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que tu m’as donné et fait pour moi. Puisse ALLAH, le Tout Puissant, te préserver du mal, te
combler de santé, de bonheur et te procurer longue vie afin que je puisse te combler a mon

tour. Amine !

A mes Fréres et sceurs : Diahara, Mahamadoun, Hamidou, Kadidia, Mariam, Attaib,

Almoustapha CISSE

Qu’ALLAH renforce les liens sacrés qui nous unissent, ce travail est le résultat de votre
précieux soutien. Il est un devoir pour nous dans I’honneur, la dignité, et le respect d’étre a la
hauteur de nos admirables parents. Que ce travail soit le gage de mon amour et de mon
affection indéfectible, qu’il puisse nous encourager a nous entraider les uns les autres pour
consolider I’unité familiale précieuse. Qu’ALLAH nous donne une longue et heureuse vie

pour profiter plus de ce lien. Amine !
A Hadidjatou CISSE et Kadidia TIMBINE (les dames CISSE)

Merci pour votre soutien et d’étre toujours présente pour moi. Je prie pour que cette unité
familiale se consolide davantage et qu’ALLAH, le Tout Puissant, veille sur vous et vous

bénisse. Amine !

A mes Oncles et Cousins : Mohamed AG, Idbaltanat AG, Baba DOUMBIA, Baba
BORE, Hamidou BORE, Youssouf CISSE, Soumaila CISSE,

Merci pour vos bénédictions et encouragements. Que Dieu vous bénisse. Amine !

A mes Neveux et Niéces : Attaib CISSE, Hamadoun Y CISSE, Bintou CISSE, Aissata
ASCOFARE, Madina CISSE, Fatouma TOURE, Almadane CISSE, Boubacar YONFO,
Assoumane YONFO, Abdramane CISSE, Amadou A CISSE, Kadidia CISSE, Fadimata

TOURE, Aissata TOURE, Hamadoun YONFO, Fadimata CISSE, Elmadane CISSE,

Youssouf CISSE, Ibrahim DEMBELE, Elmadane DEMBELE, Fatoumata CISSE,
Fatoumata SANGARE, Diahara SANGARE, Mohamed SANGARE, Abdoulaye
YONFO, Elmadane KASSAMBARA, Elmadane AG MOHAMED

Merci pour votre soutien. Que Dieu vous bénisse. Amine !

Thése de pharmacie Boubacar Elmadane CISSE




Challenge du diagnostic sérologique des Flavivirus : cas du virus Zika au Mali

REMERCIEMENTS
A Mon pays le MALLI,

Auquel je dois tout. Mon cher pays, tu m’as vu naitre et évoluer et m’as donné 1I’éducation
nécessaire. Je te dis merci et prie que le Seigneur continue de te bénir et de faire de toi la grande

nation que tu as toujours éte.
A Tous les maitres de la FAPH
Merci pour la qualité des enseignements qu’ils nous ont prodigués et pour leur courage.
A ma directrice de thése Pr Djeneba Koumba DABITAO

Aucun mot ne nous conviendra assurément pour faire valoir la récompense que vous méritez et
les efforts que vous fournissez pour la propagation des acquis scientifiques en termes de
recherche et de formation. Merci pour vos enseignements. Merci d’avoir, un soir, accueillie un
¢tudiant qui s’est présent¢ de fagon inopinée dans votre bureau pour solliciter votre
encadrement pour sa thése ; Et ce soir-1a vous avez accepté de le rencontrer et de discuter avec
lui. Je vous en serai éternellement reconnaissant car a partir de ce jour, vous m’avez ouvert la
porte de la recherche biomédicale et je prie ALLAH pour qu’il vous accorde une longue et

heureuse vie pour qu’on puisse profiter plus de vos connaissances. Amina !

A I’équipe ImmunoCore de PUCRC : Nadi¢ COULIBALY, Dr Mamadou WAGUE, Dr
Mariam COULIBALY, Dr Isaac KOLOMA, Dr Mohamed A NANTOUME, Mamadou
PEROU, Dr Kadidia KONE, Djeneba COULIBALY, Dr BEHINAN Gnapo Janvier
Stephane, Hawa Boukary DIARRA, Adama TESSOUGUE, Aissata SANOGO, Raissa
SIDIBE

Je ne vous remercierai jamais assez pour tout ce que vous m’avez appris durant ma thése, je
retiens de vous des chercheurs acharnés qui ne cesse de lutter pour cultiver 1I’excellence, votre
courage et dévouement et surtout votre disponibilit¢ m’ont impressionné. Vos conseils et

critiques n’ont permis de m’améliorer. Merci pour tout, Grande est ma reconnaissance.
A I’équipe du laboratoire d’immunogénétique et Hémoglobinopathie de ’ICER-Mali
Pr Mahamadou DIAKITE, Dr Drissa KONATE et a toute 1’équipe

L’accés a vos échantillons a été la base de ce travail, recevez nos chaleureux remerciements.

Thése de pharmacie Boubacar Elmadane CISSE X




Challenge du diagnostic sérologique des Flavivirus : cas du virus Zika au Mali

A I’équipe de Biologie Moléculaire de P'UCRC : Pr Amadou KONE, Dr Dramane
DIALLO, Tenin Aminatou COULIBALY, Daouda KEITA, Dr Souraley Emmanuel
KOUAME

L’acceés a votre unité et a vos appareils nous a facilité le travail, recevez nos chaleureux

remerciements.

A tout le personnel de PUCRC : Pr Bassirou DIARRA, Pr Yéya dit Sadio SARRO et a
tout le personnel de PUCRC

Merci pour votre accueil et votre collaboration tout au long de ce travail

A mes Freres, ami(e)s de longue date : Ibrahim MAIGA, Amadou TOURE, Hassane
DICKO, Oumar OUOLOGUEUM, Mahamadoun MAIGA, Yacouba ONGOIBA,
Anapel SANGALBA, Boucary ONGOIBA, Beidi DIALLO, Aicha WALLET
HAIDARA, Fatoumata SANGARE, Aminata CISSE, Rokia MAIGA, Soumai BARRY,
Mohamed ONGOIBA, Abdoul Aziz AG AOUSSOUK

Merci pour les bons moments que nous avons eu a partager. Je vous souhaite tout ce qu’il y a

de meilleure. Les mots ne suffiraient jamais pour vous remercier. Grande est ma

reconnaissance.

A ma famille de la Cité Verte et de la famille DEMBELE du Point G : Dr Adama
Famoussa TRAORE, Dr Seydou BENGALY, Boureima DEMBELE, Mme DEMBELE
Aissata COULIBALY, Dr Modibo KAMIA, Dr Abdouramane TRAORE , Dr Youssouf

COULIBALY, Dr Drissa SOGOBA, Dr Mahamadou OUEDRAEGO, Youssouf
TRAORE, Seydou KONE, Mahamadou KONE, Magan BOUARE, Abdoulaye YONFO,
Abdoulaye SOGOBA, Bouché TOGORA, Kadidia DENON, Mahamadou BALLO, Dr
Moussa D KEITA, Dr Nonon K KEITA, Mahamadou BENGALY, Dr Ismaél
COULIBALY, Dr Mamadou OUATTARA

Merci pour toutes ces années passées a vos cOtés et votre sincére collaboration, Que le Bon
Dieu nous fasse la grace d’étre de bon praticien et qu’il nous accorde tous une bonne carriére
professionnelle, Amine !

A tout le personnel du laboratoire du Cabinet Bouba : Issa Anaissoum TOURE, Daouda

SAMAKE, Djibril DIARRA et & toute I’équipe

Merci pour votre soutien et votre collaboration. Que DIEU vous bénisse. Amine !

Thése de pharmacie Boubacar Elmadane CISSE




Challenge du diagnostic sérologique des Flavivirus : cas du virus Zika au Mali

A mes Amis de la Faculté : Dr Abdouramane TRAORE, Dr Aviha Ismaél DIAKITE, Dr
Souleymane KAMISSOKO, Dr Mohamed Cherif HAIDARA, Dr Barkissa NOMBRE,
Dr Haled AGBERE, Dr Aboul Kader SANOGO, Dr Souleymane SOUMARE, Dr
Abdoulaye GUINDO, Dr Rouhoulahi K BAH, Dr Loic H NGANTCHOU, Dr Lemité
SIDIBE, Dr Wesley Jefferson Maurice KONGBO GBASSINGA, Dr Josaphat Elie
YAO:

Merci pour toutes ces années passées a vos cOtés, pour ces nuits blanches a réviser, pour les
fous rires, pour cette amitié qui s’est créée autour de cet objectif commun. Nous pouvons tous
étre fier et célébrer ensemble ce jour tant espérer. Que le Bon Dieu nous fasse la grace d’étre

de bons praticiens et qu’il nous accorde tous une bonne carriére médicale. Amine !
A Dr Almoustapha CISSE (Mon jumeau),

Une fois de plus je tiens a te remercier pour ton soutien et ta présence. Tu as su m’accompagner
dans cette épreuve, comme tu I’as fait a chaque étape de ma vie. Merci pour tout. Que DIEU te

bénisse fréere HADJI. Amine !

A mes Grands Fréres : Yaya SANGARE, Abdoul TOURE, Ali ZOROME, Oumar
DEMBELE, Amadou CISSE (Japonais), Amadou TOURE (Algérien), Amaketegnon dit
Youssouf ISSABRE, Modibo DEMBELE

Merci pour votre soutien et votre collaboration. Que DIEU vous bénisse. Amine !

A Malado SIDIBE, Madina MAIGA, Dr Drissa DIABATE, Samba SACKO, Awa
SISSOKO

Merci pour votre soutien et votre collaboration. Que DIEU vous bénisse. Amine !

A tout le personnel de la Pharmacie du Marché a Douentza : Dr Abdramane GUINDO,
Amadou GUINDO, Amadou MAIGA et a toute I’équipe

Merci pour votre soutien et votre collaboration. Que DIEU vous bénisse. Amine !
A la 13*™¢ promotion du Numerus Clausus (Promotion Pr Mamadou KOUMARE)

Merci pour toutes ces années passées a vos cotés, pour cette amitié qui s’est créée autour de
cet objectif commun. Que le Bon Dieu nous fasse la grace d’étre de bons praticiens et qu’il

nous accorde tous une bonne carri¢re professionnelle. Amine !

Thése de pharmacie Boubacar Elmadane CISSE

XII



Challenge du diagnostic sérologique des Flavivirus : cas du virus Zika au Mali
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A NOTRE MAITRE ET PRESIDENT DU JURY
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» Ancien Chef de Service du Laboratoire du Centre Hospitalier Universitaire
Gabriel Touré ;
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Cher Maitre,
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tous.

Veuillez trouver ici, cher Maitre, le témoignage de notre sincere respect.
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Sigles et abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNe : Acide désoxyribonucléique complémentaire

ARN : Acide ribonucléique

BHQ : Black Hole Quenche (extincteur de trou noir)

BSL : Biosafety Level (niveau de biosécurité)

CDC : Centres pour le controle et la prévention de la maladie

DC-SIGN : Molécule d'adhésion intercellulaire spécifique aux cellules Dendritiques - 3-

Saisissant la N sur ’intégrine

DENY : Virus de la Dengue

DO : Densité Optique

ELISA : Test d'immunoadsorption par enzyme liée
FAM : 6-carboxyfluorescéine

FAPH : Faculté de Pharmacie

FDA : Agence Américaine des produits alimentaires et médicamenteux
FMOS : Faculté de Médecine et d’Odonto-Stomatologie
HRP : Horseradish Peroxydase (peroxydase de raifort)
HEX : Hexachlorofluorescéine

IgG : Immunoglobuline de type G

IgM : Immunoglobuline de type M

Kb : Kilobase

MAC ELISA : Test immuno-enzymatique de capture d’anticorps d’immunoglobuline de type
M

MDA-5 : Protéine 5 associée a la différenciation du mélanome

MVE : Virus de I’Encéphalite de Murray Valley
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OMS : Organisation mondiale de la Santé

NIAID : Institut National des Allergies et des Maladies Infectieuses
Nbre : Nombre

NS1 : Non Structural 1

NS2 : Non Structural 2

NS3 : Non Structural 3

NS4 : Non Structural 4

NSS : Non Structural 5

JEV : Virus de I’Encéphalite Japonaise

PCR : Reaction de polymérisation en chaine

PRNT : Test de neutralisation par réduction de plaque

prM : Membrane précurseur

RE : Réticulum Endoplasmique

RIG-I : Geéne I inductible par l'acide rétinoique

RT : Transcription inverse

RT-PCR : la transcription inverse-réaction de polymérisation en chaine
SGB : Syndrome de Guillain-Barré

TBEYV : Virus de I’encéphalite transmise par les tiques

TIM-1 : Domaine 1 d'Immunoglobuline et de Mucine des Lymphocytes T
TMB : Tetramethylbenzidine

TLR3 : Récepteurs de type Toll 3

UCRC : Centre Universitaire de Recherche Clinique

USTTB : Université des Sciences, des Techniques, et des Technologies de Bamako

VNO : Virus du Nil Occidental
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YFV : Virus de la Fiévre jaune
ZIKV : Virus Zika

pl : Microlitre
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1. INTRODUCTION :

Les Flavivirus constituent un groupe de virus de la famille Flaviviridae qui regroupe de
nombreux pathogénes humains (1). Ils comprennent plus de 70 virus a acide ribonucléique
(ARN) monocaténaire transmis par les arthropodes, en particulier les moustiques et les tiques.
Il s’agit notamment d’agents pathogenes d’importance mondiale tels que le Virus du Nil
Occidental (VNO), le virus de I’Encéphalite Japonaise (JEV), le virus de la Dengue (DENV),
le virus de I’encéphalite de Murray Valley (MVE), le virus de I’Encéphalite transmise par les
tiques (TBEV), le virus de la fievre jaune (YFV) et le virus Zika (ZIKV). Ces virus sont
responsables d’infections aigu€s ou séveres chez ’homme pouvant provoquer des épidémies.

De ce fait, ils constituent une grave menace pour la santé mondiale (1).

Le ZIKV est un flavivirus qui a été isolé pour la premiere fois en 1947 chez un macaque rhésus
fébrile dans la forét Zika en Ouganda et identifié plus tard chez des moustiques, notamment
Aedes africanus de la méme forét (2). En 1954, les 3 premiers cas d’infection humaine ont été
signalés au Nigeria. Des études de sérosurveillance chez I’homme suggerent que le virus est
répandu dans toute 1’ Afrique, 1’ Asie, et I’Océanie. Cependant, ces études peuvent surestimer la
prévalence réelle du virus compte tenu du chevauchement sérologique entre le ZIKV et les
flavivirus apparentés tels que le DENV et le VNO (3). Le ZIKV se subdivise en deux lignées
phylogénétiques : lignée Africaine et lignée Asiatique. Il a provoqué quatre grandes épidémies ;
en Micronésie (ile de Yap) en 2007, en Polynésie francaise en octobre 2013, en Nouvelle-
Calédonie en janvier 2014 et en Amérique du Sud - Amérique centrale - Antilles-Caraibes a
partir de mai 2015. Ces épidémies sont dues aux souches de lignée Asiatique et ont eu lieu dans
des zones géographiques ou le virus n’avait pas été identifié au sein de populations

immunologiquement naives (4).

Selon 1’Organisation mondiale de la Santé¢ (OMS), plusieurs pays de la région africaine ont des
preuves de transmission du ZIKV mais les données actuelles sur la prévalence et la tendance
de la transmission du ZIKV sont limitées (5). Le ZIKV est transmis principalement a I’homme
par la piqiire de moustiques Aedes spp mais les voies de transmission sexuelle et materno-foetale
ont aussi été identifiées lors de récentes épidémies (6). On pense que les infections a ZIKV sont
souvent asymptomatiques ou paucisymptomatiques (fréquentes, légeres, autolimites ;
symptomes incluant des éruptions maculaires ou papillaires, fiévre, arthrites, conjonctivite et
des céphalées) (7). Ces symptomes peuvent durer 2 a 7 jours (8). Pourtant de récentes épidémies
en Polynésie et en Amérique ont montré de rares cas, avec de sérieuses complications comme

des I¢ésions oculaires (9), des problémes neurologiques chez les adultes (my¢élites, encéphalites,
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Syndrome de Guillain-Barré) (10) et des anomalies développementales chez les feetus (incluant

la microcéphalie) (11).

La circulation du ZIKV au Mali n’avait pas été clairement établie avant 2023. Une étude
sérologique sur 793 volontaires asymptomatiques agés de 15 ans ou plus (2016) et 637 donneurs
de sang (2013) a permis d’établir une séroprévalence d’environ 12% qui augmentait avec 1’age
sans différence statistique entre les participants masculins et féminins. Les données de cette
étude suggerent la circulation du ZIKV au Mali et fournissent la preuve d’une précédente

épidémie non identifiée survenue dans les années 1990 (12).%

En décembre 2023, 17 cas confirmés de Zika ont été signalés dont 7 cas de coinfection avec le
DENYV au cours d’une augmentation des cas positifs au DENV et 1 cas de triple infection ZIK'V,
DENV, virus Chikungunya, le test Trioplex rRT-PCR a été utilisé pour la détection de ces virus
au niveau du laboratoire de Biologie Moléculaire et de Génomique du Centre Universitaire de

Recherche Clinique (UCRC) (Données UCRC non publiée).

