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Résumé

Les phlébovirus sont des virus transmis par les phlébotomes qui se répandent dans le monde
entier, provoquant soit une maladie fébrile légére appelée "fievre phlébotomine", soit une

maladie neuroinvasive plus grave.

Pour étudier la circulation des virus du groupe de la fievre du phlébotome dans la région Est
d'Alger, plus précisément la Daira Rouiba et ses communes voisines (Ain Taya, Boudouaou)
une étude de séroprévalence a été menée dans la population de cette région. Au total, 155
échantillons de sérum de patients asymptomatiques qui se sont présentés au niveau de I'hdpital
de Rouiba ont été testés pour la recherche d'anticorps IgG contre les virus de la fievre du
phlébotome. Une technique ELISA maison indirecte a été utilisée pour déterminer les sérums
positifs. Ceux-ci ont ensuite ete testés par une technique d'immunofluorescence indirecte a partir

d'un kit commercial pour déterminer le sérotype.

10,96% de 155 sérums étaient positifs pour les 1gG anti-phlébovirus, apres confirmation par IFlI,
une prevalence effective du TOSV de 7,09% et SFNV 1,29% ont été obtenu, indiquant que la
zone de recherche est considérée comme une zone d'endémicité moyenne pour ces virus.

Aprés avoir effectué une analyse statistique a l'aide du logiciel SPSS pour le calcul et la
comparaison des différentes séroprévalences obtenues en fonction des différents facteurs de
risque étudiés. Comme résultats obtenus, aucune différence statistique significative n'a pu étre
observée chez les différents citoyens des deux sexes avec des ages différents, le type de

résidence, ainsi que leurs professions qu'il s'agisse d'une activité en extérieur ou en intérieur.

Mots clés : phlébovirus ; circulation ; IFI ; sérologie ; ELISA ; virus Toscana



Abstract
Phleboviruses are phlebotomine-transmitted viruses that spread worldwide, causing either a mild

febrile disease called "phlebotomine fever" or a more serious neuroinvasive disease.

To study the circulation of the phlebotomine fever group of viruses in the eastern region of Algiers,
more precisely the Daira Rouiba and its neighboring communes (Ain Taya, Boudouaou) a
seroprevalence study was conducted in the population of this region. A total of 155 serum samples of
asymptomatic patients who presented to the hospital of Rouiba were tested for 1gG antibodies against
sandfly fever viruses. An indirect in-house ELISA technique was used to determine the positive sera.
These were then tested by an indirect immunofluorescence technique from a commercial kit to

determine the serotype.

10.96% of 155 sera were positive for anti-phlebovirus 1gG, after confirmation by IFI, an effective
prevalence of TOSV of 7.09% and SFNV 1.29% were obtained, indicating that the research area is
considered to be a medium endemicity area for these viruses.

After performing a statistical analysis using SPSS software for the calculation and comparison of the
different seroprevalences obtained according to the different risk factors studied. As results obtained,
no significant statistical difference could be observed in the different citizens of both sexes with
different ages, type of residence, as well as their occupations whether it was an outdoor or indoor

activity.

Keywords: phlebovirus; circulation; IFI; serology; ELISA; Toscana virus



uadlall

i e (s e Lol G g ¢ allal) el paan 8 i g aadll (5 5k (e RIS il g b (A Do ) s il 5yl

(e E)JL;)‘.'\S\‘;\;A:UAJA )i "saaldll et

A sl 5 el anill g ¢ Aanalall il all (e 4 a0 ddlaiall b (a5 salldl) e il b de sana U Al )l
eal sl 25 Aalaiall oda S 3 laaadl HLEEYI Ay iy jal (5525 ¢ e ue) Led 5y glaall <l g0 S
Baliaal) alua¥) e i A ) iine ) 15038 (5 al el pgle el ol (pdl oum el (g Juma B 155
3 ool 5 ol oan Sl ai e el G 5 28 Ala) Jumatl apaadl el 558l e
haal) haaill paail 4 jlaide gane o piliall,

