chez I'homme contient
le plus grand génome de tous les Orthopoxvirus séquencés et posséde une large variété d'hotes
incluant les rongeurs, les humains et les bovins (Hansen, 2009). A l'inverse, le virus de la
variole qui est hautement pathogéne (taux de létalité =~ 30%) (Henderson, 1999) posséde le

plus petit génome.
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IV.1 METHODES D’ETUDE

L’épidémiologie moléculaire des microorganismes fait appel a différentes méthodes d’études.
Les techniques telles que le polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP)
et surtout le séquencage du génome sont largement utilisées dans la caractérisation et 1’étude

des liens génétiques entre les Orthopoxvirus (Mackett, 1979 ; Hendrickson, 2010)

IV.1.1 Polymorphisme de longueur des fragments de restriction

La technique du polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP) repose sur
le fait que le génome d’agents pathogénes méme tres étroitement apparentés est caractérisé

par des variations au niveau des séquences nucléotidiques. Concrétement, la technique

RFLP consiste a isoler le virus a identifier, a extraire son ADN et a effectuer sa digestion par
une endonucléase de restriction. La digestion produit des fragments d’ADN que ’on sépare
ensuite en fonction de leur taille par électrophorése afin de les visualiser. Théoriquement,
chaque souche donne lieu a un arrangement des bandes qui lui est propre et constitue son
empreinte génétique. Pour un nouveau protocole expérimental, on peut utiliser un grand
nombre d’enzymes de restriction différentes. On obtient alors plusieurs empreintes génétiques
moléculaires que I’on peut analyser, ce qui permet de déterminer ainsi quelle est la meilleure
combinaison d’enzymes a utiliser pour différencier des souches ou des isolements. La
technique RFLP avec I’enzyme de restriction Hindlll a été utilisée pour distinguer les
différentes especes d’Orthopoxvirus (figure 18) (Mackett, 1979). La technique RFLP oblige
toutefois a cultiver les virus pendant une longue période afin d’obtenir suffisamment d’ADN
de bonne qualité. Cette étude a contribué a la nomenclature des génes et des protéines qui en

découlent au niveau des Orthopoxvirus.
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Figure 18 : Résultat de Polymorphisme de longueur des fragments de restriction avec Hind 111 et Smal des différentes souches d’Orthopoxvirus (Mackett, 1979)

RP = Rabbipox strain Utreat, DIE = Vaccinia strain DIE, HI = Hall institute, LS = vaccinia strain Lister, WR = Western Reserve, MPC = Monkeypox strain Congo, MPC =
Monkeypox strain Danemark , MPE = Monkeypox strain Espana, BUT = variole strain Butler , HAR = Variole strain Harvey, AR = Cowpoxvirus red strain Austria, BR =
Cowpoxvirus Strain Brighton , RR = Cowpoxvirus strain Ruthin , DR = Cowpoxvirus strain Daisy, EH = Ectromelia strain Hampstead , EM = Ectromelia strai
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IV.1.2. Amplification génique — polymorphisme de longueur des fragments de
restriction

Pour avoir une connaissance générale du genome viral dans son entier sans avoir a le
séquencer en totalité, une variante de la technique RFLP a été utilisée. Elle consiste a
commencer par effectuer une PCR préliminaire destinée a amplifier des régions couvrant
I’ensemble du génome. Les amplicons obtenus sont ensuite utilisés comme matrice ADN pour
la RFLP. Cette variante de la RFLP, appelée PCR-RFLP, présente une grande sensibilité pour
I’identification des agents pathogenes. Elle a été utilisée pour distinguer plusieurs espéces

d’Orthopoxvirus, parmi lesquelles le virus variolique (Li, 2007).

IV.1.3. Séquencage

Le séquencage a contribué largement a la comparaison génomique entre les Orthopoxvirus.
Ainsi, les séquences du gene de I’hémagglutinine de plus de 200 Orthopoxvirus sont
disponibles et se sont révélées utiles pour les études phylogénétiques. Ces études confirment
la notion actuelle d’espéce établie qui historiquement avait été proposée sur la base des

différents phénotypes de chaque espéce d’Orthopoxvirus.

IV.2. SOUCHES VIRALES CIRCULANTES

IV.2.1 Au niveau de I’ensemble des Poxvirus

La taille du génome et les divergeances au sein des génes et des séquences rendent I’analyse
évolutive de la famille compléte de Poxvirus difficiles. Ces divergences sont rencontrées tant
au niveau des sous-familles qu’au niveau des genres d’'une méme famille (Bawden, 2000).
Cependant, des alignementsde haute qualité a I’aide d’un ensemble de génes bien conserves
dans les différents Poxvirus peuvent permettre d’avoir une idée de 1’évolution de ce groupe de
virus (Hendrickson, 2010). Ainsi, la figure 19 présente une prévision phylogénétique de
Poxvirus sur la base d’alignement d’acides aminés de 20 génes conservés provenant d’un

virus représentatif des différents groupes de virus qui constituent cette famile de Poxvirus.
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Enfomopoxvirinae

Unclassified (Melanaplus sanquinipes entomapoxvirus)

Betaentomopaxvirus (Amsacla moorei enfomopoxvirus L)

—— Avipoxvirus (Fowlpax virus)

Molluscipoxvirus (Molluscum contagiosum virus)

Parapoxwirus (Orf virus)

—— Yatapoxvirus (Yaba mankey fumor virug)

— Leparipoxvirus (Myxoma virus)

Chordopoxvirinae Cenvidporvirus (Deerpox vius)

Sufpoxvirus (Swinepox virus)

— Capripoxvirus (Sheeppox virus)

—— Orthopoxvirus (Vaccinia virus)

Unclassified (Crocodile poxvirus)

Figure 19 : Phylogénie de séquence de génes de la famille Poxviridae. Chaque noeud terminal est étiqueté
avec le nom du genre; et les espéces types pour chaque genre est fourni entre parenthéses (Hendrickson,
20101
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Cet arbre phylogénique délimite clairement les deux sous-familles de Poxviridae et montre les
relations phylogénétiques qui existent entre les genres de Chordopoxvirinae. Cependant, elles
peuvent étre mieux traduites en alignant plus de genes conservés dans les Poxvirus. Chez ces
derniers, environ 49 génes sont conservés dans 1I’ensemble des virus de la famille et entre les
virus de la sous-famille des Chordopoxvirus environ 90 genes sont conservés (Upon, 2003).
Ce lien génétique important contribue fortement a 1’étude épidemiologique moléculaire dans

ce groupe de virus.

V1.2.2 Au niveau des Orthopoxvirus

Les Orthopoxvirus sont un groupe de virus trés proches génétiqguement surtout dans la partie
centrale du genome. Lorsqu'ils sont comparés au niveau des séquences, deux virus de
différentes espéces dans le genre Orthopoxvirus, partagent une identité d'au moins 96% au
niveau nucléotidique sur la longueur de la région alignable de leur génome, tandis que deux
souches de la méme espece présentent au moins 99% d’identité de séquence nucléotidique
(Chen, 2005). Cet alignement comprend la région centrale du génome ainsi qu'une partie de
la région variable jusqu'au point des régions ITR comprenant des délétions importantes
empéchant la construction d'un alignement raisonnable (Gubser, 2002).

A Theure actuelle, le Cowpoxvirus est supposé étre plus proche de I’ancétre des
Orthopoxvirus car il rassemble 1’ensemble des génes retrouvés chez les autres Orthopoxvirus
(Upton, 2003 ; Gusber, 2004). La perte progressive de génes au niveau du Cowpoxvirus
serait a ’origine des autres espéces d’Orthopoxvirus aboutissant a une modification de la
spécificité d’hote et de la virulence des virus concernés.

Une étude phylogenique de séquences geniques du genre Orthopoxvirus a partir sequences de
141 genes de chaque Orthopoxvirus (Tableau 1X) aboutissant a I’arbre phylogénique de la
figure 20 (Hendrickson, 2010) donne les observations suivantes :

Bien que consideré comme proche de I’ancétre des autres Orthpoxvirus, ’analyse des
sequences de genes des différentes especes de Cowpoxvirus de cette étude montre clairement
qu’ils sont dans des clades distincts. Ainsi Cowpoxvirus-GRI forme une branche qui se situe a
un point prés de la base de la lignée du virus de la vaccine alors que les especes Cowpoxvirus-
Ger et Cowpoxvirus-BR sont proche des espéces comme I'Ectromélie, le Camelpoxvirus et le
virus de la variole. Le virus de la variole est tres proche du Camelpoxvirus et du Tateravirus.

D’autres analyses génétiques montrent également que les deux Orthopoxvirus les plus
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proches du virus variolique, avec 98 % de nucléotides identiques sur les 110 kilobases
centrales du génome, sont le Camelpoxvirus et celui de la variole de la gerbille (Teratavirus).
La distance génétique entre le Monkeypoxvirus, le Cowpovirus et celui du virus de la vaccine
est beaucoup plus grande (Shchelkunov, 2001 ; Gubser, 2004 ; Meyer 2005).
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Tableau 1X : Orthopoxvirus utilisés dans I’analyse phylogénique de la figure 20

Especes Nom de la souche Abréviation Numéro
d’Orthopoxvirus genbank
Camelpox virus Camelpox virus strain M-96 from CMLV AF438165
Kazakhstan (NC_003391)
Cowpox virus Cowpox virus strain Brighton Red CPXV-BR AF482758
(NC_003663)
Cowpox virus Cowpox virus strain Germany 91-3 CPXV-Ger DQ437593
Cowpox virus Cowpox virus strain GRI-90 CPXV-Gri X94355
Ectromelia virus Ectromelia virus strain Moscow ECTV AF012825
(NC_004105)
Monkeypox virus Monkeypox virus strain MPXV-WR AY603973
MPXVWRAIR7-61; Walter Reed
267
Monkeypox virus Monkeypox virus strain Zaire-96-1- MPXV-ZAI AF380138
16 (NC_003310)
Taterapox virus Taterapox virus strain Dahomey TATV DQ437594
1968 (NC_008291)
Vaccinia virus Horsepox virus strain MNR-76 HSPV DQ792504
Vaccinia virus Rabbitpox virus RPXV AY484669
Vaccinia virus Vaccinia virus strain Ankara VACV-MVA U94848
Vaccinia virus Vaccinia virus strain Copenhagen VACV-Cop M35027
Vaccinia virus Vaccinia virus strain WR (Western VACV-WR AY?243312
Reserve) (NC_006998)
Variola virus Variola virus strain Brazil 1966 VACV-BRZ DQ441419
(v66-39 Sao Paulo)
Variola virus Variola virus strain Kuwait 1967 VACV-KUW DQ441433
(K1629)
Variola virus Variola virus strain Sierra Leone VACV-SLN DQ441437
1969 (V68-258)
Variola virus Variola virus strain South Africa VACV_SAF DQ441436

1965 (103 T'vaal, Nelspruit)
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Figure 20 : Arbre phylogénique de séquence génique de virus du genre Orthopoxvirus(Hendrickson,

2010).
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1V.2.3. Au niveau des Monkeypoxvirus

Le Monkeypoxvirus en dehors de son incursion en 2003 aux Etats-Unis, reste un virus
endémique d’Afrique centrale et occidentale (Hutin, 2001 ; Learned, 2003). Sur la base
d'analyses phylogénétiques des isolats de Monkeypoxvirus, deux clades distincts de ce virus
sont en circulation (Likos, 2005). Le clade isolé en Afrique de I'Ouest et celui du bassin du
Congo en Afrique centrale. Ces deux clades sont géographiquement disjoints et ont défini des
différences épidémiologiques et cliniques (Marckett, 1979). L’analyse phylogénique portant
sur 11 isolats de I’Afrique de ’ouest et 34 isolats de 1I’Afrique centrale recensés dans le
tableau X dans une étude (Nakazawa et al., 2015) montrent la distinction entre les deux
clades (WA = clade de I’Afrique de 1’ouest et CB = clade de I’Afrique centrale dans la figure
21. Le clade CB est plus diversifié avec une répartion en 5 groupes.Une autre étude réalisée
en 2014 avait retrouvé la méme répartition phylogénique (Kugelman et al., 2014).
Cependant, les souches du clade de I’Afrique de 1’ouest sont moins virulentes que celles de
I’ Afrique centrale (Chen, 2005).
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Tableau X : Etude phylogénique des souches virales d’ Afrique centrale et occidentale (Nalkazawa et al ., 2015)

Souche virale

Localisation géographiique

Numéro genbank

Ikubi 1986 (I1V)

**++ Zaire 1996 (1V)
Yambuku DRC 1985 (111)
**++ Mindembo 1979 (I1)
Yandongi 1986 (I1)
Bokenda 1970 (1)
Boende 2008 (1)

**++ Impfondo 2003 (11)
Sudan 2005 (I1)
Cameroon 1989 (1)
Gabon 1987 (1)

Nigeria 1971

Nigeria 1978

++ USA/Ghana 2003_039

**++ USA/Ghana 2003_044

++ Copenhagen 1958

++ Walter Reed 1961
Paris 1968

Rotterdam 1965

Cote d’Ivoire 1971

**++ Liberia 1970

++ Sierra Leone 1970

++ Sankuru 06-0950 (I1)
++ Sankuru 07-0337 (I1)
++ Sankuru 07-0338 (I1)
++ Sankuru 07-0450 (1V)
++ Sankuru 06-0999 (111)
++ Sankuru 06-1075 (111)
++ Sankuru 06-1076 (111)
++ Sankuru 06-1070 (111)
++ Sankuru 07-0045 (111)
++ Sankuru 07-0046 (111)
++ Sankuru 07-0092 (111)
++ Sankuru 07-0093 (111)
++ Sankuru 07-0286 (111)
++ Sankuru 07-0480 (111)
++ Sankuru 07-0514 (111)
++ Sankuru 07-0287 (111)
++ Sankuru 07-0354 (1)

Ikubi, DRC (Zaire)
Akungula, DRC (Zaire)
Yambuku, DRC (Zaire)
Mindembo, DRC (Zaire)

Yandongi, DRC
Bokenda, DRC (Zaire)
Boende, DRC
Impfondo, ROC

Nuria, South Sudan
Ekoumdouma, Cameroon

Gabon
Ihie, Nigeria
Omifunfun, Nigeria
Ghana
Ghana
Copenhagen
Walter Reed
Paris
Rotterdam
Cote d’Ivoire
Liberia
Sierra Leone
Kole Health Zone, DRC
Kole Health Zone, DRC
Kole Health Zone, DRC
Kole Health Zone, DRC
Vangakete Health Zone, DRC
Vangakete Health Zone, DRC
Vangakete Health Zone, DRC
Vangakete Health Zone, DRC
Lomela Health Zone, DRC
Lomela Health Zone, DRC
Lomela Health Zone, DRC
Lomela Health Zone, DRC
Lomela Health Zone, DRC
Lomela Health Zone, DRC
Lomela Health Zone, DRC
Lomela Health Zone, DRC
Lomela Health Zone, DRC

KJ642612
NC_003310
KP849471
HQ857562
KC257460
KJ642613
KP849469
DQ011154
KC257459
KJ642618
KJ642619
KJ642617
KJ642615
DQO11157
DQO11153
AY753185
AY603973
KJ642616
KJ642614
KP849470
DQ011156
AY741551
JX878407
IX878423
IX878424
IX878426
JX878409
IX878411
IX878412
JX878410
JX878413
IX878414
JX878415
IX878416
IX878421
IX878427
IX878428
IX878422
JX878425
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Figure 21 : Arbre phylogénique de séquence génique de Monkeypoxvirus (Nalkazawa et al., 2015)
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MATERIEL ET METHODES

65




Etude épidémiologique, écologique et moleculaire du Monkeypoxvirus en Cote d’Ivoire

La réalisation de ce travail a rencontré des problémes a différents niveaux :

- concernant la capture des réservoirs potentiels, le genre Funisciurus qui est retrouvé sur le
sol et dans les arbres et des gros rongeurs comme le Cricetomys, la non disponibilité de
piege adapté nous a amené a opter pour des pieges artisanaux dont les spécificités ont été
définies par notre équipe de capture.

- au niveau du diagnostic du virus, il n’existe pas a I’heure actuelle de méthodes de détection
moléculaire et sérologique ayant obtenu un consensus. L’acquisition de souche référence
d’Orthopoxvirus étant soumise a une réglémentation stricte définie de I’OMS, nous avons
utilisé des ADN de Cowpoxvirus extrait d’antigénes COwpoxvirus que nous avons regu d’un
laboratoire collaborateur pour la mise en route de la sérologie comme contr6le positif pour la
détection moléculaire des Orthopoxvirus. Ces difficultés pourrait influencer les résultats .

I. MATERIEL

I.1. VOLET ANIMAL

1.1.1. Cadre et type d’étude

La Cote d’Ivoire, pays de I’ Afrique de I’Ouest s’etend sur une superficie de 322 462 km?. Ses
frontiéres dessinent approximativement un carré s’inscrivant entre les coordonnées de 2°30°
et 8°30° de longitude Ouest, 4°30” et 10°30’ de latitude Nord. Sa veégétation présente une
grande diversité du Nord au Sud, répartie sur deux domaines, le domaine Guinéen au sud et
le domaine Soudanais au nord. Le domaine Guinéen est constitué :

- de forét ombrophile ou forét dense humide sempervirente qui ne se défeuille jamais dans son
ensemble situé au sud de I’isohyete 1600 mm,

- de forét mésophile entre I’isohyéte 1600 mm et les branches de ’V baoulé “’ qui s’étend de
Man a I’ouest a Bondoukou a I’est composé de grands arbres qui perdent leurs feuilles
simultanément tandis que les especes de plus petite taille sont sempervirentes a cause du
microclimat,

- les savanes incluses composées d’arbres et arbustes dans les zones de Dabou, Bingerville, et
Grand Bassam.

Le domaine Soudanais principalement dans la partie Nord du pays est séparé du domaine
Guinéen par des il6ts de foréts mésophiles et de savanes entrecoupées de forét galeries.

Le domaine Guinéen de la Cote d’Ivoire a été le cadre de cette étude sur le réservoir du virus,
car les conditions climatiques seraient favorables a la circulation du Monkeypoxvirus. L’étude

a eteé realisee en deux étapes de maniere séquentielle.
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La premiere a été effectuée sur les réservoirs, notamment les rongeurs. Elle s’est déroulée
d’une part sur des aires protégées dont les parcs nationaux d’Azagny et du Banco, la réserve
naturelle de Lamto et la forét classée de Bossematié (Abengourou) et d’autre part dans les
zones péridomestiques rurales des villages de Gbétitapéa (Daloa), de Soko (Bondoukou) et
des sites périphériques de la ville d’Abidjan (Akouédo, Songon et Adiopodoumé). I

s’agissait d’une étude de cohorte prospective multi-sites ( Figure 22).

Ghétitapéa

Station écologique Lamto

Parc du Banco

Sl S
Parc d’Azagny = B ’ .‘ :h Akouédo — Adiopodoumé - Songon

Figure 22 : les différents sites de capture des réservoirs potentiels de Monkeypoxvirus
Aires protégées : Forét de Bossématié, Reserve de Lamto, Parc du Banco, Parc d’Azagny
Zoné rural : Village de Soko et Village de Gbétitapéa

Zone périurbaine : Akouédo, Adiopodoumé , Songon

1.1.2. Criteres de choix des sites d’ étude

Dans la presente étude, les sites ont été sélectionnés selon les données de la littérature. Il
s’agit de donneées issues de la revue bibliographique concernant la circulation du virus en Céte
d’Ivoire et les données écologiques de zones favorables a la circulation du virus (Climat,
flore, faune etc.) (Levine, 2007, 2009 ; Nakzawa, 2005, 2015). Les zones géographiques, ou

cohabitent les hotes du virus (Homme et autres primates) et les réservoirs (rongeurs) ont été
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également, prises en compte. Ainsi, deux situations environnementales, des aires protégeées et

des aires non protégées ont fait I’objet d’investigation.

1.1.2.1. Choix des aires protégées

L’ensemble des aires protégées choisies se trouve dans le domaine guinéen dont les
végétations et le climat sont favorables a la circulation du Monkeypoxvirus . Le caractére
protégé de ces espaces permet le maintien de la biodiversité et la prolifération des

micromammiferes.

a) Parc national d’Azagny
Situé entre les 5° 9’ et 5° 17° de latitude Nord et entre les 4° 47’ et 4° 57° de longitude
Ouest dans le Département de Grand-Lahou, sa superficie est d’environ 19000 hectares . Le
Parc national d’Azagny présente un climat humide, une végétation diversifiee avec des
végeétations ombrophiles, littorales, marécageuses et aquatiques. Sa faune abrite des primates

et des micromammiféres favorables au maintien du Monkeypoxvirus dans 1’environnement.

b) Parc national du Banco
Il est situé entre les 5° 21° et 5° 25” de latitude Nord et les 4° 1’ et 4° 5° de latitude Ouest. Sa
superficie est de 3474 hectares. Ce parc présente la spécificité de se trouver dans
I’agglomération abidjanaise. Il s’agit d’une zone a forte pluviométrie avec une végetation faite
de forét dense. Ce parc est une zone de circulation de I’homme, d’autres primates et de
micromammiféres comme les écureuils du genre Heliosciurus et le rat d’Emin (Cricetomys
emini). Ce parc pourrait étre un site a risque d’introduction de Monkeypoxvirus et autres virus

dans la population abidjanaise.

c) Station d’écologie de Lamto
Elle est située entre le 6° 13’ de latitude Nord et le 5° 02° de longitude Ouest dans le
Département de Tiassalé / Sous-préfecture de Taabo. Sa superficie est de 2500 hectares Il se
caractérise au niveau de sa végétation par un important peuplement de palmiers réniers. Sa
végetation appartient au secteur mésophile du domaine guinéen. Sa faune est riche de petits

mammiféres pouvant maintenir 1’Orthopoxvirus simien dans I’écosystéme.
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d) Forét classée de Bossematié
Ce site est situé dans le département d’Abengourou au Sud Est de la Coéte d’Ivoire. Sa
superficie est de 38000 hectares Le virus a été isolé pour la premiére fois en Cote d’Ivoire
dans cette zone en 1971, chez un enfant de 10 ans. Les coordonnées géographiques du site
sont : 6°22°26° Nord et 3°32°32”” Est. Il s’agit d’une zone foresti¢re qui abrite a la fois les
primates non humains, les hommes et les rongeurs. Les captures ont éte réalisées dans toutes

ces aires protégées apreés obtention d’autorisation administrative (Annexe 1).

1.1.2.2. Choix des aires péridomestiques ( aires non protégées)

L’urbanisation intensive réduit de plus en plus la distance entre I’homme et la faune sauvage.
Les micromammifeéres dont les rongeurs constituent le premier lien entre ’homme et cette
faune sauvage . lls sont de plus en plus rencontrés en zone péri-domestique tant en milieu
rural qu’en milieu urbain. Ce piégeage, en zone péridomestique, s'effectue dans des champs,

broussailles situés non loin ou au sein des habitations.

a) Zone péridomestique de Gbétitapéa
Le site de Gbétitapéa est situé dans le Département de Daloa dans la Centre-Ouest de la Cote
d’Ivoire. Le virus a été isolé dans cette localité en 1981 chez un enfant de 5 ans. Il s’agit
d’une zone tropicale humide. Cette localité abrite des « singes sacrés » qui vivent a proximité

de la population.

b) Zone péridomestique de Soko
Il s’agit d’un village dans le Département de Bondoukou au Nord-Est de la Cote d’Ivoire.
C’est un village situé a la frontiére Cote d’Ivoire-Ghana. Ce village a connu la présence des
« singes sacrés » qui sont de plus en plus rares dans le village. Suite a une épidémie a
Monkeypoxvirus aux USA en 2003, une étude realisée en 2010 au Ghana dont la frontiére est

a 7 Km de Soko (Renold 2010), a confirmé la circulation du virus a travers les rongeurs.

C) Zone périurbaine d’Abidjan
Dans cette zone, trois zones péri-domestiques ont été explorées. Il s’agit des sites
d’Adiopodoumé, d’Akouédo et de Songon qui sont des sites périphériques d’Abidjan a
proximité des végeétations ou sont tres présents les rongeurs. Avec I’urbanisation accélérée de
la ville d’Abidjan, le paysage forestier entre la ville d’Abidjan et ces trois villages a presque

disparu reduisant ainsi la distance entre ’homme et la faune sauvage.
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1.1.3. Population d’étude

La population d’étude est constituée de rongeurs qui sont des réservoirs potentiels selon les
données de la littérature ( Khodakevich, 1987 ; Reynold, 2010 ; Hutson, 2015). II s’agit de
Funisciurus anerythrus, Heliosciurus gambianus, Xerus erythropus, le genre Graphiurus, le
genre Cricetomys, le genre Mastomys natalensis. Ainsi que tout autre micromammfére

capturé pendant la période d’étude.

| .1.4. Echantillons biologiques

Concernant les échantillons animaux, les prélévements de foie, de poumon et de rein ont été
analysés. Pour la validation des différents tests utilisés dans cette étude, des souches de
Cowpoxvirus et I’ADN de controle (ADN du Cowpoxvirus et ADN du Monkeypoxvirus) ont

été utilisés comme contréle positif.

I .1.5. Matériel de capture, de collecte et de conservation des echantillons

1.1.5.1. Matériel de biosécurité

Les micromammiféres sont des réservoirs potentiels de nombreux microrganismes pathogenes
pour I’homme (Meerburg, 2009 ; Luis, 2013 ; Kouadio, 2013). Leur manipulation a
necessité 1'utilisation d’équipements de protection individuelle (EPI). Dans la présente étude,
des blouses, des combinaisons a manches longue avec capuche, des gants épais manche
longue, des lunettes de sécurités, un casque visiére facial de type 3, des tabliers, des masques

a usage unique de type P2, des chaussures de protection ont été utilisés (Figure 23a et 23b).

1.1.5.2. Matériel de capture

Il était constitué de différents pieges tels que les pieges de type Sherman, de type Chauvancy,
de type artisanal « piege en grillage» et de ligne de trous ( piége Pitfalls) pour la capture des
rongeurs (Figure 24 et Annexe 2) et de fiche de relevé de piégeage pour le recueil des

données de capture (Annexe 3) .

1.1.5.3. Materiel de prélévement

Un équipement d’autopsie et de  dissection composé d’une table de dissection, des
équipements de mensuration, le petit matériel de chirurgie, des seringues et des produits
anesthésiques de type isoflurane ont été utilisés lors de 1’autopsie et de la dissection des
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micromammiféres (Figure 25). Des feuilles d’autopsie et de prélévement ont été utilisées

pour le recueil des données (Annexe 4).

1.1.5.4. Transport et de conservation des échantillons

Les échantillons collectés ont été transportés dans de I’azote liquide ( - 196°C) apres
obtention d’une autorisation de transport d’azote liquide (Annexe 1) des sites de capture vers
I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire (Figure 26). Un congélateur — 80°C a servi a la

conservation des échantillons au laboratoire.

1.1.6 . Matériel d’analyse des échantillons

Concernant la PCR a point final, I’amplification a été réalisée a I’aide d’un thermocycler de
type GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystem, un bac d’électrophorése a été utilisé
pour la migration et le Gel Doc system de Biorad a été utilisé pour la révélation. Les PCR
temps réel de confirmation ont été éffectuées a 1’aide d’un 7500 Fast ou le Step One plus de

I’ Applied Biosystem (Annexe 5).
I.1.7. Accord du comité bioéthique

L’ensemble des activités sur ce volet animal a eu I’approbation du comité éthique a travers

I’autorisation numéro 024/MSLS/CNER-dkn de 2015 .
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Photo 23a : Photographie de port de EPI avant une séance de vérfication des pieges
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Photo 23b : Photographie de personne en EPI lors d’un séance de mensuration d’un spécimen

Figure 24a : Photographie de piége de type Sherman en position armée
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Figure 24b : Photographie de piége artisanal en grillage contenant un Cricetomys capturé

Figure 25 : Photographie du matériel d’autopsie et de dissection
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Figure 26 : Photographie de mise des échantillons dans la bonbonne d’Azote liquide utilisée pour

le transport des échantillons biologiques du site de capture au laboratoire .

I.2. VOLET HUMAIN
1.2.1. Cadre et type d’ étude
La deuxieme partie a porté sur des études chez I’homme. Il s’est agit dans un premier temps,
d’une étude descriptive de séroprévalence a partir de sérums issus d’une surveillance
nationale chez des personnes non vaccinées contre la variole afin de connaitre le niveau
d’exposition de la population au virus. Cette étude a porté sur une biocollection de sérum du
Centre des Ressources Biologiques ( CeReB) conservée de I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire
( IPCI) collectée dans le cadre d’une surveillance nationale de fiévres hémorragiques de 2013
a 2015. L’analyse des échantillons a été effectuée au Département des Virus Epidémiques (
DVE) dans 1’Unit¢ des fievres hémorragiques. Dans un deuxieme temps, une étude
d’investigation clinique chez des patients présentant des éruptions fébriles. Ce volet
d’investgation clinique a porté d’une part, sur une biocollection de sérum dans le cadre de la
surveillance nationale de rougeole du CeReB et, d’autre part, chez des patients suspects de
Molluscum contagiosum dans les services de Dermatologie clinique d’Abidjan. L’analyse des
échantillons a été effectuée au Département Technique et Technologique (DTT) dans 1’Unité
de la Plateforme de Biologie Moléculaire (PFBM) de I’Institut Pasteur de Céte d’Ivoire.
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1.2.2. Population d’ étude

Les études ont concerné trois groupes de populations selon le type d’étude :

- population de patients ayant beneficié de prélévément de sérum lors de la surveillance
nationale de fievres hémorragiques pour 1’étude de la séroprévalence d’Orthopoxvirose ;

- population de patients ayant bénéficie de prélevément de flux oraux et de serum dans le
cadre de surveillance nationale de rougeole pour I’étude d’investigation clinique de
Monkeypoxvirose,

- populations de patients ayant consultés pour des lésions cutanées en rapport avec une
infection a Poxvirus dans les services de consulation du CHU de Yopougon et du CHU de

Treichville pour I’étude d’investigation clinique de Monkeypoxvirose .

I .2.3. Echantillons biologiques

Chez I’homme, les échantillons de sérum, de lésions cutanées et de flux oraux ont été
analysés. Pour la validation des différents tests utilisés dans cette étude, des souches de
Cowpoxvirus, des serums de contrdle positif pour les anticorps IgG Orthopoxvirus et I’ADN
de contrdle (ADN du Cowpoxvirus et ADN du Monkeypoxvirus) ont été utilisés comme

contréle positif.