Le diagnostic biologique du ZIKV se révele difficile dii aux faits de la réactivité croisée avec
les autres Flaviviridae. Le test de neutralisation par réduction de plaque (PRNT) a une
spécificité plus élevée que les tests immunologiques, mais n’est pas disponible dans les pays en
voie développement comme le Mali. Les tests moléculaires, notamment la réaction de
polymérisation en chaine (PCR), sont fiables et peuvent étre réalisés avec les échantillons
obtenus moins de 10 jours apres le début de la maladie. Par exemple, un patient des iles Yap
avait toujours I’ARN viral détectable aprés 11 Jours (13). Cependant, au-dela de la phase aigué,
les tests moléculaires ne sont plus efficaces pour la recherche directe du ZIKV. D’ou I’intérét
des techniques d'immunoadsorption par enzyme liée (ELISA) qui permettent une recherche
indirecte du ZIKV par la détection d’anticorps spécifiques (IgM) aux virus. En effet, il existe
sur le marché des kits commerciaux (comme Abcam’s anti-Zika virus IgM p-capture in vitro
ELISA), mais aussi des kits non commerciaux (comme CDC Zika MAC ELISA) qui sont basés
sur la détection des anticorps IgM dirigé contre le ZIKV. Mais ces kits ELISA peuvent étre
sujet a des réactivités croisée avec d’autres Flavivirus comme le DENV (14). Cependant une
¢tude mené en 2016 a rapporté des cas de résultats de sérologie faussement positifs avec des

¢échantillons de sérum de patients atteints de paludisme (15).

Ces kits pour la plupart n’ont pas été évalués au Mali ou dans la sous-région, ou d’autres
Flavivirus circulent et les infections parasitaires, tel que le paludisme, sont endémiques. Nous

avons décidé de mener une étude comparative avec deux différents kits pour permettre de mettre
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en ¢évidence un moyen de diagnostic sérologique fiable du ZIKV en comparant les résultats de
ces deux kits. Notre question de recherche était la suivante, quel est I’impact de 1’infection

palustre sur les résultats des kits de sérologies pour le diagnostic du ZIKV ?

Nous nous sommes fixés comme hypothése que 1’infection palustre a une influence sur les

résultats des tests sérologiques développés pour le diagnostic du ZIKV.

2. OBJECTIFS:

2.1.  Objectif général :
Etudier I’'impact de I’infection palustre sur les résultats de deux kits de sérologie (Abcam et

CDC MAC ELISA) utilisés dans le diagnostic du ZIKV au Mali.

2.2.  Objectifs spécifiques :

e Déterminer la fréquence de séropositivité (IgM) anti-ZIKV des échantillons testés ;

e Comparer la fréquence de séropositivité (IgM) anti-ZIKV entre les deux Kkits ;

e Déterminer la présence ou 1’absence d’association entre 1’infection palustre et la
séropositivité selon le test ;

e Calculer la corrélation entre la séropositivité (IgM) anti-ZIKV et la parasitémie ou
I’age ;

e Déterminer la fréquence des tests positifs a la RT-PCR de ZIKV parmi les
¢chantillons séropositifs pour IgM anti-ZIKV.
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3. GENERALITES :

3.1. Définition :
Le virus Zika (ZIKV) est 1’agent infectieux, responsable de la maladie a virus Zika chez
I’homme. Il appartient a la famille des Flaviviridae, genre Flavivirus. Le ZIKV est transmis
principalement par les moustiques du genre Aedes. 1l doit son nom a la forét dans laquelle il a
été découvert en Ouganda en 1947 « la forét ZIKA » (2). Il est apparenté aux DENV, YFV, de
JEV et VNO (16). Le ZIKV est passé¢ au fil des ans d’un virus peu connu a une maladie dont
I’association récente avec des cas de microcéphalie et d’autres troubles neurologiques constitue

une menace déclarée comme une urgence de santé publique de portée internationale en 2016

par POMS (17).

3.2. Historique du virus Zika :
Les arbovirus (arthropod-borne virus) sont des virus transmis a I’homme par des arthropodes
hématophages appelés vecteurs. Les principaux vecteurs d’arbovirus sont les moustiques, mais
d’autres arthropodes hématophages comme les tiques, les phlébotomes ou les culicoides
peuvent également les transmettre. Les plus importants en santé humaine sont les Alphavirus
(famille des Togaviridae), les Orthobunyavirus et Phlebovirus (famille des Bunyaviridae) et les

Flavivirus (famille des Flaviviridae) (16).

Le ZIKV a été découvert au cours d’une étude du vecteur responsable du cycle sylvatique du
virus de la fievre jaune en Ouganda. Comme beaucoup d’autres arbovirus, la découverte du
ZIKV s’est faite a la suite de recherche sur la fiévre jaune parrainée par la Fondation Rockefeller
de 1914 a 1970 (2). De 1937 a 1947, I’institut de recherche sur la fievre jaune d’Entebbe, en
Ouganda, a isolé 10 virus différents dont 7 nouveaux virus qui sont le VNO, le virus Bwanda,
le virus de la forét Semliki, le virus bunyamwera, le virus Ntaya, le virus S ougandais et le
ZIKV. Tous ces virus portent le nom de la localisation de leur isolement a I’exception du virus
S ougandais (18). Quatre de ces virus appartiennent au genre Flavivirus (VNO, Virus Ntaya,

Virus S ougandais et ZIKV) (19).

Des cas humains du ZIKV apparaissent dans les années 1970 en Afrique (Ouganda, Tanzanie,
Egypte, République centrafricaine, Sierra Leone, Gabon et Sénégal), ainsi qu'en Asie (Inde,

Malaisie, Philippines, Thailande, Viét Nam et Indonésie).
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3.3. Caractéristiques du virus Zika :

3.3.1. Structure du virus Zika :
La structure du ZIKV est similaire a celle d'autres Flavivirus comme les virus de la Dengue,
de la fiévre jaune et du Nil occidental. Ce sont des virus enveloppés a ARN simple brin non
segmenté, de polarité positive d’environ 11 kilobases (kb). Les virions ZIKV ont un diametre
d’environ 40-60 nm avec une capside a géométrie icosaédrique intégrée et des saillies de
surface. Le génome code environ 3500 acides aminés. Il ne présente qu’un seul cadre ouvert
de lecture codant pour une polyprotéine (5’-C-prM-E-NS1-NS2ANS2B-NS3-NS4A-NS4B-
NS5-37) avec des régions non traduites (UTR) flanquantes aux deux extrémités [S’et 3°] (20).
Cette derniére est clivée pendant ou apres la traduction par des protéases virales (protéines
non structurales) ou cellulaires, de la cellule hote, en trois protéines structurales [capside (C),
enveloppe (E) et membrane précurseur (prM) ou membrane (M)] et sept protéines non

structurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5) (20).

A Protéine
d’enveloppe >

Figure 1: Structure de la particule virale (21).

Génome ARN

43’

NS4B
NS4Au NS5 C

Polyprotéine

Figure 2 : Organisation du génome viral (21).
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> Les protéines structurales

- La protéine de capside (C) est composée de 122 acides aminés et forme en complexe
avec ’ARN viral, la nucléocapside. Celle-ci correspond a une copie d’ARN génomique
entouré par 60 dimeres de C. La protéine est constituée de 5 hélices alpha. Les hélices
al et a3 interagissent avec la membrane du virion tandis que 1’hélice a4, dans la région
N-terminal, interagit avec I’ARN viral. La dimérisation de la protéine de capside est
¢galement essentielle pour 1’étape d’assemblage (22).

- La protéine de membrane M ou de pré membrane préM est constituée de 178 acides
aminés. Elle est Située sous la couche de protéines d’enveloppe E de la particule virale
et forme avec celle-ci une symétrie icosaédrique. La surface du virus est constituée de
60 trimeres de 1I’hétérodimere de E et prM. Elle est principalement impliquée dans
I’étape de fusion et dans la stabilisation de la structure de la particule virale (22).

- Laprotéine d’enveloppe E, constituée d’environ 500 acides aminés contient 3 domaines
: le domaine I impliqué dans la structure de 1’enveloppe ; le domaine II contenant un
peptide de fusion et un domaine de dimérisation ; le domaine III, impliqué dans
I’attachement aux récepteurs cellulaires (AXL, DC-SIGN, tyro3) (Figure 5). Cette
protéine virale joue un role majeur dans ’entrée et la fusion membranaire (22).

o on (7] [ o ol I
132

193 280 296 406 454 505

Figure 3 : Schéma de la structure de la protéine E du virus Zika (22)

DI : Domaine I ; DII : Domaine II ; DIIT : Domaine III ; PF : Peptide de Fusion ; S : « Stalk » ;

TM : domaine Transmembranaire.
> Les protéines non structurales
Les fonctions des protéines non structurales du virus Zika sont répertori¢es dans le Tableau II.

L’activité protéase de NS3 permet le clivage de polyprotéine, en association avec son co-facteur
NS2B, permettant la libération des protéines structurales et non structurales. La protéine NS4A
est impliquée dans la formation du complexe de réplication transcription. La protéine NS5
possede deux activités : I’activité ARN polymérase ARN dépendante en C-terminal et I’activité
méthyltransférase en N terminal. Les autres protéines participent aux étapes de réplication et de
transcription du cycle viral et également a 1’échappement immunitaire comme c’est le cas de la
protéine NS1 qui peut étre sécrétée de la cellule infectée et interagit avec des composants du

systéme immunitaire (22).
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Tableau I : Protéines non structurales du virus Zika et leurs principales fonctions (22)

Protéines Fonctions principales

NS
NS1 Réplication et assemblage

NS2A Réplication et échappement au systéme immunitaire

NS2B Co facteur de NS3 pour le clivage de la polyprotéine
NS3 Sérine protéase, Clivage polyprotéine, activité hélicase et

triphosphatase
NS4A Réplication, co facteur de NS3

NS4B  Formation du complexe de réplication, réplication et échappement au
systéme immunitaire
NS5 Activité ARN polymérase ARN dépendante, activité
méthyltransférase

3.3.2. Cycle de réplication du virus Zika :
Le ZIKYV fait partie du genre des Flavivirus qui comprend également entre autres le virus de la
dengue et celui de la fievre jaune. Bien que différents, ils partagent le méme cycle de
multiplication (Figure 4) qui a lieu principalement dans le réticulum endoplasmique (RE) de la

cellule (23). Les ¢étapes du cycle de réplication sont :

» D’attachement de la protéine virale d’enveloppe (E) au récepteur de 1’hote induit

I’internalisation du virus dans la cellule,

> la fusion de la membrane virale avec la membrane de la cellule hote. L’ ARN viral

est alors relargué dans le cytoplasme,

» I’ARN génomique viral (simple brin positif) est alors traduit en une polyprotéine,
qui est clivée pour produire les différentes protéines virales, dont celles essentielles

a la réplication du virus,

» la réplication a ensuite lieu a la surface du réticulum endoplasmique dans des «
sites de production » viraux cytoplasmiques. L’ARN génomique viral (double brin)
est synthétis¢ a partir de ’ARN simple brin positif. L’ARN génomique viral
(double brin) est ensuite transcrit et répliqué afin de fournir des ARN messagers
pour produire de nouvelles protéines virales et de nouveaux ARN génomiques

viraux simples brins positifs,
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» 1’assemblage du virus se déroule dans le RE. Les particules virales « bourgeonnent

» a la surface du RE et sont transportées dans I’appareil de Golgi,

> la protéine précurseur de la membrane virale est clivée dans 1’appareil de Golgi

produisant par conséquent des virions matures capables de fusionner,

> relargage de particules virales matures et infectieuses par exocytose (23).

’ Virion mature

Adhésion
O Virion immature

ﬁldocytose
ﬁusion des membrane

/8%

+ Traduction /

Membrane plasmique

S

Exocytose

Assemblage

Réticulum

Figure 4: Cycle de réplication de ZIKV (23)
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3.3.3. Phylogénie du virus Zika :

Les analyses phylogénétiques ont établi qu’il existe deux lignées principales du ZIKV : une
lignée africaine qui se subdivise en deux sous-lignées (Afrique de I’Est et Afrique de 1’Ouest)
et une lignée asiatique (Figure 5) (20, 24).

Les souches humaines contemporaines ont une plus grande homologie avec la souche de
moustique P6-740 (Malaisie,1966) que les souches africaines, ce qui suggere que les souches
actuellement en circulation ont évoluée a partir de la lignée asiatique, ancrée par la souche P6-
740 (24, 25). De plus toutes les souches identifi¢es lors de I’épidémie de 2015-2016 sont plus
étroitement liées a la souche H/PF/2013 de Polynésie francaise qu’a la souche isolée en
Micronésie FSM/2007, ce qui suggere que ces sous-lignées peuvent avoir évoluée
indépendamment d’un ancétre commun (Figure 5). Les analyses comparatives des souches
historiques du ZIKV dans des modeles in vitro et in vivo sont susceptibles de répondre a des

questions importantes concernant 1’émergence et la pathogenese du ZIKV (26).

Les analyses génétiques comparatives suggerent qu’il existe plusieurs polymorphismes
d’acides aminés communs aux isolats de lignée asiatique avec des résultats cliniques connus
par rapport aux souches africaines [MR766, souche de référence du Centre pour le contrdle et
la prévention des maladies (CDC)] et P6-740. (24, 25). L’acquisition récente de ces
polymorphismes d’acides aminés pourrait potentiellement contribuer a 1’augmentation de la
pathogeneése et de la dissémination observée dans les épidémies actuelles. Sur la base de leur
emplacement dans la polyproteine ZIKV, ces mutations devraient contribuer a ’infection, a la

réplication, a la pathogenese et a la réponse immunitaire a I’infection (24, 25).

Bien qu’il s’agisse de lignées différentes, ils partagent plus de 95 % d'identités d'acides aminés
avec un seul sérotype, contrairement aux Flavivirus étroitement apparentés tel que le virus de

la Dengue, qui circule sous la forme de 4 sérotypes différents (27).
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Figure 5: Analyse phylogénétique du ZIKV. Souches humaines (cercles noirs), souches de
singe (cercles gris) et souches de moustiques (cercles noirs). Le nom de 1'isolat, le pays d'origine

et I'année d'isolement, ainsi que les numéros de chaque séquence sont indiqués (26).

These de pharmacie Boubacar Elmadane CISSE

Asian
Lineage

African
Lineage




Challenge du diagnostic sérologique des Flavivirus : cas du virus Zika au Mali

3.4. [Epidémiologie du virus Zika :
Apres sa découverte pour la premiere fois en 1947 en Ouganda, il a été isolé un an plus tard

chez un moustique du genre Aedes dans la méme région (2).

Les premicres grandes épidémies se produisent a Yap (Micronésie) en 2007 avec 5000
infections, puis en Polynésie en 2013 avec plus de 55 000 cas signalés. L'épidémie s'étend aux
iles du Pacifique comme la Nouvelle-Calédonie, le Vanuatu, les iles Cook et I'lle de Paques
(Chili). Une troisieme épidémie touche 1'Amérique latine a partir du Brésil en mai 2015, puis
se propage a d'autres pays de la région (Colombie, Honduras, Paraguay, Mexique, Guatemala,

El Salvador, Suriname) (28).

Le 1 février 2016, 'OMS déclare que I'association récente de 'infection a Zika avec des foyers
de microcéphalie et d'autres troubles neurologiques constitue une urgence de santé publique de

portée internationale (17).

En 2020, un total de 22 885 cas de maladie a ZIKV a été signalé dans la région des Amériques,
avec une incidence cumulée globale de 2,34 pour 100 000 habitants. Au cours de la méme
année, le Brésil a signalé 18 941 cas, soit 83 % de tous les cas signalés dans la région, dont 14
% ont été confirmés en laboratoire (5).

En décembre 2021, 89 pays et territoires présentaient des preuves documentées de transmission
autochtone du ZIKV par des moustiques, répartis dans cinq des six régions de I’OMS (excepté
la région de la méditerranée orientale).

Dans les régions d’Asie du Sud-Est, une épidémie de maladie a ZIKV a été signalée en Inde en
juillet 2021 dans 1'Etat du Kerala, marquant la premiére activité d'épidémie dans la région
depuis 1’épidémie de Jaipur, en Inde en 2018.

En Afrique, des preuves de transmission du ZIKV ont été identifiées dans plusieurs pays;
Cependant, les informations sur l'incidence actuelle et les tendances de la transmission du ZIKV
restent limitées. Au cours d’une étude de séroprévalence au Kenya, sur 877 échantillons testés,
127 ont été neutralisés avec au moins un des quatre flavivirus (14,5, IC a 95 % 12,3-17,0 %),
avec une proportion plus élevée a Turkana (21,1 %, n = 87/413) qu'a West Pokot (8,6 %, n =
40/464), la séroprévalence globale du ZIKV a West Pokot était de 7,11 % et 0.24 % a Turkana.
Ce qui correspondait a la circulation du ZIKV au Kenya, le seul pays africain avec des preuves

sérologiques de transmission autochtone de la maladie (5).

Au Mali la circulation du ZIKV n’avait pas été clairement établie avant 2023. Une étude sur

793 volontaires asymptomatiques agés de 15 ans ou plus (2016) et 637 donneurs de sang (2013)
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a permis d’établir une séroprévalence d’environ 12%. Celle-ci prouve la circulation du ZIKV
au Mali et pourrait fournir la preuve d’une précédente épidémie survenue dans les années 1990
(12). Le ler décembre 2023, trois cas confirmés de Zika ont été signalés, suivis de 9 autres cas
confirmés le 4 décembre 2023 au cours d’une augmentation des cas positifs au virus de la
Dengue, le test Trioplex rRT-PCR (qui permet d’identifier les virus®engue, le Chikungunya
et le Zika) a été utilisé par le laboratoire de Biologie Moléculaire et de Génomique de ’'UCRC.
A la date du 31 décembre 17 cas confirmés de Zika ont été signalés dont 7 cas de coinfection
avec le DENV au cours d’une augmentation des cas positifs au DENV et 1 cas de triple infection

ZIKV, DENV, virus Chikungunya (Données UCRC non publiée).
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3.4.1. Classification des arbovirus

Tableau II: Principaux arbovirus tropicaux selon la géographie (29).