10,967 (oos 53l (o5 i) Colaliaad ddla i€ ) jau 155 (e [gGe (sa 28K 2y TR I Jad jLin) e J guanll
TOSV 577.09 s SENV 1.297¢ il s il s3] (yha 5ill dans gia dakaia iing Caal) Jna O () s Laa,
el s plasinly ilaa) (Jila ¢l jal 2 SPSS W5 Ldle Jpemal ) Adlia el Zlmall Ll £ lia g ol
Cilida & dloan) Y2 13 (35 25m s Baa ol il e Jgeanl) o5 LS s g paal) Adisall jhall Jal sal
L ol Ll Uslis <l o gas (ggeall 1A 5 2a8Y) £ 35 Jlac V) DAL (il S e (pidal sl

Ll g3 e g )l Jany) ¢ gl 28l gl Aalisal) CilalS))

Vi



Tables des matieres :

RESUME ...ttt ettt e et e e s e et e e te e e s te e e Rt e e bt e es s e e e Rt e e Rt e e bt e e Rt e e Rt e e bt e e Rt e e eR e e e E e e e be e naeenreeennes iv
0 - Vo OSSP v
U et eh e e ete e teeaheeeeteeateeabee e bt e ateeaheeeate e e teeateeeabeeateearteeabeeeteeans vi
TaDIES AES MALIEIES : ..eiiieiieitie ettt ettt e et e et e e st e abe e e teeeseeeaseeesteeaneeesseeeteeaneeesseeateeanbeenreens vii
LISEE TBS TIQUIES: ..ttt ettt ekt a ekt ekt e e st e st et e et e st et e et e viii
LISTE AES 1aDIEAUX .. ettt sttt s bt e st ettt be st s b eae st et es bbb s e n et ee et see fenbente X
TS G0 LR o] (V- AT LSRR TSSPRURR X
L1 o ot A T o PSSR SPRRSTRN 1
Chapitre 1_Synthése bibliographique ...........cocoiiiiiiiii e 3
L1, LS PRIBDOVITUS ...ttt ettt et ettt na e nne s 4
0 o TS (0 ¢ o [0 T PSS SURRSPRRSTRS 4
1.1.2  Découverte des phlébovirus transmis par les phlébotomeS ............ocovviviiiiiii e 5
100 T IF- (0] 1o 1 11 =TSP PP TUPRTPPRPPTN 6
0 ¢ (U (ot 0= = o <00 = PSSP SPRRSTRIS 7
1.1.4.1 <] o] 1T Lo TSP STSR 8
1.1.4.2 REASSOMTIMENT VITAL......iiiiiiiiiie ittt b e st e b et e b e be e neeenes 9
1.1.4.3 [T = Vo SRS 9
I.1.5  Caracteres physico-chimiques des phIEDOVIIUS :..........cceeiiiiiiiii i 11
1.2 Lesvecteurs : 1eS PhIEDOTOMES & .......coiiieiiee e e e e 11
725 R |V o o] T (oo -SSR 12
1.2.2  DEveloppement €t CYCIE A8 VIB........eiiieiei et 13
12,3 Préference d’habitat ..........ccueeiiiiiie ettt ettt nb e 14
.24  Comportement alimentaire des phlébovirus adultes ..............ccoovveiiiiiiiii i, 14