1.2.4. Matériel de collecte des échantillons
Les échantillons biologiques ont été collectés a 1’aide de tubes de 2 ml pour les sérums, et

d’écouvillons pour le recueil des flux oraux et des lésions cutanées.

| .2.5. Matériel d’analyse des échantillons

Pour I’analyse sérologique, 1’incubation a été faite a I’aide d’ incubateur de microplaque de
type Thermoshaker PST 60HL-4 (Biosan) et la lecture a été faite a I’aide d’un spectrométre
Multiskan Ex 355 (Thermoscientific) . En ce qui concerne 1’analyse moléculaire, pour la PCR
a point final, I’amplification a été réalisée a 1’aide d’un thermocycleur de type GeneAmp
PCR System 9700 d’Applied Biosystem , un bac d’électrophorése a été utilisé pour la
migration et le Gel Doc system de Biorad a été utilisé pour la révélation. Les PCR temps réel
de confirmation ont été éffectuées a I’aide d’un 7500 Fast ou le Step One plus d’Applied

Biosystem (Annexe 5).
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1.2.6. Matériel de collecte des données
Les données cliniques et épidémiologiques ont éte recueillies sur de fiches épidemiologiques
et des fiches d’enquéte (Annexe 6). Les données techniques biologiques ont été enregistreés

sur un fichier Excel et des fiches techniques.

1. METHODES

Il ETUDE ECOLOGIQUE ET RESERVOIR DU MONKEYPOXVIRUS EN COTE
D’IVOIRE

11.1.1. Méthodes d’estimation de la population d’étude

La population d’étude est constituée de réservoirs potentiels du virus selon les données de la
littérature qui sont les micromammiféres principalement les rongeurs (Reynolds, 2010 ;
Hutson, 2015). L’échantillon d’étude est composé de micromammiféres capturés de 2014 a
2016.

11.1.2. Activités de capture

11.1.2.1. Programmation des captures

Un planing de capture prenant en compte 1’ensemble des 9 sites d’Avril 2016 a Mars 2017 a
été mise en place. Deux sites étaient visités par mois a raison de trois nuits de capture par site.
Trois missions de capture étaient prévues par site et par année (Tableau XI). Le site du Banco
a été visité a la méme période que les sites de Songon et d’Azagny .

Avant chaque mission, une demande d’autorisation de capture sur les différents sites était
adressée a I’OIPR et a la SODEFOR. Aprés obtention de 1’autorisation de capture et 1’accord
de la direction de I'IPCI, une équipe constiuée de trois biologistes et d’un technicien
veterinaire étaient chargés pour la mission. Dans chaque zone de capture, une visite
d’explication était rendue aux responsables départémentaux de la SODEFOR et de la santé
des sites visités. Au niveau des villages, avec I’appui de 1’agent de santé, une explication du

projet de capture était faite au responsable du village afin d’obtenir leur autorisation .
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Tableau XI : Programme de capture des micromammiféres

SITES Bl Ma lin Juilet Aoit  Setemore Octodre Novembre Décembre Janier Fevier M

ADIOPODOUNE T AKOUEDD q
SONGONE ALAGHY
LATOET GRETAPA
ROSEMATE SO0

11.1.2.2. Méthode de capture

Différents piéges ont servi a capturer en vie les micromammiferes. Des granulés, des graines

de palme et des poissons fumés ont servi d’appat. Les pieges ont été posés a raison d’un piége
tous les 5 meétres en lignes composées chacune de 20 piéges. Quatre a cing lignes étaient
disposées par site de capture soit 80 a 100 piéges. Apres une inspection du terrain dans la
matinée afin de localiser les matrices paysageéres favorables, les pieges sont posés. lls restent
ainsi pendant trois nuits consécutives. Les pieges sont appatés au coucher du soleil lors de la
pose chaque jour dans le but d’éviter I’envahissement par des prédateurs. lIs sont relevés le
lendemain du piégeage selon le protocole de biosécurité de Mills et al. (1995). Au moment de
la releve, tout piége contenant un rongeur est collecté. Chaque piéege plein a été remplacé par
un piege vide pour conserver le méme effort de piégeage et ce pendant trois jours (Figure 27a
et b). Toutes les captures ont été réunies sur le site d’autopsie afin de renseigner les fiches de

relevé de piégeage.
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Figure 27a : Photographie de la mise en place de piege de type Pitfalls dans la forét de Bossematié

Figure 27b : Photographie de la visite de pieges dans la forét de Bossematié
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11.1.3. Méthodes de calcul des données de capture

11.1.3.1. Rendements ou succes de piegeage

Le rendement pour 100 pieges a été obtenu a partir du nombre de captures divisé par le
nombre de nuit-pieges, multiplié par cent.

Le nombre de nuit-piéges est le nombre de piéges posés par jour multiplié par effort de

piégeage.

11.1.3.2. Richesse spécifique ou nombre d'espéces capturées

C'est une mesure insuffisamment précise de la composition quantitative d'un peuplement. A
densité et richesse spécifique égales, deux peuplements peuvent présenter des structures tres
différentes. Le concept de diversité spécifique prend en compte I'abondance relative d’especes

en plus de leur nombre.

11.1.3.3. Indices de diversité
L’indice H' de Shannon a été utilisé pour mesurer la diversité des peuplements qui varie de 0
(une seule espéce) a log S (lorsque toutes les espéces ont une méme abondance) avec

"= - gpi Log népérien Pi
pi = Proportion d’une espéce i par rapport au nombre total d’espéces (S) dans le milieu
d’étude (ou richesse spécifique du milieu), qui se calcule de la fagon suivante :
pi = ni/N , niest le nombre d'individus pour I'espece i et N est I'effectif total (individus de

toutes les especes).

11.1.3.4. Equitabilité

Les valeurs que prennent les indices de diversité dépendent a la fois de la richesse spécifique
S et de la répartition des effectifs entre les diverses espéces.

L'équitabilité rapporte la diversité observée a la diversité théoriqgue maximale (correspond a
I'équirépartition des effectifs entre les S especes présentes).

E = H'/Log népérien de S

L'équitabilité varie de 0 a 1 : elle tend vers 0 quand la quasi-totalité des effectifs est

concentrée sur une espéce ; elle est de 1 lorsque toutes les especes ont la méme abondance.
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11.1.4. Méthodes de prélévements et conservation des organes

11.1.4.1. Organisation du site d’autopsie et mesures de biosécurité

Un site d’autopsie a été délimité par un ruban et comportait en son sein une table d’autopsie,
un poste de sacrifice des rongeurs, un poste de lavage des pieges et une fosse pour incinérer
tous les déchets infectieux et matériel contaminés engendrés par 1’autopsie ( Figure 28) .

Cette zone était strictement interdite a toute personne étrangere a 1’équipe d’investigation afin
d’éviter le contact avec 1’animal vivant et ses déjections. Les mesures de sécurité suivanteS
ont été observées pour le personnel réalisant 1’autopsie : port d” une blouse a manche longue a
usage unique, des gants, des lunettes de protection et un masque de protection de type P2 pour
les 2 personnes assistantes. La personne qui réalisait 1’autopsie avait une combinaison a
manches longues et a usage unique, un masque de protection de type P2, une paire de gants
épais manche longue surmontée d’une autre paire de gants fins renouvelables pour chaque
animal. Un casque visiére de type P3 en remplacement des lunettes de protection pour la
personne chargée de réaliser 1’autopsie était utilisé (Figure 23b) . Un assistant était chargé de
prendre les renseignements, d’identifier les tubes et les flacons, de désinfecter les tubes tachés

de sang, de confectionner les étiquettes et d’identifier les cryotubes.
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Photo 28 : Photographie d’une zone délimitée par le ruban rouge lors d’une autopsie
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I1.1.4.2. Réalisation de 1’autopsie

Une autopsie est réalisée par specimen capturé . Un coton hydrophile imbibé de la solution
d’anesthésie (Isofluran ou 1-chloro-2,2,2- trifluoroethyl-difluoromethylether dont le nom
commercial est le forene) est introduit dans le piége contenant I’animal tenu dans la main
gauche, puis I’ensemble est emballé de facon hermétique dans un sachet en plastique pendant
5mn. Aprés avoir constaté la mort de ’animal, celui-ci est transféré sur la table d’autopsie.
L’autopsie a concerné la dissection et les prélévements d’organes et de sang. L’abdomen du
rongeur est désinfecté a I’alcool a 70°, puis la dissection est réalisée en ouvrant la cage
thoracique de 1’animal. Aprés avoir dégagé prudemment le cceur a 1’aide de ciseaux a
dissection et d’une pince, un prélevement de 0,5 a 1 ml de sang est réalisé. Les instruments de
dissection sont désinfectés a 1’alcool et a la flamme de la lampe chaque fois qu’un organe est
prélevé. Le poumon, le foie et le rein sont aussi récoltés. Chaque prélévement est mis dans un
cryotube et identifié par un numéro en rapport avec la procédure de numérotation de 1’Unité
de Gestion des Ressources animales (UGRA) de I’IPCI. Les instruments de dissection sont
désinfectés entre les prélevements des différents organes d’un méme animal. Les instruments
de dissection sont ensuite trempés dans un bac contenant un désinfectant (Incidine a 1%) au
terme de la dissection de chaque animal. La cavité abdominale de 1’animal est vidée apres le
prélevement des organes cibles puis nettoyée. La carcasse est étiquetée puis transférée dans

du formol tamponné a 10% pour une conservation de longue durée.

I1.1.4. 3. Transport et conservation des échantillons
Les échantillons sont stockés dans I’azote liquide (- 196°C) pendant la durée de la mission
sur le terrain puis conservés — 80°C au Centre des Ressources Biologiques (CeReB) de

I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire jusqu’a I’analyse des échantillons au laboratoire.

11.1.4.4. Méthode de traitement des carcasses

Apres le prélevement des différents organes cibles, la cavité abdominale de chaque animal est
vidée puis nettoyee. La carcasse est etiquetée puis transférée dans du formol tamponée a
10%. Ce fixateur formolés neutre permet a la fois une morphologie et des affinités tinctoriales

optimales et un bonne conservation de éléments cellulaires [AFAQAP, 2000]
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11.1.4.5. Elimination des déchets
Les visceres , les autres dechets biologiques et les petits matériels contaminés sont éliminés

dans la fosse puis incinéres.

11.1.5. Identification des rongeurs

L’identification des rongeurs repose sur des caractéres morphologiques. Ils permettent une
identification du genre, et parfois de I’espéce. Elle consiste a la détermination des éléments
suivants: longeur générale, Pourcentage corps/ queue, longueur téte — corps, longueur de la
queue, longueur de la patte postérieure (Sol plantaire), taille des oreilles et également le
pelage dorsal et abdominal + limite dorso — abdominale, poids. Les mensurations ont été
déterminées par la méthode de Herbreteau et al., (2011) (Figure 29a). Les mensurations ont
été précédées d’une inspection de I’animal. Cette inspection a permis d’enregistrer les
caractéristiques du pélage et les lésions macroscopiques de 1’animal. La figure 29b présente

une séance de prise de poids d’un spécimen autopsié lors de prise de mensuration.
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Head and body length (HB) Tail length (T)

Figure 29a : Mensuration d’un rongeur (Herbreteau, 2011)

Figure 30b : Photographie une séance de prise de poids d’un spécimen autopsié .
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11.1.6. Méthodes de détection des Orthopoxvirus

Il s’agit essentiellement d’une détection moléculaire par PCR classique et PCR en temps réel.
11.1.6.1. Prétraitement des échantillons

Environ 25g de fragment d’organe de rein, de foie ou de poumon preéalablement conservés a
—80°C , ont été broyés dans un mortier stérile a 1’aide d’un pilon stérile ( Figure 30a et 30b).
Le broyat obtenu a été dissous dans 1 ml de PBS 1X. Ce broyard obtenu a été utilisé pour

P’extraction de ’ADN .

Figure 30b : Photographie de séance de broyage des tissus d’organe
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11.1.6.2. Extraction des ADN

L’ADN a partir des broyat a eté extrait en utilisant :

- soit le protocole d’extraction magnétique Nuclisens de Biomérieux. Le principe de
I’extraction par cette méthode est résumé a la figure 31.

A 400 pL du bouillon ont été ajoutés 800uL de tampon de lyse, vortexés pendant 20 sec et
incubé pendant 10 mn. Puis 40pL de silice ont été ajoutés et le tout mis en incubation
pendant 10 mn a la température du laboratoire. Le produit de lyse et la silice ont ont été
centrifugés pendant 30s a 13000 rpm. Le surnageant du culot de silice a été retiré par
aspiration sous vide en changeant le cone relié a la pompe d’aspiration pour éviter la
contamination. Une série de lavages avec le Minimag de Biomérieux a été effectuée sur le
complexe silice-ADN. Le tube contenant le culot a été placé sur le MiniMag, 500 uL de
solution de lavage | ont été ajoutés puis le MiniMag a été mis en marche pour le premier
lavage pendant 30 sec. Ensuite le tube été mis sur un portoir magnétique et le liquide de
lavage | a été aspiré. Puis le lavage a été repeté en utilisant la solution de lavage Il puis celle
du lavage Ill. Concernant 1’élution de I’ADN, 50uL de solution d’élution ont été ajoutés au
culot de silice apres aspiration compléte du liquide de lavage Ill. Le tube contenant le
complexe sicile-ADN et la solution élution ont été placés sur I’agitateur magnétique a 60°C ,
1400 tr/mn pendant 5mn. Puis le tube a été placé sur un portoir magnétique et 1’éluat
contenant I’ADN a été recuperé et conservé a - 20°C.

- soit le protocole d’extraction du Kit Qiagen qui consiste & ajouter 200 pl du bouillon & 180
pl du tampon ATL puis 20 pL de protéinase K. L’ensemble est incubé a 56°C dans un
thermomixer pendant 1 heure, puis 200 pl de tampon AL et 200 pl d’éthanol absolu sont
ajoutés pour la precipitation de I’ADN. L’ADN est recueilli sur une colonne puis lavé a I’aide
de solution AW1 et AW2. Un volume de 200 pl de tampon d’éluat AE est utilisé pour
recueillir ’ADN (Figure 32).
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Figure 31: Principe d’extraction des acides nucléiques par des billes magnétiques
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Figure 32 : Protocole d’extraction d’ADN selon le kit Qiagen
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11.1.6.3. Amplification par PCR classique et révélation

L’amplification du géne recherché pour la détection du virus a été faite en utilisant des
amorces choisies selon 1’étude de Ropp (Ropp, 1995). Les amorces consensus des
Orthopoxvirus issues de gene de hémagglutinine (HA) de membrane de cellule infectée ont
été utilisées. C’est un antigene de membrane de cellules infectées qui distingue
Orthopoxvirus des autres genres de Poxvirus. (Forward: EACP1: 5' ATG ACA CGA TTG
CCA ATA C 3/, Reverse: EACP2: 5' CTA GAC TTT GTT TTC TG 3/, la taille de la bande
recherchée étant de 942 bp Conditions d’amplification : 94°C, 5 min (1 cycle), (94°C, 30 sec,
48°C, 1 min, 72°C, 1 min) (36cycles), 72°C, 8 min (1 cycle). Le Kit GoTaq G2 Flexi DNA
polymerase (Promega corporation, USA) a été utilisé pour I’amplification. Le mélange
réactionnel est constitué de 0,2uM de chaque amorce, 1,5 puM, MgCl, 0,1uM de dNTPs, 1
unité de Taq polymerase et 1X de tampon pour un volume final de 50ul dont 5ul d’ADN. La
révélation est faite aprés migration sur gel d’agarose a1,5% sur Gel-Doc. 10 pl
d’amplicon ont été déposés dans des puits du gel de migration, lequel baignant
dans la cuve de migration contenant une solution tampon de TBE. Le
marqueur de poids moléculaire et les témoins positifs et négatifs ont été aussi
déposés. Un marqueur de poids moléculaire a déposé dans le premier puits
pour le mesure de la taille de la bande, des amplicons de témoin positif et
témoin négatif pour la validation du test et les échantillons ont été deposés
dans les autres puits pour migration. La cuve de migration refermée est mise
sous tension de 135 Volts pendant environ 15 a 30 min. La lecture des bandes
a éte faites sous Gel-Doc de Biorad.

En cas de recherche positive pour Orthopoxvirus, le Monkeypoxvirus a été recherche en
utilisant les amorces Forward: MPV1: 5' CTG ATA ATG TAG AAG AC 3' et Reverse:
MPV2: 5' TTG TAT TTA CGT GGG TG 3' issues de gene de hémagglutinine (HA) de
membrane de cellule infectée avec une taille de bande de 406 bp avec le méme mélange

réactionel que 1’Orthopoxvius et les mémes conditions d’amplification.
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11.1.6.4. Amplification par PCR temps réel

Concernant la détection en temps réel du virus, la méthode mise en place par Yu Li et
collaborateurs modifiée a été utilisée (Li, 2006)

Pour la détection du genre Orthopoxvirus, les amorces E9L forward primer (5’-TCA-ACT-
GAA-AAG-GCC-ATC-TAT-GA-3"), Reverse primer (5’-GAG-TAT-AGA-GCA-CTA-TTT-
CTA-AAT-CCC-A-3’) issues du geéne E9L codant I’ADN polymérase viral ont été utilisées.
En cas de test positif, le Monkeypoxvirus a été recherché en utilisant les amorces B6R
forward primer (5’-ATT-GGT-CAT-TAT-TTT-TGT-CAC-AGG-AAC-A-3") and B6R
reverse primer (5’-AAT-GGC-GTT-GAC-AAT-TAT-GGG-TG-3’) issues de gene B6R
codant pour une protéine d’enveloppe du Monkeypoxvirus.

Conditions d’amplification : 95°C 10 min (1 cycle), (95°C 3 sec, 60°C 30s, 72°C 30s)
(45cycles). La méthode du SYBER green | a été utilisée pour cette PCR en temps réel.

11.1.7. Mode de recueil des données

11.1.7.1. Données de capture, d’autopsie et de prélévement

Les données liées aux rongeurs ont été recueillies sur des fiches techniques de piégeage,
d’autopsie et de prélevement (Annexe 4). Ces données ont été archivées dans un classeur au
niveau de 1’Unité de Gestion des Ressources Animales de 1’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire.
La feuille d’autopsie a permis de collecter les données de mensuration des rongeurs et les
informations permettant 1’identification phénotypique de I’animal et celle de prélévement a
renseigner les organes collectés, le nombre d’aliquotes réalisées et les conditions de

conservation sur site de capture.

11.1.7.2. Donneées de conservation des échantillons biologiques

Les données liées a la conservation ont été enregistrées dans un registre de reception des
échantillons animaux et dans un fichier excel au niveau du Centre des Ressources Biologique
de I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire. Ces données concernaient les informations liées aux
organes collectés, le nombre d’aliquotes conservés, les différentes températures de

conservation, la date de conservation, 1’équipe projet responable des échantillons biologiques.
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11.1.7.3. Donnees techniques de laboratoire
Les données techniques de laboratoire liées a la recherche du virus ont été enregistrées dans
un fichier Excel. Elles concernaient les données liees aux extraits d’ADN et les résultats des

différentes amplifications géniques.

11.1.7.4. Données des résultats positifs
L’Orthopoxvirose est une maladie a déclaration obligatoire. De ce fait, tout résutat positif sera
consigné sur ue note technique et transmis a I’Institut National d’Hygiéne Publique (INHP)

pour la mise a la disposition de Ministére de la Sante et de I’Hygiéne Publique (MSHP).

11.1.8. Analyse statistique
Elle a été faite a I’aide du logiciel Epi info 0.6 et de la méthode du Khi 2 a été utilisée pour

effectuer les comparaisons des données pour un seuil signficatif fixé a 5% pour un ddl de 1.

I1.2. ETUDE DE LA SEROPREVALENCE DES ORTHOPOXVIRUS EN COTE D’IVOIRE

11.2.1 Cadre d’étude et type d’etude

La présente étude porte sur des sérums de biocollection du CeReb de I’Institut Pasteur de
Cote d’Ivoire. Cette collection de sérum est issue d’une surveillance nationale de fi¢vres
hémorragiques de 2013 a 2015 . Elle a été retenue du fait de son caractére représentatif au
plan national. Elle n’était pas orientée vers une étude en rapport avec les Orthopoxvirus lors
de la collecte. L’étude réalisée n’établit aucun lien avec les fievres hémorragiques. La
biocollection a été obtenue aprés introduction d’une demande de mise a disposition des
échantillons au pres du Centre des Ressources Biologiques. Apres un avis favorable, une fiche
de mise a disposition des échantillons a été renseignée avant obtention de la biocollection
(Annexe 7). L’analyse des échantillons a été effectuée au Département des Virus Epidémiques
dans 'unité des fiévres hémorragiques. Il s’agit d’une étude transversale a visée descriptive

et analytique.

11.2.2. Population d’étude

Dans cette ¢tude de séroprévalence, du fait de la réaction croisée entre I’ensemble des
especes des Orthopoxvirus, la distinction entre les anticorps résultant de la vaccination contre
la variole, et ceux issus d’une exposition a I’'une des espéces des Orthopoxvirus est pour

I’heure difficile. Afin de mettre en évidence une exposition réelle au virus, le sérum des
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sujets nes apres 1’éradication de la variole et n’ayant pas été vaccinés pouvait étre 1’objet
d’analyse.

Criteres d’inclusion de la population

Tout sujet de moins de 30 ans non vacciné contre la variole dont le sérum a été collecté dans
le cadre de la surveillance des fievres hémorragiques dans I’un des Districts sanitaires de Cote
d’Ivoire et renseigné dans la biocollection de I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire a été inclus
dans cette étude .

Critéres de non-inclusion

Tout sujet de moins de 30 ans ayant un sérum non renseigné ou prélevé en dehors de la

surveillance nationale de fievre hémorragique n’a pas été inclu de 1I’étude

11.2.3. Echantillonnage

Les sérums collectés pendant la période d’étude chez les sujets de moins de 30 ans, sont
retenus selon la formule de SCHWAZT : N = (Za2)?podo /i%( po = 0,5 (Condition de puissance
maximale a défaut de prévalence en Afrique de 1’Ouest), qo = 1 -po, pour o =0,05 = Z,» =
1,96, Pour une précision i estimé a 0,05). Ils ont été ensuite tirés au hasard dans la population
d’étude. Tous les sérums qui avaient un volume de sérum insuffisant (inférieur a 500 pl)

pour la technique sérologique utilisée ont été exclus dans cette étude.

1. 2.4. Collecte des données
Les données épidémiologiques comprenant 1’age, le sexe, la situation géographique et les
données cliniques ont été recueillies a I’aide de la fiche épidémiologique de surveillance des

fievres hémorragiques (Annexe 6).

11.2.5. Analyses sérologiques

11.2.5.1. Principe

Il s’agit de détecter par une technique ELISA, les anticorps de type IgG dirigés contre les
Orthopoxvirus. En effet, les anticorps anti Orthopoxvirus contenus dans le serum des patients,
reconnaissent des antigénes viraux (lysat cellulaire) d 'Orthopoxvirus fixés sur la phase solide
d’une plaque de microtitration. La révélation du complexe antigéne-anticorps se fait par un
anticorps secondaire couplé a la péroxydase. En présence de cette enzyme, un substrat

incolore contenant de I’eau oxygénée changera de couleur et deviendra vert.
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11.2.5.2. Méthode d’analyse des sérums

Etape 1 : Préparation des reactifs

Des aliquotes de 50 pl/tube de sérum contenant des anticorps anti-Orthopoxvirus de type 1gG
destinés au contréle positif et des Anticorps anti-lIgG humain a raison de 50 ul / tube utilisés
comme conjugué ont été conservés a — 20°C. Le PBS1X a eté obtenu en mettant 1 sachet de
PBS dans 1 000 ml d’eau bidistillée. Cette solution de PBS1X a été utilisée pour la
préparation du tampon de lavage et du tampon de dilution. Le tampon de dilution a été obtenu
a I’aide de mélange de PBS1X et de Tween-20 0,1% puis conservé au plus une semaine a +
4°C et le tampon de dilution a I’aide de mélange de PBS 1X, Tween-20 0,1%, lait 5%
conservé au plus une semaine a + 4°C (2,5 g de lait qsp 50 mL de tampon de lavage).

Etapes 2 : Sensibilisation des plaques

Les plaques ont été sensibilisées par des antigenes Cowpoxvirus cultivés sur cellule Vero .
Pour la préparation de I’antigéne, aprés l’observation d’un bon effet cytopatique, la
suspension virale est récoltée et inactivée au Merthiolate et formaldéhyde (Goldstein, 1970).
Puis elle est précipitée au NaCl et Polyéthyléene glycol pendant 4 h a froid sous agitation
lente. La suspension est centrifugée, le surnageant est jeté et le culot est récupéré et mélangé
au tampon Sorensen a un pH compris entre 9 a 9,2.

La plaque de microtitration a été divisée en deux parties pour la sensibilisation. Les puits des
lignes A & D de la plaque ont été sensibilisés a 1’aide d’antigénes dilués au 1/100° dérivés de
souche de Cowpoxvirus cultivée sur Cellule Véro E6. lls servent & mettre en évidence les
vraies réactions Antigenes Cowpoxvirus — Anticorps anti Cowpoxvirus. Par contre, les puits
des lignes E a H qui contenaient des cultures de cellules Véro E6 sans antigene du
Cowpoxvirus servaient a mettre en évidence des fausses réactions positives liées a la présence
d’éléments présentant des similitudes antigéniques avec les antigénes des Orthopoxvirus
(Figure 33).
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Figure 33 : Plan de sensibilisation de la plaque
Les plaques ont été enveloppées dans du papier aluminium et incubées pendant une nuit a + 4°C

Etape 3 : Préparation des sérums et réalisation des tests

Les sérums testés, les sérums contrdles positifs et négatifs ont été dilués 1/100° (10ul + 990
pl de tampon de dilution) a ’aide du tampon de dilution.

Réalisation du test

Aprés sensibilisation de la plaque pendant une nuit, une série de quatre lavages avec du
tampon de lavage a été effectuée puis les traces de liquide ont été éliminées en frappant la
plaque retournée contre du papier absorbant. Ensuite, 100 pl de sérums a tester et des
contréles positifs dilués ont été déposés dans les puits selon la methode suivante : pour
chaque sérum ou contrdle dilué, 100 ul ont été déposés a la fois dans le puits sensibilisé au
Cowpoxvirus et son correspondant non sensibilisé a 1’Ag Cowpoxvirus selon le schéma ci-

dessous (Figure 34).
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Figure 34: Plan de depdt des échantillons et des contrbles
CP = Sérum contréle positif, CN = Sérum contréle négatif, BL = Blanc (tampon de dilution seul) , S = Sérum a

tester

Pour chaque plaque, deux sérums controles positifs, trois sérums contréles négatifs et deux
blancs (tampon de dilution) ont été utilisés. La plaque a été incubée pendant une heure a 37°C
en chambre humide puis lavée selon la méme méthode qu’aprés la sensibilisation de la

plaque avant la phase de révélation.

Etape 4 : Révélation

La révélation du complexe (Ag-1gG) a été faite a I’aide d’anticorps secondaire couplé a la
péroxydase (Fab anti 1gG fragment (H+L) humain marqué a la peroxydase) en présence du
substrat (Tétraméthylbenzidine). Il a été dépose 100 ul / puits du conjugué anti-humain a la
dilution de 1/1000° dans tous les puits de la plaque. La plaque a été couverte d’une feuille
d’aluminium et incubée a 37°C (en chambre humide) pendant 1 heure. Apres une série de
lavages, 100 pl de substrat ABTS ont été distribués dans chaque puits et le tout a eté incubé

pendant 30 min a I’obscurité a température ambiante. la réaction a été arretée avec 100 pl de
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SDS a 1 %. La lecture de la densité optique (DO) a été faite a une longueur d’onde de 450
nm. La différence de DO (A DO) entre un puits sensibilisé par I’antigéne du Cowpoxvirus et
un puits sans antigene contenant chacun le méme sérum a été calculé. Les sérums avec une A
DO était supérieure a 0,2 ont été quantifiés a partir d’une série de dilutions du 1/100° au
1/6400°

11.2.5.3. Résultats et interprétation

a) Pour le test qualitatif,
Les puits du blanc ont été validés quand les DO étaient inférieures a 0,1. Concernant la
validité des témoins négatifs, A DO = DO cupule antigéne avec virus — DO cupule antigéne
sans virus a été calculée pour les trois temoins négatifs et la moyenne des A DO des 3 témoins
négatifs + 3 Ecarts-Types devrait étre inférieure a 0,2. Pour la validité des témoins positifs :
ADO > 0,2. Apres la validation du test, tout prélévement dont la A DO ¢tait supérieure ou
égale a 0,2 a été quantifié.

b) Pour le test quantitatif
Les mémes conditions de validation du test qualitatif ont été respectées et le titre était
I’inverse de la derniére dilution ayant donné ADO > 0,2.

11.2.6. Analyses des donnees
La base de données liée a cette biocollection a été réalisée en utilisant le logiciel Epi Info
(Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgie). L’analyse des données a été

effectuée a I’aide du logiciel R 3.2.0 (Core Team 2015).

I1.2.7. Accord du comite de bioéthique
L’utilisation de cette biocollection de sérums issus de la surveillance nationale des fiévres
hémorragiques a eu 1’approbation du comité éthique national a travers 1’autorisation numéro

023/MSLS/CNER-dkn de 2015 .

11.3. POXVIRUS DANS LES LESIONS CUTANEES EN COTE D’IVOIRE

De nombreux virus sont impliqués dans les infections cutanées virales chez I’homme en
particulier chez I’enfant. Ainsi la variole mineure a parfois été confondue avec la varicelle et
la rougeole. Malgré 1’éradication de la variole et 1’existence de vaccin efficace contre la
rougeole, les Iésions cutanées chez 1’enfant sont fréquentes en Cote d’Ivoire. Quelle est la

place des Orthopoxvirus en général et du Monkeypoxvirus en particulier dans les infections
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cutanées d’origine virale en Cote d’Ivoire ? Pour répondre a cette question, des méthodes
moléculaires de détection de Poxvirus chez I’homme ciblant /’Orthopoxvirus ont été
développées, validées puis appliquées et au diagnostic de I’infection a Molluscum
contagiosum virus. Si I’infection a Monkeypoxvirus reste la plus préoccupante des poxviroses,
I’infection a Molluscum contagiosum reste la plus fréquente et la plus pathognomonique.
L’apparition des formes cliniques atypiques necessite sa prise en compte dans la surveillance

de I’émergeance des Orthopoxviroses en Cote d’Ivoire

11.3.1. Développement, validation et mise en place de la méthodes de détection
d’Orthopoxvirus chez I’enfant suspect de rougeole .

11.3.1.1. Cadre et période d’étude

I s’agit d’échantillons collectés dans le cadre de la surveillance de rougeole en Cote d’Ivoire
de Janvier 2015 a Juillet 2017 recus au Département des Virus Epidémiques de 1’Institut
pasteur de Cote d’Ivoire. La biocollection a été obtenue selon la procédure de mise a
diposition des échantillons du CeReB (Annexe7). Les prélévements collectés ont été analysés
a la Plateforme de Biologie Moléculaire de I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire.