Famille Genre Principaux Principaux Principaux
arbovirus arbovirus Asie arbovirus
africains du Sud- américains
Pacifique
Togaviridae Alphavirus Chikungunya, Chikungunya, Mayaro, Una,
O' Nyong, Sindbis, Ross encéphalites
Sindbis River, Barmah équines
Forest américaines
Flaviviridae Flavivirus Fiévre jaune, Dengue, Fiévre jaune,
dengue, West encéphalite dengue, West-
Nile, Zika, japonaise, West Nile, Rocio,
Nile, Murray Ilheus,
Valley, Kunjin,  encéphalite de
Zika, forét de Saint Louis,
Kyasanur maladie a virus
Zika
Bunyaviridae Bunyavirus Bunyamwera, Oropouche
Phléebovirus Ilesha,
Nairovirus Bwamba,
Tataguine
Vallée du Rift
Crimée-Congo
Reoviridae Orbivirus Orungo

I1s regroupent plus de 530 virus décrits a travers le monde appartenant a plusieurs genres de

virus a ARN dont cent dix virus environ sont pathogeénes pour I’homme (29).

3.4.2. Réservoirs du virus Zika
Le cycle de transmission du ZIKV implique un ou plusieurs hotes vertébrés et un ou plusieurs
vecteurs. Les réservoirs du ZIKV ne sont pas clairement identifiés. En Afrique, le ZIKV serait

principalement maintenu par un cycle sylvatique impliquant les primates non humains (30).
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Des ¢études sérologiques suggérent que d’autres mammiferes puissent étre réservoirs (buffles,
¢léphants, chevres, hippopotames, impalas, kongonis, lions, moutons, rongeurs, gnous, zebres)

(30).

3.4.3. Transmission du virus Zika
La transmission du ZIKV se fait principalement par piqire de moustiques du genre Aedes,
Aedes aegypti et Aedes albopictus. Mais d’autres voies de transmission ont ét¢ découvertes lors
de différentes épidémies. La transmission n’est possible que 14 jours apreés un repas sanguin

contenant le ZIKV.
+» Transmission vectorielle

Classiquement, le moustique s‘infecte lorsqu‘il préléve du sang sur un hote virémique. Le virus
ingéré avec le sang transite dans I‘estomac ou l'intestin moyen du moustique ou il se réplique.
Cette étape définit la capacité du vecteur a infecter et permet de mesurer le taux d‘infection
propre au vecteur (31). Le virus peut se propager dans de nombreux autres organes du
moustique, définissant sa capacité a porter le virus (31). Enfin, le virus colonise les glandes
salivaires. La présence en grandes quantités du virus dans la salive permet un transfert vers un
nouvel hoéte, lors d’une nouvelle piqare. Cette derniére étape correspond a la capacité de
transmission du virus par le vecteur (31). L‘ensemble caractérise donc 3 barriéres a franchir

pour le virus et finalement la capacité vectorielle de son hote invertébré (31).

» Vecteurs impliqués dans la transmission de ZIKV

Les principaux vecteurs de ZIKV sont les moustiques du genre Aedes, et principalement les
especes aegypti et albopictus, bien que d'autres espéces de moustiques aient été identifiées
comme pouvant porter le virus (32). Comme indiqué dans I’étude de Diallo et al au Sénégal qui
ont mise en évidence la présence du ZIKV chez d’autres moustiques du genre 4edes notamment
Aedes furcifer, Aedes vittatus... (33). L’espece Aedes aegypti vit dans les régions tropicales

tandis que Aedes albopictus vit dans les régions tempérées (34).
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Aedes aegypti Aedes lbopicus

Figure 6 : Vecteurs impliqués dans la transmission du ZIKV (34).
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< Transmission non vectorielle

Bien que le ZIKV soit principalement transmis par les moustiques, d'autres modes de

transmission sont possibles. Ils comprennent :

- transmission maternelle,
- transmission sexuelle,
- transmission sanguine,

- contamination en laboratoire (35).
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Figure 7: Cycles de transmission ZIKV (36)
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3.5. Physiopathologie de ’infection au virus Zika :
Les données sur la pathogenese du ZIKV sont rares. Les fibroblastes dermiques humains, les
kératinocytes épidermiques et les cellules dendritiques immatures se sont révélés permissifs a
I’infection par le ZIKV (37), les facteurs d’entrée/adhérence [molécule d'adhésion
intercellulaire spécifique aux cellules Dendritiques - 3- Saisissant la N sur I' intégrine (DC-
SIGN), récepteur AXL tyrosine kinase AXL, protéine tyrosine kinase Tyro et domaine 1
d'immunoglobuline et de mucine des lymphocytes T (TIM-1)] permettent I’entrée du ZIKV. La
réplication du ZIKV active une réponse immunitaire antivirale et la production d’interféron de
type I dans les cellules infectées. La formation d’autophagosomes est associée a une réplication
virale améliorée et I’expression induite d’amas d’antigénes antiviraux [geéne I inductible par
l'acide rétinoique (RIG-I), protéine 5 associée a la différenciation du mélanome (MDA-5) et
récepteurs de type Toll 3 (TLR3)] capables de détecter la présence de profils moléculaires
associés a des agents pathogenes, a été observée apres 1’infection des fibroblastes cutanés.
L’infection par le ZIKV a induit un programme autophage confirmé par la présence de vésicules
caractéristiques de types autophagosomes dans les fibroblastes infectés (37). Les lymphocytes

T (LT) auxiliaires sont activés pendant la phase aigiie de la fievre ZIKA (38).

Apres une période d’incubation de 3 a 12 jours, bien que I’infection soit asymptomatique chez
la majorité des personnes infectées (80%), certains individus développent des symptomes
(20%) (3). Les manifestations cliniques les plus fréquentes sont peu séveres et non spécifiques
a ’infection par ZIKV. Celles-ci comprennent de la fiévre, des douleurs articulaires, des maux
de téte et des éruptions cutanées (3). Lors de récentes épidémies, il a été identifié que des
symptomes neurologiques séveres sont ¢galement causés par 1’infection par ZIKV. Ceux-ci

peuvent affecter aussi bien les adultes que les nouveau-nés (39).

3.6. Complications de I’infection au virus Zika :

» Microcéphalie

Une microcéphalie est une anomalie du développement cérébral intra-utérin, caractérisée par

une croissance trop faible du crane et du cerveau (40).
» Syndrome de Guillain-Barré

Le syndrome de Guillain-Barré (SGB) est une polyneuropathie aigué inflammatoire
démy¢élinisante. Il s’agit d’une destruction de la gaine de myéline qui entoure les nerfs
périphériques (sensitifs et moteurs), par le systéme immunitaire tel que les auto-anticorps du

malade. La myéline permet la rapidité de I’influx nerveux, cela se traduit donc par un
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ralentissement, voire un arrét du message nerveux, pouvant parfois entrainer la mort, dans les

cas les plus graves (40).

» Autres complications

- La myélite est un syndrome neurologique, au cours duquel il y a une inflammation de
la moélle épiniére (40).

- La méningo-encéphalite est une inflammation cérébrale, touchant I’encéphale et les
méninges. Ces derni¢res constituent 1’enveloppe qui protége 1’encéphale et sont
constituées de la dure-mere, de I’arachnoide et de la pie-mére (adhérant directement a
I’encéphale) (40).

- Arthrogrypose se caractérise par des raideurs articulaires congénitales affectant au
moins 2 régions du corps. Chez les nouveau-nés, elle se manifeste par des déformations
au niveau des jambes (genoux fixés en flexion, hyperextension des genoux, pieds bots),
de la hanche (fixée en position de flexion, adduction ou rotation externe) et des bras
(poignets et doigts fixés en flexion, coude fixé en extension ou en flexion, adduction et

rotation interne des épaules) (40).

3.7. Diagnostic de I’infection au virus Zika :

3.7.1. Diagnostic clinique de ’infection au virus Zika :
Les symptomes et les signes de 1’infection par le ZIKV surviennent généralement 3 a 12 jours
aprés la piqiire du moustique-vecteur et disparaissent dans les 2 a 7 jours (41). Bien que
I’infection asymptomatique soit courante, environ 20% des humains infectés par le ZIKV
deviennent symptomatiques avec ’apparition aigu€ d’une fievre, d’une éruption maculo-
papuleuse, d’une conjonctivite (manifestations ophtalmologiques) et d’arthralgies. La maladie
est généralement bénigne et ne dure qu’une semaine. Contrairement au virus Ebola, la mortalité
est faible et les hospitalisations peu fréquentes (42). La présentation clinique du patient
rappelant la symptomatologie d’autres infections virales comme la Dengue et le Chikungunya,
associ¢e aux antécédents de voyage appropriés, doit guider le clinicien a soupgonner une

infection par le ZIKV (43).

3.7.2. Diagnostic biologique de I’infection au virus Zika :
I1 repose sur la mise en évidence du génome (ARN) du virus dans le sang, les urines et d’autres
liquides biologiques (examen direct par RT-PCR), ou la sérologie sur un prélévement de sang
(détection des anticorps spécifiques au virus Zika tels que les IgM et IgG anti-Zika). La virémie

et la virurie sont précoces et transitoires, les anticorps (IgM puis IgG) apparaissent
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secondairement (Figure 8). La stratégie de diagnostique impose une recherche simultanée

d’infection par les virus de la dengue, du Chikungunya et du Zika (44) .

Le choix de la méthode employée dépend du moment ou le prélévement est réalisé par rapport

a la date de début des symptomes (Figure 8).

Symptémes IgG

Virurie IgM

Virémie
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y

Figure 8: Cinétique de I’ARN viral et des anticorps au cours de I’infection par le ZIKV (45).
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Syndrome ressemblant au
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RT-PCR Sérologie IgM du ZIKV

Figure 9 : Diagramme schématique du diagnostic de la fi¢vre Zika.

La RT-PCR du ZIKV est effectuée sur du sang (ou sur de la salive s’il est impossible de prélever
un échantillon de sang). Si les résultats de la RT-PCR du Flavivirus sont positifs, un séquengage
est effectué. La sérologie IgM du ZIKV consiste en une détection par ELISA ou par
immunofluorescence, avec confirmation par PRNT, si les résultats sont positifs ou équivoques.

Adapté de Musso D et al (35).

> Diagnostic biologique direct de I’infection au virus Zika

Le diagnostic direct consiste a la recherche de I’ARN du ZIKV dans les échantillons comme le

sang, les urines, le crachat, etc.

Le sérum sanguin est généralement le choix d’échantillon préféré pour la détection du ZIKV
par des méthodes sérologiques basées sur la recherche d’anticorps ou le diagnostic moléculaire
de I’ARN viral. Mais la virémie est de faible durée et des sérums obtenus plus de 10 jours apres
I’apparition des symptomes peuvent limiter la sensibilité des méthodes moléculaires (46, 47).
Cependant, I’analyse comparative de différents types d’échantillons a révélé des charges virales
plus élevées dans les échantillons d’urine (47). En plus du sérum et de I’urine, les liquides

organiques comme le liquide amniotique, la salive, le liquide céphalo-rachidien, le sperme et le
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tissu placentaire peuvent également étre utilisés comme échantillons pour la détection du ZIKV
(36).

Les Flavivirus sont des virus a ARN, leur amplification nécessite deux étapes, la transcription
inverse (RT) de I’ARN génomique en acide désoxyribonucléique (ADN) simple brin (ADN
complémentaire : ADNCc), suivie de la conversion en ADN double brin et de I’amplification de

I’ADN ; ces deux étapes peuvent étre effectuées dans la méme réaction (48).
Deux stratégies peuvent étre utilisées pour la détection moléculaire du ZIKV :

- la détection de I’ARN du virus qui nécessite des tests supplémentaires afin d’identifier
quel virus a été¢ amplifié,

- la détection de I’ARN spécifique du ZIKV.

La détection moléculaire de I’ARN du Flavivirus utilise des « amorces consensuelles » congues
dans les régions du génome du Flavivirus qui possedent un degré €élevé de conservation des
séquences. Les tests RT-PCR avec des « amorces consensuelles » permettent de détecter de
nouveaux Flavivirus ou des variantes de Flavivirus connus, mais ils manquent parfois de
sensibilité. Par exemple, ce test n’a pas réussi a amplifier ’ARN du ZIKV du sérum d’un
patient infecté, tandis que ’ARN du ZIKV a été détecté avec des amorces spécifiques du ZIKV
(49). La plupart des protocoles ciblent la partie terminale du gene codant pour NS5 ou le
3=NCR du génome du Flavivirus en raison des régions hautement conservées dans cette partie
du génome (50). Le ZIKV a été détecté avec succes par des tests RT-PCR Flavivirus ciblant le
gene codant pour E (51), le géne codant pour NS1 (52), le géne codant pour NS3 (53) et le géne
codant pour NS5 (54). Apres la détection de I’ARN du Flavivirus, I’identification au niveau de
I’espeéce nécessite des tests supplémentaires. Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées, par
exemple la RT-PCR avec des amorces spécifiques a I’espéce (mais des amorces-sondes
spécifiques et des témoins positifs sont requis pour tous les Flavivirus suspectés); amplification
de I’ADNc, suivi d’une digestion enzymatique de restriction (51); ELISA pour détecter I’ADN
amplifi¢ modifié par la digoxigenine (55); hybridation (56) et le séquencage des acides
nucléiques. Le séquencage est maintenant une méthode de choix pour I’identification des
especes, car il est disponible dans la pratique courante aux laboratoires de Biologie Moléculaire
(35). Le délai moyen entre 1’apparition des symptomes et un test sanguin positif est en général
de 3 jours. Pendant I’épidémie de 1’Etat de Yap, un patient a été testé positif'le jour 11 a la RT-
PCR. Les patients peuvent étre virémiques jusqu’au dixiéme jour (J10) avant 1’apparition des

symptomes, comme indiqué dans une étude sur des donneurs de sang asymptomatiques (57).
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> Diagnostic sérologique de I’infection au virus Zika

En raison d’une réactivité croisée importante entre les anticorps déclenchés par différentes
infections & Flavivirus ou par la vaccination, méme pour les virus appartenant a différents
sérogroupes, la sérologie des Flavivirus se révele complexe. Les patients dans les zones
actuelles de flambée de virus Zika sont plus susceptibles d’avoir une forte exposition de fond a
d’autres virus tels que le DENV, YFV, VNO. En conséquence, une forte proportion des
infections a ZIKV dans la région épidémique sera une infection secondaire a Flavivirus qui
compliquera la sérologie. Un nombre limité de tests sérologiques du ZIKV ont été décrits dans
la littérature. Les données, provenant d’étude sur la séroprévalence et le diagnostic du ZIKV,
publiées de 1950 a 1980 montrent que les tests de fixation du complément et d’inhibition de
I’hémagglutination montrent une réaction croisée étendue entre Zika et d’autres Flavivirus (58,
59). Malgré un certain risque de réactivité croisée, la méthode sérologique la plus spécifique

pour les Flavivirus est le test de neutralisation des virus (60).
v" Tests non commerciaux

Les Tests non commerciaux sont des tests développés par les laboratoires nationaux comme le
CDC en vue d’aider au diagnostic rapide d’un pathogeéne émergent, et ces tests ne sont utilisés
qu’en interne par ces mémes laboratoires ou les laboratoires conformes a leurs
recommandations a des fins de surveillances épidémiologiques.

Le test immuno-enzymatique de capture d'anticorps d'immunoglobuline M (MAC-ELISA) du
CDC permet d’identifier qualitativement les anticorps IgM dans le sérum ou le liquide céphalo-
rachidien. Néanmoins, comme des anticorps peuvent réagir de manieére non spécifique, les
données peuvent étre difficiles a interpréter (61). Par conséquent le PRNT, un test sérologique
basé sur la capacité d’anticorps particuliers présents dans le sérum des patients a neutraliser les
virus en bloquant la formation de plaques dans une monocouche cellulaire, doit étre utilis¢ pour
confirmer les tests positifs, ambigus ou non concluants. En raison de sa grande spécificité, le
PRNT est considéré comme « gold standard » pour le sérodiagnostic différentiel des Flavivirus.
Cependant, ce test est couteux, nécessite des laboratoires hautement spécialisés disposant d’un
équipement suffisant pour maintenir la culture cellulaire et comporte des directives uniques
pour travailler avec les virus vivants. Il est également difficile a réaliser et 5 a 10 jours sont

nécessaires pour I’obtention de résultats (61).
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v Tests commerciaux

Le premier test sérologique commercialement accessible pour la détection du ZIKV a été le test
Euroimmun, qui a fait I’objet d’une évaluation approfondie dans la littérature (62, 63). Le test
Euroimmun anti-Zika IgG/IgM est basé sur un ELISA pour la détection des IgG et IgM dans
les échantillons de sérum en utilisant la protéine NS1 du ZIKV comme antigéne. La sensibilité
en prenant en compte les deux classes d’immunoglobulines (IgG et IgM), s’¢leve a 100% (IgG

100%, IgM 56%) pour une spécificité de 94% (IgG et IgM, chacune 97%) (64).

Le test Inbios encore appelé ZIKV Detect 2.0 utilise la protéine d’enveloppe virale (E) comme
antigene. En mai 2019 I’ Agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA)
aux Etats-Unis a accord¢ a ce test une autorisation de mise sur le marché (65). Ce qui en fait le
premier test sérologique commercial a obtenir cette autorisation. Le test Inbios présente une
grande sensibilité (> 90%) et une grande spécificité (> 96 %). Tout en fournissant des résultats
diagnostiques comparables a ceux du CDC MAC-ELISA comme 1’ont montré Granger et al
(66). La spécificité d’un test diagnostique est essentielle, car la sensibilité joue un réle clé dans
la détermination de son utilité et parce qu’une faible sensibilité peut donner lieu a des résultats
faussement négatifs. Ces tests présentent un grand potentiel pour 1’évaluation sérologique des
infections par le ZIKV, avec un délai plus court pour la confirmation de 1’infection, et ils
pourraient réduire la nécessité de tests de confirmation PRNT, méme si des recherches

supplémentaires avec un panel plus large d’échantillons sont encore nécessaires (61).