Vii



1.3.1  Epidémiologie et transmission des agents PAtNOGENES :............cccveeeuevvieeiereecee et 16
1.3.2  Distribution géographique de la fievre des phlEDOtOMES :©........cooviiiiiiiiii e 16
[.3.3  ENLretien et tranSMISSION ... i uii i iie ittt ettt et st e et e e et e et e e ssteeeaneeeenseeesnteeesneeeeseeesnseeenneeeennes 17
1.3.4  Distribution géographique des phlébovirus transmis par les phlébotomes : .........cccccoveviiiiieiiiccic e, 18
1.3.5  Effets des changements globaux sur les agents pathogénes transmis par les phlébotomes.............c.ccccovenee 22
1.4 Interaction entre 18 VIrUS €1 INOTE ........c.eviiiieece et nes 22
.41 Pouvoir pathogene et NOIMONOGENE ........couiiiiiiiiieie ettt sttt sttt e st st e bt e st e e sbesae e e 22
.42 Cellules dendritiques comme portail d’acces pour Ies phlEDOVIFUS ..........ccoiiiiiiiiiiiiei e 23
1.4.3  Effets de la réplication virale sur [es CElIUIES NOLES ...........ccviiiiiiiiiii e 23
1.5 ManifeStations CHNIGUES ........ooiiiiii ittt ettt ettt e et ees 24
1.6 Méthodes de detection des phlébovirus et de leurs INfECtIONS ..........cceeviveeiie i 25
T R B T T o g oS £ (o0 11 =T o! ST U ST P PR PRTPPPOPRPPN 25
1.6.2  DIAGNOSTIC TNTITECT. ... eiveiiiieiti ettt ettt b e bbbt b et e e b e be e e st e e beenbnennbeens 25
R I =1 100 | PP P PP 26
(RS T o £V =T 14 o] RO TP P PP 27
Chapitre 11 : Matériels et MEtNOES ..........c.ccceeviiiiiiiccce e 30
[1.1 Présentation de 18 ZONE d’EtUAEC.........couviiiiiiiieiie it 31
11.2 Description de la population d’étude.............ceiiiiiiiieeiie e 31
1V L= 1= PSPPSR PR TRO 31
T A |V P (=T 1= o] o] oo [ = USRS 31
11.3.2  Matériel NON-DIOIOGIGUE.........vi it e et e e e s ae e e e ste e e s beeesabee e e 32
LY 1= g oo Lo R R [P OTRUPR PP 32
o R o I ] (R T 1 o VUSRS 32
1142 Phase analYIQUE ......cvieeiii ittt e st e e st e e e et e e e ate e e s tbe e e stbeeesbeeesabeeeaaeeeerbeeearbeeennreeenes 33
11.4.3 Test immunofluorescence indirecte pour la détection des anticorps anti-Sandfly Fever Virus Mosaic 1
10/ LR o [ (Vo T aq 11V 1) I OSSO USR SRR 37
[1.5. ANAIYSE STALISTIJUE ..ot ieiee ittt ettt st et e et e st e et e et eenb e e sreeebeeanbeenree s 40
Chapitre HI : résultatset diSCUSSION ...........cccccveviiiiiicccee e 41



1.1 REASUIALS. ..ottt et 42

.1.1 TeSt ELISA MaiSON INAINECLE ... ..civuiiiiieeiiee st iee ettt et e et e e st e e srteeenneesnteeesnaeeenneees 42
1.1.2 Test immUNOTIUOrESCENCE INAINECLE. ... .ceiiiie e e et e st e e snaeeeneeas 42
1.1.3 Séroprévalence globale des Ac anti-phlEDOVIIUS. ..........couiiiiiiiiii e 42
.14 Répartition de la séroprévalence des 1gG anti-phlébovirus a Rouiba et ses communes...........c.ccccvenee 43
11.1.5 Répartition de la séroprévalence des 1gG anti-phlébovirus selon 1e SEXe ........cccovvveviiiiiiiiiiiiiiiciiee 44
11.1.6 Répartition de la séroprévalence des IgG anti-phlébovirus selon le type de résidence............cccccvenee 44
.17 Répartition de la séroprévalence des 1gG anti-phlébovirus Selon PAge .........covviieviviiiiiiiieiieieieene 45
1 I (ST 1 (o] o SRR 47
(00} 0] 113 [0 o SRS SPRRSURRSPR 50
ANNEXE A ettt e ettt b s et e she e he e ae e eaeea et SRe R Saeeae£eReeR e Rt A SR SaeenteeR e s e Ren e et sreeneereessennnnnennee 61
ANNEXE B ettt et et et ettt e et b ettt e h e s et SR Se St et e R e s eaRea et SRt eReee e e fenten e et srenee et eeeeeeens 64

viii



Liste des Figures :

Figure 1: schéma représentatif de particule phlEDOVITale ............cooiiiiiiii 7
Figure 2: Un schéma qui représente la composition déférents segments du génome des phlébovirus ..............ccceevenen. 8
Figure 3: Cycle de réplication des PRIEDOVIIUS . .........oiiiiiiiiiei ettt nee e 9

Figure 4: Analyse phylogénétique du virus Toscana (TOSV) basee sur le gene de la protéine de la nucléocapside.
L'analyse du maximum de vraisemblance au niveau des nucléotides a éte realisée a l'aide du logiciel MEGA 6.06....... 10