11.3.1.2. Type et population d’étude

Il s’agit d’une étude transversale a visée descriptive et analytique menée sur des prélevements
oraux et sérums conserveés a 1’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire et collectés entre 2015 et 2017,
dans le cadre d’une surveillance nationale de la rougeole.

La population d’étude est constituée de sujets « tout venant » dont I’échantillon de flux
oraux et de sérum ont été collectés dans le cadre de la surveillance de la rougeole. Des
prélevements de flux oraux et de sérums, ont été analysés. Ces produits biologiques ont été

analysés compte tenu de la physiopathologie du virus.

e (riteres d’inclusion
Tous les échantillons collectés dans le cadre de la surveillance de la rougeole ayant été
négatifs pour la recherche des anticorps du virus de la rougeole et du virus de la rubéole et

ayant bénéficié¢ d’un prélevement de flux oral.
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e Critéres de non inclusion
Tous les échantillons positifs pour la recherche d’anticorps du virus de la rougeole et de
rubéole ont été exclus ainsi que tous les prélevements négatifs sans prélevements de flux oral

associé.

11.3.1.3. Logique du choix du flux oral

Le diagnostic a partir d’un prélévement de salive est 1’approche alternative recommandée
dans le cadre du plan d’élimination de la rougeole dans certains pays. Ce prélévement permet
en phase d’invasion et lors de la phase d’état de la rougeole de détecter I’ARN du virus et
IgM trois jours apres le début de la phase éruptive (Hutse 2010). Comme le virus de la
rougeole, I’ADN des Orthopoxvirus peut étre retrouvé dans des sécrétions orales, pharyngees,
sang et autres. En effet, bien que la localisation finale du virus soit la peau, les Orthopoxvirus
se multiplient au niveau oropharyngé puis progressent dans I’organisme aboutissant a une
virémie primaire puis secondaire. Dans cette étude, les patients étudiés n’ont pas bénéficié¢ de

prélevement cutané.

11.3.1.4. Collecte des données
Les données épidémiologiques comprenant 1’age, le sexe, la situation géographique et les
données cliniques ont été recueillies a 1’aide de la fiche épidémiologique de surveillance des

fievres hémorragiques et rougeole (Annexe 6a).

11.3.1.5. Prélévement et conservation

Le matériel de prélevement OraCol a été spécialement développé pour collecter les fluides
salivaires de la bouche. Le matériel de prélevement OraCol dans son emballage d’origine est
stérile et peut étre conserveé a température ambiante.

L’¢couvillon en éponge a été congu pour étre utilisé comme une brosse a dent. Celui-ci a éte
frotté¢ le long de la gencive jusqu’a ce qu’il soit humide pendant 1 minute. L’écouvillon en
éponge humide a été placé dans le tube en plastique ferme. Les informations relatives au
prélevement (nom du patient et date de prélévement) ont été enregistrées sur 1’étiquette du
tube en plastique (Annexe 8). L’écouvillon a été transporté dans une glaciére avec

accumulateur de froid puis conservé - 20°C.
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11.3.1.6. Traitement des flux oraux

Un millilitre de milieu de transport de virus (VTM) a été ajouté au tube contenant 1’écouvillon
et homogéisé par vortex pendant 20 secondes. L’écouvillon en éponge a été retiré en
effectuant une torsion afin d’extraire le maximum de liquide puis replacé en sens inverse
dans le tube et I’ensemble a été centrifugé a 2.000 tr/mn pendant 5 minutes. L’écouvillon a été
retiré a 1’aide d’une pince et les fluides salivaires extraits ont été récupérés dans le tube en
utilisant une pipette Pasteur et conservés a -20°C ou -80°C pour une conservation de longue

durée moyenne.

11.3.1.7. Extraction de I’acide nucléique

L’extraction d’ADN a été faite a I’aide du Kit Qiagen. Un volume de 200 pl du bouillon a
été ajouté a 180 ul du tampon ATL puis a 20 ul de protéinase K. L’ensemble a été incubé a
56°C dans un thermomixer pendant 1 heure, puis 200 pl de tampon AL et 200 pl d’éthanol
absolu pour la précipitation de I’ADN ont été ajoutés. L’ADN est recueilli sur une colonne
puis lavé a I’aide de solutions AW1 et AW2. Le tampon d’éluat AE a été utilisé pour
recueillir I’ADN.

Il1.3.1.8. Accord du comité bioéthique

L’utilisation de cette biocollection de sérums issus de la surveillance nationale a eu
I’approbation du comité éthique national a travers 1’autorisation numéro 023/MSLS/CNER-

dkn de 2015 .

11.3.1.9. Mise en place de la détection moléculaire des Orthopoxvirus

a) Produits biologiques
Des ADN extraits des souches de Cowpoxvirus provenant de culture sur cellule Vero et des
ADN de Monkeypoxvirus fournis par I’Institut Pasteur de Bangui ont été utilisés pour la mise
au point technique de la détection des Orthopoxvirus. Les ADN de Molluscum contagiosum
virus (MCV) et autres microorganismes (Herpex simplex virus, virus de la varicelle et du
zona, virus de rougeole) ont été utilisés pour la spécificité des amorces d’Orthopoxvirus

utilisées dans a présente étude.

b) Tests de détection des Orthopoxvirus
Deux méthodes moléculaires (PCR classique et PCR en temps réel) ayant des cibles

différentes ont ét¢ implémentées et utilisées pour 1’analyse des échantillons.
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Pour la PCR classique, la détection du virus a été faite en utilisant des amorces choisies
selon 1’étude de Ropp (Ropp, 1995). Les amorces consensus des Orthopoxvirus issues du
géne de hémagglutinine (HA) de membrane de cellule infectée ont été utilisées. (Forward:
EACP1: 5' ATG ACA CGA TTG CCA ATA C 3', Reverse: EACP2: 5' CTAGAC TTT GTT
TTC TG 3, la taille de la bande recherchée étant de 942 bp) . Conditions d’amplification :
94°C, 5 min (1 cycle), (94°C, 30 sec, 48°C, 1 min, 72°C, 1 min) (36c¢ycles), 72°C, 8 min (1
cycle). Le Kit GoTag G2 Flexi DNA polymerase (Promega corporation ; USA) a été utilisé
pour I’amplification. Le mélange réactionnel est constitué de 0,2uM de chaque amorce, 1,5
UM, MgCl, 0,1uM de dNTPs, 1 unité de Tagpolymerase et 1X de tampon pour un volume
final de 50ul dont Sul d’ADN. La révélation a été faite aprés migration sur gel d’agarose
a1,5% sur Gel-Doc et le Monkeypoxvirus a été recherché en utilisant les amorces Forward:
MPV1: 5' CTG ATA ATG TAG AAG AC 3' et Reverse: MPV2: 5' TTG TAT TTA CGT
GGG TG 3'issus de géne de hémagglutinine (HA) de membrane de cellule infectée avec une
taille de bande de 406 bp avec le méme mélange réactionnel que I’Orthopoxvius et les mémes
conditions d’amplification.

Concernant la détection en temps réel du virus, la méthode de Yu Li et collaborateurs modifié
a été utilisée (Li Yu et al., 2006)

Pour la détection du genre Orthopoxvirus, les amorces E9L forward primer (5’-TCA-ACT-
GAA-AAG-GCC-ATC-TAT-GA-3’), Reverse primer (5’-GAG-TAT-AGA-GCA-CTA-TTT-
CTA-AAT-CCC-A-3’) issues du géne E9L codant I’ADN polymérase viral ont été utilisées.
En cas de test positif, le Monkeypoxvirus a été recherché en utilisant les amorces B6R
forward primer (5’-ATT-GGT-CAT-TAT-TTT-TGT-CAC-AGG-AAC-A-3’) and B6R
reverse primer (5’-AAT-GGC-GTT-GAC-AAT-TAT-GGG-TG-3’) issues de geéne B6R
codant pour une protéine d’enveloppe du Monkeypoxvirus.

Conditions d’amplification : 95°C 10 min (1 cycle), (95°C 3 sec, 60°C 30s, 72°C 30s)
(45cycles). La méthode du SYBER green | a été utilisée pour cette PCR en temps réel.

c) Etude de la sensibilité
Une série de dilution d’extrait ’ADN Cowpoxvirus de 10t a 10° a été utilisée afin de
déterminer le niveau de sensibilité de la méthode moléculaire. 1 microlitre d’ADN a été dilué

dans neuf (9) microlitres d’eau physiologique stérile (ppi) selon le schéma ci dessous
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Figure 35: Réalisation de la série de dilution au 108™

Chague dilution a été testée afin de déterminer le niveau de détection de la PCR classique des
Orthopoxvirus.

d) Etude de la spécificité
Les amorces spécifiques d’Orthopoxvirus ont été amplifiées en présence d’ADN de
Staphylococcus aureus, d’Herpex simplex virus, de virus de la varicelle et du zona, du virus
de la rougeole, de Mycobacterium ulcerans des pathogenes impliqués dans les infections

cutanées en Cote d’Ivoire pour révéler une amplification non spécifique.

11.3.1.9. Analyses des données
La base de données liées a cette sérotheque a éte réalisée en utilisant le logiciel Epi Info
(Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgie). L’analyse des données a été

effectuée a I’aide du logiciel R 3.2.0 (Core Team, 2015).

11.3.2. Application de la méthode de PCR développée et validée au diagnostic étiologique
des eéruptions cutanées a Molluscum contagiosum virus en Cote d’Ivoire

MCYV est le seul virus de la famille des Poxviridae qui infecte strictement 1’homme apres
I’éradication du virus de la variole. 1l est souvent impliqué dans les lésions cutanées chez
I’enfant et est de plus en plus rencontré avec I’infection a VIH. Les lésions sont caractérisées
par des papules arrondies ombiliquées de quelques millimetres de diametre (le plus souvent
de 1 a4 mm, parfois jusqu'a 8 mm), généralement non prurigineuses. Elles sont dites
pathognomoniques de la maladie. Le diagnostic de ce virus reste essentiellement clinique a
cause du caractere typique des Iésions.

L’étude de Saral en 2006 en Turquie, sur 61 lésions suspectes de MCV, 100% de
concordance a été constaté entre la clinique et les resultats de la PCR ( Saral 2006). La

présence du virus dans 100% des lésions cliniquement compatibles avec le Molluscum
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contagiosum font de ces Iésions un modeéle de reservoir du virus idéal pour la confirmation de
la méthode de détection de Poxvirus & mettre en place. La detection des formes cliniques

atypiques contribuerait a la surveillance de 1’émergence des Orthopoxviroses.

11.3.2.1. Cadre et type d’étude

Il s’agit d’une étude expérimentale de mise en place d’une détection moléculaire de Poxvirus
qui a eu lieu au sein de la Plateforme de Biologie Moléculaire de I’Institut Pasteur de Cote
d’Ivoire. La détection moléculaire de MCV a porté sur des échantillons cutanés provenant
des Services de Dermatologie des Centres Hospitaliers Universitaires de Treichville et de

Yopougon.

11.3.2.2. Population d’étude

L’étude a concerné des patients tout-venant présentant des éruptions cutanées a type de
Iésions de Molluscum contagiosum et consultant au service de Dermatologie du Centre
Hospitalo-Universitaire (CHU) de Yopougon ou du CHU de Treichville pendant la période
d’étude. Les données relatives aux patients ont été recueillies a partir d’une fiche d’enquéte
(Annexe 6b) comprenant des données épidémiologiques relatives aux patients et des données

cliniques, apres consentement éclairé des patients.

11.3.2.3. Recueil, méthode de choix et conservation des échantillons

Apres le diagnostic clinique de la 1ésion et 1’obtention du consentement éclairé du patient, un
prélévement par biopsie ou par curetage d’une a deux lésions cutanees a été effectué. Au total
45 échantillons ont été recensés. Parmi eux, 3 échantillons obtenus par tirage aléatoire sans
remise ont été utilisés pour la validation de la méthode de détection moléculaire. Les

prélevements ont été déchargés dans 1 ml de PBS 1X et conservés a — 20°C.

11.3.2.4. Préparation des échantillons

Apres décongélation du tube contenant I’échantillon cutané dans 1ml de PBS, ce dernier a été
centrifugé a 13000 trs /mn pendant 10 mn. Le surnageant a été éliminé et le culot contenant
le prélevement cutané a ét€¢ broyé a 1’aide de mortier puis remis en suspension dans 1 ml de

PBS 1X. Le broyat obtenu a été utilisé pour I’extraction de I’ADN.
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11.3.2.5. Extraction de I’acide nucléique

L’extraction d’ADN a été faite a I’aide du Kit Qiagen. Un volume de 200 pl du bouillon a
été ajoutéa 180 ul du tampon ATL puis a 20 pl de protéinase K, le tout incubé a 56°C dans
un thermomixer jusqu’a la lyse compléte (1 heure). Ensuite, le mélange a été homogeénéisé a
I’aide d’un vortex pendant 15 secondes puis 200 pl de tampon AL y ont été ajoutés. Le tout
a été homogénéisé a I’aide d’un vortex puis incubé a 56°C dans un thermomixer pendant 10
mn. Ensuite 200 pl d’éthanol absolu ont été ajoutés pour la précipitation de 1’ADN.
L’ensemble a ét¢ homogénéis¢ a I’aide d’un vortex. L’ADN est recueilli sur une colonne
placée dans un tube de 2 ml puis le dispositif a été centrifugé a 8000 tr / min pendant 1
minute. Le tube d'écoulement et de collecte a été jeté et la colonne a été placée dans un
nouveau tube de 2 ml. Le lavage de I’ADN a été effectué a 1’aide de solutions AW1 et AW2.
Puis 500 pul d’AW1 ont été ajoutés sur la colonne placée dans le nouveau tube et centrifugés
pendant 1 mn a 8000 tr / min. Le tube d'écoulement et de collecte a été rejeté et la colonne a
été placée dans un second tube neuf de 2 ml. Puis 500 ul d’AW2 ont été ajoutés sur la
colonne placée dans ce nouveau tube et centrifugé pendant 1 min a 14000 tr / min. Le tube
d'écoulement et de collecte a été de nouveau jeté et la colonne a été placée dans un troisieme
tube neuf de 1,5 ml ou de 2 ml. L’ADN a été élué en ajoutant 200 pul de tampon AE au
centre de la membrane de la colonne suivi d’une incubation d’une minute a température
ambiante. L’ADN a été recueilli dans la solution d’élution aprés centrifugation pendant 1 min

a 8000 tr / min et la colonne a été jetté. L’ ADN a été conservé a — 20°C.

11.3.2.6. Détection moléculaire
a) Tests de détection du Molluscum contagiosum Virus

La recherche d’ADN de Molluscum contagiosum Virus a été faite par PCR a point final ou
PCR classique. Les amorces issues du géne du fragment K de I’ADN du virus décrites par
Thompson et collaborateurs (Thompson, 1997) ont été utilisés. Il s’agit des amorces (MCV
Primerl: 5 CCGATCTTTGCGAGCGTTCTTAA3’, MCV Primer 2:
5’TCCCATACAGCGAGGACAGCATA. La taille de la bande recherchée était de 167 bp.
Les conditions d’amplification étaient 94°C pendant 5 minutes pendant un cycle, cette étape
était suivie de 36 cycles de 94°C pendant 30 secondes, de 65°C pendant 1 minute et de72°C

pendant une minute. La derniére étape était constituée d’un cycle de 8 min a 72°C. Le Kit
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GoTaq G2 Flexi DNA polymerase (Promega corporation; USA) a été utilise pour
I’amplification.

Le mélange réactionnel était constitué de 0,2uM de chaque amorce, 1,5 pM, MgCl, 0,1uM
de dNTPs, 1 unité de Tagpolymerase et 1X de tampon pour un volume final de 50ul dont 5pl
d’ADN. La révélation a été faite aprés migration sur gel d’agarose a 1,5% soumis a une
tension de 135 volts pendant 15 a 30 min. Cette révelation s’est faite a 1’aide
du Gel Doc de Biorad.

b) Etude de la sensibilité
Une série de dilution d’échantillon testé positif de 10 2 10° a été utilisée afin de déterminer
le niveau de sensibilité de la méthode moléculaire. Un microlitre d’ADN a été dilué dans neuf
microlitres d’eau physiologique stérile (ppi) selon le schéma de la figure 28 .
Chague dilution a été testée afin de déterminer le niveau de détection de la PCR classique du
MCV

c) Etude de la spécificité
L’ ADN des pathogenes impliqués dans les infections cutanées en Cote d’Ivoire listées dans le
tableau ci-dessous a été testé en présence des amorces de détection du MCV afin de

rechercher des amplifications non spécifiques avec d’autres microorganismes.

Tableau XII: Pathogénes responsables d’infections cutanées en Cote d’Ivoire utilisées pour I’étude de la

specificité des amorces

Identifiant Microorganismes Produit biologique Unité fournisseur
Souche KN S aureus Bouillon de culture UBY
bactérienne
017 HSV Herpex simplex virus LCR DVE
014 vzv Virus de la varicelle LCR DVE
258 G Virus de la rougeole Sécrétion oropharyngée DVE

DVE : Département des virus épidémiques de I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire, UBY : Unité de bactériologie

du laboratoire central CHU de Yopougon

105



Etude épidémiologique, écologique et moleculaire du Monkeypoxvirus en Cote d’Ivoire

RESULTATS ET DISCUSSION
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I. RESULTATS

I.1. ETUDE ECOLOGIQUE ET RESERVOIR DU MONKEYPOXVIRUS EN COTE
D’IVOIRE

1.1.1. Activités de captures

1.1.1.1 Résultats globaux

Concernant les activités de capture des micromammiferes, 9 sites répartis sur le territoire
ivoirien ont été visités. Quatre sites sur neuf étaient des aires protégées soit 44,4% des sites.
Trois sites non protégés etaient dans la zone peériphérique de la ville d’Abidjan, Ce qui
constituait 1/3 des sites de capture. A [’intérieur du pays en zone rurale, deux sites
présentant des aspects environnementaux identiques (cohabitation entre primates non humains
et ’lhomme) ont été visités soit 22,2% des sites.

Au total, le nombre de nuit-piege était de 4930 pour un total de capture de 256 spécimens
avec un succes de piégeage ou rendement de 5,19 %. Le succes du piégeage variait de 1, 35%
a 8,75% selon les sites. Il était globalement de 2, 9% (66/2270) dans les aires protégées, de
4,5% (36/800) dans les sites des zones péridomestiques rurales et de 8,2% (154/1860) dans
les sites périphériques d’Abidjan (Figure 36). Les rendements les plus éleves ont été
rencontrés sur les sites en périphérie d’Abidjan avec  8,75% a Akouédo, 8,33% a
Adiopodoumé et 7% a Songon. Par contre, les rendements les plus faibles étaient observés
dans les aires protégées a I’exception du site de Lamto avec 5,8%. La différence de rendement
entre les aires protégees et les sites péridomestiques ruraux n’était pas statistiquement
significative ( X2 = 4,18, 1ddl, P = 0,4). La différence de rendement entre les sites de la
périphérie d’Abidjan et les aires protégées était statistiquement significative ( X? = 57,44
1ddl, P < 0,0001) de méme que celle entre les sites de la périphérie d’Abidjan et ceux de
I’intérieur du pays (X2 = 11,48, 1ddl, P = 0,0007) ( Tableau XIII).

A Dintérieur de chaque zone, le rendement variait d’un site a I’autre. Dans la zone des aires
protégees, le rendement variait de 1,32% a Azagny a 5,8% a Lamto. Les différences
observeées entre le rendement des différents sites n’étaient pas statistiquement significatives a
I’exception de la différence observée entre le site d’Azagny et celui de Lamto. Cette
différence était significative ( X? = 11,57, 1ddl, P = 0,0006). Au niveau rural, la différence
observée entre le rendement du site de Soko (5%) et celui de Ghétitapéa (3,6%) n’était pas
significative. Dans la zone périurbaine d’Abidjan, la différence de rendement entre les trois

sites n’était également pas significative au plan statistique ( Tableau XIV).
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2270
1860

300
66
Aires protégées Zone Zone périurbaine
peéridomestique
rurale
m Nombre de nuits-piéges m Nombre de captures

Figure 36 : Nombre de nuits de piégeage et nombre de captures par zone

Tableau X111 : Comparaison des rendements des trois zones de capture

Aires protégées  Zone péridomestique

Zone periurbaine

rurale
Nombre de nuits-piéges 2270 800 1860
n =4930
Nombre de captures specimens 66 36 154
n= 256
Succes de piégeage 2,9 45 8,2

(Rendement) (%)R = 5,19
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Tableau XIV : Variation de rendement ou succes de piégeage au niveau des sites de chaque zone de capture

Site de Nombre de Nombre de Succes de piégeage
capture nuit piege captures specimen (Rendement) (%)
N = 4930 N =256 R=5,19
Aires protégées
Azagny 590 8 1,32*
Banco 840 27 3,2
Bossématié 600 17 2,83
Lamto 240 14 5, 8*
Zone péridomestique rurale
Soko 500 25 5
Gbetitapea 300 11 3,6
Zone periurbaine
Adiopodoumé 840 70 8, 33
Akouédo 720 63 8,75
Songon 300 21 7

* Différence = était statistiqguement significative
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Au total 256 micromammiféres ont été capturés dont 195 rongeurs (76,2%) et 61
insectivores (23,8%). Les insectivores étaient constitués essentiellement du genre Crocidura
(98,3%) avec des especes comme Crocidura olivieri (90,2%), Crocidura occidentalis
(1,6%), et Crocidura obscuruor(3,3%) et Crocidura sp (3,3%). Chez les rongeurs, la diversité
étaient plus importante. En effet, quatre familles ont été mises en évidence. Ce sont les
Sciuridae, les Gerbillidae, les Cricetomydae et les Muridae (Tableau XV). Les rongeurs
étaient composés de 94,44% de Muridae et cette famille constituait 73,04% de I’ensemble
des micromammiféres capturés. La famille des Sciuridae était composée essentiellement de
Funisciurus, celle des Gerbillidae de Tatera et celle Cricetomydae de Cricetomys. La famille
de Muridae était représentée par plusieurs genres dont les plus importants étaient Rattus
(71/195), Lophuromys (28/195), Praomys (25/195), Mus et Mastomys (20/195 chacun).
D’autres genres comme Myomys, Hylomuscus, Hybomys, Malacomys, lemniscomys,
Uranomys et Nanomys de la famille des Muridae ont également été capturés (Tableau XV).

Les images de quelque specimen capturé dans cette étude sont en annexe 9.
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Tableau XV : Répartition selon les familles et les genres de micromammiferes

Ordres Familles Genres Nombre Pourcentage (%)
N = 256
Insectivores Soricidae Crocidura 60 98,4
N =61 Erinaceidae Altelerix 1 1,6
Rongeurs Scuiridae Funisciurus 5 2,6
N =195 Gerbillidae Tatera 3 1,5
Cricetomydae Cricetomys 3 15
Muridae Rattus 70 35,9
Lophuromys 28 14,4
Praomys 25 12,8
Mus 20 10,3
Mastomys 20 10,3
Lemniscomys 5 2,6
Uranomys 4 2,0
Myomys 3 15
Hylomuscus 2 1
Hybomys 1 0,5
Nanomys 1 0,5
Malacomys 1 0,5
Non identifié 3 1,5
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1.1.1.2 Analyse des captures par zone d’activité

Une diversité de micromammiféres capturés a été observée dans chaque zone avec une
prédominance de quelques espéces dans certaines zones. Dans la zone périurbaine d’Abidjan,
61Rattus sur 71 ont été captures soit 86% , ainsi que 43 Crocidura sur 60 soit 71,66% et 17
sur 20 Mus musculus soit 85%. Par contre, plus de 50% des Mastomys ont été capturés dans la
zone rurale et dans les aires protégées ainsi que 80% des Praomys. Crocidura, Lophuromys

et Praomys étaient présents sur 1’ensemble des zones de capture (Tableau XVI).

a) Zone péridomestique en milieu rural
En milieu rural, dans la zone péridomestique, 1’abondance était de 36 avec une richesse
d’espéces (richesse spécifique) de 11 pour Crocidura occidentalis, Crocidura olivieri,
Altelerix albiventrix, Tatera sp, Mastomys natalensis, Mastomys erythrolocus, Mus musculus,
Myomys daltoni, Praomys sp, Lophuromys sp et Rattus rattus. Les micromammiféres
capturés dans cette zone étaient trés variés malgré le faible éffectif (Figure 37).
- Site de Soko
Ce site est situé a 7km du Ghana dans le nord est de la Cote d’Ivoire. Il avait une végétation
faite de savane et alternée de forét claire. Les singes dits sacrés présents a la périphérie du
village font souvent des incursions dans le village. Ainsi les activités de capture ont été
réalisées a la périphérie du village constituée de plantations et de broussaille et dans les
habitations. Pour une abondance de 25, la richesse en espéece était de 8 et était composée de
Crocidura occidentalis, Crocidura obscuruor, Altelerix albiventrix, Mastomys natalensis,
Mastomys erythroloocus, Mus musculus, Myomys daltoni, et Praomys sp, (Figure 38).
Mastomys, Mus musculus et Myomys daltoni ont eté capturés dans les habitations par contre
Crocidura, Lophuromys et Altelerix 1’ont été dans les broussailles. L’abondance dans les
habitations était de 16 avec un rendement de 10% contre 9 avec un rendement de 2,6% dans
les champs. Cette différence était significative au plan statistique (X2 = 10,88, P = 0,0009) .
- Site de Gbétitapéa

Le village situé au Centre-ouest de la Cote d’Ivoire avec une végétation de forét mésophile.
Des singes sont présents a la périphérie et dans le village. Les captures ont été réalisées dans
les habitations et a la périphérie du village constitué de plantations et de broussailles.
L’abondance était de 11 et la richesse était de 5 dont Crocidura olivieri, Mastomys
natalensis, Lophuromys, Rattus rattus et Tatera. (Figure 39). Rattus rattus et Mastomys

natalensis ont été capturés dans les habitations. Les especes comme Lophuromys sp,
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Crocidura olivieri et Tatera ont eté capturées dans les broussailles et les champs.
L’abondance dans les habitations était de 4 avec un rendement de 6,6% contre 7 avec un
rendement de 2,9% dans les champs. La différence observée n’était pas significative
statistiquement (X2 =10,99 , P = 0,31).

b) Zone périurbaine d’Abidjan

Dans cette zone, I’abondance était de 154 avec une richesse d’espéce égale a 11 composée de
Rattus rattus, Rattus norvegicus, Crocidura olivieri, Mastomys erythroleuccus, Mastomys sp,
Mus musculus, Lophuromys sp, Lemniscomys sp, Nanomys sp, Praomys et Funiscuirus
carruthesi (Figure 40).

- Site d’Akouédo
C’est la décharge principale d’ordure de la ville d’Abidjan. C’est une zone de forte activité
humaine avec une présence importante de micromammiferes. Le piégeage a concerné la
décharge, les habitations au sein de la décharge et les petits champs a proximité de la
décharge. La richesse en espéce a Akouédo était de 4 faite de Crocidura olivieri, Mus
musculus, Rattus norvegicus et de Rattus rattus avec une abondance de 63. Ce site malgré
son abondance était la moins riche en especes de la zone périurbaine (Figure 41). Au niveau
de la décharge et des habitations étaient retrouvés essentiellement le genre Rattus et Mus
musculus par contre Crocidura était capturé dans les champs a proximité de la décharge.

- Site de Songon
A Songon, la richesse en espéce était de 5 faite de Crocidura olivieri, Mastomys sp, Nanomys
sp, Praomys et de Rattus norvegicus (Figure 42). Sur ce site, les captures ont eu lieu
exclusivement dans les broussailles et les champs. Certaines especes comme Lophuromys sp
et Praomys sp ont été capturées a la lisiére aquatique des broussailles et des champs.

- Site d’Adiopodoumbe
Au niveau de ce site, les captures ont concerné d’une part une zone de stockage des aliments
(magasins) au sein d’un marché et d’autre part les champs et les broussailles. L’abondance
était de 70 avec une richesse de 7 especes composées de Rattus norvegicus, Crocidura
olivieri, Mastomys erythroleucus, Mus musculus, Lophuromys sp, Lemniscomys sp et
Funiscuirus carruthesi (Figure 43).
Les especes trouvées dans les magasins étaient composées essentiellement de Rattus et de
Mus musculus alors que les espéces capturées dans les champs et broussailles étaient plus

varié et constituées de Crocidura olivieri, Mastomys erythrolocus, Lophuromys, Lemniscomys
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sp et de Funisciurus carruthesis. Dans les habitations, 1’abondance était de 33 avec un
rendement de 9,1%. Hors des habitations, il était de 7,7%. La différence observée n’était pas
significative au plan statistique (X?=0, 39, P = 0,52)

c) Aires protégées

Dans les aires protégées, sur une abondance de 66, la richesse était de 14 espéces composée
de Crocidura olivieri, Crocidura obscuruor, Crocidura sp, Praomys sp, Hylomuscus sp,
Cricetomys sp, Mastomys eruthroleucus, Lophuromys sicapusi, Lophuromys sp, Malacomys
longipes, Hybomys sp, Uranomys ruddi, Rattus rattus, et Rattus norvegicus. (Figure 44).

- Site d’Azagny
Au niveau du Parc d’Azagny, 1’abondance était de 8 et la richesse d’espéces était de 5
composee de Crocidura sp, Praomys sp, Hylomuscus sp, Cricetomys sp, Lophuromys (Figure
45) . 11 s’agit de captures effectuées exclusivement dans les champs et les broussailles.

- Site du Banco
Concernant le Parc du Banco, de par sa spécificité, des piégeages ont été effectués a
proximité des habitations des agents des Eaux et foréts et aux abords des pistes présentes a
I’intérieur de la forét. L’abondance était de 27 avec une richesse en espéce de 5 dont
Crocidura sp, Praomys sp, Lophuromys sp, Rattus sp et Hybomys sp (Figure 46). Le genre
Rattus a été capturé a proximité des habitations.

- Site de Lamto
Au niveau de la Station d’écologie de Lamto, une abondance de 14 et une richesse en espéce
de 5 faite de Crocidura olivieri, Mastomys erythroleucus, Lophuromys sicapusi, Lemniscomys
sp et Uranomys ruddi ont été observées (Figure 47). Il s’agit de capture effectuées
exclusivement dans les champ et broussailles.