Le test ADVIA Centaur Zika est le second test commercial autorisé par la FDA ; le troisieme
test autorisé est LIAISON XL Zika Capture IgM, le dernier test sérologique qui a été autorisé
par la FDA est DPP ZIKA IgM Assay System de Chembio Diagnostic System (67).

Le test Abcam’s anti-Zika virus IgM p-capture (ab213327) a été développé par la société
Abcam pour la recherche sur le diagnostic sérologique du ZIKV ,il n’a pas été approuvé par la

FDA et n’a pas non plus recu 1’autorisation d’utilisation d’urgence de la FDA (68).

La majorité des tests présente une sensibilité et une spécificité élevées. Toutefois, ces tests ne
sont généralement validés qu’a I’aide d’échantillons provenant des pays ou régions du Nord, ce

qui limite leur applicabilité pour le diagnostic de routine du ZIKV dans les pays du Sud.

En raison des différentes souches de ZIKV qui circulent actuellement, leur utilisation devrait
étre large et universelle. Différents isolats du ZIKV peuvent présenter des changements

génotypiques et phénotypiques qui affectent la fagon dont le systéme immunitaire réagit et, par
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conséquent, la fagon dont le virus déclenche une réponse anticorps (69). Si ces tests sont soumis
a un examen clinique approfondi, ils ont de bonnes chances d’étre utilisés dans les laboratoires

de diagnostic standard (61).

3.8. Diagnostic différentiel :

I1 est important d’effectuer un diagnostic différentiel d’une infection par le ZIKV, car d’autres
causes possibles engendrent des manifestations cliniques semblables: la Dengue, le
Chikungunya et les autres Alphavirus (Ross River virus, virus O’nyong-nyong, virus de
Mayaro...), le paludisme, les bactéries Rickettsies, le Streptocoque du groupe A, la Rubéole, la

Rougeole, les Parvovirus, les Entérovirus, les Adénovirus, la Leptospirose (70).

D’autres infections fréquentes comme (la cytomégalie, la toxoplasmose et la syphilis) peuvent

présenter les mémes symptomes qu’une infection au virus Zika (71).

3.9. Traitement de I’infection au virus Zika :
Présentement il n’y a pas de traitement spécifique ou antiviral pour les infections a virus Zika
(72). Les guides de traitement actuellement utilisés sont basés sur des traitements
symptomatiques notamment le paracétamol pour la fievre et la douleur, un antihistaminique
pour le rash et hydratation (35).Le traitement avec ’acide acétylsalicylique et les anti-
inflammatoires non stéroidiens sont a éviter en raison des risques de syndrome hémorragique
avec d’autres Flavivirus (35). Dans les premiers jours aprés I’apparition, isoler le patient pour

éviter les piqlres de moustiques et prévenir la contamination d’autres personnes (72).

3.10. Biosécurité :
Le ZIKV est classé comme agent pathogene de niveau 2 dans 1’Union européenne (a I’exception
du Royaume-Uni) et aux Etats-Unis (35). De ce fait les tests de diagnostic en laboratoire,
notamment la méthode de la RT-PCR et les tests sérologiques sur des prélévements cliniques
issus de cas suspectés ou confirmés d’infection par le virus Zika, doivent étre réalisés dans une

enceinte de sécurité biologique niveau 2 ( BSL-2) (44).

Il n’existe aucune donnée concernant les caractéristiques physico-chimiques et la sensibilité
aux désinfectants du ZIKV. Cependant, les Flavivirus sont généralement sensibles a la chaleur
humide (121°C au moins 15 min), a la chaleur seche (160-170°C pendant 1 heure) et sont
inactivés dans des solutions de pH 3 (44). Ils sont également sensibles a la lumiére ultraviolette

et le rayonnement Gamma. Ils sont connus pour étre sensibles aux désinfectants tels que
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I’hypochlorite de sodium a 1% (eau de javel), le glutaraldéhyde a 2%, I’éthanol a 70%, le
peroxyde d’hydrogeéne 3-6% et le formaldéhyde a 3-8% (73).

Les virus de la dengue sont inactivés par le phénol-guanidine isothiocyanate (TRIzol® LS) et
les sels chaotropiques (AVL Buffer), qui sont des réactifs utilisés pour I’extraction de I’ARN
viral. Ces réactifs inactivent les Flavivirus et, par conséquent, la procédure de diagnostic
pourrait se poursuivre dans un laboratoire avec des niveaux de sécurité standard apres 1’ajout

de ces réactifs (74)

3.11. Prévention de I’infection au virus Zika :
Il n’existe pas de vaccin contre le ZIKV, mais plusieurs sont en phase de développement

utilisant la technologie du vaccin contre la dengue (35).

Les mesures de prévention sont les mémes que pour toutes les maladies transmises par les
moustiques et comprennent des stratégies individuelles de prévention des piqlres et les

approches générales de lutte antivectorielle (75).

3.12. Paludisme :
Le paludisme est une maladie potentiellement mortelle transmise a ’homme par la piqire de
moustique femelle du genre Anopheles. L’infection est causé¢ par un parasite du genre
Plasmodium dont il existe 5 especes (Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae ;

Plasmodium vivax ; Plasmodium ovale et Plasmodium knowlesi) (76).

Selon I’OMS, en 2022 on estime a 249 millions le nombre de cas paludisme et a 608000 le
nombre de décés dus au paludisme dans 85 pays. La région africaine est la plus touchée avec
94 % des cas de paludisme (233millions) et 95% des déces dus a la maladie ont été enregistré
dans cette région. Les enfants de moins 5 ans représentaient 80 % des décés dans cette

région(76).

La réponse immunitaire au cours du paludisme met d’abord en ceuvre la réponse immunitaire
naturelle qui est suivi de la réponse immunitaire adaptative avec la production par les
lymphocytes B d’immunoglobuline de type M (IgM) anti-plasmodium ; cette production peut
entrainer des cas de réactivité crois¢ au cours de la détection par technique ELISA d’IgM dirigé
contre des virus notamment ZIKV. Ainsi cette réactivité peut entrainer des résultats faussement

positifs(15).
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4. MATERIELS ET METHODES :
4.1. Cadre de I’étude :

Notre ¢tude s’inscrit dans le cadre d’une initiative entreprise au sein du laboratoire
ImmunoCore de I’'UCRC sur I’évaluation de I’impact de 1’infection palustre sur les différents

tests ELISA utilisés pour le diagnostic des pathogeénes émergents comme le SRAS-CoV-2, le
ZIKV, le virus Ebola ...

4.2. Site de I’étude :
Les échantillons et les données cliniques ont été collectés dans les villages de Dangassa et de

Niono.

Les Analyses biologiques ont été effectués au sein du laboratoire ImmunoCore et du

laboratoire de Biologie Moléculaire et de Génomique de I’'UCRC.

Le Centre Universitaire de Recherche Clinique (UCRC) est une initiative entre le Ministere
chargé de la Santé ; le Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
a travers 1’Université des Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako (USTTB)
du Mali; et I'Institut National des Allergies et de Maladies Infectieuses des Etats-Unis
(NIAID). Cette collaboration a pour but d’améliorer les ressources nécessaires pour faciliter la
recherche. Il fournit des capacités de recherche de base et du personnel a la recherche
scientifique, a la régulation, a la gestion des données, a la pharmacie pour la recherche clinique
et au diagnostic (avec un laboratoire d’Immunologie « ImmunoCore », un laboratoire de
Biologie Moléculaire et de Génomique, un laboratoire Clinique, et un laboratoire de niveau de
biosécurité 3 (BSL-3) pour le diagnostic de la tuberculose et des fievres hémorragiques. Notre
étude s’est déroulée plus précisément au sein du laboratoire ImmunoCore de ’'UCRC ou les
échantillons ont été testé par ELISA et au sein du laboratoire de Biologie Moléculaire et

Génomique ou le test Trioplex rRT-PCR a été réalisé.

Les sites de collecte des échantillons et des données cliniques étaient le village de Dangassa et

Niono.

Dangassa est un village situé¢ a 82 km au sud-ouest de Bamako sur la route nationale 7 (RN7),
dans la commune rurale de Niagadina, dans le district sanitaire de Ouelessebougou, région de
Koulikoro, ¢’est une zone de forte endémicité palustre ou plusieurs études sur le paludisme ont

été meneés.
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Niono est une ville et une commune du Mali, chef-lieu du cercle de Niono dans la région de
Ségou, elle est située a 343 km de Bamako et comme Dangassa c’est une zone d’endémie

palustre.

4.3. Type et période de I’étude :
Il s’agissait d’une étude transversale ayant pour objectif d’étudier I’effet de I’infection palustre
sur les résultats de deux tests de diagnostic sérologique du virus Zika au Mali en utilisant des
¢chantillons de plasma provenant d’un protocole de recherche sur le paludisme. L’étude s’est
déroulée sur une période de six mois entre Janvier 2023 et Juin 2023 sur des échantillons

collectés de 2013 a 2021 a Niono et Dangassa, deux zones d’endémie palustre.

4.4. Echantillonnage :
Au total 100 échantillons de plasma ont été analysés au cours de cette é¢tude. Ces échantillons
proviennent d’un protocole de recherche sur le paludisme au Mali. La sélection des échantillons
a été faite au hasard et le nombre 100 a été choisi sur la base d’une étude réalisée au sein du
laboratoire ImmunoCore sur 1’évaluation clinique des tests sérologiques commerciaux du

SRAS-CoV-2 dans un contexte d'endémie palustre (77)

Ainsi les 100 échantillons ont été classés en deux groupes :
e Groupe 1 : 50 échantillons sans infection palustre (groupe des controles)
e Groupe 2 : 50 échantillons avec infection palustre (groupe des cas)

4.4.1. Criteres d’inclusion
Nous avons inclus dans notre étude tous les échantillons des participants répondant aux critéres

suivants :

e Echantillons de plasma archivés qui ont été collectés chez des participants avec une
infection palustre dont les données socio-démographiques et cliniques étaient

disponibles,

e Echantillons de plasma archivés qui ont été collectés chez des participants ne présentant
pas une infection palustre dont les données socio-démographiques et cliniques étaient

disponibles.

4.4.2. Criteres de non-inclusion
Les échantillons des participants ne répondant pas aux critéres d’inclusion cités ci-dessus n’ont

pas été inclus dans notre étude.
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4.5. Variables analysées :

Les variables incluses dans 1’analyse sont les suivantes :
e Variables sociodémographiques : I’age et le sexe

e Variables biologiques : la séropositivit¢ a I’'I[gM anti-ZIKV, la parasitémie du

Plasmodium et le taux d’hémoglobine.
e Variables cliniques : la fievre et la sévérité de ’infection palustre.

4.5.1. Quelques définitions opérationnelles
Taux d’hémoglobine : C’est le paramétre qui permet d’évaluer la présence ou I’absence de
I’anémie. Ainsi une baisse de la concentration d’hémoglobine fonctionnelle en dessous des

valeurs normales indique une anémie. Selon I’OMS

e 12 g/dl chez la femme

e 13g/dl chez ’homme

e 14g/dl chez le nouveau-né

e 11g/dl chez la femme enceinte

e 11,5g/dl chez I’enfant de plus de 2 ans

Paludisme simple : Cas positif par un test de diagnostic rapide (TDR) ou une goutte épaisse

sans signe de gravité.

Paludisme grave : Selon les critéres de I’OMS, il s'agit d'un acces palustre confirmé associé

a au moins un signe de danger (convulsions, détresse respiratoire, perte de conscience...).

Parasitémie : Nombre de trophozoites du Plasmodium dans le sang observé par

microscopie sur une goutte épaisse.
Nous avons regroupé nos participants en 3 catégories :

e Les participant avec une parasitémie : < 1000 Trophozoites/pl
e Les participant avec une parasitémie : comprise entre 1000 et 10000 Trophozoites/pl

e Les participant avec une parasitémie : > 10000 Trophozoites/pl.
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4.6. Meéthode de laboratoire :
4.6.1. Test ELISA pour le diagnostic du virus ZIKA :

Tableau III : Caractéristiques des Kits ELISA utilisés

1. Nom Abcam’s anti-Zika CDC Zika MAC ELISA
virus IgM
p-Capture in vitro
ELISA

2.  Fabricant Abcam CDC

3.  Principe du test Détermination Détection qualitative des
qualitative des anticorps IgM
anticorps IgM

4. Format du test 96 puits 96 puits

5. Antigéne cible NSI E

6. Isotype d'anticorps IgM IgM

7.  Dilution de I'échantillon 1:100 1 :400

8. Instrument Spectrophotométre Spectrophotomeétre
(450/620nm) (450/620nm)

9. Mode de lecture Densité optique™ Densité optique®

10. Durée du test 2 heures 30 minutes 72 heures

11. Interprétation résultat Positif : >11* Positif : P/N> 3**
Négatif : <9 Négatif : P/N<2

Equivoque : 9-11 Equivoque : 2 <P/N <3

12.  Sensibilité* 100% N/A

13. Spécificité* 98,3% N/A

14. Performance clinique Pourcentage Pourcentage d’agrément

(Comparaison avec le test de d’agrément Positif :  Positif : 97,8%
référence) ** 98,3% (95 % IC : 88,7% -99,6%)

Pourcentage d’agrément
Négatif :45,5%
(95% 1C : 36,0% - 55,3 %)

* Sensibilité et spécificité déterminées par les fabricants des kits

** Test de neutralisation par réduction de plaque (PRNT) est le test de référence pour les deux

kits

+ les valeurs ont été obtenues a partir du calcul suivant

DO moyenne (échantillon) X 10 / Contréle de seuil = [Abcam Unit : AU]

++ les valeurs ont été obtenues a partir du rapport de la densité optique moyenne (DO) de

I’échantillon de patient (P) divisée par la DO moyenne du contrdle négatif (N), chacun ayant

réagi avec I’antigéne ZIKV.

m La Densité optique pour le Kit Abcam est mesurée entre 450 et 620 nm.

o La Densité optique pour le Kit Abcam est mesurée a 450 nm.
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45.1.1. CDC Zika MAC-ELISA
Le dosage immuno-enzymatique de capture d'anticorps IgM (MAC-ELISA) offre une
alternative utile a I'i'mmunofluorescence pour la documentation d'une réponse sérologique. Elle
semble étre la méthode de choix pour de nombreux dosages spécifiques et sensibles des
anticorps IgM contre les maladies infectieuses. MAC-ELISA a été¢ développé au niveau du
Centers of Disease Control and Prevention (CDC) des USA. Cette approche donne
généralement une amélioration significative de la spécificité d'un test ELISA. Dans le test
MAC-ELISA, un support en phase solide tel qu'une plaque de microtitration est recouverte
d'anticorps IgM anti-humains (l'anticorps de capture) qui peuvent se lier aux anticorps de type
IgM présents dans 1'échantillon. Une fois la liaison effectuée, un anticorps spécifique de
l'antigéne marqué par une enzyme est ajouté. Si des anticorps IgM spécifiques de I'antigéne en
question sont présents, un complexe est alors produit entrainant un changement de couleur

enzymatique proportionnel a la concentration d'anticorps spécifiques IgM présents (78).

4.6.1.1.1. Principe
Le CDC Zika MAC-ELISA est une méthode de détection qualitative des anticorps IgM du virus
Zika dans le sérum humain ou le liquide céphalo-rachidien (LCR) (78). Dans le Zika MAC-
ELISA, I'anti-IgM (I'anticorps de capture) est enduit sur des plaques de micropuits. Ensuite, le
sérum du patient est ajouté séquentiellement aux puits, suivi d'un antigéne viral non infectieux
connu. La présence d'antigeéne est détectée en utilisant un anticorps antiviral conjugué a une
enzyme. Un résultat colorimétrique est généré par l'interaction de l'enzyme et d'un substrat
chromogénique. Ce changement colorimétrique est détecté par un spectrophotomeétre ou un

lecteur ELISA (61).
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I M AcM anti-antigéne ZIKV
couplé a une enzyme g couplé a une enzyme

Anti-lgG adsorbé Anti-IgM adsorbé
u

Figure 10: Représentation schématique de la méthode sérologique de capture d'anticorps pour

la détection d'anticorps IgG et IgM (61).

4.6.1.1.2. Equipement, matériel et réactifs pour les tests ELISA :

e Equipement :

SpectraMax Plus 384, spectrophotometre utilis€ pour la lecture des microplaques
Microplates washer Biotek TS 450 (laveur de microplaques)

Incubateurs de 37°C

e Matériels/Réactifs

Kit CDC Zika MAC ELISA

Kit Abcam’s anti-Zika virus IgM p-Capture in vitro ELISA
Hotte a flux laminaire

Micropipettes monocanales ou multicanaux

Vortexeur

Eau distillée

Minuteur

Réservoirs de réactifs

Logiciel d’acquisition et d'analyse des données (SoftMax Pro 3.0)

Microsoft Pack Office 2019
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e Flacons pour le mélange des réactifs
e Tubes Eppendorf 1,5ml
e Papier absorbant

e Balance électronique

4.6.1.1.3. Procédure pour le test CDC Zika virus
La procédure a été faite selon les recommandations du fabricant. Les détails de la procédure
sont décrits dans I’Annexe 1. Pour qu’un test soit valide, le rapport P/N doit étre > 2,0. Il s’agit
du P/N du contrdle positif, ou P est la densité optique (DO) moyenne des contrdles positifs
ayant réagi avec l'antigene ZIKV et N est la DO moyenne du sérum de contrdle négatif ayant

réagi avec l'antigéne ZIKV.

Les résultats ont été déterminés sur la base du rapport P/N, ou P est la DO moyenne de
I'échantillon de test ayant réagi avec l'antigene ZIKV et N la DO moyenne du contrdle négatif

ayant réagi avec l'antigéne ZIKV.