Figure 5: Mouche de sable, Phlebotomus papatasi, femelle se nourrissant d'un étre humain.............cccccceviiiiiininnnnns. 12
Figure 6: Morphologie d’un phlébotome adulte vue au microscope optique G 100 ........c.coovrriieriiiiiiiniie e 13
Figure 7: Cycle de vie d’un phlébotome (Elevage de P. AUDOSCOI)......cccvviiiiiiiiiiiieiii et 14
Figure 8: Mouches des sables femelles Phlebotomus papatasi prenant un repas de sang sur la queue d'une souris........ 15
Figure 9: Cycle de transmission des phlébovirus transmis par les phlébotomeS............covveiieiiiiiiie it 18
Figure 10: carte géographique représente les pays ou des données sont disponibles pour la séroprévalence, la détection
par PCR et l'isolement des virus appartenant a I'espece Sandfly fever Naples. ..o 19
Figure 11: Carte géographique représente les pays ou des données sont disponibles sur la séroprévalence, la détection par
PCR et l'isolement du virus pour les virus appartenant au serocomplexe sicilien de la fievre des phlebotomes.............. 19
Figure 12: Carte géographique représente les pays ou des données sont disponibles sur la séroprévalence, la détection par
PCR et l'isolement du virus pour les virus Toscana de la fievre des phIEDotOmeS. ...........coovviiiiiiiiiiiiei 20
Figure 13: Etapes bioclimatiques de la région du MaghreD ..............cceueveveverieeeecceee e 20
Figure 14: Mesures de prévention du controle des arbOVIFOSES ..........cociiiiiiiiiiiie e 29
Figure 15: Schéma représentatif des différentes étapes dans la partie expérimentale. .............ccccooeviiiiiiciii e, 32
Figure 16 : PrinCipe du teSt ELISA INGINECTE.......uviiiiiiecciie ettt e et e e e snae e e snte e e sntaeesnteeeeneee s 33
Figure 17 : vue au microscope a fluorescence d’un sérum positif IgG anti-phlébovirus (sérotype TOSV) Gx40 .......... 42
Figure 18: histogramme représentatif de la distribution de la séroprévalence totale des IgG anti- Phlébovirus dans la
LE=To 10T T =S 0 AN [ =T RSP 43
Figure 19: Distribution de la séroprévalence des 1gG anti-phlébovirus a Rouiba et Ses COMMUNES..........ccccvveviveeinnnn, 43
Figure 20: Distribution de la séroprévalence des 1gG anti-phlébovirus selon Ie SeXe. ........ccccvveeiiieeiiii i, 44
Figure 21: Distribution de la séroprévalence des IgG anti- phlébovirus selon le type de résidence. ...........cccccceveeennnn, 44
Figure 22: Distribution de la séroprévalence des 1gG anti-phlébovirus selon 'age. ..........cccceeviie i, 45
Figure 23: Distribution de la séroprévalence des 1gG anti-phlébovirus selon le type de profession. ..........cccccoeevveinnnn, 46



Liste des tableaux :

Tableau 1: exemple de la demi-plaque ELISA de notre expérimentation...............................

Liste des figures
Liste des abréviations

Ag : Antigéne

ARN : Acide ribonucléique

ARNmM : Acide ribonucléique messager

ARNC : Acide ribonucleique complémentaire

CD : cellule dendritique

DO : Densité Optique

DC-SIGN: dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin
ELISA: Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay

EP : endosome précoce ;

EPH: Etablissement Public Hospitaliers
ET : endosome tardif ;

MP : membrane plasmique

H2S04 : Acide sulfurique

H20 : monoxyde de dihydrogéne
IgG : Immunoglobuline de type G
IgM : Immunoglobuline de type M
IFI : Immunofluorescence Indirecte
NaOH : Hydroxyde de sodium

PBS: Phosphate Buffered Saline

PRNT: Plaque reduction neutralization test



SFCV : Sandfly Fever Cyprus Virus
SFNV : Sandfly Fever Naples Virus
SFSV : Sandfly Fever Sicilian Virus

TOSV : Toscana virus



Introduction

Les infections a transmission vectorielle représentent plus d'un quart de I'ensemble
des maladies infectieuses humaines. Ces maladies, qui sont causées par des agents
pathogénes tels que les virus, sont devenues une préoccupation croissante pour la santé
mondiale (Viglietta et al., 2021).

Les agents pathogenes humains du groupe sandfly fever (cause de maladie fébrile
"fievre du phlébotome", maladies neuro-invasives) sont classés comme appartenant a
I'un des deux complexes sérologiques : la fievre du phlébotome sicilien, la fievre du
phlébotome de Naples. Les données issues des études de séroprévalence sur les humains
ont révélé que ces virus sont assez actifs en circulation, en particulier le virus Toscana,
montrant ainsi que les phlébovirus sont répandus dans une vaste zone géographique
(Ayhan et al., 2018).