- Site de Bossematié
Dans la forét classée de Bossematié, avec une abondance de 17, la richesse d’espéce était de
4 dont Crocidura obscuruor, Praomys sp, Lophuromys et Malacomys longipes(Figure 48). Il

s’agit également de piégeage dans les champs et les broussailles.
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Tableau XVI : Répartition des micromammiféres capturés selon les sites

ZONE RURALE ZONE PROTEGEES ZONE URBAINES
Abondance = 36 Richesse = Abondance =66 Richesse = 14 Abondance =154 Richesse =11
11

SOKO GBETITAPEA AZAGNY LAMTO BOSSEMATIE BANCO ADIOPODOUBE SONGON AKOUEDO

Crocidura olivieri (55) 2 3 2 5 23 7 13
Crocidura occidentalis (1) 1

Crocidura obscuruor (2) 2

Crocidura sp (2) 1 1

Altelerix albiventrix 1

Mastomys natalensis (15)
Mastomys erythrolocus (5) 2 2 1

Mastomys sp

Mus mucuslus (20) 3 16 1
Myomys daltoni (3)
Praomys sp (25) 4

Hylomuscus sp (2)

Cricetomys sp (3)

Lophuromys sp (27) 1
Lophuromys sicapusis (1) 1

Rattus rattus 1 5 3 7
Rattus norvegicus 4 10 2 8
Rattus sp 31
Hybomys sp 1

Malacomys longipes 1

Taterasp ( 3) 3

Lemniscomys sp (5) 3 2

Uranomys ruddi (4) 4

Funisciurus carruthesis( 5) 5

Nanomys sp 1

Non identifié (3) 3
Abondance 25 11 8 14 17 27 70 21 63
Richesse d’espéce 8 5 5 5 4 5 7 5 4

©
w
w

w

12 5 1

P P N ®
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Les figures 37 a 39 représentent la répartition des micromammiferes capturés dans la zone
péridomestique rurale. La figure 37 étant la répartition généerale au niveau de la zone et les

figures 38 et 39 sont les repartitions au niveau de chaque site de cette zone péridomestique

Zone péridomestique rurale
14

Figure 37: Micromammiféres capturés dans la zone péridomestique rurale

116



Etude épidémiologique, écologique et moléculaire du Monkeypoxvirus en Cote d’Ivoire

B Champs

W Habitations

Figure 38: Répartition des micromammiféres capturés sur le site de Soko
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Crocidura oliviera Taterasp Mastomys natalensis Lophuromys sp Rattus rattus

Figure 39: Répartition des micromammiféres capturés sur le site de Ghétitapéa
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Les figures 40 a 43 représentent la répartition des micromammiferes capturés dans la zone
périurbaine. La figure 40 étant la répartition générale au niveau de la zone et les figures 41 et

43 sont les repartitions au niveau de chaque site de cette zone périurbaine
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Figure 40: Répartition des micromammiféres capturés dans la zone périurbaine d’Abidjan
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norvegicus olivieri musculus

Figure 41: Répartition des micromammiféres capturés sur le site d’ Akouédo
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Rattus Rattus rattus  Lophuromys Crocidura Hybomys sp Praomys sp
norvegicus sp olivieri

Figure 42: Répartition des micromammiféres capturés sur le site de Songon
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Figure 43: Répartition des micromammiféres capturés sur le site d’Adiopodoumbé
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Les figures 44 a 48 représentent la répartition des micromammiferes capturés dans les aires
protégees. La figure 44 étant la répartition générale au niveau de la zone et les figures 45 et 48

sont les repartitions au niveau de chaque site de cette zone périurbaine

Aires protégées
20

Figure 44: Répartition des micromammiferes capturés dans la zone des aires protégées
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Crocidurasp Praomyssp  Hylomuscussp Cricetomyssp  Lophuromys sp

Figure 45: Répartition des micromammiferes capturés sur le site d’ Azagny

Rattus Rattus rattus Lophuromys Crocidura Hybomyssp  Praomyssp
norvegicus sp olivieri

Figure 46: Répartition des micromammifeéres capturés sur le site du Banco
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Crociduraolivieri Cricetomyssp Mastomys Lophuromys Uranomys raddi
electrolocus sicapusis

Figure 47: Répartition des micromammiferes capturés sur le site de Lamto

12

Crocidura Crocidurasp Praomyssp Lophuromys Malacomys
obscuror sp longipes

Figure 48: Répartition des micromammiféres capturés sur le site de Bossematié
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1.1.2. Résultats des analyses moléculaires des tissus des micromammiféres
A partir des micromammiféres autopsiés, 759 organes ont été prélevés dont 255 tissus de foie,
253 tissus de poumon et 251 tissus de rein. Les ADN de 1’ensemble des tissus ont été extraits
et 67,45% des ADN ont été analysés par la méthode moléculaire. Les tissus analyses étaient
composés de 91% d’ADN de tissus de foie collectés, de 81% d’ADN de tissus du poumon
collectés et 30% d’ADN de tissus de rein collectés. Ces ADN ont été analysés en vue de
détecter Orthopoxvirus par PCR a point final et PCR en temps réel. L’analyse des ADN des
échantillons de tissus a été précédée de la réalisation des tests de validation des méthodes
moléculaires utilisées.

a) Tests de validation de la méthode de détection des Orthopoxvirus

- Detection et étude de la sensibilité

A partir des ADN extraits de culture de Cowpoxvirus sur cellule vero et d’ADN de
Monkeypoxvirus fournis par 1’Institut Pasteur de Bangui, une série de dilution des ADN a été
analysée par PCR classique et PCR en temps réel. Concernant la PCR classique,
Orthopoxvirus a été détecté jusqu’a une dilution de 107 (Figure 49) et le Monkeypoxvirus a
une dilution de 10* (Figure 50). Avec la méthode PCR en temps réel, des courbes
d’amplification étaient détectées au dela de la dilution 107 pour la détection de
|’Orthopoxvirus et du Monkeypoxvirus (Figures 51 et 52) traduisant une plus grande
sensibilité de la PCR temps réel par rapport a la PCR a point final.

b) Etude de la spécificité
Les amorces pour la détection des Orthopoxvirus ont été amplifiées en présence des ADN de
pathogenes impliqués dans les éruptions cutanées fébriles et aucune amplification non
spécifique n’a été observée. Il s’agit d’ADN de Herpex simplex virus, de virus de la varicelle

et du zona, du virus de rougeole, de Staphylococcus aureus et Mycobacterium ulcerans.
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Figure 49: Photographie de résultat de test de dilution en serie de I’ADN Orthopoxvirus
Le seuil des bandes positives est a une dilution 107 M = Marqueur de poids moléculaire, P = ADN non dilué
CN = contrdle négatif

10 107 10° 10° 105 10° 107 CN

Figure 50 : Photographie de résultat de test de dilution en série de I’ADN Monkeypoxvirus
Le seuil des bandes positives est a une dilution 10 M = Marqueur de poids moléculaire, P = ADN non dilué
CN = contrdle négatif
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Figure 51: Courbe d’amplification de dilution en série de I’ADN Orthopoxvirus par PCR temps réel

A = Courbe d’ADN non dilué, B = Courbe d’ADN dilué & 10!, C = Courbe d’ADN dilué 4 102, D =
Courbe d’ADN dilué 4 10" %, E = Courbe d’ADN dilué a 10*, F = Courbe d’ADN dilué & 10°, G =
Courbe d’ADN dilué 4 10-®, H = Courbe d’ADN dilué a 107

Amplification Plot
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Figure 52 : Courbe d’amplification de dilution en serie de I’ADN Monkeypoxvirus par PCR temps réel

A = Courbe d’ADN non dilué, B = Courbe d’ADN dilué a 101, C = Courbe d’ADN dilué & 102, D = Courbe
d’ADN dilué a 10°3, E = Courbe d’ADN dilué a 10*, F = Courbe d’ADN dilué a 10°, G = Courbe d’ADN
dilué 410°%, H = Courbe d’ADN dilué a 107
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c) Analyse des échantillons

Sur les 512 extraits d’ADN analysés par PCR a point final, 1,9% présentaient des bandes de
942 pb pour Orthopoxvirus dont 2,1% des ADN de foie de micromammiféres du genre
Funisciurus, Crocidura olivieri et Mastomys, 1,9% des ADN de poumon de
micromammiféres du genre Crocidura olivieri, Praomys, Lemniscomys et Mastomys, et 1,3%
des ADN de rein de micromammiféres du genre Funisciurus (Tableau XVII et figure 53).
Les sites concernés étaient Adiopodoumé, Ghétitapéa, Lamto, Soko, Bossématié et Akouédo
(Tableau XVIII et Figure 54). Cependant, aucun échantillon n’a présenté de bande spécifique
de Monkeypoxvirus.

L’analyse par PCR en temps réel ciblant d’autres génes de I’ensemble des échantillons a
confirmé la présence d’un seul échantillon positif pour la detection des Orthopoxvirus soit
0,19% des échantillons (Figure 55). Il s’agissait d’un échantillon de foie de Crocidura olivieri
capturé sur le site d’Adiopodoumé, site périurbain. Cet échantillon était négatif pour la

recherche de Monkeypovirus.
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Tableau XVII: Répartition selon les bandes suspectes positives pour les Orthopoxvirus

ADN Effectif analysé Présence de bande Pourcentage de
suspecte suspect (%)
Foie 231 5 2,1
Poumon 205 4 1,9
Rein 76 1 1,3
Total 512 10 1,9

Le pourcentage d’échantillon de rongeurs générant des bandes positives chez les rongeurs
était de 1,9%

M 294 MC 70P 102 197 200 CN 220 70F CP M

Figure 53 : Photographie d’échantillons avec bandes suspectes d’Orthopoxvirus M = Marqueur, MC =
Mollluscum C virus, CN = Contréle negatif, 70, 102, 197, 200, 220, 278 sont des échantillons avec des bandes
faisant évoquer la présence d’Orthopoxvirus
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Tableau XV1II: Répartition des micromammiféres positifs pour la recherche d’Orthopoxvirus par site de capture

par la méthode de PCR classique

Sites Espéces Organes Taux de positivité par site (%)
. ~ Funisciurus carruthesi  Foie /Rein )
Adiopodoumé ) o ) 2/70 soit 2,8%
Crocidura olivieri Foie
o Mastomys natalensis Foie )
Ghétitapéa ) o 2/11 soit 18,18%
Crocidura olivieri Poumon
Lamto Lemniscomys sp Poumon 1/14 soit 7,14%
Soko Mastomys natalensis Poumon 1/25 soit 4%
Bossématié Praomys sp Poumon 1/17 soit 5,9%
Akouédo Crocidura olivieri Foie )
) o ) 2/63 soit 3,2%
Crocidura olivieri Foie
60
| Effectif

M suspect positif

Crocidura Mastomys Funisciurus Lemniscomys Praomys

Figure 54: Proportion d’échantillons positifs par espéce de micromammiféres pour la recherche d’Orthopoxvirus
par PCR classique
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Figure 55 : Courbe d’amplification de 1’échantillon positif pour la recherche d’Orthopoxvirus
Courbe violette = Contréle positif Courbe bleue = Courbe d’échantillon positif
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1.2. ETUDE DE LA SEROPREVALENCE DES ORTHOPOXVIRUS EN COTE D’IVOIRE

Cette étude a porté sur une sérotheque collectée dans le cadre d’une surveillance nationale
des fiévres hémorragiques de 2013 a 2015. Sur 1354 sérums collectés chez les sujets de
moins de 30 ans, 400 ont été retenus pour analyse sérologique soit 29,54%. Sur cet ensemble,

385 sérums ont été effectivement analysés soit 28,54% de 1’effectif total.

1.2.1 Au plan épidémiologique

Le sexe predominant était le sexe masculin, qui représentait 2/3 des effectifs étudiés avec un
sex-ratio de 1,93 (Figure 56). L’age moyen des sujets était de 8,95 ans avec des extrémes de 1
an a 30 ans. La tranche d’age de 0 a 10 ans constituait plus de 50% des sujets et 21,5%
avaient un age compris entre 21 et 30 ans (Tableau XVIV). Concernant la répartition des
sérums selon les régions sanitaires, les effectifs ont été fixés selon la proportion
d’échantillons provenant de chaque région sanitaire pendant la période d’étude chez les sujets
de moins de 30 ans. Nous avons gardé la nomenclature administrative des régions qui était en
vigueur lors des prélevements. Les sérums de la Région des Lagunes 2, de la Région du
Moyen Cavally et de la Région des Montagnes représentaient respectivement 10,12%
(39/385), 9,87% (38/385) et 9,1% (35/385) des sérums analysés (Figure 57). La moyenne
globale d’échantillons de sérum par région était de 20 et la Région de Lagune 2 avait le plus

grand nombre d’échantillons avec 39 échantillons.
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Figure 56: Répartition des sérums selon le sexe
Tableau XVIV: Répartition des sujets selon les tranches d’age et le sexe
Tranche d’4age Masculin Féminin Sex-ratio

n = 255 (66,23%) n =130 (33,76) 1,96

0-10ans (n=197) 136 (35,32%) 61 (15,84%) 2,23
1120 ans (n =105) 62 (16,10%) 43 (11,16%) 1,44
21 - 30 ans (n = 83) 57 (14,80%) 26 (6,75%) 2,19
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Figure 57 : Effectif des sérums selon es régions sanitaires

AGN = Agneby (Adzopé, Agboville, Alepe, Sikensi, Tiassalé), BSA = Bas-sassandra (Gueyo, Soubré, Sanpedro, Sassandra, Tabou), DEN = Denguelé (Odienné,
Touba, Minignan), FRO = Fromagé (Gagnoa, Oumé), HAM = Hambol (Katiola, Niankara, Dabakala), HSA= Haut- sassandra( Daloa, Issia, Vavoua), LAC
(Didieville, Yamoussoukro, Tiebissou, Toumodi), LAG1 = Lagune 1 ( Dabou, Grand-lahou, Jacqueville, Yopougon est et sud, Adjamé-plateau, LAG2 = Lagune 2 (
Abobo est et ouest, Anyama, Cocody —Bingerville, Koumassi , Treichville-Marcory), MAR = Marahouet (Bouaflé , Sinfra, Zenoula), MCA = Moyen cavally (
Bangolo, Blolequin, Duekoué, Guiglo, Touleple), MCO ) = Moyen comoé (Abengourou, Betié, Agnybilikro), MON = Montagne (Man, Biankouma, Danané,
Zohouin, Kouibly), NCO = N’zi comoé (Bocanda, Mbaiakoro, Bonkouanon, Daoukro, Dimbokro, Prikro), SAV = Savane ( Korhogo, Ferké , Boundiali, Tengrela,
Ouangolo) , SBA = Sud-Bandaman ( Divo, Fresco, Lakota), SCO = Sud-comoé (Aboisso, Grand-Bassam , Adiaké), VBA= Vallée du Bandama ( Béoumi, Bouaké ,
Sakassou,), WOR = Worodougou (Mankono, Seguela), ZAN = Zanzan (Bondoukou , Nassian, Tanda, Bouna)
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1.2.2 Données Immunologiques
La technique ELISA qui permet de détecter les IgG dirigées contre Orthopoxvirus a été

utilisée .

1.2.2.1. Validation du conjugué

Pour la validation du conjugué, une série de dilution au 1/50° , 1/100¢ , 1/500° , 1/1000° ,
1/2500° , 1/5000° et 1/10000° du conjugué a partir d’une solution de dilution PBS 1X a été
évaluée. La valeur de ADO variait entre 1,147 et 0,014 pour une série de dilution au 1/50° au
1/10000° . La plus grande dilution du conjugué qui donne un ADO > 0,2, seuil significatif de
présence d’IgG Orthopoxvirus est 1/1000° (Tableau XX et Figure 58). Ce seuil a été retenu

pour les différens tests sérologiques réalisés.
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Tableau XX : Résultats des tests de validation du conjugué

Série de dilution du conjugué

1 2 3 4 5 6 7
1/50 1/100 1/500 1/1000 1/2500 1/5000 1/10000
Puits avec Ag CPV dilué avec du PBS
(dilué au 1/100)
DO = 1,201 0,7 0,435 0,327 0,164 0,101 0,085
Puits sans Ag CPV dilué avec du PBS (dilué
au 1/100)
DO = 0,054 0,08 0,03 0,083 0,076 0,06 0,07
Valeur ADO 1,147 0,62 0,405 0,244 0,088 0,041 0,015
Résultat >0,2 >0,2 >0,2 >0,2 <0,2 <0,2 <0,2
Valeur ADO
1.4
1,2
1 \

0,8 \

0,6 \\

0;4 v\

02 \

0 T T T T T : T t 1
:1/50 :1/100 :1/500 :1/1000 :1/2500 : 1/5000 :1/10000

Figure 58: Variation des valeurs ADO en fonction des dilutions de tests de validation du conjugué
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1.2.2.2. Résultats immunologiques des patients

Les anticorps de type IgG anti-Orthopoxvirus ont eté détectés dans 19 sérums sur les 385
testés, soit une prévalence de 4,93%. Ce pourcentage variait de 2,0% a 8,4% selon les
tranches d’age (Tableau XXI). Un fort taux de positivité a été rencontré dans la tranche d’age
de 26 a 30 ans avec 8,4% de positif. Le taux le plus bas se situait dans la tranche d’age de
moins de 10 ans (2%). La différence était significative entre ces deux tranches d’age (X2 =
8,08, p =0, 0044). Chez les sujets de sexe masculin, le taux de positivité était de 4,7% contre
5,3% chez ceux de sexe feminin (Tableau XXI). Cette différence n’était pas significative au
plan statistique (X? = 0,0003, p = 0, 98). Concernant la répartition géographique des cas
positifs, plus de 80% des sérums contenant des 1gG anti-Orthopoxvirus provenaient de sujets
vivants dans la moitié sud de la Cote d’Ivoire (Figure 59). Des sérums provenant de deux
régions sanitaires du Nord de la Cote d’Ivoire, le Denguelé et le Zanzan contenaient
également des IgG anti-Orthopoxvirus. La proportion des sujets positifs pour la recherche des
IgG anti-Orthopoxvirus variait d’une région sanitaire a 1’autre. Les proportions les plus
importantes ont été retrouvées dans les régions sanitaires des Lacs, des Lagunes 1, du Sud
Bandama, de 1’Agnéby, du Sud Comoé et du Denguelé avec respectivement 20%, 15%,
13,63%, 11,1%, 10,52% et 10,52% (Figure 60). Au plan quantitatif, il s’agissait généralement
de titres d’anticorps en 1gG anti-Orthopoxvirus faibles. Ainsi plus de 60% des sujets avaient
un titre de 100, 15,31% des titres en anticorps supérieurs ou égaux a 400 et 5,2% des titres a
800 (Tableau XXII). En ce qui concerne 1’age, le titre en IgG anti-Orthopoxvirus était faible
dans la tranche d’age inférieure a 10 ans alors que pour celle allant de 10 ans a 25 ans, 71%
avaient des titres en 1gG anti-Orthopoxvirus supérieurs a 100 et 28,4% des titres a 400. Aprés
25 ans, 33,33% des sujets positifs avaient des titres supérieurs a 100 et un sujet positif avait
un titre a 800 soit 16,6% (Tableau XXIII et Figure 61). Les titres supérieurs ou égaux a 400
ont éte retrouvés dans les Districts sanitaires de Divo, Bondoukou et Daloa avec des titres en
IgG anti-Orthopoxvirus respectivement de 400, 400 et 800 (Tableau XXIV et XXV).
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Tableau XXI : Répartition des sujets positifs selon les tranches d’age et le sexe

Tranche d’age
Tranche d’age Sujets testées (%) Sujets testés positifs
n =385 n =19 (4,95%)
0-10ans 197 (51,2%) 04 (2,0%)
11 -20ans 105 (27,3%) 08 (7,6%)
21 - 30 ans 83 (21,5%) 07 (8,4%)
Sexe
Masculin 255 12 (4,7%)
Féminin 130 7 (5,4%)
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Figure 59 : Carte présentant les zones de positivité en anticorps anti-Orthopoxvirus en Céte d’Ivoire
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Figure 60 : Répartition des sujets positifs selon la région sanitaire
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Tableau XXII : Sujets positifs selon le titre d’anticorps

Taux d’Ac anti-1gG Orthopoxvirus Effectif Pourcentage (%)
n=19

10, 100] 12 63,15

1100, 200] 4 21,05

1200, 400] 2 10,52

] 400, 800] 1 5,26

Tableau XXIII : Sujets positifs selon le titre d’anticorps et les tranches d’age

Taux  d’Ac Tranche d’age Tranche d’age Tranche d’age

Orthopoxvirus 0al0ans 11420 ans 21 a 30 ans
n=5 (26,31%) n=8 (50%) n=6 (31,58%)

10, 100] 5 (26,31%) 3 (15,80%) 4(21,05%)

n=12

1100, 200] 0 (0%) 3 (15,80%) 1(05,26%)

n=4

] 200, 400] 0 (0%) 2 (10,53%) 0(0%)

n=2

] 400, 800] 0 (0%) 0 (0%) 1(05,26%)

n=1
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Tableau XXIV : Sujets positifs selon les régions sanitaires et les titres d’anticorps

Titre d’anticorps 10, 100] ]100, 200] ] 200, 400] ] 400, 800]
n=12 n=4 n=2 n=1

Lagune 1 3 0 0 0
n=3

Lagune 2 0 1 0 0
n=1

Agnéby 2 0 0 0
N=2

Denguélé 1 1 0 0
n=2

Moyen Cavally 1 1 0 0
n=2

Sud Comoeé 1 0 0 0
n=1

Sud Bandama 1 1 1 0
n=3

Lac 2 0 0 0
n=2

Haut Sassandra 0 0 0 1
n=1

Zanzan 0 0 1 0
n=1

N’zi-Comoé 1 0 0 0
n=1
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Tableau XXV: Répartition selon les données épidémiologiques de sujets positifs

Région sanitaire  District sanitaire  Age  Sexe Titre d'IgG
(Ans) Anti-Orthopoxvirus
Bingerville 24 M 100
Lagune 1 Bingerville 28 M 100
Jacqueville 14 F 100
Lagune 2 Abobo ouest 17 F 200
Agnéby Akoupé 15 F 100
Adzopé 27 M 100
Denguélé Touba 20 M 200
Odienné 26 M 100
Bloléquin 16 M 200
Moyen Cavally  Bjoléquin 5 F 100
Sud Comoé Aboisso 9 M 100
Fresco 3 M 100
Sud Bandama Divo 27 M 200
Divo 15 M 400
Lac Tiébissou 3 M 100
Didiévi 7 F 100
Haut Sassandra  Daloa 26 M 800
Zanzan Bondoukou 12 F 400
N’zi-Comoé Daoukro 15 F 100
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1.3. POXVIRUS DANS LES LESIONS CUTANEES EN COTE D’IVOIRE
1.3.1. Développement, validation et mise en place d’une méthode de détection

d’Orthopoxvirus chez I’homme en Cote d’Ivoire

1.3.1.1. Mise en place de la détection des Orthopoxvirus

Les ADN de culture de Cowpoxvirus sur cellule vero et les ADN de Monkeypoxvirus isolés
chez des patients lors de 1’épidémie de monkeypox en 2016 en République de Centrafrique
ont éte utilisés pour la mise au point de la détection de 1’Orthopoxvirus et du Monkeypoxvirus.
Une détection des ADN a été faite par PCR a point final. Cette derniére PCR a été par la suite

confirmée par une PCR temps reéel.

a) Détection par PCR a point final
Une série de dilutions de ’ADN du Cowpoxvirus a été amplifiée en présence d’amorces
consensus pour Orthopoxvirus et une série de dilution de ’ADN du Monkeypoxvirus a été
amplifiée en présence d’amorces spécifiques pour Monkeypoxvirus. Le gene consensus pour
[’Orthopoxvirus avait une taille de 942 pb et celui du Monkeypoxvirus était de 406 pb. Les
tests étaient positifs pour la récherche d’Orthopoxvirus avec un seuil des bandes positives a
une dilution 107 (Figure 61) et pour la recherche de Monkeypoxvirus avec un seuil des
bandes positives a une dilution 10 (Figure 62). Les tests de spécificité n’ont pas mis en
évidence d’amplifications non spécifique avec les ADN des autres germes impliqués dans les

éruptions cutanées fébriles (Figure 63).
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Figure 61 : Photographie de résultat de test de dilution en série de I’ADN Orthopoxvirus
Le seuil des bandes positives était a une dilution 10”7

102 10 10* 105 10° 107 CN

Figure 62 : Photographie de résultat de test de dilution en série de I’ADN Monkeypoxvirus
Le seuil des bandes positives était a une dilution 103
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942 pb

Figure 63 : Photographie de résultat de test de spécificité
CP = Cowpoxvirus ( 942 pb) , 01 = MCV, 02 =845 G ( Virus de la rougeole , 03 = 258ub ( M ulcerans) , 04
= Saureus, 05=014 VVZV ( Virus de la varicelle) , 06 = 017 HSV ( Herpex simplex virus)
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b) Tests de confirmation par PCR en temps réel
Il ont permis de confirmer la détection des Orthopoxvirus et du Monkeypoxvirus par PCR a
point final.  Cependant la confirmation s’est avérée plus sensible car I’ADN du
Monkeypoxvirus était détectable jusqu’a la dilution 10 alors qu’elle n’ était que de 10 pour
la détection par PCR classique. La température de fusion était de 75,3°C pour /’Orthopoxvirus

et de 71,3°C pour le Monkeypoxvirus ( Figures 64,65,66, 67).
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Figure 64: Courbe d’amplification de dilution en série de I’ADN Orthopoxvirus par PCR temps réel
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Figure 65: Courbe de fusion de dilution en série de I’ADN Orthopoxvirus par PCR temps réel
Température de fusion = 75,3°C
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Figure 66: Courbe d’amplification de dilution en série de I’ADN Monkeypoxvirus par PCR temps réel
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Figure 67: Courbe de fusion de dilution en série de I’ADN Monkeypoxvirus par PCR temps réel
Température de fusion= 71,3°C
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1.3.1.2. Application a la récherche du Monkeypoxvirus chez les enfants suspects de rougéole
en Cote d’Ivoire
a) Données épidémiologiques

Dans cette etude, 102 flux oraux et 89 sérums prélevés d’enfants suspects de rougeole et ou
de rubéole mais dont les sérums étaient négatifs pour les deux virus ont été analysés. Le sex-
ratio était de 1 et la moyenne d’age était de 5,5 ans (Tableau XXVI). Ces prélevements
provenaient de 10 Districts sanitaires de Cote d’Ivoire avec plus de 50% dans le district
d’Abobo (Figure 68) . Le délai entre le début de la maladie et le préléevement était inférieur a
7 jours pour 86,27% des patients, de 7 a 15 jours pour 11,76% des patients et supérieur a 15

jours pour 2,94% des patients .
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Tableau XXVI: Répartition de la population d’étude selon les tranches d’age

Tranche d’age Effectifs Pourcentage
N =102 (%)
0 — 05ans 57 55,88
06 — 10 ans 34 33,33
11 -15ans 08 07,8
Plus de 15 ans 01 0,9
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Figure 68: Répartition selon les districts sanitaires
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b) Résultats de ’analyse moléculaire
La récherche de [’Orthopoxvirus et du Monkeypoxvirus par PCR a point final et PCR en

temps réel s’est revelée négative pour I’ensemble des patients.

1.3.2. Application de la méthode PCR développée et validée au diagnostic étiologique des
éruptions cutanées a Molluscum contagiosum virus en Céte d’Ivoire

Le Molluscum contagiosum est I’infection la plus fréquente chez I’homme parmi les
poxviroses . C’est une infection bénigne rencontrée le plus souvent chez 1’enfant. La présence
du virus dans 100% des lésions cliniquement compatible avec le Molluscum contagiosum font
de ces lésions des modeles de réservoir du virus idéals pour la confirmation de la méthode de
détection de Poxvirus a mettre en place. La détection des formes cliniques atypiques
contribuerait a la surveillance de 1’émergence des Orthopoxviroses. Dans cette optique, une
quarantaine de prélevements de peau avec des Iésions suspectes de Molluscum contagiosum
est passée par PCR classique, puis suivie d’une confirmation par PCR en temps réel par un

laboratoire collaborateur.