Tableau IV : Interprétation des résultats

P/N de Résultat
I’échantillon
<2 Neégatif
2<P/N<3 Equivoque
>3 Présumé Positif

4.6.1.2. Abcam anti-Zika virus IgM p-capture ELISA kit
Le kit ELISA anti-Zika virus IgM p-capture in vitro d’Abcam est congu pour la détermination
qualitative des anticorps IgM contre le virus Zika dans le sérum ou le plasma humain (citrate,

héparine).

4.6.1.2.1. Principe du test :
La détermination immuno-enzymatique qualitative des anticorps spécifiques de classe IgM est
basée sur la technique de p-capture ELISA. Des microplaques sont recouvertes d'anticorps anti-
humains de classe IgM pour lier les anticorps correspondants de 1'échantillon. Apres avoir lavé
les puits pour éliminer tout le matériel d'échantillon non li¢, un antigéne du virus Zika marqué
a la peroxydase de raifort (HRP) est ajouté. Cet antigéne conjugué se lie aux anticorps IgM
spécifiques capturés. Dans une deuxiéme étape de lavage, le conjugué non li¢ est ¢liminé. Le

complexe immun formé par le conjugué lié est visualis¢ en ajoutant un substrat de
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tetramethylbenzidine (TMB) qui donne un produit de réaction bleu. L'intensité de ce produit

est proportionnelle a la quantité d'anticorps IgM spécifiques dans 1'échantillon. L.’absorbance a

450/620nm est lue a 1’aide d’un lecteur de plaques ELISA a micropuits.

Anticorps de capture

YYy

Fchantillon ¢ HRP conjuguée

.
Yyy

Substrat Produit coloré

" \.j ]
Lo L&

Yyy

Figure 11: Résumé de la procédure

Préparer tous les réactifs, échantillons, controles et étalons
selon les instructions.

Ajouter les échantillons, des controles et étalons aux puits
utilisés.

Ajouter Horseradish Peroxydase Conjugué a chaque puits.
Incuber a 37°C.

Apres le lavage, ajouter la solution de substrat
Tetramethylbenzidine a chaque puits. Incuber a
température ambiante. Ajoutez la Solution d’arrét a

chaque puits. Lire immédiatement.

4.6.1.2.2. Procédure du test Abcam anti-Zika virus IgM p-capture ELISA kit

Elle a été réalisée selon les recommandations du fabricant (voir Annexe 2).

Figure 12: Spectrophotomeétre (SpectraMax Plus 384) utilisé pour cette étude.
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Les criteres de validation de la plaque sont :

Tableau V: Critéres de validation d'un test

Controle Criteres
Substrat blanc DO < 0,100
Controle négatif DO < DO Cut-off
Controle de seuil DO comprise entre 0,150 et 1,300
Controle positif DO > DO Cut-off

Si ces criteres ne sont pas remplis, le test n’est pas valable et doit étre répété.
Les résultats sont exprimés en Unités Abcam [AU]
DO moyenne de 1’échantillon X 10 / Contrdle de Seuil= [Abcam Unit : AU]

Tableau VI: Interprétation du résultat

Résultat Valeur
Contrdle de Seuil 10 AU
Positif >11 AU
Equivoque 9-11 AU
Négatif <9 AU

4.6.2. Test moléculaire : La RT-PCR
La PCR est une technique de Biologie Moléculaire qui consiste a amplifier une petite quantité
d’un fragment d’ADN afin d’obtenir de grandes quantités de la méme molécule d’ADN. Elle
consiste en une succession de cycles de températures comprenant chacun une étape de
dénaturation de I'ADN, une étape d'hybridation des amorces spécifiques de la séquence a

amplifier, et une étape d'¢longation de I'ADN par une ADN polymérase.

La RT-PCR est une technique adaptée de la PCR qui permet d’obtenir des concentrations
¢levées d’ADN a partir d'un échantillon d'ARN. L'ARN est tout d'abord rétro-transcrit grace a
une enzyme appelée transcriptase inverse, qui permet la syntheése de ' ADN complémentaire
(ADNCc). Ce dernier est ensuite utilisé pour réaliser une PCR classique. Son principe est

similaire a celui de la PCR classique, excepté qu'elle nécessite 1'utilisation de colorants ou de
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sondes fluorescentes spécialisées (Tagman®) qui permettent la surveillance et la mesure
continue du processus d'amplification au fur et & mesure qu'il se produit, fournissant ainsi des
données quantitatives en temps réel sur la quantité d'acide nucléique cible présente dans
I'échantillon. Pour cette thése nous avons utilisé le test Trioplex rRT-PCR comme méthode
moléculaire de diagnostic du ZIKV. Le r en minuscule signifie « real time » ou en temps réel

en frangais.

Au cours de cette these le test par RT-PCR n’a été réalisé que sur les échantillons testés
positif ou indéterminés par les deux Kits ELISA et dont le volume était suffisant pour la

réalisation du test. Au total 21 échantillons ont été testé par Trioplex rRT-PCR

4.6.2.1.1. Equipement, matériel et réactifs
e Equipement

o AB 7500 Real-Time PCR System
o Mini centrifugeuse

e Matériel/réactif
o Kit QIAGEN QIAamp Viral RNA Mini Kit (250)

o Kit CDC Trioplex Real-time RT-PCR Assay
o Microplaques 96 puits

o Hotte a flux laminaire

o Micropipettes

o Vortexeur

4.6.2.1.2. Extraction de I’ARN viral avec le kit QIAGEN QIAmp® Viral RNA Mini
KIT

Extraction de I’ARN viral a été effectué¢e avec le Kit QIAGEN selon les recommandations du
fabricant (Annexe 3). Il consistait a lyser les cellules dans des conditions hautement
dénaturantes et a une température élevée pour inactiver les RNases et assurer 1’isolement de
I’ARN viral intact. Cette étape de lyse est effectuée en présence du tampon de lyse (AL) et de
la protéase QIAGEN (QP). Les conditions de mise en mémoire tampon sont alors ajusté pour
fournir une liaison optimale de I’ARN a la membrane QIAamp et a 1’échantillon qui est
chargé sur la colonne de rotation QIAamp Mini. L’ARN se lie a la membrane, et les
contaminants sont ¢liminés efficacement en deux (2) étapes a 1’aide de deux (2) tampons de
lavage différents (AW1 et AW2). L’ARN de haute qualité est élué¢ dans un tampon spécial

sans RNase, prét a étre utilisé directement et en toute sécurité.
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4.6.2.1.3. Test Trioplex RT-PCR
Le Trioplex Real-time RT-PCR est un test qui permet de détecter, et de différencier
qualitativement I'ARN des virus de la dengue, du chikungunya et du Zika dans le sérum, le
sang total sur EDTA et le liquide céphalo-rachidien. Il peut également détecter ' ARN du

virus Zika dans l'urine et le liquide amniotique.

4.6.2.1.3.1. Principe du dosage :
Le Trioplex rRT-PCR est un test qui comprend des amorces et des sondes d’hydrolyse & double
marquage (Tagman®). Le test utilise une étape de transcription inverse produisant de I'ADNc
a partir de I'ARN présent dans 1'échantillon. La sonde se lie a ' ADN cible entre les deux amorces
PCR non marquées. Il existe des sondes spécifiques au virus pour les trois virus (dengue,
chikungunya, et Zika virus. Pour la sonde spécifique au virus de la dengue, le signal du colorant
fluorescent (FAM : 6-carboxyfluorescéine) a I'extrémité 5' est désactivé par BHQ-1(Black Hole
Quenche : qui est un extincteur noir) a son extrémité 3'. Pour la sonde spécifique au virus du
chikungunya, le signal du colorant fluorescent (HEX : Hexachlorofluorescéine) a I'extrémité 5'
est désactivé par BHQ-1 (Black Hole Quenche - 1) a son extrémité 3'. Pour la sonde spécifique
au virus Zika, le signal du colorant fluorescent (CAL Fluor Red 610) a l'extrémité 5' est
désactivé par BHQ-2 a son extrémité 3'. Pendant le processus d'extension PCR, la polymérase
Taq étend les amorces non marquées en utilisant le brin matrice comme guide, et lorsqu'elle
atteint la sonde, elle clive la sonde en séparant le colorant de l'extincteur, ce qui lui permet de
devenir fluorescent. L'instrument de PCR en temps réel détecte cette fluorescence a partir du
colorant non désactivé. A chaque cycle de PCR, il y a une augmentation de la fluorescence qui

est proportionnelle a la quantité d'acide nucléique cible présente.

4.6.2.1.3.2.  Procédure du test Trioplex Real-time RT-PCR
La procédure a été faite selon les directives du CDC qui sont décrites dans I’Annexe 3.

e Interprétation du test Trioplex
Les courbes d’amplification sont évaluées individuellement pour chaque virus cible et la ligne
de seuil est placée au-dessus du signal de fond manifeste dans la phase initiale de la phase
exponentielle de la courbe. La position de la ligne seuil est placée individuellement pour chaque
virus cible et le point (cycle) dans lequel la courbe d’amplification coupe la ligne de seuil est
appelé la valeur Ct (Seuil de cycle). Bien que les courbes d’amplification avec des valeurs Ct >
38 puissent représenter une véritable détection d’ARN spécifique au virus, ces valeurs €levées

sont reproductibles a moins de 95% ou peuvent représenter des courbes d’amplification
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erratiques et sont donc considérées comme négatives. Les données du test Trioplex sont
interprétées comme suit :

Tableau VII : Interprétation du test Trioplex

Ct du virus et controle RP Interprétation
Ct du virus cible < 38 et Ct de la réaction RP < 38 Positif
Ct du virus cible > 38 et Ct de la réaction RP < 38 Négatif
Ct du virus cible < 38 et Ct de la réaction RP > 38 Positif
Ct du virus cible > 38 et Ct de la réaction RP > 38 Invalide
| ==

Figure 13: AB 7500 utilisé¢ pour RT-PCR

4.6.3. Technique de diagnostic du paludisme :
Le diagnostic du paludisme a été fait par la technique de la goutte épaisse/frottis mince. C’est
une technique de concentration permettant un repérage rapide des parasites dans le sang
(goutte épaisse) et I’identification des différentes especes (frottis sanguin). Une goutte de sang
d'environ 1 centimetre de diametre est déposée sur une lame de verre. Apres séchage, la

goutte colorée au Giemsa, est examinée au microscope a I’objectif 100 a I’huile d’immersion.
Cette technique est décrite dans I’ Annexe 4.

4.7.  Gestion et analyse des données :
Les paramétres sociodémographiques et cliniques étaient enregistrés dans un fichier Excel par
double saisie. De méme, les données ELISA étaient exportées du logiciel SoftmaxPro (version
3.0) vers un fichier Excel. Ensuite, ces données étaient copiées sur GraphPad Prism (version
9.3) pour générer des figures et faire des analyses statistiques. Une analyse descriptive était

faite pour déterminer les caractéristiques sociodémographiques de la population d’étude et la
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séropositivité des anticorps IgM anti-ZIKV. Une analyse analytique a été faite pour déterminer
les relations entre 1’age, la parasitémie et la séropositivité. Les résultats ont été présentés sous
forme de tableaux et de figures. Le test de Khi2 a été utilisé sur le site web OpenEpi (version
3.01) pour comparer les proportions de séropositivités fournies par le kit Abcam, et la
corrélation de Spearman pour déterminer la relation entre la DO, la parasitémie et I’age. Une

valeur de p<0.05 était considérée statistiquement significative.

4.8. Considérations éthiques :
Les données et les échantillons traités au cours de cette thése ont été obtenus a partir de
protocole de recherche clinique approuvé par le comité d’éthique de I’'USTTB (N°09—
39/FMOS ; N°2016/144/ CE/FMOS). Nous avons pris soin de respecter les bonnes pratiques
cliniques (GCP) et de laboratoires (GLP) au niveau de toutes les procédures de laboratoires.

Et des références bibliographiques sont également ajoutés au document.
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5. RESULTATS:

5.1.

Résultats globaux :

Globalement, les résultats de cette étude peuvent étre résumés comme suit :

L’age médian était de 11 ans avec des extrémes de 2 et 58 ans.
Le sexe masculin était majoritaire avec un sex-ratio (H/F) de 1,86.

La parasitémie médiane était de 13 925 trophozoites/uL avec des extrémes de 1200
et 42600 trophozoites/uL dans le groupe des cas.

La séroprévalence IgM globale était de 22% pour le Kit ELISA Abcam IgM contre
1% pour le Kit ELISA CDC MAC-ELISA.

Pour le groupe contrdle (groupe 1), nous avons observé une séroprévalence de 12%
pour le Kit Abcam IgM contre 0% pour le Kit CDC MAC-ELISA.

La séroprévalence chez les sujets avec infection palustre (groupe 2) était de 32%
pour le Kit Abcam IgM contre 1% pour le Kit CDC MAC-ELISA.

Nous n’avons pas observé de corrélation entre la DO moyenne obtenue avec les
deux kits et la parasitémie.

De méme nous n’avons pas observé de corrélation entre la DO moyenne obtenue
avec les deux kits et 1’age des participants.
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5.2. Résultats analytiques :

Tableau VIII: Caractéristiques socio-démographiques et biologiques des participants de
I’étude

Caractéristiques Groupe 1 Groupe 2 Total
(Controle) (Paludisme)
Nombre (%) Nombre (%) Nombre
Age (ans)
<15 46 (92) 32 (64) 78
>15 4(8) 18 (36) 22
Sexe
Masculin 34 (68) 31 (62) 65
Féminin 16 (32) 19 (38) 35
Taux d'hémoglobine
(g/dL)
<12 38 (76) 35 (70) 73
>12 12 (24) 15 (30) 27
Parasitémie
(Trophozoites/ul)
<1000 - 0(0) 0
1000-10000 - 18 (36) 18
>10000 - 32 (64) 32
Gravité du Paludisme
Simple - 46 (92) 46
Grave - 4 (8) 4

- Les participants agés de moins de 15 ans étaient majoritaires dans les deux groupes,
I’age médian était de 11 ans avec des extrémes allant de 2 a 58 ans. Par groupe d’¢étude,
I’age médian était de 10 ans (Groupe 1) et 13 ans (Groupe 2).

- Le sexe masculin était majoritaire par rapport au sexe féminin avec un sexe ratio de 1,86
en faveur du sexe masculin.

- La majorit¢ des participants avaient un taux d'hémoglobine basse (<12 g/dL),
spécifiquement 70% des cas de paludisme clinique et 76% des controles.

- Dans le groupe atteint de paludisme, les participants avec une parasitémie supérieure a
10000 trophozoites/ul étaient les plus représentés avec 64% des cas. La parasitémie
médiane était de 13 925 trophozoites/uL avec des extrémes de 1200 et 42600
trophozoites/uL dans le groupe des cas

- Apres catégorisation des participants du groupe atteint de paludisme en fonction de la
forme clinique (paludisme simple, modéré, et sévere), nous avons observé que 8%

souffraient de paludisme grave.
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Tableau IX: Validité des plaques

Abcam anti-Zika IgM p-capture

CDC MAC-ELISA

Blanc Négatif Cut-off Positif PN>2 P/N<2
Nbre (%) Nbre (%)  Nbre (%) Nbre (%)  Nbre (%) Nbre
(%)
Plaques
5(83,3) 6 (100) 6 (100) 6 (100) 14 (93,3) 0(0)
Validées
Plaques non
1 (16,7) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 1(6,7)
validées
Total de
plaques 5(83.,3) 14 (93,3)
validées
Total de
6 (100) 15(100)
plaques

Nous pouvons observer que pour Abcam, au total six plaques ont été nécessaires pour les 100

¢échantillons et parmi ces plaques seulement une plaque n’était pas valide a cause du controle

du blanc de plaque. Et pour le kit CDC, quatorze plaques ont été nécessaires pour les 100

échantillons et parmi ces plaques, seulement une plaque n’a pas rempli les critéres de validation

a cause du contrdle

positif.

Les échantillons des plaques non validées ont été retester sur de nouvelles plaques.

I1 est important de noter que seules les données des plaques validées ont été utilisées.
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Figure 14: (A)Séropositivité IgM anti-ZIKV des échantillons par kit de sérologie.
(B) Séropositivité [gM anti-ZIKV des échantillons par kit de sérologie et selon le statut palustre.

Parmi les 100 échantillons, nous avons observé un taux de séropositivité globale de 23% soit
22% obtenu a partir du kit Abcam contre seulement 1% obtenu a partir du kit CDC (Fig. 14A).
Sur les 22 échantillons testés positifs par Abcam, nous avons identifié 16 cas positifs dans le
groupe avec infection palustre (Groupe 2) (Fig.14B). Il en était de méme pour le seul échantillon

identifié comme positif avec le kit CDC (Fig. 14B).
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Figure 15: Séropositivité IgM anti-ZIKV obtenue a partir du kit Abcam en fonction des groupes
d’étude.

Pour rappel : le Groupe 1 regroupe les échantillons sans infection palustre et le Groupe 2
regroupe les échantillons avec infection palustre. L’analyse de cette figure montre que parmi
les cas de paludisme, 16 échantillons sur 50 testés (32%) étaient séropositifs contre 6
¢échantillons sur 50 (12%) parmi les controles. Cette différence de séropositivité entre les deux

groupes était statistiquement signifiante (p=0,01768).
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Figure 16: Distribution de la densité optique obtenue a partir des deux kits ELISA en fonction

de la parasitémie.

Nous avons examiné le lien entre la parasitémie et les densités optiques des échantillons testés
positifs avec les deux tests sur I’ensemble des échantillons. Chaque point indique un échantillon
donné analysé par les kits Abcam et CDC MAC-ELISA. Nous avons représenté la parasitémie
sur l'axe des abscisses en fonction de la DO moyenne de I'échantillon sur 1'axe des ordonnées.
La ligne horizontale indique la ligne de positivité au-dessus de laquelle nous avons des
¢chantillons positifs et les lignes verticales en pointillé indiquent les catégories de parasitémie.