Dans I'Ancien Monde, ils sont véhiculés par les mouches phlébotomes, largement
répandues dans le bassin méditerranéen, I'Afrique du Nord, le sous-continent indien, le
Moyen-Orient et I’Asie centrale. Des taux de séroprévalence €levés ont été enregistrés
chez les humains et les animaux domestiques dans les zones ou les phlébotomes sont
présents (Alkan et al., 2013).

Les études sur la diversité génétique de la circulation des virus transmis par les
arthropodes peuvent fournir des signes d'alerte précoce cruciaux de nouveaux virus
émergents, ce qui est essentiel pour la préparation aux épidémies mondiales (Viglietta
et al., 2021).

En dehors des quelques études séro-epidémiologiques menées dans le nord de
I'Algérie, qui ont mis en évidence des anticorps contre les virus de Sicile et de Naples,
il existe trés peu de données sur la distribution des phlébovirus a travers le pays. Les
informations génétiques et sérologiques issues des recherches précédentes, lorsqu'elles
sont combinées, apportent la preuve de lI'existence des phlébovirus en Algérie (Izriet al.,
2008 ; Moureau et al., 2010).



L'objectif de notre travail est de déterminer le taux de prévalence des anticorps
anti- phlébovirus dans la région Est d'Alger en réalisant une enquéte sérologique dans la

population en suivant deux étapes :

— Détermination de la prévalence des anticorps 1gG anti-phlébovirus dans des
échantillons de sérum humain par la technique ELISA indirecte.
= Confirmation des résultats positifs par la technique d'immunofluorescence

indirecte.

Ce manuscrit est structuré en 3 chapitres : le premier chapitre comprend des
informations générales sur les phlébovirus les plus importants sur le plan médical dans
I'’Ancien Monde dont le virus de la fievre du phlébotome de Toscane, de Naples, de
Sicile, et de Chypre. Tandis que le second chapitre est consacré au matériel et aux
méthodes d'étude. Il décrit la région étudiée, le mateériel et les différentes méthodes
utilisées au cours de notre enquéte. Le troisieme chapitre résume les résultats obtenus et

leur discussion.



Chapitre | :
Synthese bibliographique



Chapitre | Synthése bibliographique

I.1. Les phlébovirus

I.1.1 Historique

Les maladies infectieuses humaines ont €té liées aux infections a phlébovirus a la fois
de maniére contemporaine et historique depuis I'ere napoléonienne (Hertig et al., 1964). Les
phlébovirus ont été responsables d'une morbidité importante chez les soldats tout au long de la
Seconde Guerre mondiale, plus particuliéerement sur la zone méditerranéenne (Hertig et al.,
1964).Dans la zone limitée du front méditerranéen pendant la Premiere Guerre mondiale, les
phlébovirus étaient probablement a I'origine de certains cas de "fievre des tranchées", qui est

plus souvent liée a une maladie rickettsienne propagée par les poux (Lambert et al., 2021).

C’est Alois Pick qui a décrit cliniquement la fiévre du phlébotome pour la premiere fois
en 1886 dans la région des Balkans (Ayhan et al., 2018), ou la maladie était répandue sous une
forme endémique parmi la population locale et présentait un risque élevé pour les visiteurs. Les
infections phlébovirales transmises par les phlébotomes étaient une cause majeure de maladie
febrile parmi les forces militaires pendant les guerres napoléoniennes, la Commission
autrichienne dans les Balkans et la colonisation britannique en Inde et au Pakistan (Tesh et al.,
1988).

Des phlébotomes ont été decouverts dans des baraquements militaires en Herzégovine.
Il a été révéleé par la suite que I'agent causant la fievre du phlébotome était un agent filtrable
transmis par des phlébotomes infectés (Doerr et al, 1909), de sorte que la maladie a été nommée
"pappataci”, qui se traduit approximativement de I'italien par "manger en silence”, la fiévre
faisant référence aux habitudes alimentaires cryptiques des mouches phlébotomes, ou "fievre
des trois jours", qui décrit la maladie fébrile autolimitée causée par la plupart des phlébovirus

pathogenes (Lambert et al., 2021).