1.3.2.1.Données épidémiologiques et cliniques

Les prélevements de Iésions cutanées de 45 patients ont été analysés lors de 1’application de
cette meéthode PCR. Les patients de sexe masculin représentaient 44% de 1’effectif avec un
sex-ratio de 0,80 (Figure 69). La moyenne d’age était de 8,95 ans avec des extrémes de 9
mois a 39 ans. Prés de 85% des patients avaient un age inférieur a 15 ans (Figure 70 et
Tableau XXVII). Les patients provenaient d’Abidjan (Abobo, Cocody, Port Bouét,
Treichville et Yopougon) et de Divo. Plus de 65% des patients résidaient dans la commune de
Yopougon. Au plan clinique, les papules étaient les lésions les plus rencontrées chez les
patients dans 33% des cas, suivies des vésicules dans 27% des cas (Figure 71 et Tableau
XXVII). Le diagnostic clinique de Molluscum contagiosum a été pose chez plus de 95% des

patients.
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20;44%

= Masculin
= Feminin
Figure 69 : Effectifs selon le sexe
4
2
0-5ans 6-15ans 16- 25 ans 26-35ans plus de 35 ans

Figure 70 : Répartition par tranche d’age
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Macule Papule Pustule Vésicule Crolte Non
precise
Figure 71: Répartition des lésions cliniques chez les patients
Tableau XXVII: Répartition selon la tranche d’age et les 1ésions cliniques
Lésions cliniques
Macule Papule Pustule Vésicule CroQte Non précisé
N=7 N =15 N=4 N =12 N=1 N=4
0—-05ans 5 5 3 6 1 4
N=24
06 — 15 ans 2 5 6 1
N=14
16 - 25 ans 1
N=1
25-30ans 2 1
N=3
31-40ans 2 1
N=3
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1.3.2.2.Tests de détection par PCR classique

Les ADN des trois échantillons tests analysés en double (sans dilution et dilué au 1/10° afin
de réduire les risques d’inhibition de la PCR) ont donné 100% de résultats positifs (Figure 72
). En ce qui concerne le niveau de sensibilité du test, ’ADN ¢était détectable jusqu’a la
dilution 10 (Figure 73). Le test de spécificité n’a pas revelé d’amplification non spécifique
en présence d’ADN d’ Herpes simplex virus (HSV) , de Staphylococcus aureus (S a), du virus

de la rubéole (V Ro), du Virus de la varicelle et du Zona (Figure 74).
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M 1/yop 1/yopri0! 2/vyop 2/yorP10! s5/YOoP 5/YOP10! CN

Figure 72 :Photographie de PCR d’essai avec ADN de sujets suspects d’infection 8 MCV
Echantillons 1/YOP, 2/YOP et 5/YOP, CN = Contrble négatif, Taille de bande positive = 167 pb

200 pb

100 pb

Fig 73: Photographie de résultat d’étude de la sensibilité PCR classique pour la récherche du MCV
Série de dilution de ’ADN du MCV (P = ADN de MCV non dilué, P-1 a P-9 = série de dilution, CN : Contrdle
négatif M : Marqueur de poids moléculaire (1500 pb & 100 pb) . La bande positive est de 167pb
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M cpP HSV Sa V Ro VZv MCv CN

200 pb —

167 pb

Figure 74 : Photographie de résultat de test de spécificité des amorces de MCV . M = Marqueur de poids
moléculaire, CP = Contrble positif, HSV = Herpex simplex virus , Sa = Staphylococcus aureus, V Ro = Virus
de la rougéole, VZV = virus de la varicelle et du zona , MCV = Molluscum contagiosum virus, CN = Contréle
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1.3.2.3. Comparaison des tests de détection du MCV

Sur les 45 patients dont 44 étaient suspects d’infection a Molluscum contagiosum virus, la
recherche de MCV par PCR a point final était positive chez 93,33% d’entre eux (Figure 75a
et b). Cependant, deux des résultats négatifs pour la recherche du MCV donnaient avec les
amorces ciblant ’Orthopoxvirus (Figure 76) des bandes de taille de 942pb. Les tests de
confirmation par PCR en temps réel a permis de confirmer I’infection 8 MCV chez 100% des
patients. La différence observée entre les resultats de la PCR classique et la PCR temps réel
n’était pas significative au plan statistique (P = 0,24). La valeur du seuil critique ou Critical
threshold value (Ct) était inférieure a 20 dans plus de 75% des échantillons faisant évoquer
des lésions chargées en virus. Dans les trois cas de discordance entre la PCR classique et la

PCR temps réel, les Ct étaient situés entre 12 et 15.
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M 2503 2306 2649 2650 2648 010 2761 2762 26472602 CN CP M

\
\

167 pb

Figure 75a : Photographie de résultats de PCR Classique des patients suspects d’infection a Molluscum
contagiosum virus. 2503, 2306 and 010 = 10/YOP sont des résultats négatifs, CN: Negative control CP: Positive

control, M: Marker (1500 bp 4100 bp)
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Figure 75b: Photographie de résultats de PCR classique des patients suspects d’infection a Molluscum
contagiosum virus
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M 10H 2306 2503 25H 29H 13R O08R O9R 18R 11R 10R O5R 17R CP CP CN M

_— 942 pb

\
\
\

\

942 pb

Figure 76 : Photographie de réultat de Patients négatifs au Molluscum contagiosum virus testés pour la
récherche d’Orthopoxvirus . 10H, 2503 et 2306 sont des échantillons humains négatifs pour la récherche de
MCV, 10H et 2503 ont donné des bandes
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Il. DISCUSSION

1.1 ETUDE ECOLOGIQUE ET RESERVOIR DU MONKEYPOXVIRUS EN COTE
D’IVOIRE

L’implication des micromammiféres dans la transmission humaine d’infection virale est
avérée (Meerburg, 2009 ; Luis, 2013). Des virus comme le virus de la fiévre de la vallée du
Rift, le virus Lassa, le virus de la fievre du Crimée-Congo et plusieurs espéces
d’Orthopoxvirus dont le Monkeypoxvirus sont vehiculés par des micromammiféres (Mims,
1956 ; Pretorius, 1997 ; Zeller, 1997 ; Fischer-Hoch, 2000 ; Gratz, 1997 ; Kouadio, 2013 ;
Saluzzo, 1986 ; Chastel, 2009). L’investigation et 1’identification des réservoirs du
Monkeypoxvirus restent essentielles pour la surveillance et le controle de 1’émergence de ce

virus.

I1.1.1. Activité de capture

Au cours de la présente étude, plus de 200 rongeurs ont été capturés sur différents sites du
sud, du centre, du centre ouest et de 1’est de la Cote d’Ivoire avec des rendements ou des taux
de succes de piégeage généralement compris entre 1,32% et 8,75%. Les rendements se
situaient entre 6,6% et 10% dans les habitations et entre 1, 32% et 7% dans les champs ou les
broussailles.  Ces rendements  relativement bas, sont  superposables a ceux de
Duplantier(2001)lors de I’investigation d’une épidémie de peste a Madagascar. Les taux de
capture étaient de 6 a 9% dans les maisons, de 2,1% a 2,6% dans les cultures et de 0,2%
dans les foréts. Ces taux de succés considérés comme faibles seraient liés & une tres forte
mortalité murine dans les semaines précédant I’épidémie humaine de peste. Par contre, au
cours de I’étude de Le Quilliecet al. (2006) portant sur un modele amélioré du piege boite-
dortoir dans le but de maintenir en vie le plus longtemps possible dans le piége 1’animal
capturé, le taux de succes eétait inférieur a 1%. Ce taux trés bas serait lié a la faible densité des
micromammiféres dans la zone de capture. Le rendement lors des activites de capture des
micromammiféres serait influencé par la densité des micromammiferes de la zone
d’investigation et par le matériel de capture utilisé. Les habitations et les magasins de
stockage des aliments constituent genéralement des zones de forte densité en
micromammiféres. Cette situation expliquerait le rendement de capture éleve dans les
habitations. L’utilisation de plusieurs types de piége dans notre étude pourrait expliquer le
taux de succes de capture supérieur a celui de Le Quilliecet al. (2006) qui ont utilisé un seul

type de piége.
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11.1.2. Epidémiologie des rongeurs capturés

Plusieurs genres de micromammiféres appartenant a six (6) familles différentes ont été
capturés. Ainsi, les genres Crocidura, Rattus, Mastomys, Mus, Myomys, Praomys,
Hylomuscus, Hybomys, Lophuromys, Malacomys, Terara, Lemniscomys, Uranomys,
Nannomys, Altelerix, Funisciurus et Cricetomys ont fait I’objet d’analyse dans ce travail.
Cette diversité d’especes a été déja retrouvée dans des travaux antérieurs en Cote d’Ivoire. En
effet, Hunkeler (1973) a, au cours d’une étude portant sur les rongeurs et les insectivores
parasités par les cestodes, identifié des rongeurs Murinae sur la base des caracteres
morphologiques. Il avait trouvé des micromammiféres comme Tatera, Arvicanthis niloticus,
Dephomys defua, Dasymys incomtus rufulus, Hybomys trivirgatus trivirgtlus, Hylomyscus
spp., Lemniscomys griselda linulus, Lemniscomys sp., Lophuromys sikapusi sikapusi,
Malacomys edwardsi, Mastomys erythroleucus et Mastomys sp, Mus setulosus, Mus
minutoides, Myomys lowei, Praomys (Myomys) daltoni inglidbyi, Oenomys hypoxanthus,
Praomys tullbergi, Thamnomys rutilans, Uranomys ruddi, Rattus rattus. D’autres auteurs
comme Koyaté et Dosso (1981) ont mene des études sur le peuplement des champs de riz
pluvial dans la région de Tai (Cdte d’Ivoire). Ils ont capturé dix (10) espéces de rongeurs
muridés : M. minutoides musculoides, Mastomys erythroleucus, Hylomyscus simus, Praomys
tullbergi, Malacomys edwardsi, Lophuromys sikapusi, Hybomys planifrons, Rattus rattus,
Dephomys dephua, Malacomys longipes. L’étude de Bellier (1969) effectuée dans une zone
de savane incluse dans le bloc forestier du Bas-Cavally, a permis de capturer Lemiscomys,
Praomys , Lophuromys, Crocidura ainsi que d’autres genres comme Dephomys et Leggada
non capturés au cours de la présente étude. Plusieurs autres travaux (Gautun, 1969 et 1972 ;
Tranier, 1979) retrouvent également cette importante diversité. En dehors de la Cote
d’Ivoire, une diversité similaire de micromammiféres a aussi été constatée en Guinée et au
Mali lors d’une investigation portant sur le réservoir de Lassavirus. Il s’agissait de Cricetomys
gambianus, plusieurs espéces de Crocidura dont Crocidura olivieri, Lemniscomys,
Lophuromys sikapusi, Mus musculus, Praomys, Mastomys ectroloccus (Fichet-Calvet,
2014). En Zambie également, les micromammiféres analysés dans le cadre d’une
investigation d’Orthopoxvirus étaient sensiblement les mémes que ceux rencontrés dans la
notre (Orba, 2015). En termes de proportion, les rongeurs constituaient plus de 75% des
micromammiféres capturés dont plus de 35% pour le genre Rattus. Cette forte proportion est

en rapport avec leur importance dans le régne animal.
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En effet, les rongeurs représentent l'ordre le plus abondant et le plus diversifié des
mammiferes et comporte environ 43% du nombre total d'especes de mammiféres vivant dans
le monde (Huchon, 2002; Wilson, 2005). Le genre Rattus est le plus important avec plus de
60 espéces inventoriées [Aplin, 2003]. Rattus norvegicus (rats bruns) et Rattus rattus (rats
noirs) sont parmi les deux especes les plus répandues et sont communément appelées
rongeurs de 1’Ancien Monde (Wilson, 2005), R. norvegicus étant plus présent en milieu
urbain que R. rattus rencontré plutot en milieu rural. Dans la présente étude, ces deux espéces
sont présentes en milieu urbain mais R. rattus a également été trouvé en milieu rural. Cette
diversité d’espéces de rongeurs est-elle un facteur important de circulation de

I’Orthopoxvirusen Cote d’ivoire ?

11.1.3. Rongeurs capturés et Orthopoxvirus

A ce jour, toutes les techniques de diagnostic applicables aux Poxvirus sont issues de la
recherche. Aucun des tests (Immunologie, Biologie moléculaire ou autres) n’a encore suivi la
procédure d’homologation. Pour le diagnostic des Poxvirus, parfois plusieurs méthodes
différentes sont utilisées et les méthodes moléculaires sont largement présentes. Cependant,
les amorces cibles varient d’une étude a 1’autre (Li Yu, 2006 et 2007 ; Olson, 2004 ;
Loperev, 2001) mais la plupart est destinée a la recherche. Au vu de ce constat, la recherche
des Orthopoxvirus chez les rongeurs telle que menée dans notre étude, présente un certain
biais pouvant expliquer en partie les résultats obtenus. Il s’agit du nombre limité de méthodes
diagnostiques utilisées, du nombre de couple d’amorces testées et du nombre de tests réalisés
par échantillon. Seules les méthodes moléculaires ciblant deux cibles différentes pour la
détection des Orthopoxvirus et des Monkeypoxvirus ont été utilisées. Plusieurs méthodes
moléculaires ciblant d’autres cibles existent. Cependant, aucune méthode moléculaire n’a été
identifiée comme méthode de référence a ce jour. La culture étant réservee aux laboratoires
de niveau 4, I’association de la biologie moléculaire a des méthodes sérologiques pourrait
contribuer a la confirmation de la circulation du virus chez les rongeurs. Les études
sérologiques de Salzer (2013) en Uganda et de Diagne(2017) au Sénégal ont déja permis de
retrouver la présence d’anticorps anti-Orthopoxvirus chez des rongeurs comme Rattus et
autres. En Zambie, 1’étude de Orba (2015) révélait 14,4% de positivité pour la recherche
d’anticorps IgG anti-Orthopoxvirus chez les rongeurs alors que 1’ensemble des tests
moléculaires réalisés était négatif. La recherche d’Orthopoxvirus effectuée par nos soins a

porté principalement sur le foie et le poumon de plus de 200 micromammiferes. Ces organes
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en plus de la rate ont été les cibles de recherche du virus dans I’étude de Reynolds (2010)
alors qu’Orba (2015) a recherché le virus uniquement dans la rate. En plus de ces organes,
Huston (2007) a recherché le virus au niveau du cceur, de la peau, des reins, des ganglions,
des gonades, des urines et des feces.

Dans notre étude, 1’Orthopoxvirus a été isolé dans le foie d’un Crocidura olivieri et le
Monkeypoxvirus n’a pas été retrouvé, soit un taux de positivité de 0,04% pour la recherche
d’Orthopoxvirus. Ce taux est inférieur a celui de Huston (2007) aux Etats-Unis lors de
I’investigation de 1’épidémie de 2003. Les tests moléculaires réalisés sur des rongeurs issus de
la zone d’épidémie dont I’Illinois, le Texas, le New Jersey, le Wisconsin et 1’Indiana ont
révélé un taux de positivité de 10% au Monkeypoxvirus. Les rongeurs concernés étaient
Graphiurus, Cricetomys, Funisciurus, Cynomys et Didelphis. Les USA ne sont pas des zones
habituelles de circulation du Monkeypoxvirus mais ce taux était li¢ au contexte d’épidémie
suite a la contamination de ces rongeurs par ceux venant de 1I’Afrique de I’ouest. Une
investigation au Ghana en 2010 dans le méme contexte a également permis de retrouver
1I’Orthopoxvirus chez les genres Graphiurus, Cricetomys et Xerus (Reynolds, 2010). Les
virus ont été retrouveés principalement dans la rate et le foie. La non-prise en compte de la rate
dans notre étude pourrait étre une des raisons du faible taux de positivité. Cependant, nos
résultats sont superposables a ceux d’Orba (2015) en Zambie. En effet, sur une centaine de
rongeurs, les tests moléculaires étaient négatifs mais des anticorps IgG anti-orthopoxvirus ont
été retrouvés chez Crocidura olivieri. Une étude plus récente réalisée par (Doty, 2017) dans la
Province de Tshuapa en RDC et portant sur 354 micromammiféres a montré que tous les tests
moléculaires étaient négatifs. Par contre, 2% des rongeurs avaient des anticorps anti-
Orthopoxvirus. Ces tests sérologiques étaient positifs chez ~ Graphiurus, Cricetomys,
Funiciurus, Heliosciurus et d’autres types de micromammiféres comme la musaraigne a
trompe. Graphiurus, Cricetomys, Funiciurus, Heliosciurus et Xerus restent genéralement les
micromammiféres chez qui le Monkeypoxvirus sont le plus souvent isolés (Gispen, 1976 ;
Hutin, 2001 ; Di Giulio, 2004 ; Huston, 2007 ; Reynolds, 2010 ; Doty, 2017).

La présence de I’Orthopoxvirus dans notre étude chez Crocidura olivieri d’une part et la mise
en évidence des anticorps anti-Orthopoxvirus dans les études menées par Orba (2015) et
Doty (2017) respectivement chez la musaraigne commune Crocidura olivieri et chez la
musaraigne a trompe d’autre part constituent un argument de surveillance de ce genre de
micromammifére, trés présent dans notre environnement immédiat. En effet, des musaraignes

ont été retrouvées dans les habitations des personnes ayant contracté le Monkeypox en RDC
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[Doty, 2017]. Dans la présente étude, la plupart des musaraignes ont été capturées dans les
broussailles des sites périurbains. Au vu de ces resultats, la surveillance des
micromammifeéres reste un point essentiel de la prévention de 1’infection a Monkeypoxvirus
chez ’homme. La présence du virus chez les micromammiféres de I’environnement immédiat
de ’homme constitue un facteur prédictif de survenue d’une épidémie chez I’homme. Dans le
but d’optimiser cette surveillance, des sites sentinelles doivent étre mis en place et sous-
tendus par différentes méthodes de diagnostic biologique sur les organes cibles comme la rate,
le foie et le poumon de ces micromammiferes.

Conclusion partielle

La présence de 1’Orthopoxvirus reste faible chez les réservoirs potentiels avec une proportion
de 1,9% dans cette étude. L’espése Monkeypoxvirus n’a pas été retrouvée. Cette faible
proportion du virus chez les micromammiféres peut-elle expliquer le faible risque

d’exposition de I’homme au virus?

II.2. ETUDE DE LA SEROPREVALENCE DES ORTHOPOXVIRUS EN COTE D’IVOIRE
L’Afrique de I’ouest reste une zone probable de circulation des Orthopoxvirus en général et
du Monkeypoxvirus en particulier (Levine, 2007 ; Reynolds, 2010 ;MacNeil, 2011).
L’épidémie a Monkeypoxvirus aux USA en 2003 avait son origine au Ghana, pays voisin de la
Cote d’Ivoire (Reynolds, 2010). Une circulation de ce virus est donc possible vers notre
pays. Une surveillance sérologique post-éradication de la variole, initiée par 1’Organisation
Mondiale de la Santé, avait montré la présence d’anticorps anti-Poxvirus (dont les
Orthopoxvirus) chez des sujets non vaccinés contre la variole (OMS, 1982). Des études
réalisées récemment en Sierra Leone et au Ghana (Reynolds, 2010 ; MacNeil, 2011) ont

corroboré I’hypothése de la circulation des Orthopoxvirus dans la zone ouest de 1’ Afrique.

11.2.1. Au plan épidémiologique

La présente étude a porté sur des sujets de moins de trente ans afin d’éviter toute confusion
avec une immunisation liée & la vaccination contre la variole avant son éradication. Plus de
50% des sujets dont les sérums ont été analysés avaient moins de 10 ans. Cette forte
proportion est probablement liée aux criteres d’inclusion dans 1’étude car seuls les sujets de
moins de 30 ans étaient concernés. Cependant, les enfants restent liés a I’histoire du
Monkeypoxvirus en général. Le premier cas humain de Monkeypoxvirose a été posé chez un
enfant de 9 mois au Zaire en 1970 (Jesek, 1988 ; Fenner, 1989). En Cote d’Ivoire, les cas
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isolés ont été retrouvés chez des enfants de 10 ans et 9 ans respectivement a Abengourou et a
Daloa. Devant cette vulnérabilité des enfants au virus, lls sont I’objet d’étude et de
surveillance dans les zones endémiques d’infections a Monkeypoxvirus (Talani 1990 ; WHO,
1999). En cas d’épidémie, I’incidence est souvent élevée chez les enfants (CDC, 1997).

Dans cette étude, le sexe masculin représentait 2/3 des effectifs. Cette différence n’avait pas
de signification épidémiologique car ni ’investigation a I’origine de la sérothéque, ni les
Orthopoxvirus ne sont influencés par le facteur sexe. Au plan géographique, les sérums des
patients provenant de toutes les régions sanitaires de la Cote d’Ivoire ont été pris en compte. Il
existe des zones de prédilection de circulation du Monkeypoxvirus. Ce sont les zones
tropicales humides surtout les zones de forét. En Cote d’Ivoire, le sud du pays répond a cette
caractéristique. De ce fait, une étude ciblant les sérums provenant de cette zone serait un
choix raisonné pour la mise en évidence de la circulation du virus. Cependant, les dernieres
évolutions du virus ont montré un franchissement de cette barriére écologique. Le virus a été
isolé aux USA en 2003 et également au Soudan en 2005 (Formenty, 2005 ; Nakazawa,
2005). Devant ces phénomenes nouveaux, il nous est apparu nécessaire d’élargir cette étude a

I’ensemble des régions sanitaires du pays.

11.2.2. Au plan immunologique

La réactivité croisée antigénique qui est étendue parmi les Orthopoxvirus constitue un défi
pour le diagnostic sérologique. A ce jour, la plupart des diagnostics sérologiques sont limités
a la recherche d’anticorps anti-Orthopoxvirus. Le diagnostic d’espéce est freiné par la
réaction croisée entre les différentes especes d’Orthopoxvirus. De ce fait, plusieurs travaux
sont restés au stade du diagnostic du genre Orthpoxvirus (Talani, 1990 ; Orba, 2010 ; Salser,
2013 ; Diagne, 2017). 1l s‘agit généralement de la mise en évidence d’anticorps IgG anti-
Orthopoxvirus. Suite a 1’épidémie de Monkeypoxvirus aux USA, un test utilisant
I’immunoglobuline M anti-orthopoxvirus a été développée par Karen et al.(2005). Cette
technique a ’avantage de mettre en évidence des infections récentes et sa spécificité et sa
sensibilité sont de I’ordre de 95% entre le 4° et le 56° jour suivant I’apparition de 1’éruption.
Afin de franchir les difficultés des réactions croisées, des tests spécifiques d’antigenes
peptidiques de Monkeypoxvirus sont en phase d’expérimentation (Dubois, 2012). La
résolution du probléme de réaction croisée a été¢ abordée par d’autres chercheurs avec des

approches différentes. Ainsi, des approches combinant la radioimmunoassay et la
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séroneutralisation ont été utilisees (Baxby, 1982 ; Jesek, 1987). Des techniques de western

blot ont également été implémentées (Dubois 2008).

a) Validation du conjugué utilisé
Dans cette étude, une technique d’ELISA dont le principe est de détecter les IgG dirigées
contre les Orthopoxvirus validée par I’Institut Pasteur de Bangui a ét¢ utilisée. Il s’agissait
d’une technique qui s’appuyait sur celle mise en place par Mcintoshet al. (1982) pour la
détection des virus respiratoire syncytial. Une optimisation de la méthode a été faite au sein
de notre laboratoire par la détermination de la dilution optimale du conjugué comme
recommandé par la technique. L’essai d’une série de dilution du conjugué a permis de fixer la
dilution au 1/1000e pour la technique utilisée dans cette étude. Malgré cette optimisation du
conjugué, notre étude présente tout de méme des limites. D’autres parameétres intervenant
dans D’analyse sérologique n’ont pu faire 1’objet d’optimisation. Les titres des sérums
contrdles positifs étaient inconnus. Pour une optimisation de 1’épreuve, il convient souvent de
sélectionner quatre a cing échantillons allant des titres les plus élevés d'anticorps vis-a-vis de
I'agent infectieux concerné aux titres les plus faibles, ainsi qu'un échantillon exempt de tout
anticorps. Ces échantillons permettent d'optimiser les réactifs et le protocole de I'épreuve. Ils
serviront ensuite de sérums de contréle lors de la réalisation de I'épreuve en routine
(Jacobson, 1998). Des contraintes liées a la disponibilité d’une quantité suffisante de sérums
contrdles positifs d’Orthopoxvirus n’ont pas permis cette optimisation. Les antigénes
Cowpoxvirus utilisés pour la sensibilisation des plaques ont été fournis par un laboratoire
collaborateur. Tous les évenements survenus dans son élaboration pouvant influencer nos

résultats constituent des limites de cette étude.

b) Séroprévalence en anticorps Ig G anti-Orthopoxvirus
Les anticorps IgG anti-Orthopoxvirus ont été recherchés et 4,93% des personnes testées
avaient des IgG anti Orthopoxvirus. Ce taux est inférieur aux 15,4% retrouvés par Talani
(1990) qui a utilisé la technique ELISA en 1981 au Congo Brazzaville, zone endémique de
circulation des Poxvirus, et particulierement de Monkeypoxvirus. Nous avons trouvé un titre
d’IgG relativement bas (< 100) dans plus de la moiti¢ des sérums positifs. Cette immunité
résiduelle qui reste durable (Hammarlund, 2003) pourrait signifier une exposition probable
de notre population d’étude aux Orthopoxvirus. Cependant, une absence d’exposition aux

Orthopoxvirus n’est pas a écarter dans notre pays a cause des réactions croisées avec d’autres
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Poxvirus. Une étude plus récente réalisée en Sierra Leone en 2011 avait montré une
séroprévalence inférieure a la nétre. Sur 1596 personnes testées, la séroprévalence était de
1,3% (Mac Neil, 2011). En 1982 deja, a partir des données extraites du compte-rendu de
recherche des résultats globaux d’enquétes adressés par 1’Unité d’éradication de la variole de
la Direction de la Médecine préventive en post éradication de I’OMS, des prévalences de
0,04% et 1,% pour la recherche d’anticorps spécifiques du Monkeypoxvirus étaient trouvées
respectivement en Cote d’Ivoire et en Sierra Leone (Talani, 1990). Au Brésil, dans la zone
amazonienne, une prévalence en IgG anti-orthopoxvirus de 23,38% a été rapportée chez des
sujets non vaccinés contre la variole (Motta, 2010). Si en Afrique de 1’ouest la présence
d’anticorps IgG anti-orthopoxvirus fait penser a une circulation du Monkeypoxirus, au Brésil
cette prévalence serait liée a la circulation du virus de la vaccine qui infecte souvent les

animaux comme les beeufs de cette région et transmis accidentellement a I’homme .

c) Séroprévalence, age et sexe

La séroprévalence variait selon la tranche d’age. Le plus fort de taux de prévalence (8,4%)
était retrouvé dans la tranche d’age de 26 a 30. En Sierra Leone la tranche d’age de 11 & 20
ans qui concentrait 6 des 11 personnes qui avaient des IgG dirigées contre 1’Orthopoxvirus
(Mac Neil, 2011). La prévalence élevée dans la tranche d’age des plus de 20 ans pourrait étre
liée a un effet cumulatif des cas de sujets a immunité résiduelle durable des Orthopoxvirus.
En effet, des anticorps anti-Orthopoxvirus peuvent persister chez I’homme plus de 20 ans
apres le début de I’immunisation (Hammarlund, 2003). A travers les données colligées dans
la littérature, il apparait que les anticorps anti-Orthopoxvirus sont plus fréqguemment détectés
chez les enfants (Hutin, 2001 ; MacNeil, 2009). En Afrique, les enfants participent autant
gue les adultes aux activités agricoles et forestiéres, ce qui favoriserait leur exposition au
virus a travers les réservoirs. La chasse des micromammiféres fait aussi partie des activités
trés pratiquees par les enfants surtout en milieu rural.

Concernant le sexe, 80% des sujets avec des anticorps étaient des femmes en Sierra Leone
contre 36,84% dans notre étude. Cependant, la différence entre les deux paramétres dans les

différentes études n’était pas liée au sexe.

d) Au plan géographique
La zone d’exposition aux Orthopoxvirus se situait principalement dans la moitié sud de la

Cote d’Ivoire. Cela correspond globalement aux zones favorables a la circulation de ce groupe
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de virus selon les données de la littérature (Boumandouki, 2007 ; Levine 2007). La zone
tropicale humide constitue la zone de prédilection de circulation du virus. Rappelons que
c’est dans la région du Haut-Sassandra, précisément a dans le village de Gbétitapéa qui
héberge des singes sacrés que ’'un des deux cas humains d’infection a Monkeypoxvirus
confirmés en Cote d’Ivoire a été détecté. Les proportions de taux de positivité étaient plus
importantes dans les régions sanitaires des Lacs avec 20%, des Lagunes 1 avec 15%, du Sud-
Bandama avec 13,63%, de I’Agnéby avec 11,10%, du Sud-Comoé 10,52% et du Denguelé
10,52%. 1l s’agit généralement de régions du domaine Guinéen dont le climat et la végétation
sont propices a la circulation du Monkeypoxvirus.

Cependant, des anticorps ont été révélés dans les sérums de patients dans certaines régions du
nord telles que les régions sanitaires du Zanzan dans le District sanitaire de Bondoukou et du
Denguélé dans le District sanitaire d’Odienné et de Touba. La circulation de la population
étant plus aisée, un déplacement des personnes a sérologie positive des zones probables de
circulation du virus vers ces zones est possible. Cependant, nous ne pouvons pas écarter la
possible circulation des Orthopoxvirus dans ces zones, du fait de la présence malgré le climat
de type soudanais qui les caractérise en majorité, de zones de forét avec une trés importante
pluviométrie a un moment de 1’année, suffisante pour maintenir la circulation du virus. Il est a
souligner également que le village de Soko dans la région du Zanzan qui héberge aussi des
singes sacrés, se trouve a la frontiére avec le Ghana, origine de 1’épidémie de 2003 aux USA
(Reynolds, 2010).

e) Relation entre le titre d’anticorps IgG anti orthopoxvirus et données
épidémiologiques

Plus de 50% des sérums des patients testés avaient des titres faibles a 100 faisant évoquer,
soit une immunité résiduelle, soit une immunité croisée avec d’autres Poxvirus.
Dans la famille des Poxvirus, les réactions croisées sont fréquentes entre les différents genres
du virus. Cette immunité croisée est a la base de 1’éradication du virus de la variole. Ainsi, le
Cowpoxvirus puis le virus de la vaccine ont servi de vaccin pour éradiquer le virus de la
variole (Fenner, 1988 ; Henderson, 2009). Cette vaccination intense avait permis également
de freiner 1’éclosion du Monkeypoxvirus dans les années 1980 avant d’émerger dans les
années 1990 suite a ’arrét de la vaccination contre la variole en 1980. Entre 1996 et 1997,
plus de 500 cas suspects de monkeypox ont été rapportés dans la Province du Kasai-Oriental
en RDC (Heymann, 1998 ; Hutin 2001). Les titres supérieurs & 100 ont été retrouvés dans
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les sérums de sujets de 10 a 25 ans dont plus de 25% avaient des titres a 400. Cette tranche
d’age constitue une main d’ceuvre importante pour les activités agropastorales et de chasse
dans le monde rural en Afrique plus particulierement en Cote d’Ivoire. L’initiation aux
travaux champétres se situe généralement vers 1’dge de 10 ans et les activités de capture de
micromammiféres comme source de protéines animales sont trés fréquentes pendant cette
période de I’adolescence. Cette source animale constitue un risque majeur de transmission du
virus a I’homme. Afin de déterminer si le Monkeypoxvirus (MPXV) avait le potentiel pour
émerger en I'Afrique centrale et occuper le créneau laissé vacant par la variole, I'Organisation
Mondiale de la Santé a mené un programme de surveillance active de 1981 a 1986 en RDC.

Il a été enregistré 338 des 404 cas reconnus en Afrique entre 1970 et 1986. Une source
animale de l'infection était suspectée dans 245 des 338 cas, et la transmission secondaire d'une
source humaine présumeée dans les 93 cas restants (Jesek, 1988).

Un titre de 800 avait été retrouvé chez un sujet de 26 ans faisant évoquer une rencontre
récente dans le District sanitaire de Daloa ou le deuxieme cas humain avait été isolé en 1981.
La cohabitation entre un certain nombre de primates non humains et les hommes est observée
dans cette région dans un village de Gbétitapéa. Un titre de 400 a également été retrouvé dans
la zone sanitaire de Bondoukou, ou cette cohabitation entre I’homme et les singes est
retrouvée dans le village de Soko. Dans d’autres districts sanitaires comme Divo, des titres a
400 ont également été retrouvés dans le sérum. Ces différents titres seraient en faveur d’une
circulation d’Orthopoxvirus probablement le Monkeypoxvirus en Cote d’Ivoire. L’un des
facteurs de cette circulation semble étre le(s) contact(s) entre les primates non humains, les
micromammiferes et ’homme. Les écosystémes réunissant cette mise en contact des hotes
(Homme - Singe - Micromammifeéres) sont retrouvés dans diverses régions sanitaires de la
Cote d’ivoire dont les régions sanitaires du Haut-Sassandra, du Zanzan et des Montagnes. La
mise en place de mesures de surveillance du Monkeypoxvirus pourrait contribuer a la
détection précoce de survenue d’une épidémie liée a ce virus.