Les valeurs en pourcentage dans chaque catégorie représentent la proportion d'échantillons
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positifs détectés dans chaque catégorie de parasitémie. La proportion des résultats positifs
semble diminuée en fonction de I’augmentation de la parasitémie pour le kit Abcam (Fig.16A).
En revanche pour le kit CDC, nous avons observé que le seul échantillon positif se situe entre
20000 et 30000 Trophozoites/uL (Fig.16B). Globalement, une corrélation significative n’a pas

été trouvée entre la densité optique des deux tests évalués et la parasitémie.
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Figure 17: Distribution de la densité optique obtenue a partir des deux kits ELISA en fonction
de I’age des participants.

Comme pour la figure précédente, nous avons examiné le lien entre les groupes d’age en
fonction des densités optiques des échantillons testés positifs avec le kit Abcam (Fig.17A) et le
kit CDC (Fig.17B) sur I’ensemble des échantillons. La ligne horizontale indique la ligne de
positivité au-dessus de laquelle nous avons des échantillons positifs et les lignes verticales en
pointillé indiquent les catégories d'age. Les valeurs en pourcentage dans chaque catégorie
représentent la proportion d'échantillons positifs détectés dans chaque catégorie d'age. Pour le
kit Abcam, des proportions de résultats positifs ont été¢ observées entre différentes catégories
d'age, cependant la proportion du seul échantillon positif pour le kit CDC se situait entre 10 et
20 ans.
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Tableau X: Test Trioplex rRT-PCR des échantillons positifs et équivoques a L’ELISA

Test ELISA RT-PCR Négative RT-PCR Positive
Nbre (%) Nbre (%)

Abcam 20 (100) 0(0)

CDC 1 (100) 0 (0)

Au total 21 échantillons (qui avaient un volume suffisant) ont été testé avec le test trioplex rRT-
PCR. Ces échantillons étaient repartis comme suit : 19 positifs et 1 indéterminé obtenus a partir

du kit Abcam ; 1 positif obtenu a partir du kit CDC.

Aucun des échantillons positifs ou indéterminés avec les deux kits sérologiques n’ont été testé

positifs avec le test Trioplex rRT-PCR.
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6. COMMENTAIRES ET DISCUSSION :

Dans le cadre de cette étude, nous avons comparé les résultats de deux tests de diagnostic
sérologique du virus Zika sur des échantillons répartis en deux groupes. A savoir un groupe
sans infection palustre ou groupe de contrdle (50 échantillons) et un groupe avec infection
palustre (50 échantillons). Nos résultats ont révélé une séroprévalence globale des anticorps
IgM de 22% pour le Kit ELISA Abcam IgM contre 1% pour le Kit CDC MAC-ELISA. La
séroprévalence des anticorps IgM obtenue par le kit Abcam et le Kit CDC était respectivement
de 32% et 1% chez les cas de paludisme. Pour le groupe controle, nous avons observé
respectivement une séroprévalence de 12% et 0% obtenue a partir du Kit Abcam et du kit CDC.
Nous avons trouvé une association notable entre la séropositivité obtenue a partir du kit Abcam
et la présence du paludisme. Cependant, une corrélation significative n’a pas été détectée entre

la densité optique obtenue a partir du kit Abcam et la parasitémie ou I’age.

Dans notre étude, parmi les 100 participants, le sexe masculin (65/100) était majoritaire par
rapport au sexe féminin (35/100). Otu et al avaient au contraire rapporté que, sur 100
participants, le sexe féminin (65/100) était majoritaire par rapport au sexe masculin (34/100) au
cours de leur étude sur la prévalence du ZIKV et du paludisme chez les patients fébriles dans
les établissements de soins secondaires au Nigeria en 2020 (79). De méme Ankrah et al avaient
¢galement observé, sur 160 participants, une prédominance du sexe féminin (119/160) par
rapport au sexe masculin (41/160) et ils ont également rapporté la détection d’IgM anti-ZIKV
chez 36,7 % (11/30) des hommes contre chez 63,3 % (19/30) des femmes au cours de leur
étude sur le ZIKV chez des patients fébriles au Ghana en 2019 et ils ont émis I’hypothése ce
taux ¢élevé chez les femmes pourrait étre dus a la différence d’exposition, l'activité des femmes
pendant les premiéres heures de la journée expose une plus grande proportion de femmes aux

Aedes spp. porteurs du ZIKV(80).

La différence du taux de séropositivité observée entre les deux kits dans notre étude pourrait
s’expliquer d’une part par I’antigéne utilisé pour la détection des anticorps IgM dans les
¢chantillons comme indiqué dans le Tableau III. D’autre part a une possibilité¢ accrue du kit
Abcam a fournir des résultats faussement positifs. Ces résultats sont similaires a ceux de I’étude
de Safronetz et al. en 2017 qui ont également observé une grande différence entre les deux Kits
pour les échantillons testés positifs a la RT-PCR. Cependant la concordance était bonne pour

les échantillons testés négatifs a la RT-PCR (81).
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Nos données obtenues a partir du kit Abcam sont comparables a celles obtenues par Ankrah et
al. en 2019 qui ont rapporté une séroprévalence de 20% au cours d’une étude sur I’infection au
virus Zika chez des patients fébriles au Ghana (80). Cependant nos données ne sont pas alignées
a celles de Diarra et al. en 2020 qui avaient trouvé une séroprévalence globale de 12 % (12).
Ceci pourrait s’expliquer par le fait que dans notre étude nous avons utilisé un kit ELISA qui
cible les anticorps IgM anti-ZIKV tandis que 1’anticorps IgG anti-ZIKV était ciblé dans 1’autre
¢tude. Cette différence était prévisible du fait du temps d’apparition des deux anticorps au cours
d’une infection au ZIKV du Jour 5 au Jour 15 (infection aigu€) apres I’apparition des
symptomes pour IgM et du Jour 15 a 2 mois apres I’apparition des symptomes pour IgG (phase

de convalescence) (45).

Nos résultats de séropositivité dans les deux groupes sont comparables a ceux de 1’étude réalisée
par Otu et al. en 2020 au Nigeria qui ont trouvé une séroprévalence de 27% (15/55) chez les
patients faisant un acces palustre et de 11% (5/45) chez les sujets sans infection palustre (79).
En revanche 1’étude de Mac et al. en 2023 au Nigeria sur la co-circulation du virus Zika et du
paludisme avait observé une séropositivité des anticorps co-circulants contre le virus Zika et
le Paludisme de 4,3% (soit 37/871) (82). La différence pourrait étre due d’une part a la
population d’étude qui était composée de patients ambulatoires se présentant a 1’hopital. Et
d’autre part aux cibles des tests ELISA utilisés. Van Esbroeck et al. en 2016 ont rapporté la
probabilit¢ d’une interférence entre les anticorps contre le Plasmodium, responsable du
paludisme, et le virus Zika (15). Selon une des hypothéses citées, cette interférence pourrait étre
due a la capacit¢ du Plasmodium a induire des lymphocytes B producteurs d’anticorps
polyclonales non spécifiques, ce qui pourrait provoquer une augmentation du nombre de faux
positifs pour les tests ELISA contre le ZIKV (15). Ce mécanisme lié¢ au parasite du paludisme
a été¢ également évoqué dans d’autres études comme celle de Dabitao et al. en 2023 sur
I’évaluation clinique des tests sérologiques commerciaux du SRAS-CoV-2 dans un contexte
d'endémie palustre (77). Scharwz et al. en 2017 ont rapporté que sur 1216 échantillons de
plasma collectés en 2010 au Madagascar, 6 ¢chantillons étaient positifs par ELISA ZIKV et 4
de ces 6 échantillons étaient également positifs au Plasmodium falciparum, et ils ont émis
I’hypothéese que ces positifs pourraient étre des faux positifs (14). Cependant Sow et al. 2016
ont trouvé une coinfection paludisme-ZIKV chez 8 des 9 cas testés positifs au ZIKV par ELISA
IgM au cours de leur étude a Kédougou au Sénégal. Et selon eux cette coinfection pourrait étre
due soit a la capacité des moustiques a porter les parasites du paludisme et des arbovirus en

méme temps, ou soit par la piqiire consécutive de deux moustiques infectés différents (83).
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Nous n'avons pas observé de corrélation entre la DO des deux kits avec respectivement la
densité parasitaire et I’age. Ces données nous montrent une distribution non dépendante des
caractéristiques socio-démographiques des résultats des tests ELISA. Ces résultats sont
similaires a ceux de Van Esbroeck et al. en 2016 qui n’ont pas aussi trouvé de corrélation entre
les résultats faussement positifs et la densité parasitaire (15). Cependant la majorité des
séropositifs se situaient dans la tranche d’age de 10 a 20 ans. Ankrah et al avaient rapporté que
8 sur 30 cas de séropositifs soit [26,7%] étaient situé dans la tranche d’age de 21 a 30 ans au
cours de leur étude, selon eux une explication possible de cette observation pourrait étre
l'activité du groupe d'dge de 21 a 30 ans pendant les premiéres heures de la journée, ce qui les

expose aux piqures d’Aedes spp. porteurs du ZIKV (80).

Aucun des échantillons positifs ou indéterminés avec les deux kits n’a été testé positif avec le
test Trioplex rRT-PCR. Ceci pourrait conforter notre hypothése que les résultats positifs
obtenus avec les kits ELISA pourraient étre des faux positifs, mais comme indiqué dans des
¢tudes antérieures ’ARN du ZIKV n’est détectable que quelques jours avant 1’apparition des
symptomes et quelques jours apreés I’apparition des premiers symptomes. Donc, nous ne
pouvons pas écarter la possibilit¢ que la RT-PCR a peut-étre ratée des vrais positifs. Nos
données sont similaires a celles obtenues par Ba M. en 2021 a Bamako qui n’a également pas
détecté le matériel génétique du virus Zika au cours de sa these sur les risques de transmission
des virus de la dengue, de la fievre de la vallée du rift, de Zika a travers le don de sang au centre
national de transfusion sanguine (CNTS) (84). Une autre possibilité est que les amorces du kit
Trioplex ne reconnaissent pas toutes les souches de Zika qui circulent au Mali ou dans la sous-
région, d’ou I’intérét de faire une surveillance génomique plus poussée de ce virus dans les
zones ou le vecteur est déja présent et de développer des amorces a partir des séquences des

souches détectées localement.

Notre étude présente plusieurs points forts, mais ¢galement quelques insuffisances a prendre en
compte au cours d’études ultérieures. La taille de notre échantillonnage était limitée pour une
extrapolation dans une population générale. Un échantillonnage plus large pourrait permettre
de généraliser les résultats obtenus. Les deux groupes ne sont pas si comparable en ce qui
concerne 1’age alors que I’age influence la réponse immunitaire surtout contre le paludisme. La
nécessité de tester des échantillons fraichement collectés pour éviter les cycles répétés de
congélation et décongélation qui peuvent avoir des effets sur les résultats des tests sérologiques.
Mais aussi, 1’évaluation de la performance avec des échantillons de sérum pour déterminer la

présence ou pas d’une influence du type de matrice utilisée pour faire les tests. Le total
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d’échantillons testés par RT-PCR n’est pas représentatif de notre population d’étude par
manque de volume suffisant. La non-inclusion d’autres kits ELISA qui ont d’autres cibles
comme le peptide (NS2B) du virus Zika, dont la spécificité a été établie par une équipe a
Colombia (85), ceux-ci pourraient donner plus de précision sur les résultats obtenus. La non-
disponibilité d’un panel d’échantillons positifs obtenus localement pour les utiliser comme

contrdles internes.

Une étude future sur la performance (spécificité et sensibilité) de ces kits dans notre contexte

sera la prochaine étape pour donner plus de poids aux différents résultats.
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7. CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS :

7.1.  Conclusion :
Notre étude a montré une grande différence entre les résultats obtenus a partir des deux Kkits

ELISA utilisés. La séroprévalence obtenue avec le kit Abcam était associée avec la présence du

paludisme contrairement au kit CDC MAC-ELISA.

Cette ¢tude montre la nécessité d’une ¢valuation locale des différents kits ELISA utilisés pour

la détection du virus Zika dans un contexte d’endémie palustre.

7.2.  Recommandations :
Au terme de notre étude et au regard de nos résultats, nous formulons les recommandations

suivantes :
Aux autorités sanitaires et politiques

- Encourager et financer les activités de recherche sur le virus Zika dans un contexte de

réémergence des Flavivirus.

- Mettre en place un systeme de validation des différents kits ELISA utilisés pour le

diagnostic sérologique des flavivirus en général et du virus Zika en particulier.
Aux chercheurs et a PUCRC

- Approfondir la recherche sur les éventuelles interférences de certains pathogenes
endémiques (comme le paludisme) sur la performance de kits commerciaux de

sérologie ;

- Evaluer 'impact de la diversité génétique des pathogeénes qui circulent au Mali sur la

performance des kits de diagnostic moléculaire.
Aux praticiens

- Améliorer leur pratique de prise en charge des syndromes fébriles en intégrant les

infections virales émergentes ;
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A la population

Participer comme volontaire aux activités de recherche pour faciliter I’obtention de

solution locale aux maladies infectieuses émergentes ;

Respecter les mesures de protection dictées (comme 1’utilisation de moustiquaire
imprégné,) par les autorités sanitaires dans I’optique de limiter la propagation des

maladies infectieuses émergentes et de lutter contre ces maladies.
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une urgence de santé publique de portée internationale en 2016 par I’OMS. Comme d’autres
Flavivirus, son diagnostic se révele difficile dans le contexte de la circulation d’autres
Flavivirus, mais aussi de pathogeénes endémiques tels que le Plasmodium. L’ objectif de ce
travail était d’évaluer les caractéristiques de performance de deux tests de diagnostic
sérologique du virus Zika au Mali. L’échantillonnage comprenait de 50 échantillons sans
infection palustre (Groupe 1) et 50 échantillons avec infection palustre (Groupe 2). Ces
échantillons ont été tous testés avec les deux kits ELISA utilisés a savoir le CDC MAC-ELISA
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Zika, Dengue, et Chikungunya de fagon simultanée. Nous avons trouvé une séroprévalence [gM
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suggere que le paludisme pourrait influencer les résultats générés a partir du kit Abcam par des
réactions croisées entre les anticorps et ou antigenes de ces deux pathogenes. Cette étude
démontre la nécessité de la validation des différents kits sérologiques commerciaux utilisé pour

la détection du virus Zika dans un contexte d’endémie palustre.
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The spread of Zika virus infection in tropical regions was declared a Public Health Emergency
of International Concern in 2016 by the WHO. Like other Flaviviruses, its diagnosis is difficult
in the context of the circulation of other Flaviviruses but also endemic pathogens such as
Plasmodium. The objective of this work was to evaluate the performance characteristics of two
serological diagnostic tests for Zika virus in Mali. Sampling included of 50 specimens without
malaria infection (Group 1) and 50 specimens with malaria infection (Group 2). These samples
were all tested with the two ELISA kits used, namely the CDC MAC-ELISA kit and the Abcam
anti-Zika p-capture ELISA kit. The ELISA-positive samples were then tested by RT-PCR,
specifically the Trioplex assay that detects RNA from Zika, Dengue, and Chikungunya viruses
simultaneously. We found an overall IgM seroprevalence of 22% (22/100) with the Abcam kit
and 1% (1/100) with the CDC kit. Group 2 had a seropositivity of 32% (16/50) with the Abcam
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9. ANNEXES
Annexe 1 : Kit CDC MAC-ELISA

a. Matériaux requis fournis

» Antigéne viral Zika (I’un ou I’autre des produits suivants peut étre utilisé dans 1’essai)

* Antigene de culture tissulaire Zika Vero E6

*  Antigeéne recombinant Zika COS-1 ;

» Antigéne normal

* Antigéne Vero E6 normal

* Antigéne recombinant COS-1 de contrdle normal ;

» Controle Flavivirus IgM positif.

Note

b. Matériaux requis, mais non fournis

: pour les matériaux nécessitant une dilution/titrage, voir Formulations ci-dessous.

Anticorps conjugué de détection : anticorps monoclonal conjugué a la peroxydase de
raifort 6B6C-1.

IgM anti-humain de chévre

Eau désionisée ; Acide chlorhydrique (pour ajuster le pH de la solution de revétement)
Carbonate de sodium (Na2CO3) ; Bicarbonate de sodium (NaHCO3) ; Solution saline
tamponnée au phosphate (PBS) ; Tween 20 ; Lait écrémé en poudre ; Acide sulfurique
(H2S04) ;

Immulon II HB plaque a fond plat de 96 puits (Remarque : Il s’agit de la seule plaque
de 96 puits approuvée pour ce test) ;

Substrat K-Blue TMB amélioré (3,3', 5, 5' tetramethylbenzidine base) ;

Sérums humains normaux testés négatifs pour les anticorps du virus Zika

c. Equipement et consommables

Laveur de microplaques ;

Lecteur de microplaques avec filtre de 450 nm ;

Hotte a flux laminaire;

Incubateur réglé a 37°C ;

Pipettes monocanal et multicanaux (100 pL et/ou 200 pL. monocanal, 100 pL et/ou
200 pL 12 canaux) ;

Réservoirs a réactifs ;

Chronométre ;

Tubes a microfuge pour diluer le sérum du patient ;
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* Balance
d. Formulations
NB : Les dilutions indiquées sont un point de départ pour le titrage. Les laboratoires doivent

déterminer la dilution optimale pour leur laboratoire individuel.