Aprés la découverte et la description de la maladie, des épidémies ont été identifiées
chez des soldats qui venaient d'arriver dans des zones endémiques, et la majorité de la littérature
sur la fievre du phlébotome a été publiée dans des revues ou des rapports militaires (Anderson
et al., 1941; Sabin, 1951 ; Tesh et Papaevangelou, 1977 ; Eitrem et al., 1985 ; Oldfield et al,
1991).



Chapitre | Synthése bibliographique

1.1.2 Découverte des phlébovirus transmis par les phlébotomes

A. Découverte du virus sicilien

Albert Sabin a isolé le SFSV a partir de sérums de soldats malades en Egypte pendant la
Seconde Guerre mondiale en 1943. Plus tard, lors d'une épidémie de maladie fébrile parmi les
troupes de I'armée américaine en Sicile, il I'isola a nouveau et des tests d'immunité croisée chez
des volontaires révélérent que les deux agents étiologiques étaient identiques (Sabin, 1951). Le

vecteur a été identifié comme étant Phlebotomus papatasi (Alkan et al., 2013).
B. Découverte du virus de Naples

Le virus de Naples a été repéré a une premiére occasion dans le sérum d'un soldat malade
en Italie pendant la Seconde Guerre mondiale, ou les études d'immunité croisée chez I'nomme
ont été les premiéres a montrer I'absence de relations immunologiques entre les virus Sicilien
et Naples, et les tests de neutralisation et de fixation du complément ont éte les seuls a le
confirmer (Sabin, 1951). Les patients pourraient contracter les deux virus consécutivement, car
aucune protection croisée n'a été démontrée (Sabin, 1951).

En plus de P. papatasi, le virus a été isolé chez P. perniciosus en lItalie (Verani et al.,
1980) et Phlebotomus perfiliewi en Serbie (Gligi¢ et al., 1982).

C. Découverte du virus Toscana

En 1971, le virus Toscana, un proche parent du virus Naples, a été isolé pour la premiere
fois de P. perniciosus en région de Toscane en Italie centrale (Verani et al., 1980). Apres la
démonstration de son implication dans I'infection du SNC (systéme nerveux central) chez des
citoyens suédois et américains rentrant chez eux aprés avoir visité le Portugal et I'ltalie,
respectivement, les premieres preuves de pathogénicité humaine sont apparues (Calisher et al.,
1987 ; Ehrnst et al., 1985). D'autres souches du Toscana virus ont été isolées de P. perfiliewi
en Italie (Verani et al., 1988). Par la suite, chez une femme atteinte de meéningite aseptique,
confirmant son réle de cause majeure d'infections du SNC en Italie centrale (Nicoletti et al.,
1991).

A ce jour, le virus Toscana est le seul phlébovirus transmis par les phlébotomes qui a été

définitivement lié a des manifestations du systéeme nerveux central (Ayhan et al., 2020).
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D. Découverte du virus de Chypre

La fievre Sandfly a eté identifiée pour la premiére fois a Chypre en 1984, aprés une épidémie
de maladie fébrile chez des soldats suédois servant dans les forces des Nations Unies (Eitrem et
al., 1985). Les tests de neutralisation ont confirmé que les virus de Naples, de Toscane et de
Sicile circulaient ensemble, comme en témoignait la séroconversion, et provoquaient des

infections aigués. (Eitrem et al., 1990).

Une épidémie de fiévre du phlébotome a frappé les soldats grecs stationnés dans la capitale
Nicosie en 2002. La RT-PCR s'est avérée positive dans quinze échantillons de sang. Les
échantillons de sang ont été utilisés pour isoler le virus, et la recherche génétique a révélé qu'il
était apparenté mais distinct du virus sicilien. Le Sandfly fever Cyprus virus est le nom donné
a ce virus (Konstantinou et al., 2007 ; Papa et al., 2006).

1.1.3 Taxonomie

Les phlébovirus sont des arbovirus, acronyme dérivé d’ Arthropod-borne virus ou virus
transmis par les arthropodes, appartenant a I'ordre des Bunyavirales, famille des Phenuiviridae.
Ce sont un groupe de virus a ARN qui se développent dans les arthropodes, principalement des

moustiques hématophages et des tiques (Socha et al., 2022).