Conclusion partielle

L’immunité des populations non vacinées contre la variole reste faible vis-a-vis des
Orthopoxvirus. Néanmoins la présence d’anticorps de type anti Orthopoxvirus IgG chez
certains sujets de la population d’é¢tude montre la possibilit¢ de cas cliniques

d’Orthopoxvirose en Cote d’Ivoire
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[1.3. POXVIRUS DANS LES LESIONS CUTANEES EN COTE D’IVOIRE

Plusieurs genres de Poxvirus dont les Orthopoxvirus (OPV) et le Molluscum contgiosum virus
(MCV) sont impliqués dans les infections cutanées chez I’Homme et d’autres vertébrés. Au
plan clinique, la confusion a déja été faite entre certaines infections a Orthopoxvirus et la
varicelle selon la littérature (Jezek, 1988 ; MacNeil, 2009). Malgré ce fait, les méthodes de
diagnostic des OPV en général et du Monkeypoxvirus en particulier sont inexistantes.
Concernant le MCV, il est de plus en plus rencontré avec I’infection a VIH. Il est souvent
impliqué dans les Iésions cutanées chez 1’enfant. A ce jour en Cdte d’Ivoire, le diagnostic de
ce virus reste essentiellement clinique alors que des formes cliniques atypiques sont
rencontrées avec I’infection a VIH (Medical Imagery, 2015 ; Vora, 2015). Dans notre étude,
la mise en place de leur diagnostic constitue une préoccupation majeure dans un contexte

d’émergence du Monkeypoxvirus

11.3.1. Développement, validation et mise en place d’une méthode de détection
d’Orthopoxvirus chez ’homme en Céte d’Ivoire.

11.3.1.1. Mise en place de la détection des Orthopoxvirus

Dans ce contexte de biotérrorisme et d’émergence du Monkeypoxvirus, la détection rapide et
fiable des Orthopoxvirus font I’objet de plusieurs travaux (Abrahao 2009, Yu Li 2006,
Kulesh 2004, Inosshima 2000, Ropp 1995). La Coéte d’ivoire de par :m sa situation dans la
zone probable de circulation du virus, la mise a disposition des méthodes diagnostiques des
Orthopoxvirus et Monkeypoxvirus en particulier sont necessaire. Nos méthodes de
diagnostics sont ceux qui ont été mis en ceuvre part Ropp et collaborateurs pour la PCR
classique (Ropp 1995) et Yu Li et collaborateurs pour la PCR en temps réel ( Yu Li
2006) .Les ADN de souches de Cowpoxvirus sur des cellules Vero utilisées comme contréle
positif pour le diagnostic des Orthopoxvirus et des Monkeypoxvirus issus de 1’épidémie de
Centrafrique utilisés comme contréle positifs pour le diagnostic de Monkeypoxvirus ont
permis de valider nos méthodes moléculaires. Concernant la PCR classique, le test était
positif pour la recherche d’Orthopoxvirus avec un seuil des bandes positives a une dilution
107 et pour la recherche de Monkeypoxvirus avec un seuil des bandes positives a une
dilution 103. Les tests de spécificité n’ont pas mis en évidence d’amplifications non
spécifique avec les ADN des autres germes impliqués dans les éruptions cutanés fébrile . En
ce qui concerne la PCR temps réel, elle a permis de confirmer la détection des Orthopoxvirus

et du Monkeypoxvirus détecté par PCR a point final. Cependant, elle s’est avérée plus
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sensible car I’ADN du Monkeypoxvirus était détectable jusqu’a la dilution 10 alors qu’elle
de 10 pour la détection par PCR classique. Cette sensibilité de la PCR en temp réel et sa
rapidité de diagnstic en moins de deux heures, justifient ’intérét accordé a cette méthode dans
le diagnostic des Orthopoxvirus (Li Yu 2006, Kulesh 2004). Elle a 1’avantage d’une part de
poser un diagnostic rapide et précis et d’autres par d’éviter les contraintes de biosécurité et de
biosureté liés a la culture des Poxvirus. Elle permettra également une riposte biologique
adaptée en cas de biotérrorisme ou d’émergence de Monkeypoxvirus . Cette mise au point de
la détection moléculaire des Poxvirus dans notre laboratoire s’inscrit dans cet objectif. Elle
constitue une des premiéeres études dans la mise en place du diagnostic moléculaire des
Poxvirus en médecine humaine en Coéte d’Ivoire malgré le fait que cette étude pourrait

présenter des biais.

11.3.1.2. Application a la recherche du Monkeypoxvirus chez 1’enfant suspects de rougeole en
Coéte d’Ivoire

De nombreux virus sont impliqués dans les infections cutanées virales chez I’homme en
particulier chez I’enfant. Des confusions ont parfois été notées entre la variole mineure, la
varicelle et la rougeole (Jezek, 1988 ;MacNeil, 2009 ; Larcher, 2009 ; Biswas, 2011).
Malgré I’éradication de la variole et I’existence d’un vaccin efficace contre la rougeole, les
lésions cutanées chez 1’enfant sont fréquentes en Cote d’Ivoire. Les prélévements de flux
oraux et de sérums provenant d’enfants suspects de rougeole dont I’analyse sérologique
(recherche d’IgM en rougeole et en rubéole) était négative n’ont pas bénéficié de prélevement
cutané qui constitue le prélevement idéal pour la recherche des Orthopoxvirus en phase
éruptive. La recherche d’Orthopoxvirrus a été négative pour I’ensemble des échantillons.
L’¢évolution de la maladie était inférieure a 7 jours chez plus de 86% des patients. Ce délai
correspond a la phase pré-éruptive ou phase de début d’éruption en cas d’Orthopoxvirose. Les
prélevements oro-pharyngés et sanguins peuvent constituer des alternatives de prélévement
pour la recherche d’Orthopoxvirus pendant cette période. Cependant, la charge virale reste
faible dans ces différents prélevements par rapport aux préléevements de Iésions cutanées. Le
prélevement de 15% des patients correspondait a la phase éruptive en cas d’Orthopoxvirus et
ces prélevements analysés dans cette étude ne sont pas indiques pour la recherche des
Orthopoxvirus. Ceci pourrait expliquer les résultats négatifs des tests. La rougeole
contrairement aux autres agents d’éruption fébrile ne bénéficie pas trés souvent de

prélévement cutané mais il a 1’avantage de bénéficier d’une surveillance nationale bien
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organisée. Dans le but d’une surveillance efficace des Orthopoxvirus et surtout du
Monkeypoxvirus, tous les résultats négatifs pour la recherche du virus de la rougeole, du virus
de la rubéole et du virus de la varicelle, doivent faire 1’objet de recherche d’Orthopoxvirus.
Des prélévements cutanés doivent donc étre associes aux prélévements de flux oraux et

sanguins si les caractéristiques des lésions cutanées permettent un prélévement.

11.3.2. Application de la méthode PCR développée et validée au diagnostic étiologique
des éruption cutanées a Molluscum contagiosum virus en Cote d’Ivoire

Le Molluscum contagiosum est I’infection la plus fréquente chez 1’homme parmi les
poxviroses. C’est une infection bénigne rencontrée le plus souvent chez I’enfant. La présence
du virus dans 100% des lésions cliniguement compatibles avec le Molluscum contagiosum
(Saral, 2006) font de ces échantillons de lésions cutanées de MCV, des prélevements idéals
pour la confirmation de méthode de détection de Poxvirus a mettre en place. La détection des
formes cliniques atypiques contribuerait a la surveillance de 1’émergence des
Orthopoxviroses. Dans cette optique, une quarantaine de prélevements de Iésions suspectes de
Molluscum contagiosum ont été analysées par PCR classique suivie d’une confirmation par

PCR temps reel.

11.3.2.1. Au plan épidémiologique

Sur I’ensemble des patients qui ont présenté des 1ésions suspectes de Molluscum contagiosum,
85% avaient moins de 15 ans. Cette proportion importante chez les enfants est caractéristique
de I’épidémiologie de I’infection a Molluscum contagiosum virus. Il s’agit de lésion de
survenue fréquente dans I’enfance. Dans une étude réalisée en Italie chez des enfants adoptés
a I’étranger, le Molluscum contagiosum était la premiere infection cutanée chez ces enfants
(Sollai, 2017). 11 s’agissait d’infection transmise par contact physique avec une survenue le
plus souvent au moment de 1’age scolaire (Dohil, 2006). L’infection a une fréquence plus
élevée dans les zones tropicales avec une incidence pouvant aller jusqu’a 20% (Becker, 1986)
et I’age de prédilection est généralement inférieur a 10 ans (Oren, 1991 ; Reynold, 2009).
Avec DI’infection a VIH, cette infection n’est pas un phénoméne rare chez 1’adulte. Elle est
souvent rencontree chez les patients immunodéprimés avec des formes atypiques (Becker,
1986 ; Vora, 2015). Dans notre étude, 17% des patients avaient un age supérieur a 25 ans. Il
pourrait s’agir de sujets a immunité défavorable mais leur statut sérologique VIH et autres

¢tats d’immuno-dépression n’ont pas été recherchés dans cette ¢tude. Chez 1’adulte, la
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transmission est généralement sexuelle et des cas de transmission meére-enfant ont été
rapportés (Connell, 2008 ; Zichichi, 2012 ; Stock, 2013 ; Berbegal-DeGracia, 2015). Bien
que I’aspect clinique de la Iésion soit suffisant pour le diagnostic de Molluscum contagiosum,
des formes atypiques de plus en plus observees parfois chez le sujet immuno-compétant
nécessitent ’apport du diagnostic biologique (Vora, 2015 ; Husein-El Ahmded, 2016).
Certaines formes ont été cliniqguement confondues avec un carcinome chez un patient de 78
ans présentant un nodule sur son sourcil droit évoluant depuis 5 ans (Husein-EIAhmded,
2016).

11.3.2.1. Au plan diagnostique

Sur 45 patients, le diagnostic clinique de Molluscom contagiosum a été posé pour 95% d’entre
eux, confirmé a hauteur de 93% par la PCR classique et a 100% par la PCR en temps réel.
Ces résultats traduisent le caractére pathognomonique des Iésions dues au Molluscum
contagiosum virus. Nos résultats sont superposables a ceux de Saral (2006) qui avait trouvé
100% de positivité par biologie moléculaire en analyse des lésions cutanées suspectes de
Molluscum contagiosum. Cette affection étant généralement bénigne mais trés fréquente chez
les enfants a cause de sa contagiosité, la clinique demeure la méthode de choix pour le
diagnostic. Cependant, les formes atypiques faisant évoquer une affection maligne par
exemple (Husein-EIAhmded, 2016) ou une prise en charge non spécifique pourrait étre un

facteur aggravant de 1’état clinique peuvent faire 1’objet d’une analyse moléculaire.

11.3.2.2. Comparaison des résultats des méthodes moléculaires

Les résultats de la PCR a point final et la PCR en temps réel pour la détection du MCV sont
superposables mais la PCR en temps réel reste la méthode de choix. Elle a abouti a une
concordance clinico-biologique dans 100% des cas d’une part et a permis de poser le
diagnostic chez le patient ou le diagnostic clinique n’a pu étre posé. Une discordance entre le
diagnostic clinique de I’infection a MCV et les résultats de PCR classique chez trois patients
a été observée dans cette étude. Deux des résultats ont fait évoquer des lésions dues aux
Orthopoxvirus non confirmés par la PCR en temps réel. Ce manque de speécificité pour
certains échantillons nécessite une confirmation par le PCR en temps reel en cas de
discordance entre la clinique et la PCR a point final. Cependant, des confusions cliniques liées
a la similarité entre les Iésions peuvent étre observées entre les Poxvirus. Des co-circulations

ont étée également rapportées (Inosshima, 2000 et 2002 ; Abrahao, 2009)
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Conclusion partielle
A travers cette étude chez les sujets présentant des éruption fébriles, aucun Orthpoxvirus n’a

été isolés dans les produits biologiques de ces patients.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES
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Conclusion générale

Aprés I’éradication du virus de la variole, le Monkeypoxvirus constitue la premiére menace
pour I’homme au sein de la famille des Poxviridae. Son émergence en Afrique centrale est
une préoccupation mondiale.

Au cours de cette étude portant sur I’épidémiologie, 1’écologie et I’étude moléculaire du
Monkeypoxvirus en Cote d’Ivoire dont I’objectif est de prouver la circulation du virus dans le
pays, deux approches ont été utilisées. La premiére approche, était une investigation du
reservoir animal afin d’identifier les micromammiféres réservoirs du virus en Cote d’Ivoire .
La deuxiéme approche était des investigations chez ’homme dans le but d’évaluer le niveau
d’exposition au virus d’une part et d’autre part de déterminer la place du virus dans les
éruptions fébriles en Cote d’Ivoire.

Concernant ’approche animale, 256 micromammiferes dont 76,2% de rongeurs et 23,8%
d’insectivores ont été analysés. Les especes étaient trés variées avec une prédominence des
genres Rattus , Crocidura , Lophuromys, Praomys, Mus et Mastomys. La PCR en temps réel a
permis de détecter 1’Orthopoxvirus chez Crocidura olivieri dans la zone périurbaine
d’Abidjan soit une proportion de 0, 39% des micromammiféres. Le Monkeypoxvirus n’a pas
été retrouvé dans cette étude. La circulation d’Orthopoxvirus au sein du reservoir potientiel
reste faible a travers notre étude. Cependant la présence de 1°‘Orthopoxvirus chez Crocidura
olivieri constitue un risque majeur d’exposition humaine a cause de la fréquence de ce
micromammiféres dans 1’environnement immédiat de I’homme.

Concernant le volet humain, I’évaluation de I’exposition a travers 1’étude de la séroprévalence
basée sur la recherche des anticorps IgG anti-Orthopoxvirus, la prévalence était de 4,93%.
Plus de 80% des sujets qui avaient des 1gG anti-Orthopoxvirus résidait dans la partie sud de
Cote d’Ivoire et le titre 1gG variait entre 100 et 800 chez les sujets positifs. La présence
anticorps anti-Orthopoxvirus chez des sujets non vaccinés contre la variole est un indicateur
d’exposition aux Orthopoxvirus en Cote d’Ivoire. Cette exposition reste faible en général et
n’exclue pas la possiblité de I’implication de 1’espéce Monkeypoxvirus dans cette exposition .

Par contre la recherche directe du virus dans les échantillons biologiques des patients ayant
présentés des lésions cutanées était négative . Les flux oraux et sérums de 102 patients
suspects de rougeole et 45 prélevements de Iésions cutanés de patients suspects de Molluscum
contagiosum avaient été analysés dans cette partie d’investigation du virus chez ’homme.

Les outils moléculaires mis en place dans cette présente étude ont permis la confirmation

biologique de 1’infection a Molluscum contagiosum virus. La PCR classique a permis une
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confirmation des 93,33% des cas et la PCR temps réel a permis une confirmation de 100%
des cas
Perspective
Au terme de cette étude portant sur I’Epidémiologie, écologie et moléculaire du Monkeyypoxvirus
en Cote d’Ivoire. Il serait important du point de vue des perspectives de réaliser des études
suivantes :
- Poursuivre I’investigation du réservoir a travers une étude multicentrique sur les
réservoirs animaux des virus émergents en Cote d’Ivoire
- Améliorer le diagnostic moléculaire par la mise en place de PCR multiplex pour la
détection des Orthopoxvirus et le developpement d’amorces spécifiques pour la détection
du Monkeypoxvirus.
- Produire des antigénes peptidiques pour la mise en place des tests immunologiques
specifiques du Monkeypoxvirus
- Rechercher des genes prédictifs de virulence dans la partie périphérique du génome des
Monkeypoxvirus a travers des études comparatives des genes des Orthopoxvirus
- Comprendre le mécanisme d’utilisation des Poxvirus comme vecteur de génes

étrangers en thérapie et en vaccinologie.

Récommandations
Nous recommandons au terme de cette étude :
- Une collaboration entre la médecine humaine et la médecine vétérinaire pour la
surveillance des Orthopoxvirus en Cote d’Ivoire ;
- Intégrer la surveillance du Monkeypoxvirus a la surveillance nationale de la rougeole
- La sensibilisation des services de Dermatologie de la necessité de diagnostic

biologique de Poxvirus en cas d’éruption cutanée fébrile atypique.
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Document Annexe l1a : Autorisation de 1’OIPR

REPUBLIQUE DE COTE D’IVOIRE
Union — Discipline — Travail

Office Ivoirien des Parcs et Réserves

Abidjan, le
N° __/MINSEDD/OIPR/DG

AUTORISATION D’ACCES

LE DIRECTEUR GENERAL DE L’OFFICE IVOIRIEN DES PARCS ET RESERVES

Vu le courrier N/Réf : 002/ IPCI / DIR-1/2017/1k, formulé par le Directeur de I’Institut
Pasteur de Céte d’Ivoire le 23 février 201, relatif au renouvellement d’une autorisation
d'acces et de prélévement ;

Vu le protocole de recherche joint au dossier ci-dessus visé :

En attendant la mise en place du Conseil Scientifique de 1’Office Ivoirien des Parcs et
Réserves ;

AUTORISE

L’Institut Pasteur de Céte d’Ivoire, a effectuer des captures de petits mammiferes (Rongeurs,
Musaraignes et Chauves-souris) dans les Parcs Nationaux du Banco et d’Azagny, et la
Réserve Scientifique de Lamto, du 01°" février 2017 au 31 janvier 2018. Cette opération se
situe dans le cadre de la surveillance des réservoirs animaux et environnementaux de
microorganismes pathogénes, impliqués dans les maladies zoonotiques émergentes.

Avant le début des activités de préleévement, le responsable de I’équipe d’investigation
pluridisciplinaire est invité a prendre toutes les dispositions nécessaires pour rencontrer et
mettre a la disposition des gestionnaires des différentes aires protégées ciblées :

- Laliste des équipes et le programme des activités de capture par Aire Protégée

- Le nombre d’animaux a capturer pour chaque espéce ciblée.

Au cours de leur séjour dans les parcs, les membres de I’équipe sont soumis au strict respect
de la réglementation en vigueur dans les Parcs nationaux et Réserves de Cote d’Ivoire.

Ils ne doivent en particulier, ni mutiler les espéces végétales et animales, ni se livrer a un
quelconque acte de chasse ou de capture sortant du cadre du prélévement décrit dans la
demande adressée a I’OIPR

Le Directeur Technique et les Directeurs de Zone Sud et Zone Centre sont chargés de veiller a
I’application de la présente autorisation.

% 'Le Directeur G¢

‘Col. TONDOSSAMA Adama

Ingénieur en Chef des Eaux et Foréts

Ampliations :
- DZs
- DzZC

06 B.P 426 Abidjan 06 / Tél. : (225) 22 41 40 59
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Document Annexe 1b : Autorisation de la SODEFOR

SODEFOR
SOCIETE DE DEVELOPPEMENT DES FORETS

SOCIETE D'ETAT

Direction Générale

A85

Abidjan, le
ALALBNTAS DA
*: : Prof. DOSSO Mireille
Directrice de I’Institut Pasteur
ABIDJAN
N/REL. : N (oiiiiiiiiiancnnes /CTDGLFKK/CAK

Obijet : Votre demande d’autorisation d’acceés et
de prélévement.
Professeur,

Nous avons accusé réception de votre demande citée en objet et vous en remercions.

La gestion des foréts dont nous avons la charge inclut la protection de toutes leurs
contenances qu’elles soient végétales, minérales ou animales.

En conséquence, tout en vous marquant par la présente notre accord de principe pour
vos recherches en forét classée de Bossematié, nous voudrions attirer votre attention sur

la nécessité d’éviter un prélévement massif.

Pour ce faire, nous vous prions de prendre contact avec le Centre de Gestion
d’Abengourou (contact : 35913257/35914470) pour les modalités pratiques.

Par ailleurs, vous voudriez bien nous transmettre copie du rapport d’étude.

Veuillez agréer, Professeur, I’expression de mes cordiales salutations.

Mamadou SANG&E " &
Ingénieur des Eaux & Foréts

COPIE

- MINEF (DGEF)

SIEGE SOCIAL: 01 B.P. 3770 ABIDJAN 01 - TEL.: (225) 22 48 30 00/ 22 44 46 16 -FAX:
= -FAX: (225) 22 4402 4
R.C. ABIDJAN 169778 - C.C. 5013117C - SODEFOR C.I. / info@sodefor.ci - wwwssod;fvr.cn °
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Document Annexe 1c : Autorisation de transport d’Azote liquide

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR REPUBLIQUE DE COTE D’IVOIRE
ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE union- discipline- travail

Institut Pasteur de Cote d'Ivoire

Tél. 22 48 53 63
01 BP 490 Abidjan 01

Autorisation de transport d’Azote liquide

Je soussignée, Pr Dosso Mireille, Directrice de I’Institut Pasteur de Cote
d’Ivoire (IPCI), autorise Docteur MEITE Syndou Médecin microbiologiste,
Responsable du projet Orthopoxvirus, a transporter de ’azote liquide de 35 litres
d’Abidjan a Abengourou - Bondoukou dans le cadre d’une mission de capture du 20 au
27 Février 2017.

Fait a Abidjan le 10/02/2017
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Annexe 2 : Matériels de capture des micrmammiféres
Annexe 2a : Piege de type Chauvancy en position armée
Annexe 2b: ligne de trous-piéges Pitfalls: Dispositif comprenant une barriere obligeant

le rongeur a se dirigé vers le puits
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Annexe 2a : Piege de type Chauvancy en position armée

Annexe 2b :ligne de trous-piéges Pitfalls: Dispositif comprenant une barriere obligeant le

rongeur a se diriger vers le puits

Vil



Etude épidémiologique, écologique et moléculaire du Monkeypoxvirus en Céte d’Ivoire

Annexe 3 : Document de collecte des données de capture des micromammifeéres
Annexe 3a : Fiche de relévé de piégeage-village

Annexe 3b : Fiche de relévé de piégeage-extérieur
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Annexe 3a : Fiche de reléveé de piégeage-village

Localité : Date
Coordonnées GPS :
Nombre de personnes au foyer:

N° ligne:
Matricepaysagere—:
Position, Intérieur : Nombre de piéce :
Extérieur : Composition :
Structure :
NMarmalbiea—el AR " 4 NMNMarmalbiea—el e
TNUTTTOTT UT PItyts PUSES INUTTTOTT Ut LAdpuurtcs
1°" Jour
2¢me Jour
3¢meJour

Divers : traces d’activités, plantes ou commentaires des personnes habitant la maison
etc...
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Annexe 3b : Fiche de relévé de piégeage-extérieur

Localité : Date :
Coordonnées GPS :
Nombre de personnes au foyer:

N° ligne:

Matrice paysagére :

Habitat Composition :
Structure :
Position :

Rappel : composition= identification végétale, Structure= formations linéaires, compactes (haies, champ,
bois), position= lisiére, périphérique ou interne, si lisiére, préciser I’habitat adjacent

Nombre de piéges posés Nombre de captures

18" Jour

2¢me Jour

3eme Jour

Divers : traces d’activités, plantes ou commentaires des personnes fréquentant les lieux

etc...
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Annexe 4 : Document de collecte des données d’autopsie et de prélévement
Annexe 4a : Fiche de prélevement

Annexe 4b : Fiche d’autopsie
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Annexe 4a : Fiche de prélevement

Date: Localité: N° de ligne:
N° Ind | N° Viro Virologie Mammalogie Observations
Sang | Urine | Rate | Foie | Rein | Utérus |Ves. Sem |Ceeur |Langue |Cerveau |Fécés | Muscle |Carcasses

Xl
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Annexe 4d : Fiche d’autopsie

Date: Localité: N° de ligne:
N° | N° Femelle Male Observations
Ind |Viro Sp Pds |LTC| LQ | Or |PP|Sexe|F. mammaire |Ut |Foe |Cj |Al |[Cp|Tes |Ves

X1
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Annexe 5 : les équipements d’analyses moléculaires
Annexe 5a : Appareil d’amplification PCR classique
Annexe 5b : Equipement de migration de I’ADN
Annexe 5c : Appareil de revelation de I’ADN
Annexe 5d : Appareil d’amplification PCR temps réel
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-Annexe 5a : Appareil d’amplification PCR classique (Thermocycler de type GeneAmp PCR
System 9700 pour I’amplification de I’ADN)

Annexe 5b : Equipement de migration de I’ADN (Bac d’¢électrpphorése)
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Annexe 5d : Appareil d’amplification PCR temps réel (Appareil 7500 Fast et One step plus

pour PCR temps réel)
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Annexe 6 : Documents de collecte des données chez 1’homme
Annexe 6a : Fiche épidémiologique fiévre jaune rougeole

Annexe 6b : Fiche d’enquéte eruption Fébrile

XVII



Etude épidémiologique, écologique et moléculaire du Monkeypoxvirus en Cote d’Ivoire

Annexe 6a : Fiche épidémiologique Fievre jaune et Rougeole pagel

Ministere de la santé et de la lutte contre le SIDA République de Cote d'Ivoire
Union - Discipline -Travail

SURVEILLANCE INTEGREE DES MALADIES ET REPONSE (SIMR)
FORMULAIRE GENERIQUE DE NOTIFICATION DES MALADIES (LABORATOIRE)

Si les échantillons sont prélevés pour I’analyse au laboratoire
2=Dola
RESERVE AU NIVEAU NATIONAL
Date de au niveau : /. /
Formation Sanitaire District Région Ne° identification nationale : o u =
Choléra Diarrhée  Dracunculose Tétanos  Rougeole  Méningite Peste Fiévre Hemorragique Fiévre Jaune Autres
Sanglante Néonatal virale
N° Identification : - - - 4 / 7 74
Région District Année N° du cas Date de Réception au District Date d'envol au niveau national
Nom du 1 : Sexe : [ M Masculin O F Féminin
Date de i i /. /. Age (Si date de nai i préciser I'age en Années, Mois ou Jours) :
Domicile du malade : Village /Quartier V4 [0 U=Urbain [0 R=Rural
Viue : DisTRICT DE RESIDENCE
Filiation (applicable si néonatal ou enfant) Nom du pére Nom de la mére

Pour la formation sanitaire : Si un échantillon est collecté, compléter les informations
suivantes et envoyer une copie de ce formulaire au laboratoire, avec 1’échantillon.

Date début de 1a Maladie : Vi /
Date de collecte de I’échantillon: 4 7
Type d’échantillon : O Selles [ sang Ovrcr ]
Autre
Date d’envoi de I’échantillon au laboratoire : / 7

Pour le laboratoire : Remplir cette section et retourner la fiche a 1’equipe du district et au clinicien

Maladie /Affection  Type de test  Resultats (P= en Attente) Maladie / Type de Résultats
Affection test

Cholcra Culture | A Fiévre Jaune IgM + - P
Examen Direct + P gM + P
Méningite ili Rubéole IgM + P
{"‘;‘:‘;d;“:;l‘rlﬁc PRME i VIRUS DETECTION

N. meningitidis Culture o = P RVF IgM * = P + = P

S. pneumonia Culture + - P Ebola IgM + - P + - P

H. influenza Culture + - P CCHF IgM + - P - »

N. meningitidis Latex * - B Lassa IgM + { » P

S.Pncumonia Latex % P Marburg IgM +* P + P

H. influenza Latex * - P

Shigella dysenteriac Culture SD type 1 Autre shig  Pas shig

Peste Culture c A

TFA> 1: 64 * - P

Date réception de I’echantillon au laboratoire : v, / Condition de I’echantillon : CJAdéquat [CINon adéquat
Autres résultats de laboratoire : Autres tests en attente :
Date d’expédition des résultats au district : / V4
Nom du laboratoire produisant les résultats:
Date de réception des résultats au district : / /
Date d’envoi des résultats au clinicien par le district : ¥,
NOTE: Le district est responsable de I’envoi des rés s labo aux .Une 4 ce niveau ): a la collaboration avec les cliniciens chargés

de notifier les cas dans le futur
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Annexe 6a : Fiche épidémiologique Fievre jaune et Rougeole page2

Ministére de la santé et de la lutte contre le SIDA République de Cote d'lvoire
Union - Discipline -Travail

_ SURVEILLANCE INTEGREE DES MALADIES ET REPONSE (SIMR)
FORMULAIRE GENERIQUE DE NOTIFICATION DES MALADIES (SURVEILLANCE)

RESERVE AU NIVEAU NATIONAL
Date de Reception au niveau national : 1 /

Ne identification nationale : - - -

Formation Sanitaire District Région

O O O O O O O O O

Choléra Diarthée  Dracunculose Tétanos  Rougeole Méningite Peste  Fiévre Hemorragique Fiévre Jaune Autres  *
Sanglante Néonatal virale
N° Identification : - z - /r / / /
Région District Année N°®du cas Date de Réception au District Date d’envoi au niveau national
Nom du Malade : Sexe: [OM Masculin OF Féminin
Date de naissance : / / Age (Si date de naissance inconnue, préciser 1’dge en Années, Mois ou Jours) :
Domicile du malade : Village /Quartier O U=Urbain [0 R=Rural
Viue: DisTRICT DE RESIDENCE :
Filiation (applicable si néonatal ou enfant) Nom du pére : Nom de la mére
Date d’accueil a la formation sanitaire : / /
Date de notification de la formation sanitaire au district : / /
Date d’enquéte : / /
. 2 { .
Date début de la Maladie : / /
Nombre de doses de vaccin récu en rapport avec la maladie :
(Rougeole, Tétanos Néonatal (TT de la mére ), Fiévre Jaune, Méningite seulement)
Date de la derniére vaccination(var, VAT, VAA, VAM documenter par carte ou histoire) : / /
Mode de Suivi du Malade :[J Hospitalisé O Externe Issue du patient O Vivant [ODecédé [ Inconnu

Classification finale : [ Confirmé par le laboratoire CJConfirmé par lien épidémiologique [ Probable /Compatible

O Ecarté O Résultat en attente
Nom de la personne qui a rempli le formulaire : g Adresse téléphonique :
Date d’envoi du formulaire au district : / /
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Annexe 6b : Fiche d’enquéte éruption Fébrile

THEME : Orthopoxvirus dans les éruptions cutanées virales en Cote d’Ivoire

Identité du patient

N° d’enregistrement :

Age: Sexe :

Profession :

Date :

N° dossier patient

Lieu de résidence :

Motif de consultation :

Signes cliniques

Date d’apparition :

Fiévre

Papules

Croutes

Autres signes:

Adénopathie

Pustules

Siege ;.

macules

Vésicules

Diagnostic clinique :

Prélevement

Date de préléevement

Type de prélevement : Sécrétion cutanée

Sang

Heure de prélevement :

Sécrétions oropharyngée

Etude virologique

PCR temps réels

Microscopie électronique

PCR classique

Culture

Sérologie

Diagnostic virologique
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Annexe 7 : Fiche de mise a disposition des échantillons biologiques du CeReb
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ﬂ Fiche technique REF : BIOB/UGRM/003
o FICHE DE DEMANDE DE MISE A DISPOSITION DES ?)’e“ig“: 11. P
ate d"application
Centre des ressources biologiques ECHANTILLONS Révision :
Unité chargée de la gestion Page 1 sur3
deséchantillons{UGEC)

NB: La présente fiche comprend 3 grandes Parties que sont !