* Solution de revétement : tampon carbonate/bicarbonate, pH 9,6
1,59 g Na2COs3 + 2,93 g NaHCO3 dilu¢ dans 1L d’eau.
* Solution de lavage : solution saline tamponnée au phosphate (PBS) ; 0,05 % Tween
20, pH 7,2.
« PBS
* Solution de blocage : PBS / 5% lait / 0,5% Tween 20
* Solution d’arrét : 1 N H2SO4
* Anticorps conjugu¢ de détection : le conjugué peut-Etre diluer jusqu’a 1 :5000 dans la
solution de blocage
* Contrble Flavivirus IgM positif : controle Flavivirus IgM positif dilué jusqu’a 1 :3000
dans la solution de lavage
* Antigene viral Zika :
o Antigéne Zika Vero E6 : dilué jusqu’a 1 :160 dans la solution de lavage
o Antigeéne recombinant Zika COS-1 : dilué¢ de 1 :400 a 1 :1600 dans la solution de
lavage
* Antigéne normal :
o Antigéne Vero E6 normal : dilué jusqu’a 1 :160 dans la solution de lavage
o Antigeéne recombinant COS-1 de contréle normal : dilué¢ de 1 :400 a 1 :1600 dans
la solution de lavage.
* IgM anti-humain de chévre : dilué¢ au 1 :2000 dans la solution de revétement (un
titrage peut étre nécessaire).
*  Sérum patient : dilué au 1 :400 dans la solution de lavage (aucun titrage requis)
*  Contréle négatif : sérums humains normaux dilués a 1 :400 (aucun titrage requis)
e. Procédure du test ELISA
Remarque : la procédure suivante comprend des renseignements sur le controle de la qualité
et ’interprétation. Chaque échantillon de sérum est testé en triple exemplaire sur les

antigeénes Zika et normal. Huit (8) spécimens d’essai peuvent étre analysés par plaque.
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1. Préparation de la plaque :
Déterminer le nombre de puits ELISA nécessaires. A 1’aide d’un marqueur
permanent a pointe fine, numéroter et étiqueter les plaques de 96 puits. Identifier
I’emplacement de chaque échantillon (S1 a S8) a I’aide d’un mode¢le correspondant
(voir Fig.18). Pour maintenir un timing d'ajout de réactif cohérent, traitez les
plaques dans I'ordre dans lequel elles sont numérotées pendant toutes les étapes de
la procédure. Les plaques doivent étre conservées dans un environnement clos et
humidifié pendant toutes les périodes d’incubation, & I’exception de I’étape du
revétement.
2. Revétement des plaques :
* Diluer I’anticorps IgM anti-humain de chévre au 1 :2000 dans la solution
de revétement, pH 9,6.
* Enduire les 60 puits intérieurs de la plaque de 96 puits avec 75 pL (par
puits) d’anticorps IgM anti-humains de chevre dilué. Laissez-les
lignes/colonnes extérieures vides (voir Fig.18).
* Incuber a 2-8°C pendant la nuit. Les plaques doivent rester entre 2 et 8
°C jusqu’a leur utilisation pour les tests, validité des plaques : une semaine.
3. Blocage des plaques :
* Apres une nuit d’incubation, verser le contenu de la plaque.
«  Eponger les plaques sur des serviettes en papier ou un autre matériau
absorbant.
* Bloquer les plaques avec une solution de blocage de 200 pL par puits.
* Incuber a température ambiante pendant 30 minutes.
4. Lavage des plaques :
» Laver les puits 5 fois avec la solution de lavage en utilisant
une laveuse automatique de plaques.
* Les puits doivent étre remplis jusqu’au sommet a chaque cycle (300
uL/puits).
5. Ajout d’échantillons/contrdles :
* Diluer au 1 :400 le sérum du patient dans la solution de lavage.
* Ajouter 50 pL (par puits) de sérum du patient dilué (S) a un bloc de 6 puits.
* Ajouter 50 pL du contrdle Flavivirus IgM positif (Ref) dilué¢ dans la

solution de lavage selon un titrage préalablement déterminé.

These de pharmacie Boubacar Elmadane CISSE

j



Challenge du diagnostic sérologique des Flavivirus : cas du virus Zika au Mali

* Diluer le controle de sérum humain négatif (N) au 1 :400 dans la solution
de lavage.
* Ajouter 50 uL du contréle de sérum humain négatif (N) dilu¢ a un bloc de 6

puits.
* Incuber les plaques pendant 1 heure a 37°C dans une chambre
humidifiée.

6. Répéter I’étape 4 (Lavage des plaques)

7. Ajout d’antigenes :
* Diluer ’antigéne viral Zika dans la solution de lavage selon un titrage
préalablement déterminé.
* Diluer l’antigéne normal dans la solution de lavage a la méme
concentration que 1’antigéne viral Zika.
* Ajouter 50 pL (par puits) d’antigéne viral Zika dilué¢ aux trois puits de
gauche de chaque bloc sérique (voir Fig.18).
* Ajouter 50 pL (par puits) d’antigéne normal dilué¢ aux trois puits de
droite de chaque bloc (voir Fig.18).
* Incuber les plaques pendant toute la nuit a 2-8°C dans une chambre
humidifiée.

8. Répéter I’étape 4 (Lavage des plaques)

9. Ajout du conjugué :
* Diluer I’anticorps monoclonal conjugué a la peroxydase de raifort dans
la solution de blocage selon un titrage préalablement déterminé.
* Ajouter 50 pL (par puits) d’anticorps monoclonal conjugué¢ a la
peroxydase de raifort dilué.
* Incuber les plaques pendant 1 heure a 37°C dans une chambre
humidifiée.

10. Allumer le lecteur de plaques pour réchauffer

11. Retirer le TMB-ELISA du réfrigérateur.

12. Lavage des plaques :
* Laver les puits en deux séries de 5 lavages avec la solution de lavage en
utilisant une laveuse automatique de plaques.
* Tourner les plaques de 180° dans la rondelle apres la premiére série de 5

cycles. Cela favorise des résultats cohérents.
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* Les puits doivent étre remplis jusqu’au sommet a chaque cycle.

13. Ajout du substrat :
* Avec la plaque a température ambiante (20-25°C), ajouter 75 uL (par
puits) de substrat TMB dans tous les puits.
* Couvrer immédiatement les plaques pour la protéger de la lumicre.
Incuber a température ambiante pendant 10 minutes.
* Une couleur bleue se développera dans les puits positifs aux anticorps.
14. Ajout de la solution d’arrét :
* Ajouter 50 pL (par puits) de solution d’arrét dans tous les puits, y compris
les rangées extérieures de puits sur la plaque. Le lecteur de plaques doit étre
mis a zéro sur certains de ces puits.
* Les puits qui étaient bleus vont maintenant passer a une couleur jaune.
» Laisser les plaques reposer a température ambiante pendant 1 minute.

* Lire les plaques dans un lecteur de plaques de microtitrage a I’aide d’un
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Figure 18 : Disposition des plaques pour 8 échantillons et contrdles
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f. Interprétation des résultats
= Détermination de la validité du test
Pour qu’un test soit valide, le rapport suivant doit étre supérieur ou €gal a 2,0. Il s’agit du P/N
du contrdle positif.

La DO moyenne du contrdle Flavivirus IgM positif ayant réagi avec 1’antigéne viral Zika (P)
La DO moyenne du sérum humain normal ayant réagi avec ’antigene viral Zika (N)

La validité doit étre déterminée pour chaque plaque. Les résultats des échantillons cliniques ne
peuvent étre déterminés que si le test est valide. Si le test n’est pas valide, cette plaque doit étre
répétée.

= Détermination de I’échantillon P/N :
Pour déterminer si les échantillons cliniques (S1-S8) contiennent des IgM du virus Zika (ce qui
indiquerait des infections récentes par ce virus), il faut calculer ce qui suit :

La DO moyenne de I’échantillon du test ayant réagi avec I’antigéne viral Zika (P)
La DO moyenne du sérum humain normal ayant réagi avec ’antigéne viral Zika (N)
I1 s’agit du P/N des échantillons du test.

Tableau XI : Interprétation des résultats MAC-ELISA de Zika

P/N de I’échantillon  Interprétation

<2 Négatif
2<P/N<3 Equivoque
>3 Présumé Positif
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Annexe 2 : Kit ELISA anti-Zika virus IgM p-capture
a. Matériaux fournis
e Microplaque revétue d’IgM anti-humain (12 x 8 puits)
¢ Diluant pour échantillon d’IgM
e Conjugué contre le virus Zika
e Controdle positif aux IgM du virus Zika
e Contréle Seuil (Cut-off) des IgM du virus Zika
e Contrdle négatif aux IgM du virus Zika
e Tampon de lavage concentré 20X
e Solution d’arrét
e Solution de substrat TMB
e Film adhésif
b. Matériaux requis, non fournis
Ces matériaux ne sont pas inclus dans le kit, mais seront nécessaires pour effectuer avec succes
ce test :
e Lecteur de plaques ELISA, équipé pour la mesure de 1’absorbance a 450/620 nm ;
e Incubateur 37°C ;
e Laveur de plaque pour le ringage des puits ;
e Pipettes de 10 pL, 1000 pL ;
e M¢langeur a tubes vortex ;
e FEau distillée ;
e Tubes jetables.
c. Préparation des réactifs

e Mettre les réactifs a température pendant au moins 30 min avant utilisation.

o Centrifuger brievement les petits flacons a basse vitesse avant ouverture.

e Solution de lavage concentré (20X): un (1) flacon contenant 50 ml d’un tampon
phosphate concentré 20 fois (0,2 M) ; pH 7,2 = 0,2 ; pour le lavage des puits et
stocké a 4°C. Solution de lavage diluée 1 + 19 ; par exemple 10 ml de solution de
lavage + 190 ml d’eau distillée. Le tampon dilué¢ est stable pendant 5 jours a
température ambiante.

d. Prélévement et préparation des échantillons
e Utiliser des échantillons de sérum ou de plasma humain (citrate ou héparine) avec ce

test. Si le dosage est effectué dans les 5 jours suivants le prélévement de I’échantillon,
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les échantillons doivent étre conservés a 4 °C ; sinon, ils doivent étre aliquotes et
conservés surgelés (-70 °C a -20 °C). Si les échantillons sont entreposés congelés,
mélanger les échantillons décongelés bien avant I’analyse. Evitez le gel et la
décongélation répétés.

e [’inactivation thermique des échantillons n’est pas recommandée.

e Avant le dosage, tous les échantillons doivent étre dilués a 1/100 avec un diluant
d’¢échantillon IgM. Distribuer 10 pL. d’échantillon et 1 ml de diluant d’échantillon dans
des tubes pour obtenir une dilution de 1/100 et bien mélanger avec un vortex.

e. Procédure de dosage

1. Distribuer des étalons/témoins de 100 pL et des échantillons dilués dans leurs puits
respectifs. Laisser bien le puit Al pour le substrat vide.

2. Couvrir les puits avec la feuille fournie dans le kit.

3. Incuber pendant 1 heure + 5 min a 37°C + 1°C.

4. Une fois I’incubation terminée, retirez la feuille, aspirez le contenu des puits et lavez
chaque puits trois fois avec 300 pL de solution de lavage. Eviter les débordements des
puits de réaction. L’intervalle entre le lavage et 1’aspiration doit étre supérieur (>) a 5
secondes. A la fin, retirez soigneusement le liquide restant en tapotant des bandes sur du
papier de soie avant 1’étape suivante. Le lavage est important ! Un lavage insuffisant
entraine une mauvaise précision et de faux résultats.

5. Distribuer 100 pL de conjugué dans tous les puits, a ’exception du puits Al.

6. Incuber pendant 30 min a température ambiante. Ne pas exposer a la lumiére directe du
soleil.

7. Répéter I’étape 4

8. Distribuer 100 pL de solution de substrat TMB dans tous les puits.

9. Incuber pendant exactement 15 min a température ambiante dans 1’obscurité. Une
couleur bleue se produit en raison d’une réaction enzymatique.

10. Distribuer 100 pL de solution Stop dans tous les puits dans le méme ordre et a la méme
vitesse que pour le substrat TMB, ce qui entraine un changement de couleur du bleu au
jaune.

11. Mesurer I’absorbance a 450/620 nm dans les 30 minutes suivant I’addition de la solution
d’arrét.

f. Calculs

Vérifier les critéres de validation
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+  Substrat Blank : Valeur d’absorbance < 0,100
« Controle négatif : valeur d’absorbance < seuil (Cut-off)
« Controle de seuil (Cut-off) : Valeur d’absorbance 0,150 — 1,300
« Controle positif : valeur d’absorbance > seuil (Cut-off)
Si ces criteres ne sont pas remplis, le test n’est pas valide et doit étre répété.
Calcul des résultats
Le seuil (Cut-ofY) est la valeur moyenne d’absorbance des déterminations du contrdle de seuil.

Résultats en Unités Abcam [AU]J
Valeur d’absorbance (moyenne) de 1’échantillon x 10 = [Unités Abcam = UA]
Controle de Seuil (Cut-off)
Exemple : 1,591 x 10 = 37 UA (unités)
0.43
Interprétation des résultats (voir Tableau 4)

Annexe 3 : Trioplex RT-PCR
a. Matériels fournis par le CDC
L’ensemble comprend 4 flacons avec amorce et sondes pour chaque agent combiné dans un
flacon.
= 1 flacon, DENV-F, DENV-R1, DENV-R2 et P
= | flacon, CHIKV-F, R et P
= ] flacon, ZIKV-F, R et P
= ] flacon, RP-F, R et P (il s’agit d’'un ensemble d’amorces/sondes pour I’ARNase P
humaine et utilisé pour vérifier une extraction réussie)
* Trioplex rRT-PCR Assay Positive Control Set
= DENV Positive Control (PC) : Virus de la Dengue inactivé
= CHIKYV Positive Control (PC) : Virus Chikungunya inactivé
= ZIKV Positive Control (PC) : Virus Zika inactivé

= Contrdle des échantillons humains (CSH) : controle de I’extraction et contrdle positif

pour la RP
b. Matériel requis, mais non fourni
e Kits d’extraction d’ARN:
=  Kit Qiagen QIAamp Viral RNA Mini
= Kits de master mix rRT-PCR :
o SuperScript® III Platinum® One-Step qRT-PCR Kit
o Kit qRT-PCR en une étape qScript™, Low Rox™
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e Eau de qualit¢ moléculaire, sans nucléase.
¢. Equipement
e Applied Biosystems™ 7500 Fast Dx Real-Time PCR;
e Kit d’étalonnage, Fast 96-well;
e Kit d’étalonnage ROI et arri¢re-plan, Fast 96-well;
e 7500 Fast Real-Time PCR Systems Spectral Calibration Kit II;
e M:¢élangeur vortex;
e Microcentrifugeuse;
e Bloc froid (ou glace) a 96 puits;
e Micropipettes (2 ou 10 uL, 20 puL, 200 puL et 1000 pL),
e Multichannel micropipettes (5-50 pL)

d. Consommables
Alcool 70° ; Gants jetables sans poudre et blouses jetables ; Stylo marqueur de laboratoire ;
Embouts de pipettes stériles barriére aérosol pour P2/P10, P40, P200 et P1000 ; Tubes
microcentrifugeuses de 1,5 ml ; Racks pour tubes microcentrifuges de 1,5 ml ; Plaques de
réaction PCR de 0,1 ml et capuchons optiques ; Kit de film adhésif optique MicroAmp®,
Masques.

e. Controles de dosage
Les contrdles de dosage doivent étre exécutés en méme temps que tous les échantillons d’essai.

Controle de ’extraction

X/
X4

% Controle d’échantillons humains (HSC)

X/
X4

L)

Controles positifs pour I’ensemble des amorces et des sondes spécifiques a I’agent
. PC DENV : virus de la dengue inactivé
. CHIKYV PC : Virus chikungunya inactivé
. ZIKV PC : virus Zika inactivé
* RNase P Primer and Probe Set (RP)
¢ Aucun controle de modele (NTC)
Le NTC est un contrdle de la contamination ou du mauvais fonctionnement des réactifs de
dosage entrainant des résultats faussement positifs.
f. Extraction du matériel génétique (ARN) : protocole du kit QIAamp Viral RNA

R

+ Inactivation des échantillons
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Transférer 140ul de I’échantillon dans un microtube Eppendorf® de centrifugation
stérile de 1.5ml

Ajouter 560ul de tampon AVL dans chaque tube contenant 140ul de notre
échantillon ;

M¢élanger bien avec le Vortex ;

Laisser incuber a température ambiante pendant 10 minutes

Ajouter 560ul de 1’éthanol absolu et mélanger a 1’aide du vortex

¢+ Extraction de I’ARN Viral (lavages et élution)

Transférer le contenu du tube Eppendorf® dans des tubes en colonne silica gel et
centrifuger a 12.000xg pour 1 minute et jeter la colonne de rechange ;

Ajouter 600 pl de tampon AW1 dans la colonne et centrifuger pendant 1 minute,
et répéter la méme action que précédemment et jeter la colonne de rechange pour
utiliser une nouvelle colonne ;

Ajouter 600ul de tampon AW?2 et centrifuger pendant 3 minutes puis jeter la
colonne de rechange pour utiliser une nouvelle colonne ;

Centrifuger a vide pour enlever toute trace d’éthanol dans le tube ;

Placer la colonne dans un tube Eppendorf® stérile de 1.5ml et y ajouter 80ul de
tampon d'¢lution AVE et laisser incuber a température ambiante pour 3 minute ;
Faire centrifuger a 12,000xg pendant 2 minute pour faire 1’élution de I’échantillon ;

Conserver I’ARN purifié a -80°C (pour une meilleure conservation).

g. Test RT-PCR en temps réel

Préparation des réactifs de stock

R

¢ Préparation d’amorces/sondes en temps réel

e Avant la réhydratation, conservez les trousses entre 2 et 8 °C dans I’obscurité.

e Précautions : Ces réactifs ne doivent étre manipulés que dans un endroit propre et stockés

a des températures appropriées dans I’obscurité. Les cycles de gel-dégel doivent étre

¢vités. Maintenir au froid lorsqu’il est décongelé.

e Réhydrater soigneusement les réactifs lyophilisés dans 250 puL de Tris 10 mM, pH 7,4 a

8,2 ou eau de qualit¢ PCR (sans nucléase) et laisser réhydrater pendant 15 min a

température ambiante dans 1’obscurité.

e Vortexer chaque tube pour obtenir un mélange uniforme et un mélange aliquote/sonde en

volumes de 50 pL. dans 5 tubes préétiquetés.
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e (Conservez les aliquotes réhydratées des amorces et des sondes a -20 °C ou moins. Ne pas
conserver dans des congélateurs a I’abri du gel.

e Lesamorces et les sondes réhydratées peuvent étre conservées congelées jusqu’a 24 mois.

e Les aliquotes décongelées des sondes et amorces peuvent étre conservées dans 1’obscurité
jusqu’a 4 mois a une température de 2 a 8 °C lors d’une utilisation fréquente.

e Ne pas recongeler les aliquotes décongelées.