1- les engagements légaux, éthiques ef réglementaires du demandeur

2-le cadre de In demande et les conditions d’envoie souhaitées par le demandenr

3- les spécifications des microorganismes demandés

Llacceptation de toute demande de mise a disposition est conditionnée par le renseignement correct de chacune de ces 3 parties

I- Engagements légaux, éthiques et réglementaires

77111 TITRRORRU [-| | ( |, ] S — par la présente fiche :
-Reconnais avoir adressé une demande de mise a disposition de microorganismes a la CRB-IPCI
-Déclare étre parfaitement conscient de mes obligations légales et déontologiques une fois ces microorganismes mis a ma
disposition
-Déclare étre parfaitement conscient des risques rattachés & chaque microorganisme dont j’ai fait la demande de mise 4
disposition

Je m’engage également par la présente fiche, en ma qualité d’utilisateur a :
-Respecter la législation en vigueur ainsi que les recommandations de I'OCDE et de I'OMS pour I'utilisation des échantillons
biologiques dans le cadre de recherches scientifiques
-Ne pas préter ni céder au profit d’un tiers les échantillons mis a disposition sans accord préalable mis par écrit du CRB-IPCI
-Ne pas céder au profit d’un tiers les échantillons fournis par le CRB-IPCI, dans un but autre que celui de la poursuite des Motifs
telles qu’exposées dans la demande,
-Ne pas utiliser les échantillons ou leurs dérivés dans un but lucratif.
<Citer le CRB-IPCI dans toutes publications scientifiques découlant des résultats obtenus & partir du matériel biologique mis 4
disposition (au rang d’auteur ou dansles remerciements selon le cas et dans les Méthodes)
-Informer le CRB-IPCI des résultats obtenus et des publications éventuelles qui découlent de la recherche entreprise.

2R ) C——— i

Signature et cachet du responsable de la demande

Rédigé par : Dr MONEY Marcelle Contrdlé par : Dr Kouamé Clarisse Approuvé par : Pr Dosso Mireille
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{.) Fiche technique REF : BIOB/UGRM/003
e | P DE DEMANDEDEMISE ADIPOSTIONDES | Veswil
ate d"application
Centre des ressources biologiques ECHANTILLONS | Révision:
Unité chargée de [a gestion Page2 sur3
deséchantillons(UGEC)

1I- RENSEIGNEMENT DE LA DEMANDE DE MISE A DISPOSITION

Cadre de la demande des Spécimens
Projetrecherche[ | Mémoire] rdle qualitéinterne [ Jole qualité externe [ b (Preciser).....

Si Projet recherche, Mémoie, Précisez :
Le théme de 'étude

Et I'intitulé actuel de 'étude;

CONDITIONNEMENT SOUHAITE POUR L'ENVOIE DES SPECIMENS (Cochez) |
I — (cocher) | DATE SOUHAITEE POUR LA MISE ADISPOSITION
DEMANDE (Précisez)
(ryotube Boufllon Autre (précisez)

Humaine
Environnementale
Animale
Végétale

Signature-ek cachet duresponsable de In demandsssnmmmamanmusmimnsinmmmi R

Rédigé par : Dr MONEY Marcelle Contrlé par : Dr Kouamé Clarisse Approuvé par : Pr Dosso Mireille
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{9 Fiche technique REF : BIOB/UGRM/003
i P o FICHE DE DEMANDE DE MISE A DISPOSITION DES gersign ’ 1]_ s
ate d"application
Centre des ressources biologiques ECHANTILLONS Révision:
Unité chargée de la gestion Page 3 sur3
deséchantillons(UGEC)

HI-LISTE ET SPECIFICATION DES MICROORGANISES A METTRE A DISPOSITION

Numéro d’ordre | Origine de 'échentillon | Numéro d'origine | Date de transfert & la CRB-[PCI

Ol |a|lahN|won| | ibo )| —

N
=2

—
—

—
(3]

P—
o

14

19
2

Signature et cachet du responsable de la demande...........oooevcsssinnnissnnnss

Partie réservée  la biobanque :

Rédigé par : Dr MONEY Marcelle Controlé par: Dr Kouamé Clarisse Approuve par : Pr Dosso Mireille
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Annexe 8 : Collecte de fluides oraux en utilisant le matériel de prélevement OraCol
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Annexe 6 : Collecte de fluides oraux en utilisant le matériel de prélevement OraCol

1) Matériel de prélevement dans son

emballage stérile

2) Retirer le matériel de prélevement

Oracol de son emballage

3) Frotter doucement 1’écouvillon en
éponge le long des gencives (a la
base des dents si ces derniéres
existent) pendant environ 1 minute.
Se servir de 1’écouvillon en éponge
comme d’une brosse a dent

4) Remettre 1’écouvillon en éponge
dans son tube et inscrire les
informations d’identification de

I’échantillon.
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Annexe 9: Photographie de specimens de micromammiferes
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Photographie de Cricetomys gambianus

del

Photographie de Funisciurus sp
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Photographie de Crocidura obscuruor pris dans un piége pitfalls

Photographie de Crocidura olivieri

Photographie de Lophuromys sikapusi
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Photographie de Malacomys longipes

Photographie de Mastomys natalensis

Photographie de Mus musculus
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Photographie de Myomys datoni

Photographie de Praomys sp

Photographie de Uranomys rudd
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RESUME
JUSTIFICATION : Monkeypoxvirus ou virus de la variole du singe est un Orthopoxvirus de
la famille des Poxvirus, responsable d’éruption fébrile identique a celle de la variole a un
degré moins severe . Son réservoir potentiel serait Funisciurus anerythrus et la transmission
a ’homme se fait généralement par contact avec le réservoir . Il s’agit d’une zoonose qui
émerge chez I’homme depuis I’arrét de la vaccination contre la variole. Son évolution
épidémiologique et clinique de ces derniéres années en font une préoccupation mondiale.
OBJECTIF : La présente étude avait pour but de confirmer la circulation des Orthopoxvirus
en particulier le Monkeypoxvirus en Cote d’Ivoire . Il s’agissait spécifiquement d’identifier le
virus a travers ses reservoirs potentiels, de déterminer la seroprévalence de I’infection a
Orthopoxvirus afin d’avoir une idée de 1’exposition de la population au virus et détermier sa
place dans les 1ésions cutanées fébriles en Cote d’Ivoire . METHODOLOGIE : Cette étude a
été réalisée entre 2013 et 2017 avec deux volets. Un volet animal ou des captures de
micromammiféres ont été réalisées sur 9 sites répartis en trois zones dont la zone périurbaine,
la zone périrurale et la zone des aires protégées. Les tissus de foie, de poumon et de rein des
micromammiféres capturés ont été préleves et analysés par PCR classique et PCR en temps
réel pour rechercher le virus . Un volet humain portant sur des biocollections de sérums et de
flux oraux collectées lors de la surveillance nationale de fiévre jaune et de rougeole entre
2013 et 2017 et des prélevements cutanées de Iésions suspectes de Molluscum contagioum
dans les services de Dermatologie du CHU de Yopougon et de Treichville. Les tests
sérologiques ont concerné les sujets de moins de 30 ans afin d’éliminer toute immunisation
par la vaccination contre la variole. Des anticorps 1gG anti-Orthopoxvirus ont été recherchés
par la méthode ELISA et les Poxvirus dont le Monkeypoxvirus ont été recherchés par PCR
classique et PCR en temps réel. RESULTATS : Concernant le volet animal, pour 4930 nuit-
piege, 256 micromammiféres ont été capturés soit un rendement de 5,19% . Crocidura, de
Rattus, de Lophuromys, de Praomys, de Mus et de Mastomys ont été les plus capturés. 0,19%
d’échantillons étaient positifs pour la recherche d’Orthopoxvirus, aucun Monkeypoxvirrus
n’a été retrouvé. Chez I’homme, sur un effectif de 255 chez des sujets de moins de 30 ans, la
prévalence pour la recherche des anticorps 1gG anti-Orthopoxvirus était de 4,93% avec des
taux d’IgG variant entre 100 et 800. Dans la moiti¢ sud de la Cote d’Ivoire se trouvaient 80%
des sujets positifs. Chez les patients suspects de rougeole dont la recherche du virus de la

rougeole et de la rubéole était négative et les patients suspects d’infection a Molluscum
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contagiosum virus, la recherche des Orthopoxvirus a été négative. La recherche de Molluscum
contagiosum virus a été confirmée chez 100% des patients suspects de I’infection a
Molluscum contagiosum. CONCLUSION : La circulation des Orthopoxvirus reste tres faible
en Cote d’Ivoire sans la confirmation de la présence de Monkeypoxvirus a travers notre étude.
Cependant la présence d’Orthopoxvirus chez Crocidura, un micromammifere de
I’environnement immédiat de I’hnomme nécessite la mise en place de mesures de surveillance
de ce groupe de virus.

MOTS CLES : Poxvirose - Monkeypoxvirus — réservoir — Cote d’Ivoire

ABSTRACT
BACKGROUND: Monkeypoxvirus is an Orthopoxvirus of the family Poxvirus which is
responsible for febrile eruption identical to that of smallpox at a less severe degree. Its
potential reservoir should be Funisciurus anerythrus and transmission to humans is usually
occur by contact with the reservoir. It is a zoonosis that has emerged in humans since the
cessation of vaccination against smallpox. Its epidemiological and clinical evolution in recent
years make it a worldwide concern. METHODOLOGY': This study was conducted between
2013 and 2017 with two components. An animal component , micromammal captures were
carried out at 9 sites in three zones, including the peri-urban zone, the peri-rural zone and the
protected areas zone. The liver, lung and kidney tissues of captured micromammals were
collected and analyzed by standard PCR and real-time PCR to search for the virus. A human
component dealt with biocollections of sera and oral fluids collected during the national
surveillance of yellow fever and measles between 2013 and 2017 and cutaneous samples of
suspicious lesions of Molluscum contagiosum in the Dermatology departments of Yopougon
and Treichville University Hospitals. Serologic testing involved subjects under 30 in order to
eliminate any immunization by vaccination against smallpox. Anti-Orthopoxvirus 1gG
antibodies were investigated by the ELISA method and Poxviruses including Monkeypoxvirus
were searched by classical PCR and real-time PCR. RESULTS: Regarding the animal
component, for 4930 night-traps, 256 micromammals were caught, ie a yield of 5.19%.
Crocidura, Rattus, Lophuromys, Praomys, Mus and Mastomys were the most captured. 0.19%
positive samples for Orthopoxvirus, no Monkeypoxvirrus was found. In humans, out of a total
of 255 in subjects less than 30 years old, the prevalence for anti-Orthopoxvirus 1gG antibodies

was 4.93% with 1gG levels ranging from 100 to 800. In the southern part of Céte d'lvoire
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were 80% positives. In patients suspected of measles with measles and rubella virus negative
and patients suspected of Molluscum contagiosum virus infection, the search for
Orthopoxvirus was negative. The search for Molluscum contagiosum virus has been
confirmed among 100% of patients suspected of being infected with Molluscum contagiosum.
CONCLUSION: The circulation of Orthopoxviruses remains very weak in Ivory Coast
without the confimation of the presence of Monkeypoxvirus through our study. However, the
presence of Orthopoxvirus in Crocidura, a micromammal living in the immediate
environment of humans requires the establishment of surveillance measures of this group of
viruses

KEY WORDS: Poxvirose - Monkeypoxvirus - reservoir — Cote d’Ivoire
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MOLECULAR DIAGNOSTICS BY PCR OF POXVIRUSES (ORTHOPOXVIRUS (OPV) AND MOLLUSCUM
CONTAGIOSUM VIRUS (MCV)) IN COTE D'IVOIRE WEST AFRICA
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ABSTRACT

The Orthopoxvirus (OPV) and the Molluscum contagiosum virus (MCV) are Poxviruses involved in viruses skin lesions in
humans. OPV infects many vertebrates and MCV mainly infects humans. A diagnostic confusion is often observed between
the clinical lesions due to the different Poxviruses firstly and secondly with other viruses like the virus of the chickenpox.
In Céte d'Ivoire, the diagnosis of MCV remains essentially clinical and that of OPV is non-existent despite the risk of
circulation of the virus. This study aims to implementthe molecular detection of the OPV and the MVC in Céte d'Ivoire.
Material and method: Cowpoxvirus DNA and 21 DNA extracts from suspicious cutaneous lesions of the MCV were
analyzed by conventional PCR. The consensus primers (EACP1, EACP2) designed from the surface hemagglutin gene were
used for the detection of the OPVs and the primers (MCV1, MCV2) targeting the K fragment of the MCV were used for the
MCV’s detection . A growing dilution series of the Cowpoxvirus DNA and the MCV allowed the study of the method’s
sensitivity used. The DNAs of S.aureus, M. ulcerans, VZV, HSV, the Measles virus and Varicella virus were used for the
specificity tests. Results: The detection of the OPV from the Cowpoxvirus viral strain was positive with a positivity
threshold at 10-1 dilution. That of the MCV DNA from the suspected MCV's lesion was positive with a positivity threshold
of up to 10 -6 dilution. No non-specific amplification was observed with the DNAs of the other pathogens responsible for
lesions Cutaneous. The clinical diagnosis of the MCV was confirmed by PCR in 18 out of the 21 patients, ie 85.71%. On the 3
patients with a negative MCV PCR, 2 were positive for the OPV PCR , reflecting the risk of confusion between clinical
lesions due to Poxviruses.

Keyvords: Molecular diagnostic, Poxviruses, West Africa

MISE AU POINT DU DIAGNOSTIC MOLECULAIRE PAR PCR DES POXVIRUS (ORTHOPOXVIRUS (OPV)
ET MOLLUSCUM CONTAGIOSUM VIRUS (MCV)) EN COTE D’IVOIRE AFRIQUE DE L'OUEST.
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Résumé

Justification : Orthopoxvirus (OPV) et Molluscum contagiosum virus (MCV) sont des Poxvirus impliqués dans les 1ésions
cutanées d’origine virale chez 'homme. OPV infecte de nombreux vertébrés et le MCV infecte essentiellement 'Homme. La
confusion est souvent observée entre les lésions cliniques dues aux différents Poxvirus d’une part et d'autre part avec
d'autres virus comme le virus de la varicelle, En Cote d'Ivoire, le diagnostic du MCV reste essentiellement clinique et celui
des OPV est inexistant malgré le risque de circulation du virus. Cette étude vise 2 mettre au point la détection moléculaire
des OPV et du MCV en Céte d'Ivoire. Matériel et méthode : ADN de Cowpoxvirus et 21 extraits d’ADN issus de lésions
cutanées suspectes de MCV ont été analysés par PCR classique. Les amorces consensus (EACP1, EACP2) issus du géne de
I'hémagglutine de surface ont été utilisées pour la détection des OPV et les amorces (MCV1, MCV2) ciblant le fragment K
de 'ADN du MCV ont été utilisées. Une série dilution croissante de 'ADN du Cowpoxvirus et du MCV ont permis I'é¢tude
de 1a sensibilité de la méthode utilisée. Les ADN de S aureus, de M. ulcerans, du VZV, du HSV, du Virus de la rougeole et
du virus de la varicelle ont été utilisés pour les tests de spécificités. Résultats : La détection de 'OPV 2 partir de la souche
virale Cowpoxvirus était positive avec un seuil de positivité a la dilution 10" Celle du MCV a partir de FADN de lésion
suspecte de MCV était positive avec un seuil de positivité pouvant aller jusqu'a la dilution 10 <. Aucune amplification non
spécifique n'a été observée avec les ADN des autres pathogenes responsables de lésions cutanées. Le diagnostic clinique &
MCV a été confirmé par la PCR chez 18 des 21 patients soit 85,71%. Sur les 3 patients a résultat PCR MCV négatif, 2 étaient
positifs pour la PCR OPV traduisant le risque de confusion entre les Iésions cliniques dues aux Poxvirus.

Mots clefs : Diagnostic moléculaire - PCR - Poxvirus - Afrique de I'ouest
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INTRODUCTION

Poxviruses are double-stranded DNA with
cytoplasmic multiplication. They have a number of
autonomous elements allowing this
intracytoplasmic multiplication unlike the majority
of other viruses [1]. Several genes of this family of
viruses including Orthopoxviruses (OPV) and
Molluscum contgiosum virus (MCV) are involved in
skin infections in humans and other vertebrates.

Since the 1980s, the smallpox virus belonging to the
Orthopox virus group has been eradicated [2].
However, viruses such as Monkeypox virus,
Cowpox virus and other OPVs continue to infect
humans accidentally but with a less severe degree of
virulence than the smallpox virus [3]. Their
eradication is problematic because they have many
reservoirs. The emergence of Monkeypox virus,
especially in  Central Africa, with the
epidemiological characteristics of the epidemic of
1996 - 1997 in Zaire [3] and the appearance of the
virus in 2003 in the USA makes it a global concern.
Clinically, confusion has already been made
between certain oxic infections and chickenpox
according to the literature [5, 6]. Cote d'Ivoire is a
probable zone of virus circulation [7, 8]. Despite this
fact, diagnostic methods for OPVs in general and
Monkeypox virus in particular are non-existent.

The MCV is increasingly encountered with HIV
infection. It is often involved in skin lesions in

children. To date, in Céte d'Ivoire, the diagnosis of
this virus remains essentially clinical whereas
atypical clinical forms were encountered with HIV
infection [9, 10].

In order to monitor the emergence of this group of
viruses in the population in Cote d'Ivoire, it could
be necessary to set up molecular diagnostic tools to
detect a certain number of viruses of this family.

MATERIALS AND METHODS:

This is an experimental study of the analytical type
carried out at the Pasteur Institute of Cote d'Ivoire
on the site of Adiopodoumé to the platform of
molecular biology in 2016.

Biological material

In this study, the following biological products were
used: strains of Cowpox virus derived from
Cowpox virus culture on a Vero cell supplied by the
Pasteur Institute of Bangui for the technical
development of the detection of the
Orthopoxviruses. Cutaneous lesions of 21 patients
suspected of MCV infection for the detection of the
Molluscum__contagiosum virus. Microorganisms
involved in cutaneous infections in Céte d'Ivoire
from various biological products of patients were
used for primer specificity tests (Table 1).

TABLE 1: PATHOGENS TESTED IN THE SPECIFICITY TEST OF PCR FOR THE ORTHOPOXVIRUS AND THE

MOLLUSCUM C VIRUS

Number Pathogens Sample type Laboratory  where  the
pathogens used were
H lated

Souche KN S. aureus Pus UBY

258UB Mycobacterium ulcerans Cutaneous lesion GER-Buruli

017 HSV Herpex simplex virus Cerebrospinal fluid DVE

014 VZV Virus de la varicelle Cerebrospinal fluid DVE

258 G Virus de la rougeole Oropharyngeal secretion DVE

DVE: Department of epidemic viruses of the Pasteur Institute of Céte d'Ivoire, GER-Buruli: Research group on Buruli ulcer
of the Pasteur Institute of Cdte d'Ivoire, UBY: bacteriology unit of Hospital University Center of Yopougon

METHODS

Pre-treatment of samples
The cutaneous lesions were ground with mortar and
dissolved in 2 ml of 1X PBS. They were then stored
at -20 ° C until extraction of the DNA.

DNA extraction
The DNAs of the different microorganisms were
extracted using the Nuclisens magnetic extraction
protocol (Biomerieux). Briefly 400 pl samples were
added to 800 pl of lysis buffer and incubated for 10
min. Then 40 pl of magnetic silica was added to the
mix and incubated for 10 minutes at laboratory
temperature. The solution was centrifuged for 30 s
at 13000 rpm. A series of washing was carried out
on the silica-DNA complex using the Minimag
(Biomerieux). An elution buffer was used after
washing to collect 25 pl of DNA.
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Amplification and revelation
A PCR using consensus primers of Orthopoxviruses
designed from the virus surface membrane HA
gene were used (Forward: EACPL: 5 'ATG ACA
CGA TTG CCA ATA C 3!, Reverse: EACP2: 5 'CTA
GAC TTT GTT TTC TG 3 '; the desired PCR product
band size being 942 bp[l11]. Amplification
conditions were as followingfor the detection of
Orthopoxviruses:94 ° C 5 min (1 cycle), 94 ° C 30 sec,
48 ° C1 min, 72 ° C 1 Min) (36 cycles), 72 ° C 8 min
(1 cycle). Concerning the Molluscum contagiosum
virus, primers targeting the fragment K gene of the
viruss DNA were wused (MCV  Primerl:
5CCGATCTTTGCGAGCGTTCITAA 3° 'MCV
Primer 2: 5'TCCCATACAGCGAGGACAGCATA
3'), the desired PCR product being 167 bp size[12].
Amplification conditions: 94 ° C 5 min (1 cycle), 94 °



C sec, 65 ° C C 1 min, 72 ° C 1 min) (36 cycles), 72 °
C 8 min (1 cycle)

The GoTaq G2 Flexi DNA polymerase kit (Promega
Corporation, USA) was used for the PCR mixes
containing 0.2uM of each primer, 1.5pM, MgCl,
0.1uM dNTPs, 1 unit Taq polymerase, 1X of buffer
and 5yl of DNA template for a final volume of 50yl.
The revelation was made on a GelDoc Bioanalyzer
(BioRad) after electrophoresis on 1.5% agarose gel.

Study of sensitivity
It was made from a dilution series from the DNA
extracted of the Cowpoxvirus viral strain for
Orthopoviruses and a positive DNA MCV sample.

Study of the specificity
It was realized by carrying out PCR from the

1500 Pb

FIG 1 :DILUTION SERIES OF COXPOXVIRUS
DNA

(P = undiluted Cowpoxvirus DNA, P-1 to P-5 =
dilution series

CN: Negative control M: Marker (1500 bp to 100
bp)

This sensitivity could improve by performing
extraction with a larger volume of viral strain.

The MCV detection tests were performed susing
cutaneous lesions from 21 patients diagnosed with

primers specific to OPV (EACP1, EACP2) and MCV
(MCV1, MCV2) in the presence of DNA from
different microorganisms mentioned in Table 1.

RESULTS

The PCR carried out using our positive Cowpox
virus DNA control allowed us to validate our
method of amplification. Indeed, two samples
corresponding to the pure sample and the dilutions
101 of our controls were positive (FIG. 1). The
dilution series of 102 to 10 of the Cowpox virus
DNA control obtained from 200 pl of viral strain on
Véro cell being negative by PCR thus fixing the
detection threshold of our method at 10! for a
volume of 200 plof viral strain. No amplification
was detected with the DNAs from other pathogens
frequently involved in cutaneous infections in Céte
d'Ivoire (Figure 2).

39

942 pb

FIG 2 : SPECIFICITY TEST RESULT

CP = Cowpoxvirus (942 bp), 01 = MCYV, 02 = 845 G (Measles virus,
03 = 258ub (M ulcerans), 04 = S aureus, 05 = 014 VZV (varicella

MCV infection clinically. The patients had the
epidemiological ~and  clinical  characteristics
presented in Table 2.



TABLE 2: CHARACTERISTICS OF THE 21 PATIENTS WHOSE SAMPLES WERE TESTED FOR THE DETECTION OF

MCV
Number Age Sex Clinical Lésion
1/YOP 15 Months M PAPULES
2/YOP 8 Years M PAPULES
5/YOP 24 Years F PAPULES
6/YOP 7 Years F VESICLES
7/YOP 4 Years M CRUSTS
8/Yor 3 Years M VESICLES
9/YOP 5 Years F MACULES
10/YOP 4 Years F PUSTULES
11/YOP 3 Years M MACULES
12/YOP 13 Years M VESICLES
13/YOP 7 Years F MACULES
14/YOP 5 Years F MACULES
2306 6 Years ) 3 VESICLES
2503 4 Years F PAPULES
2602 4 Years F VESICLES
2648 6 Years F PAPULES
2649 9 Years M PAPULES
2650 6 Years F PAPULES
2647 3 Years F PAPULES
2761 2 Years F Unspecified
2762 28 Years F Unspecified
A test for detection of MCV was carried out with the PCR inhibition (Figure 3). The 167 bp PCR product
first three samples (1 / YOP, 2 / YOP, 5 / YOP). was revealed for all three samples corresponding to
Each sample was diluted to 10! to reduce the risk of positive MCV detection results.

M 1/YOP 1/YOP10! 2/Y0OP 2 P 5/YOP10t CN

FIGURE 3: MCV PCR TEST OF SAMPLES

1/YOP,2/YOP and 5/ YOP, CN = negative control
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A dilution series of 10-1 to 10 was carried out with infection, 18 were confirmed on the 21, ie 85.71%

the 1 / YOP sample in order to determine the agreement between the clinic and the molecular test
sensitivity threshold of the PCR. Positive bands used. Samples 2503, 2306 and 010/YOP were
were observed up to 10-6 dilution (Figure 4). The negative (Figure 5). Of the three negative samples,
specificity tests carried out with the DNA of other two were found to be positive for the conventional
pathogens did not reveal nonspecific amplifications PCR detection of OPVs of sample 2503 and
due to microorganisms often involved in human 010/YOP.

skin lesions. Of the 21 suspected samples of MCV

200 pb

100 pb

167 pb
FIG 4: MCV DNA DILUTION SERIES

(P = undiluted MCV DNA, P to P = dilution series, CN: Negative Control M: Marker (1500 bp to 100 bp

M 2503 2306 2649 2650 2648 010 2761 2762 2647 2602 CN

167 vb
FIG 5 : RESULTS OF PATIENTS SUSPECTED OF MCV INFECTIONS

|583. 2306 and 010 = 10/YOP are negative. CN: Negative control CP: Positive control, M: Marker (1500 bp to 100 bp)

DISCUSSION Poxvirus whose acquisition remains subject to
Molecular tools are increasingly being developed rigorous measures in this context of global
for the diagnosis of Poxviruses [13, 14, 15]. They have bioterrorism, this study constitutes a starting point
the advantage, on the one hand, of making a rapid in the implementation of the development of
and precise diagnosis and of others by avoiding the molecular tools for the detection of Poxviruses in
constraints of biosafety and biosurety related to the Cote d'Ivoire. A discrepancy between the clinical
cultivation of Poxviruses; this development of the diagnosis of MCV infection and the molecular
molecular detection for Poxviruses in our laboratory outcome in three patients was observed in this
falls within this framework. It is one of the first study. Thus, two of the patients presented with
studies in the establishment of the molecular OPYV lesions. This clinical confusion is related to the
diagnosis of Poxviruses in human medicine in Cote similarity between the clinical lesions due to the
d'Ivoire. Despite the fact that this study may present different genera of the Chordopoxviridae subfamily.
biases related to the absence of a reference strain of Thus, co-circulations have also been reported [16,
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17, 18], hence the need for a biological diagnosis
despite the strong clinical suspicion.

CONCLUSION
The emergence of Monkeypox virus in Central
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STIGMATE IMMUNOLOGIQUE DE LA CIRCULATION DES ORTHOPOXVIRUS CHEZ DES SU-
JETS NES APRES L’ERADICATION DE LA VARIOLE EN COTE D’IVOIRE AFRIQUE DE L’OUEST

MEITE S -5, KOFFI KS 25, OUATTARA A%, AKRAN AV % BONI-CISSE C % KOUASSI KS', MLAN AS,

ADJOUGOUA EV* FAYE-KETTE H® DOSSO M°*

RESUME

Justification : Depuis I'éradication du virus de la variole,
on note une émergence des autres Orthopoxvirus surtout
le Monkeypoxvirus en Afrique centrale. A ce jour aucun
cas d’infection humaine a Orthopoxvirus n’a été notifié en
Céte d’lvoire. Cependant, I'activité humaine en milieu ru-
ral, la présence des réservoirs potentiels et le climat sont
des facteurs favorables a la circulation de ce groupe de
virus.

Objectif : Mettre en évidence la circulation des Ortho-
poxvirus en Céte d’Ivoire en situation post éradication de
la variole dans la population non vaccinée contre cette
maladie. Matériel et méthode : 385 sérums de sujets non
vaccinés contre la variole, choisis parmi 1353 sérums col-
lectés lors d’une surveillance nationale de la fievre jaune,
ont été analysés. La méthode ELISA a été utilisée pour
rechercher les IgG anti Orthopoxvirus.

Résultats : I'dge moyen des patients était de 11 ans et
le sex-ratio était de 1,97. Les IgG anti-Orthopoxvirus ont
été détectées dans 4,95% des sérums ; seuls 0,78% de
ces sérums avaient un titre 2 400. La majorité des sérums
contenant ces IgG (84,16%) provenaient d'individus habi-
tant la moitié sud de la Céte d’lvoire.

Conclusion : le niveau d’exposition aux Orhopoxvirus
reste faible chez les sujets non vaccinés contre la variole.
Cependant, vu le nombre croissant de sujets susceptibles
& ces virus, il est nécessaire de mettre en place des sites
sentinelles de surveillance, particuliérement du Monkey-
poxvirus

Mots-clés : Immunoglobulines G — Orthopoxvirus — Mon-
keypoxvirus - ELISA

A WN =

ABSTRACT

IMMUNOLOGICAL STIGMA OF ORTHOPOXVIRUS
CIRCULATION IN SUBJECTS BORN AFTER THE
ERADICATION OF SMALLPOX IN COTE D’IVOIRE
WEST AFRICA

Since the eradication of the smallpox virus, there has
been an emergence of other Orthopoxviruses, especially
Monkeypoxvirus in Central Africa. To date, no cases of hu-
man infection with Orthopoxvirus have been reported in
Céte d’Ivoire. However, human activity in rural areas, the
presence of potential reservoirs and climate are factors
conducive to the circulation of this group of viruses.
Objective: To demonstrate the circulation of Orthopovi-
ruses in Cote d’lvoire in the post-eradication situation of
smallpox in the non-vaccinated population. Materials and
methods: 385 sera from unvaccinated subjects from a ran-
domly selected national surveillance of yellow fever out of
1353 were analyzed. The ELISA method was used to look
for anti-Orthopoxvirus IgG.

Results: 385 sera were analyzed, the mean age of pa-
tients was 11 years with a sex ratio (M/F) of 1.97. Ig G an-
ti-Orthopoxvirus was detected in 4.95% of the sera. Only
0.78% of the sera had an antibody titer greater than or
equal to 400. 84.16% sera with anti-Orthopoxvirus Ig G
originated from the southern half of Céte d’Ivoire.
Conclusion: The level of exposure to Orthopoxviruses
remains low in unvaccinated smallpox. However, with the
growing number of susceptible individuals, it is necessary
to set up sentinel surveillance sites for the virus, especially
Monkeypoxvirus

Keywords: Immunoglobulin G - Orthopoxvirus - Monkey-
poxvirus- ELISA
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INTRODUCTION

Les Orthopoxvirus font partie de la famille des Poxvi-
ridae. Il s’agit de gros virus @ ADN bicaténaire, a
multiplication intra cytoplasmique et responsables
d’infection fébrile avec des Iésions cutanées. Elle
comprend plusieurs espéces dont le virus de la va-
riole, le virus de la vaccine, le Monkeypoxvirus et le
Cowpoxyvirus.

Ce groupe de virus infecte de nombreux mammife-
res dont 'homme [1,2]. Le réservoir serait constitué
d’animaux sauvages, majoritairement des rongeurs.
Funisciurus anerythrus, Cricetomys, Graphiurus, He-
liosciurus, Xerus et méme Mastomys natalensis sont
suspectés comme réservoir de certaines espeéeces
d’Orthopoxvirus dont le Monkeypoxvirus [1,2]. Le
passage du virus chez I'homme serait principalement
lié au contact avec ces petits mammiféres et certains
animaux sauvages [1, 3]. Ce contact est favorisé par
les activités de chasse pour des besoins alimentaires,
les activités agropastorales et I'anthropisation liée a
la recherche d’espace par 'homme. Une étude réali-
sée en Cote d’lvoire et au Nigeria sur les sérums des
singes a révélé la présence d’anticorps anti-Monkey-
poxvirus chez Cercopithecus spp [4].

De ce fait, la population surtout rurale en Céte d’lvoi-
re serait exposée aux Orthopoxvirus. Cependant, il
y a plus de trente ans, aucun cas d’infection a Or-
thopoxvirus en général et a Monkeypoxvirus en par-
ticulier n'a été déclaré en Coéte d’lvoire alors que le
contact entre les rongeurs et la population rurale est
fréquent. Si 'absence de cas chez les sujets nés
avant 1980 peut étre liée a la vaccination contre la
variole car il existe une immunité croisée entre les
especes des Orthopoxvirus, qu'en est-il pour cette
tranche importante de population née aprés I'éradi-
cation de la variole? A ce jour, la possibilité de cir-
culation d’'un autre Orthopoxvirus n’est pas exclue.
Cette situation constituerait un risque non négligea-
ble pour la population non vaccinée contre la variole
dont le nombre ne cesse de s’accroitre. L'épidémie a
Monkeypoxvirus survenue au Kasai oriental en Ré-
publique Démocratique du Congo en 1996-1997 [3]
et aux United States of America (USA) en 2003 [1],
provoquée par des rongeurs provenant du Ghana
pays voisin de la Cote d’'lvoire illustre cette possibi-
lité. C’est tout I'intérét de ce travail qui se propose de
mettre en évidence la circulation des Orthopoxvirus
en Cote d’lvoire, en situation post éradication de la
variole, dans la population non vaccinée.

MATERIEL ET METHODES
Cadre de I'étude
La Cote d’lvoire, pays de I'Afrique de 'Ouest, s’étend

sur une superficie de 322.462 km2. Ses frontiéres
dessinent approximativement un carré s’inscrivant
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entre les coordonnées de 2°30’ et 8°30° de longitude
ouest, 4°30’ et 10°30’ de latitude nord. Sa végétation
présente une grande diversité du Nord au Sud. Le
Sud est occupé par des foréts ombrophiles et méso-
phile qui s’étendent d’Ouest en Est. La partie méso-
phile sépare la forét dense des savanes de basse-
cote.

Type et période de I'étude

Il s’agit d'une étude transversale a visé descriptive
menée sur des sérums archivés dans la sérothéque
de I'lnstitut Pasteur de Céte d’lvoire et collectés entre
2013 et 2015, dans le cadre d’'une surveillance natio-
nale des fiévres hémorragiques (FH).

Population d’étude

A partir de la sérotheque de I'Institut Pasteur de Céte
d’lvoire (IPCI), représentative sur le plan national,
385 sérums ont été choisis. lls provenaient de sujets
agés de moins de 30 ans.

Critéres de choix des sérums

Les critéres d’inclusion étaient :

 Sérums enregistrés dans la sérotheque de
I'iPCI ;

e Sérums prélevés dans chaque district de santé,
en fonction du nombre de cas collectés par an
durant la période de I'étude ;

» Sérums de personnes d’age <30 ans, sans dis-
tinction de sexe ;

» Sérums de volume suffisant d’au moins 500pl
pour pratiquer les analyses ;

« Sérums de sujets non vaccinés contre la variole
Les criteres de non inclusion et d’exclusion étaient :
sujet prélevé pour FH mais vacciné contre la variole ;
sujet prélevé hors de I'enquéte nationale sur les FH ;
sujet prélevé pour une étude autre que I'enquéte na-
tionale sur les FH ; sujet d’age >30 ans ; un volume
de sérum insuffisant (inférieur a 500 pl).

Au total, sur les 1353 sérums de I'enquéte nationale
sur les FH, 400 ont été tirés au hasard. Les anticorps
de type IgG anti Orthopoxvirus ont été recherchés
dans 385 sérums échantillons provenant de sujets
répondants aux critéres d’inclusion.

Test de détection des anticorps IgG anti Orthopoxvi-
rus

Les 385 sérums sélectionnés ont été analysés a
I'aide du test ELISA indirect proposé par Mcintosh et
al [5], Il s’agit d’'une technique de détection des IgG
dirigées contre les Orthopoxvirus.

Chaque plaque de microtitration a été divisée en deux
parties pour la sensibilisation. Les puits des lignes A
a D de la plaque ont été sensibilisés a I'aide d’antige-
nes dilués au 1/100 dérivés de souche de Cowpoxvi-
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rus cultivée sur Cellule Véro E6. Par contre, les puits
des lignes E a H ne contenaient pas d’antigénes du
Cowpoxvirus. Les plaques ont été incubées pendant
24H a 4°C. La révélation du complexe (Ag-IgG) a été
faite a I'aide d’anticorps secondaire couplé a la pe-

roxydase (Fab anti IgG fragment (H+L) humain mar- | Rggion District Age | Sexe | Titre d'lgG Anti-
qué a la peroxydase) en présence du substrat (Té- |sanitaire | sanitaire (Ans) Orthopoxvirus
traméthylbenzidine). La lecture de la densité optique |Lagune 1 | Bingerville 24 M 100
(DO) a été faite a une longueur d’'onde de 450 nm. Bingerville 28 M 100
La di,fférfen‘ce de DO (ADO) entre un puits sensibilisé Jacqueville 14 F 100
par I'antigéne du Cowpoxvnrt{s et un puits sans anti- isare? | hmbo oot 17 = 200
gene contenant chacun le méme sérum a été calcu- =
s 2 5 e £ 2 Agnéby Akoupé 15 F 100
lée. Les sérums ou une A DO était supérieure a 0,2 = o = = =
ont été quantifiés a partir d’'une série de dilutions de | ~°"9° it
1/100 au 1/6400. Teuta a1 =
Chaque plaque était validée lorsque la A DO des 2 Odienné 26 M 100
témoins positifs étaient > 0,2 ; concernant les 3 té- | Moyen Bloléquin 16 M 200
moins négatifs, la moyenne des A DO + 3 Ecart-Ty- | Cavally Bloléquin 5 F 100
pes était calculée, et cette valeur doit étre inférieure | sud Co- Aboisso 9 M 100
ao2 moé
Sud Ban- Fresco 3 M 100
Analyses des données daman, Divo 27 | M 200
) - ) ) o Divo 15 M 400
La base de données lice a cette sérotheque a été ¢ Tiabissou 3 M 100
réalisée en utilisant le logiciel Epi Info (Centers for =
. . . Didiévi 7 F 100
Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgie).
L'analyse des données a été effectuée a I'aide du lo- ot e = M 800
el é 3201[6 Sassandra
J=s 2016]. Zanzan Bondoukou 12 F 400
N’zi- Daoukro 15 E 100
RESULTATS Coris

Parmi les 385 personnes dont le sérum a été ana-
lysé, 254 (66%) étaient de sexe masculin ; le sex-
ratio était de 1,97. Les ages extrémes étaient de 6
mois et 30 ans ; la moyenne étant 11 ans. La tranche
d’age la plus représentée (41%) était celle de 0-10
ans ; parmi ces patients, 38,28% n’avaient pas 5 ans.
(Tableau 1)

Les IgG anti-Orthopoxvirus ont été détectées dans19
des 385 sérums testés (4,93%). Ce pourcentage a
varié de 2,0% a 8,4% selon les tranches d’age (Ta-
bleau 1) ; le pic était situé entre 26 et 30 ans. La
différence était significative entre cette tranche d’age
et la tranche d’age inférieure a 25 ans (p = 0, 0139,
Chi-Squares 6,04).

Tableau 1 : Répartition de la population d’étude se-
lon la tranche d’age

(Tableau 2).

Tableau 2: Distribution des titres d’lgG anti-Ortho-
poxvirus dans la population d’étude

La maijorité (84,16%) des personnes ayant une séro-
logie IgG anti-Orthopoxvirus positive a été prélevée
dans la moitié Sud de la Céte d’lvoire (Figure 1).

2

Figure 1 : Répartition géographique dessérums contenant des g G anti Orthagaiyinys selon les régions saniies

-(I;,réageChe ?‘}/‘:‘,’)etl\? t=e§t8é5$ SU]: t: gegstifggoozi)ﬁfs [J: Titre d'anticorps supérieur ou égal 400 A * Titre d'anticorps inferieur3 400
0-10ans | 197 (41,1%) 04 (2,0%)

11—-20ans | 105 (27,2%) 08 (7,6%) DISCUSSION

21-30ans | 83(21,6%) 07 (8,4%)

L'Afrique de I'ouest reste une zone probable de cir-
culation des Orthopoxvirus en général et du Monkey-
poxvirus en particulier [7]. L'épidémie a Monkeypoxvi-
rus aux USA en 2003 avait son origine au Ghana,

Le dosage des IgG anti-Orthopoxvirus a montré
des titres compris entre 100 et 800. Ce titre était =
400 dans seulement trois échantillons (0,78%)
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pays voisin de la Céte d’ivoire [1] ; cela laisse pen-
ser a une circulation possible de ce virus dans notre
pays. Une surveillance sérologique post-éradication
de la variole, initiée par I'Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) en 1982, avait montré la présence
d’anticorps anti-Poxvirus (dont les Orthopoxvirus)
chez des sujets non vaccinés contre la variole [8].
Des études réalisées récemment en Sierra Leone
et au Ghana [1, 9] ont corroboré I'hypothése de la
circulation des Orthopoxvirus dans la zone ouest de
I'Afrique. Lors de notre étude, 4,93% des personnes
testées avaient des IgG anti Orthopoxvirus ; ce taux
était inférieur a celui retrouvé lors d’'un travail mené
en 1981 - 1982 en Afrique centrale, précisément au
Congo Brazzaville, grace a la technique ELISA qui
était de 15,4% [10]. L'Afrique centrale reste une zone
endémique de circulation des Poxvirus, particuliére-
ment le Monkeypoxvirus [10]. Nous avons trouvé un
titre d’lgG relativement bas (< 100) dans plus de la
moitié des sérums positifs ; cette immunité résiduelle
qui reste durable [11] pourrait signifier une exposi-
tion probable de notre population d’étude aux Ortho-
poxvirus. Cependant une absence d’exposition aux
Orthopoxvirus n'est pas a écarter dans notre pays
a cause des réactions croisées avec d’autres Poxvi-
rus. Grace a ce travail, nous avons découvert que
la zone d’exposition aux Orthopoxvirus y compris le
Monkeypoxvirus, se situait dans la moitié sud de la
Cote d’lvoire principalement. Cela correspond glo-
balement aux zones favorables a la circulation de
ce groupe de virus selon les données de la littéra-
ture [12, 7]. Rappelons que c’est dans la région du
Haut Sassandra, précisément dans les villages de
Gbetitappea qui héberge des singes sacrés que l'un
des deux cas humains d’infection a Monkeypoxvirus
confirmés en Cote d’lvoire a été détecté. Il est a sou-
ligner également que le village de Soko dans la ré-
gion du Zanzan qui héberge aussi des singes sacrés
, se trouve a la frontiére avec le Ghana, source de
I'épidémie de 2003 [1]. A travers les données colli-
gées dans la littérature, il apparait que les anticorps
anti Orthopoxvirus sont plus fréquemment détectés
chez les enfants [13, 14] ; ils participent autant que
les adultes aux activités agricoles et forestiéres.

CONCLUSION

Les orthopoxviroses ne sont pratiquement plus détec-
tées en Cote d’lvoire malgré 'arrét de la vaccination
contre la variole en 1980. Le niveau d’exposition a
ces virus reste faible chez le sujet non vacciné contre
la variole malgré des conditions socio-environne-
mentales favorables a leur émergence. Les caracté-
ristiques écologiques de certaines zones nécessitent
la mise en place de sites sentinelles de surveillance
de ce groupe de virus. Cela permettra d’'une part la
détection précoce d’orthopoxviroses chez 'homme
et d’autre part de mieux faire face a une épidémie
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éventuelle dans la zone ouest africaine.
BIBLIO GRAPHIE

1. REYNOLDS MG, CARROLL DS, OLSON VA,
HUGHES C, GALLEY J, LIKOS A,and al. A silent en-
zootic of an orthopoxvirus in Ghana, West Africa :evi-
dence for Multi-Species involvement in the absence
of widespread Human Disease. Am J TropMed Hyg
2010;82 (4):746-754

2. GISPEN R, BRAND-SAATHOF BB, HEKKER
AC.. Monkeypox-specific antibodies in human and
simian sera from the Ivory Coast and Nigeria. Bull
WHO 1976;53: 355-360

3. HUTIN YVAN J.F, JOEL WILLIAMS R, MAL-
FAIT P, REDODY R, LOPAREV VN, ROPP SL and
al . Outbreak of Human Monkeypox, DEMOCRATIC
Republic of Congo, 1996 — 1997. Emerg Infect Dis
2001;7(3) : 434 — 38

4, R GISPEN, BB BRAND-SAATHOF, AC HEK-
KER. Monkeypox-specific antibodies in human and
simian sera from the Ivory Coast and Nigeria. Bull
WHO 1976; 53: 355- 60.

5. MCINTOSH K, HENDRY RM, FAHNESTOCK
ML, PIERIK LT. Enzyme-linked immunoabsorbent as-
say for detection of respiratory syncytial virus infec-
tion: application to clinical samples. J Clin Microbiol
1982; 16: 329-333.

6. R Core Team (2015). R: A language and en-
vironment for statistical computing. R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria. URL http://
www.R-project.org

7. LEVINE RS, PETERSON AT, YORITA KL,
CARROLL D, DAMON IK, REYNOLDS MG.. Ecolo-
gical Niche and Geographic Distribution of Human
Monkeypox in Africa. PLoS One 2007; 2(1): e

8. OMS. Surveillance des Orthopoxvirus : politi-
que pour la période postérieur a I'éradication. Relevé
EpidemHebd1982 ; 57 : 105 — 109

9. AMACNEIL, J ABEL, MG REYNOLDS, RR
LASH, R FONNIE, L D KANNEH, and al . Serologic
evidence of human orthopoxvirus infections in Sierra
Leone. BMC Research Notes 2011; 4:465

10. P TALANI, J MANIANE, J.D KONONGO , All
GROMYKO, F YALA. Prévalence des anticorps spé-
cifiques du Monkeypox au Congo-Brazzaville. Mé-
dAfr Noire : 1990 ; 46 (8/9)

11. HAMMARLUND E1, LEWIS MW, HANSEN
SG, STRELOW LI, NELSON JA, SEXTON GJ,et al.
Duration of antiviral immunity after smallpox vaccina-
tion. Nat Med 2003; 9(9):1131-7.

12. P BOUMANDOUKI , R BILECKOT, JR. IBA-
RA, CSATOUNKAZI, DW WASSA, F LIBAMA and al.
Orthopoxvirose simienne (ouvarioledu singe: étude
de 8 cas observées a I'Hopitald’Impfondo de la Ré-
publique du Congo.Bull Soc Pathol Exot 2007; 100
(1):17-21

13. A MACNEIL, MG. REYNOLDS, DS CAR-

ISSN 2424-7243



ROLL, K KAREM, Z BRADEN, R LASH and al. .
Monkeypox or Varicelle? Lessons from a rash out-
break investigation in the Republic of the Congo. Am
J Trop Med Hyg 2009; 80(4): 503 — 507.

14. Y J.F HUTIN, R WILLIAMS, P MALFAIT, R
PEBODY, V N LOPAREYV, SL. ROPP and al. Out-
break of Human Monkeypox, Democratic Republic of
Congo, 1996 — 1997. Emer Infect Dis 2001;7(3): 434-
8.

ISSN 2424-7243



e N s i

pneumopathie interstitielle bilatérale chronique fébrile depuis 5 mois. L’évolution
sous anituberculeux était défavorable marquée par la persistance des signes et
surtout des anémies & répétition. La ponction médullaire et la lecture du
myélogramme permettait de poser le diagnostic d’histiocytose maligne. La patiente
est décédée avant le début de Ia chimiothérapie.

Conclusion

L’histiocytose est une cause rare de pneumopathie. Chez I'adulte, les manifestations
respiratoires et osseuses sont en général de mauvais pronostic. Cependant un
diagnostic précoce et Ia chimiothérapie peuvent améliorer la survie des patients. Les
similitudes cliniques et radiologiques entre tuberculose et histiocytose peuvent
retarder le diagnostic de ce dernier en zone d’endémie tuberculeuse.

CO0-112STIGMATE = IMMUNOLOGIQUE DE LA  CIRCULATION DES
ORTHOPOXVIRUS CHEZ DES SUJETS NES APRES L’ERADICATION DE LA
VARIOLE EN COTE D’IVOIRE AFRIQUE DE L’OUEST.

Meite S 1, 5, Koffi KS 2, Quattara A3, Akran AV 4, Boni-Cissé C 5, Kouassi KS1,
Mian A5, Adjougoua EV 4, Faye- Kette H 5, Dosso M 5.

1 : Plateforme de biologie moléculaire —Institut Pasteur Cote d’lvoire, 2 : Unité de
Chimie et Microbiologie de [Iinstitut Pasteur Coéte d’lvoire, 3 : Département
d’Epidémiologie et Recherche Clinique de [llInstitut Pasteur Cote d’'lvoire, 4
Département des Virus Epidemiques de Tlinstitut Pasteur Céte d’lvoire, 5
Département de Microbiologie - UFR Sciences Médicales Abidjan

Justification

Depuis I'éradication du virus de Ia variole, on note une émergence des autres
Orthopoxvirus surtout le Monkeypoxvirus en Afrique centrale. A ce jour aucun cas
d’infection humaine & Orthopoxvirus n’a été notifié en Céte d’lvoire. Cependant,
Factivité humaine en milieu rural, la présence des réservoirs potentiels et le climat
sont des facteurs favorables 3 la circulation de ce groupe de virus. Objectif : Mettre
en évidence la circulation des Orthopoxvirus en Céte d’lvoire en situation post
éradication de la variole dans la population non vaccinée contre cette maladie.
Matériel et méthode : 385 sérums de sujets non vaccinés contre la variole, choisis
parmi 1353 sérums collectés lors d’une surveillance nationale de la fiévre jaune, ont
été analysés. La méthode ELISA a été utilisée pour rechercher les IgG anti
Orthopoxvirus. Résultats : 'age moyen des patients était de 11 ans et le sex-ratio
était de 1,97. Les IgG anti-Orthopoxvirus ont été détectées dans 4,95% des sérums ;
seuls 0,78% de ces sérums avaient un titre > 400 La majorité des sérums contenant
ces IgG (84,16%) provenaient d’individus habitant la moitié sud de la Céte d’lvoire.
Conclusion : le niveau d’exposition aux Orhopoxvirus reste faible chez les sujets non
vaccinés contre la variole. Cependant, vu le nombre croissant de sujets susceptibles
a ces virus, il est nécessaire de metire en place des sites sentinelles de surveillance,
particulierement du Monkeypoxvirus _

Mots clefs : Immunoglobulines G — Orthopoxvirus — Monkeypoxvirus — ELISA.

8eéme Congrés Africain de Pneumologie de Langue Frangaise (CAPLF)27, 28 et 29 septembre 2017 & I’ Etoile du Sud de Grand Bassam ( Cote d’lvoire) 133
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CAF0A-7. Détection moléculaire de Poxvirus chez les patients avec les lésions suspects de Molluscum
contagiosum

Meite S'2, Boni-Cissé C?, Diabaté A*, Coulibaly Ngolo D', Koffi KS 2 allou ® Kouassi KS', Mlan AP2, Kouame
SM!, Zaba FS?, Ngazoa KS', Faye-Ketté H2 DossoM?

1 Institut Pasteur Cote d'lvoire, Platforme

2. Département de microbiologie UFR Sciences medicales Abidjan
3 Laboratoire de Bactériologie CHU Yopougon

4. Service de dermatologie CHU de Yopougon

5. Service de dermatologie CHU de Treichville

Introduction : Orthopoxvirus (OPV) et le virus du Molluscum contagiosum (MCV) sont des Poxvirus impliqués
dans des lésions cutanées chez les humains. OPV infecte de nombreux vertébrés etle MCV infecte principalement
les humains. Une confusion diagnostique est souvent observée entre les Iésions cliniques dues aux différents
Poxvirus d'abord et d’autre part avec d’autres virus comme le virus de la varicelle. En Cote d'lvoire, le diagnostic
de MCV reste essentiellement clinique et celui du OPV est inexistant malgré le risque de circulation du virus.
Cette étude vise a mettre en ceuvre la détection motéculaire des OPV et du MVC en Cote d'lvoire.

Méthodologie : les Iésions cutanées de 45 patients ont été analysées par PCR conventionnelle. Les amorces
(MCV1, MCV2) ciblant le fragment K du MCV ont éte utilisées pour la détection de MCV. Les amorces consensus
(EACP1, EACP2) congues a partir du géene de I'hémagglutine de surface ont été utilisées pour la détection des
OPV lorsque la recherche du MCV était négative.

Résultats : 87% des patients étaient des enfants et le sex-ratio était de 0,44. Le diagnostic clinique était le
molluscum contagiosum chez tous les patients. L'analyse moléculaire a confirmé une infection a MCV chez
88,8% des patients. Les patients avec une PCR MCV négative, 6% étaient positifs pour la PCR OPV.

Conclusion : Malgré le caractére clinique évident du MCV, des risques de confusion entre les lésions cliniques
dues aux Poxvirus existent.

Mots clés : Lésions cutanées, PCR, Poxvirus.

CAF04-8. Etude des caractéristiques sociodémographiques, thérapeutiques et de suivi des cas de

morsures exposant a la rage de 2011 a 2015 au Sénégal

Faye A, Ndiaye A?, Niang K, Diop B2, Tal-Dia A’
1. Institut de Santé et Développement, UCAD, Dakar Sénégal
2. Direction de la prévention, Ministére de Ja Santé et de 'Action Sociale

Introduction : La rage est une zoonose majeure due a un virus neurotrope. L'objectif de ce travail était d'étudier
les caractéristiques socio démographiques thérapeutiques et de suivi des cas de morsures exposant a la rage de
2011 2 2015.

Méthodologie : Il s'agissait d'une étude rétrospective a visée descriptive et analytique des cas de morsures
exposant & la rage humaine de janvier 2011 a décembre 2015. ’échantillonnage est exhaustif. La collecte a éte
faite de fiches de notification qui étaient transmises a la Division de la surveillance épidémiologique et riposte
vaccinale dans le cadre de la surveillance hebdomadaire de routine.

Reésultats :Il y a eu 502 cas demorsures exposant a la rage soit une moyenne de 100 cas/an.L’age moyen des
patients était de 20 ans avec comme extréme 1et 82 ans. La tranche d'age de 15 ans et moins était la plus
représentée. |l y avait une prédominance du sexe masculin de 65,3%. Les patients provenaient de toutes les
régions du Sénégal et surtout la région de Fatick (21%). Le chien était généralement I'animal agresseur (82,5%),
suivi du cheval (3,9%) de 'ane (3,0%). Seuls 7% des animaux incriminés étaient vaccinés. La morsure était le
type d’exposition les plus représentés avec 88,2%. Lesmorsuresprédominaientau niveau des membres inférieurs
avec 45 9%. Elles étaient de niveau 1 dans 36,3%. Parmi les animaux mordeurs 14% ont &té mis en observation.
Au niveau des structures sanitaires 95,9% des cas de morsures avaient benéficié de lavage de la plaie. Seul 6,8%
des cas d’exposition avaient bénéficié de vaccination anti rabique.

Conclusion : Les résultats de notre étude montrent que les cas morsures exposant a la rage sont toujours
fréquents au Sénégal. La vaccination chez les animaux et les personnes demeurent faible.

Mots clés : Rage, morsures, vaccination, Sénégal
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RESUME
JUSTIFICATION : Monkeypoxvirus ou virus de la variole du singe est un Orthopoxvirus de la famille

des Poxvirus, responsable d’éruption fébrile identique a celle de la variole a un degré moins sevére . Son
réservoir potentiel serait Funisciurus anerythrus et la transmission a ’homme se fait généralement par
contact avec le réservoir. Il s’agit d’une zoonose qui émerge chez I’homme depuis I’arrét de la
vaccination contre la variole . Son évolution épidémiologique et clinique de ces derniéres années en font
une préoccupation mondiale. OBJECTIF : La présente étude avait pour but de confirmer la circulation des
Orthopoxvirus en particulier le Monkeypoxvirus en Cote d’Ivoire . Il s’agissait spécifiquement d’identifier
le virus a travers ses reservoirs potentiels, de déterminer la seroprévalence de I’infection a Orthopoxvirus
afin d’avoir une idée de I’exposition de la population au virus et détermier sa place dans les 1ésions
cutanées fébriles en Cote d’Ivoire . METHODOLOGIE : Cette étude a été réalisée entre 2013 et 2017
avec deux volets . Un volet animal ou des captures de micromammiferes ont été réalisees sur 9 sites
répartis en trois zones dont la zone périurbaine, la zone périrurale et la zone des aires protégées. Les tissus
de foie, de poumon et de rein des micromammiféres capturés ont été prélevés et analysés par PCR
classique et PCR en temps réel pour rechercher le virus . Un volet humain portant sur des biocollections
de sérums et de flux oraux collectées lors de la surveillance nationale de fiévre jaune et de rougeole entre
2013 et 2017 et des prélevements cutanées de lésions suspectes de Molluscum contagioum dans les
services de Dermatologie du CHU de Yopougon et de Treichville. Les tests sérologiques ont concerné les
sujets de moins de 30 ans afin d’éliminer toute immunisation par la vaccination contre la variole. Des
anticorps 1gG anti-Orthopoxvirus ont été recherchés par la méthode ELISA et les Poxvirus dont le
Monkeypoxvirus ont été recherchés par PCR classique et PCR en temps réel. RESULTATS : Concernant
le volet animal, pour 4930 nuit-piege, 256 micromammiferes ont été capturés soit un rendement de
5,19% . Crocidura, de Rattus, de Lophuromys, de Praomys, de Mus et de Mastomys ont été les plus
capturés. 0,19% d’échantillons étaient positifs pour la recherche d’Orthopoxvirus, aucun
Monkeypoxvirrus n’a été retrouvé. Chez I’homme, sur un effectif de 255 chez des sujets de moins de 30
ans, la prévalence pour la recherche des anticorps IgG anti-Orthopoxvirus était de 4,93% avec des taux
d’IgG variant entre 100 et 800. Dans la moitié sud de la Cdte d’Ivoire se trouvaient 80% des sujets
positifs. Chez les patients suspects de rougeole dont la recherche du virus de la rougeole et de la rubéole
était négative et les patients suspects d’infection a Molluscum contagiosum virus, la recherche des
Orthopoxvirus a été négative. La recherche de Molluscum contagiosum virus a été confirmée chez 100%
des patients suspects de I’infection a Molluscum contagiosum. CONCLUSION : La circulation des

Orthopoxvirus reste trés faible en Cote d’Ivoire sans la confirmation de la présence de Monkeypoxvirus a
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travers notre étude. Cependant la présence d’Orthopoxvirus chez Crocidura, un micromammifére de
I’environnement immédiat de I’homme nécessite la mise en place de mesures de surveillance de ce groupe

de virus.

MOTS CLES : Poxvirose - Monkeypoxvirus — réservoir — Cote d’Ivoire

ABSTRACT
BACKGROUND: Monkeypoxvirus is an Orthopoxvirus of the family Poxvirus which is responsible for febrile eruption
identical to that of smallpox at a less severe degree. Its potential reservoir should be Funisciurus anerythrus and transmission to
humans is usually occur by contact with the reservoir. It is a zoonosis that has emerged in humans since the cessation of
vaccination against smallpox. Its epidemiological and clinical evolution in recent years make it a worldwide concern.
METHODOLOGY: This study was conducted between 2013 and 2017 with two components. An animal component ,
micromammal captures were carried out at 9 sites in three zones, including the peri-urban zone, the peri-rural zone and the
protected areas zone. The liver, lung and kidney tissues of captured micromammals were collected and analyzed by standard
PCR and real-time PCR to search for the virus. A human component dealt with biocollections of sera and oral fluids collected
during the national surveillance of yellow fever and measles between 2013 and 2017 and cutaneous samples of suspicious
lesions of Molluscum contagiosum in the Dermatology departments of Yopougon and Treichville University Hospitals.
Serologic testing involved subjects under 30 in order to eliminate any immunization by vaccination against smallpox. Anti-
Orthopoxvirus 1gG antibodies were investigated by the ELISA method and Poxviruses including Monkeypoxvirus were
searched by classical PCR and real-time PCR. RESULTS: Regarding the animal component, for 4930 night-traps, 256
micromammals were caught, ie a yield of 5.19%. Crocidura, Rattus, Lophuromys, Praomys, Mus and Mastomys were the most
captured. 0.19% positive samples for Orthopoxvirus, no Monkeypoxvirrus was found. In humans, out of a total of 255 in
subjects less than 30 years old, the prevalence for anti-Orthopoxvirus 1gG antibodies was 4.93% with 1gG levels ranging from
100 to 800. In the southern part of Cote d'lvoire were 80% positives. In patients suspected of measles with measles and rubella
virus negative and patients suspected of Molluscum contagiosum virus infection, the search for Orthopoxvirus was negative.
The search for Molluscum contagiosum virus has been confirmed among 100% of patients suspected of being infected with
Molluscum contagiosum.
CONCLUSION: The circulation of Orthopoxviruses remains very weak in Ivory Coast without the confimation of the
presence of Monkeypoxvirus through our study. However, the presence of Orthopoxvirus in Crocidura, a micromammal living
in the immediate environment of humans requires the establishment of surveillance measures of this group of viruses
KEY WORDS: Poxvirose - Monkeypoxvirus - reservoir — Cote d’Ivoire
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