Tableau XII : Description des amorces et des sondes

Indicateur de Numéro de Localisation des
séquence piéce génes

DENV-F

DENV-R1 ,
DENV-R2 SO3684 5'-UTR
DENV-P

CHIKV-F

CHIKV-R S0O3685 nSP1
CHIKV-P

ZIKV-F .

ZIKV-R 303686 1,;‘350116
ZIKV-P

RP-F .
RP-R 503687  Humain
RP-P Ribonucléase P

% Controles des essais
* Acide nucléique extrait du virus inactivé de la dengue
* Acide nucléique extrait du virus du chikungunya inactivé
* Acide nucléique extrait du virus Zika inactivé
% Aucun contrdle de modéle (NTC) (non fourni)
* Eau stérile et sans nucléase
* Aliquote en petits volumes
« Utilisé pour vérifier la contamination pendant I’extraction de 1’échantillon et/ou la mise en
place de la plaque
% Controle de I’extraction HSC
* Le contrdle des échantillons humains doit étre extrait et traité avec chaque lot d’échantillons
a analyser selon la méme procédure qu’avec les échantillons de patients.
* Ne pas diluer ’ARN extrait avant le test

% Me¢élange principal
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Tableau XIII : Mélange réactionnel Trioplex rRT-PCR

TRIOPLEX Mélange réactionnel

Option Multiplex Option Singleplex
Composant Quantité/réaction (nL) Composant Quantité/réaction (nL)
Eau Nx0.5uL Eau Nx1.5uL
2x Mélange de Nx12.5uL 2x Mélange de Nx12.5puL
réaction PCR réaction PCR
Mé¢lange DENV Nx0.5puL Mélange Nx0.5puL
CHIKV Mélange Nx0.5puL d’apprét/sonde
ZIKV Mélange Nx0.5puL (DENV, CHIKV ou
ZIKV)
M¢élange d’enzymes Nx0.5uL M¢lange d’enzymes Nx0.5uL
Subtotal Nx 15 uLL Subtotal Nx 15 uLL
Exemple d’ARN 10 uL Exemple d’ARN 10 puL (par tube de
réaction)
TOTAL 25 pL TOTAL 25 pL

Tableau XIV: Mélange réactionnel RP PCR

Mélange de réactions de controle interne RP

Composant Quantité/réaction (pL)

Eau 1,5 uL

2x Mélange de réaction PCR 12,5 uL
Mélange RP 0,5 uL.
M¢élange d’enzymes 0,5 uL
Subtotal 15uL

Exemple d’ARN 10 pL
TOTAL 25 uL

h. Configuration de la plaque PCR

1. Dans la hotte propre de la salle de configuration des réactifs, tout en maintenant la
plaque de PCR sur de la glace (ou un bloc froid), ajoutez 15 uL. de mélange réactionnel
a tous les puits utilisés.

2. Avant de déplacer la plaque vers la zone de manipulation des acides nucléiques, ajoutez
10 pL. d’eau exempte de nucléases dans les puits NTC ;

3. Appliquer de manicre lache des bouchons de bandes optiques ou du ruban optique sur
le dessus des puits de réaction et déplacez la plaque vers la zone de manipulation des

acides nucléiques sur un bloc froid ou de la glace.
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4. Retirer les capuchons de bande optique ou la bande optique et ajoutez 10 uL d’ARN
extrait & chaque puits d’échantillon correspondant. Modifiez les conseils aprés chaque
ajout d’échantillon.

5. Ajouter 10 pL de témoin positif DENV-1-4, témoin positif CHIKV, témoin positif
ZIKV et HSC (contrdle positif RP) pour séparer les puits comme indiqué dans le tableau

Tableau XV: Exemple de disposition de plaque Trioplex rRT-PCR pour 3 échantillons

(option multiplex)

Mise en page Master mix

[ Trioplex | Trioplex | Trioplex | Trioplex | Trioplex

3@ RP RP RP RP RP

E Trioplex

= Trioplex

G Trioplex

IN s1 | sz | s3 | e | mo

Y s1 [ s2 | s3 [ e [ mo

C

D

E DENYV PC

F CHIKV
PC

G ZIKV PC

H

Contrdles positifs : E12-H12

6. Plaque d’étanchéité avec ruban optique ou capuchons et plaque de charge sur
I’instrument de PCR en temps réel Applied Biosystems 7500 Fast Dx.

h.  Exécution de la PCR

1. Analyse des données
Une fois I’exécution terminée, sauvegardez et analysez les données en suivant les
instructions du fabricant de I’instrument. Bien que certaines versions du logiciel pour I’AB
7500 Fast Dx et le QSDx puissent sembler similaires, les fichiers de données ne sont pas
compatibles entre eux. Suivez le méme guide d’analyse des données pour les deux

instruments. Les analyses doivent étre effectuées séparément pour chaque cible a I’aide
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d’un seuil manuel. Les seuils doivent étre ajustés pour se situer au début de la phase
exponentielle des courbes de fluorescence et au-dessus de tout signal de fond. La procédure
choisie pour fixer le seuil devrait étre utilisée de maniere cohérente. Les résultats de la
valeur CT sont affichés dans 1’onglet Rapport du logiciel AB 7500 Fast Dx ou dans I’onglet
Table des puits du logiciel QSDx. Les résultats finaux peuvent étre exportés depuis I’AB
7500 Fast Dx sous forme de fichier *.csv ou en les copiant et collant depuis 1’écran QSDx

Well Table dans une feuille de calcul.

] Interprétation des résultats des tests
» Détermination de la validité du test

Pour qu’un test soit valide, les contrdles doivent donner les résultats attendus :

* Les contrdles (acide nucléique extrait du DENV, du CHIKV et du ZIKV

inactivés) doivent étre positifs et se situer dans la plage de valeurs Crattendue.

* Les CNT devraient étre négatives.
* HSC (contréle d’extraction) doit étre :
= Positif avec I’amorce / sonde RP réglée en raison de I’ADN humain dans
le HSC
= Négatif avec des ensembles d’amorces / sondes virales. Un résultat positif
avec le CSH et I’amorce/sonde virale indiquerait qu’il y a eu
contamination croisée.
* Le test RP pour chaque échantillon doit étre positif.
o Si le test RP pour un échantillon est négatif et que les tests Trioplex
rRT-PCR sont tous négatifs pour les échantillons a analyser :

Suivez les instructions ci-dessous :
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Tous les types de spécimens

1. Répéter le test rRT-PCR de 1’échantillon en utilisant le
test RP et Trioplex.

2. Extraction répétée a partir d’une nouvelle aliquote
d’échantillon si le test RP est négatif pour les
¢chantillons aprés des essais répétés.

3. Apres une extraction répétée et un test rRT-PCR répété,
si DENV, CHIKYV et/ ou ZIKV est positif, considérez
le résultat comme un vrai positif et continuez a suivre
I’algorithme de test.

4. Sivous n’étes pas en mesure de résoudre les résultats
d’un échantillon, testez d’autres échantillons du patient,
s’ils sont disponibles, ou demandez le prélévement
d’¢échantillons supplémentaires.

5. Signaler le résultat comme non concluant au bureau du
programme LRN. Les laboratoires membres du LRN
doivent produire des rapports via LRN Results
Messenger ou I’intégration LIMS.

0 Si le test RP pour un échantillon est négatif, mais que DENV, CHIKV
et/ou ZIKV est positif pour les échantillons de test :
* Ne répétez pas le test rRT-PCR et considérez les résultats du Trioplex rRT-
PCR valides.
Si tous les controles ont été effectués de maniere appropriée, procéder a 1’analyse de

chaque cible.

* Les vrais positifs devraient produire des courbes exponentielles avec des
phases logarithmiques, linéaires et de plateau.
(Remarque : les positifs faibles produiront des valeurs Crélevées qui sont parfois

dépourvues d’une phase de plateau ; cependant, le graphique exponentiel sera vu.)
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Figure 19: Vues linéaires et logarithmiques des courbes PCR en notant chaque étape des

diagrammes d’amplification.

Instructions pour ’interprétation des spécimens

Le résultat généré pour un jeu d’amorces et de sondes est interprété comme positif si la

réaction génere une courbe de croissance de fluorescence qui franchit le seuil dans (<) 38

* Pour qu’un échantillon soit vraiment positif, la courbe doit franchir le seuil. Il

ne doit PAS franchir le seuil puis replonger en dessous du seuil.

Les échantillons contenant de fortes concentrations d’ARN pourraient générer des

courbes d’amplification atypiques qui commencent a croitre exponentiellement

aux premiers cycles (C1<12) et présentent des modeles atypiques.

cycles.

Le résultat généré pour un jeu d’amorces et de sondes est interprété comme négatif si :

Theése de

« Laréaction génere une courbe de croissance de fluorescence qui franchit

le seuil a (>) 38 cycles, ou

- Laréaction ne parvient pas a générer une courbe de croissance de

fluorescence qui franchit le seuil.

pharmacie
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Tableau XVI : Instructions d’interprétation et de déclaration de la rRT-PCR Trioplex pour le

sang total, le plasma, le sérum et le LCR

Spécimens

ZIKV DENV CHIKV RP Interprétation
- - - + Neégatif

- - - - Peu concluant

- + - +/- Positif pour DENV, mais négatif
pour ZIKV et CHIKV.

- - + +/- Positif pour le CHIKV, mais
négatif pour le ZIKV et le DENV.

+ - - +/- Positif pour le ZIKV, mais négatif
pour le DENV et le CHIKV.

- + + +/- Positif pour le DENV et le
CHIKYV, mais négatif pour le
ZIKV.
+ + - +/- Positif pour le ZIKV et
DENV, mais négatif pour CHIKV

+ - + +/- Positif pour le ZIKV et
CHIKYV, mais négatif pour DENV

n n + +/- Positif pour ZIKV,
DENV et CHIKV
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Figure 20: Courbe de RT-PCR des échantillons positifs ou équivoques par sérologie

La ligne horizontale représente notre ligne de seuil. Chaque courbe représente la courbe
d’amplification des échantillons testés. Toute courbe dépassant cette ligne donne une valeur de
seuil du cycle (Ct). Nous voyons qu’une seule courbe dépasse cette ligne et elle représente la

courbe d’amplification du contréle positif du ZIKV du kit Trioplex rRT-PCR.
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Annexe 4 : Technique des frottis sanguins
a. Principe :

C’est une technique de concentration permettant un repérage rapide des parasites dans le sang

(goutte ¢épaisse) et I’identification des différentes espeéces (frottis sanguin).
b. Matériel :

Deux (2) lames porte-objet propres et bien dégraissées, vaccinostyle stérile, alcool 70°, colorant
de Giemsa pur, coton hydrophile sec, eau tamponnée (PH=7,2), boite a lames, chiffon de coton
propre, crayon noir @ mine grasse ou marqueur indélébile, stylo a bille, bacs de coloration,
éprouvette graduées, ratelier, chronométre, huile d’immersion, registre ou formulaire de

notification, un compteur manuel et gant.
c. Site du prélévement :

Face latérale a I’extrémité d’un doigt (en général gauche, 3e doigt apres le pouce), sur le lobe
de Doreille aprés avoir réchauffé avec les doigts, au niveau du talon ou gros orteil chez le

nourrisson.
d. Réalisation de la goutte épaisse :

Apres avoir noté les renseignements relatifs sur le formulaire ou le registre approprié, ainsi que

I’identité du patient sur la lame, réaliser la goutte comme suite :

- En tenant la main gauche du malade la paume tournée vers le haut, choisir le troisi¢éme doigt
apres le pouce (le gros orteil peut étre utilisé chez les nourrissons. Le pouce ne doit jamais étre

utilisé chez les adultes ou les enfants) ;

- Avec un tampon de coton légérement imbibé d’alcool, nettoyer le doigt en appuyant

fermement pour enlever la saleté et la graisse du bout du doigt ;

- Avec le chiffon de coton propre, essuyer le doigt en appuyant fermement pour stimuler la

circulation du sang ;
- Avec un vaccinostyle stérile, piquer le bout du doigt d’un seul geste ;

- Essuyer la premiére goutte de sang avec du coton sec. S’assurer qu’il ne reste pas de fibres de

coton sur le doigt, qui pourraient se mélanger au sang ;

- Appuyer doucement sur le doigt et recueillir une petite goutte de sang au milieu de la lame.
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- Essuyer le sang restant sur le bout du doigt avec un tampon de coton ;

- Tenir la lame supérieure par les bords ;

- Placer le coin de I’autre lame au centre de la goutte de sang ;

- Etendre 1égerement la surface de la goutte par des mouvements spiralés appuyés de la lame.

- Assurer cette défibrination mécanique pendant quelques secondes et étendre la goutte sur

environ 1 cm de diamétre ;

- Laisser la préparation a plat, a ’abri de la poussicre, de la chaleur et des mouches pendant
deux heures en zone sahélienne. Respecter ce long temps de séchage sinon il y a risque de

décollement de la préparation lors de la coloration.

A

Figure 21: Technique de la goutte épaisse et du frottis mince

Source: https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/164472/9789242547825 fre.pdf/
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e. Coloration au Giemsa

C’est une méthode de coloration classique employée en routine pour la coloration des

¢talements sanguins et pour le diagnostic du paludisme.

Toujours maintenir la bouteille bien fermée dans un endroit frais, a I’abri de la lumicre solaire
directe. Les bouteilles en verre blanc peuvent étre recouvertes d’une enveloppe de papier noir

épais pour les protéger de la lumicre.

- Fixer le frottis mince en le tapotant doucement avec un tampon de coton imbibé de méthanol,

ou en le trempant dans un récipient de méthanol pendant quelques secondes.

- Préparer la solution de Giemsa a 3 ou 5 dans 1’eau tamponnée (pH 7,2) et bien mélanger le

colorant ;

- Verser doucement le colorant dans la bague jusqu’a ce que la lame soit entiérement

recouverte ;

- Laisser colorer pendant 30 a 45 mn pour 30 (15mn pour 10), a ’abri de la lumiére solaire et

de la poussieére ;
- Les lames sont ensuite rincées et séchées sur un ratelier.
f. Aspects
La lecture se fait au microscope a I’objectif 100 a I’huile d’immersion
- Le fond doit étre propre, exempt de débris, coloré en bleu ;
- Les noyaux des leucocytes sont en violet foncé ;

- Les parasites du paludisme sont bien définis, avec une chromatine rouge foncé et un
cytoplasme bleu pale. Dans les infections a P. vivax et P. ovale, on peut voir un semis de
granulations de Schuffner dans le fantome de 1’érythrocyte hote, en particulier sur les bords du

frottis.
g. Méthodes de numération des parasites du paludisme dans les gouttes épaisses :

On trouvera ci-dessous une méthode pratique de précision suffisante. Elle consiste a dénombrer
les parasites par pl de sang dans un frottis épais, par rapport & un nombre prédéterminé de
leucocytes. On prend comme norme une moyenne de 7 500 leucocytes par pl de sang Malgré

I’imprécision due aux variations du nombre de leucocytes parmi des personnes en bonne santé
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et aux variations encore plus grandes observées chez les malades, cette valeur permet des
comparaisons valables. Avant de commencer a compter, on examinera 1’équivalent de 0,25gr
de sang (environ 100 champs, avec un oculaire 7 X (ou 10X) et un objectif & immersion dans
I’huile 100X) dans le frottis épais pour déterminer I’espéce de parasite et les stades présents.

Ensuite, on appliquera la méthode suivante qui convient pour les frottis positifs :

1. Un compteur manuel a 4 chiffres est nécessaire pour dénombrer séparément les parasites et

les leucocytes.

2. a) Si, apres avoir compté 300 leucocytes, on a identifi¢ 10 parasites ou plus, noter les résultats

sur le formulaire de notification, en indiquant le nombre de parasites par 300 leucocytes.

b) Si, apres avoir compté 300 leucocytes, on a identifié neuf parasites ou moins, continuer de

compter jusqu’a 500 leucocytes et noter le nombre de parasites par 500 leucocytes.

3. Dans chaque cas, le nombre de parasites par rapport au nombre de leucocytes peut étre

converti en nombre de parasites par p par la simple formule mathématique suivante :

Nombre de parasites X 7 500

= parasites par pl
Nombre de leucocytes
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10. SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence des maitres de la faculte, des conseillers de

[’ordre des pharmaciens et de mes condisciples :

d’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de

leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur

enseignement ;

d’exercer, dans l’intérét de la santé publique, ma profession avec
conscience et de respecter non seulement la législation en vigueur,
mais aussi les regles de [’honneur, de la probité et du

desintéeressement ;

de ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le

malade et sa dignité humaine.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon

état pour corrompre les moeurs et favoriser des actes criminels.

Que les Hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes
promesses. Que je sois couvert d’opprobre et méprise de mes

confreres si j’y manque !

Je le jure !
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