Auparavant, la réactivité serologique croisée était utilisée pour classer les espéces du
genre. La découverte de nouveaux phlébovirus, qui sont rarement disponibles pour les tests
sérologiques, a entrainé un changement des régles de classification. Dans les séquences d'acides
amines de leur RdRp, les especes virales sont désormais définies par une identité de95 % ou
plus [TaxoProp 2019.026M.A.v1.Phenuiviridae 4gen79sp]. Dans la derniére version de 2021 de
« International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV » (Master Species List 2021.v1,
MSL #37 du 24.03.2022), il y’a 67 especes dans le genre Phlebovirus (Calisher et al., 2021).
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I.1.4 Structure et génome

Les phlébovirus possedent un virion sphérique enveloppé d’environ 100 nm de diamétre,
ainsi qu'un génome ARN simple brin tri-segmenté de polarité négative avec une stratégie de
codage négatif et ambisens (Calisher et al., 2021). Les glycoprotéines de surface (Gn et Gc)
codées par le segment génomique M (moyen), la protéine de nucléocapside codée par le segment
S (petit) et 'ARN polymérase ARN-dépendante virale codée par le segment génomique L
(grand) constituent les protéines structurelles des phlébovirus, ainsi que deux protéines non
structurales (NSs, NSm) (Calisher et al., 2021) (Fig.1).

Le cytoplasme de la cellule infectée sert de site de réplication, tandis que la maturation des

virions a lieu dans le complexe de Golgi (Ergunay et al., 2014).

Glycoprotéines
Gy & Ge

Nucléoprotéine

ARN Polymérase
ARN-dépendante

80-160 nm

Figure 1: schéma représentatif de particule phlébovirale. Les trois segments génomiques viraux sont dénommeés en fonction de leur
taille : S (petit), M (moyen) et L (grand)

Les phlébovirus possédent trois segments distincts (Fig.2) (Calisher et al., 2021) :

e ungrand segment (L) (6,4 kb) qui code pour I'ARN polymérase ARN-dépendante (RARp)

e un segment moyen (M) (3,2 kb), qui code pour plusieurs polyprotéines, obtenues par
balayage de fuite et clivées en plusieurs protéines (NSm-Gn, NSm, NSm’, Gn et Gc)

e un petit segment (S) (1,7 kb) qui code pour deux protéines (N et NSs).
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Figure 2: Un schéma qui représente la composition déférents segments du génome des phlébovirus Philippe Le Mercier, P. (2022).
Phlébovirus ~ ViralZone. Consulté le 8 mai 2022, a I'adresse https://viralzone.expasy.org/252.

1.1.4.1 Réplication
Les étapes du cycle de réplication sont les suivantes (Knipe, D et Howley, P, 2013) (Fig.3) :

a) Fixation, médiée par une interaction entre les glycoprotéines d’enveloppe virales et les
récepteurs de I'hote ;

b) Endocytose mediée par les recepteurs ;

c) Décollement, par acidification des vesicules endocytiques, et fusion des membranes virales
avec les membranes endosomales avec libération des complexes ribonucléoprotéiques
viraux dans le cytoplasme ;

d) Transcription primaire de la protéine complémentaire du virus. Transcription primaire
d'especes d'ARN messagers (ARNm) complémentaires du virus a partir de matrices
génomiques a l'aide d'amorces issues de la cellule hote et de la polymérase associée au virion
; 5. Traduction des ARNm L, M et S, clivage co-traductionnel de la polyprotéine du segment
M, dimérisation de Gn et Gc dans le réticulum endoplasmique (RE) ;

e) Réplication de I'ARN associé a la membrane, synthése et encapsidation de I'ARNc pour
servir de matrice a I'ARNv ou, pour les génes ambisens, de matrice a I'ARNmM
subgénomique, réplication du génome ;

f) Morphogenése, y compris le transport des protéines structurelles vers le Golgi, la
glycosylation de Gn et Gc, le bourgeonnement dans les citernes de Golgi ;

g) Migration des vésicules de Golgi contenant les virus vers la surface cellulaire, fusion des
membranes veésiculaires avec la membrane plasmique et libération des virions infectieux par

exocytose.
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Figure 3: Cycle de réplication des phlébovirus (Knipe, D et Howley, P, 2013).

1.1.4.2 Réassortiment viral

Le réassortiment des segments d’ARN des phlébovirus est courant, comme c'est le cas
pour dautres virus & ARN segmenté. Au cours de la réplication, les segments d’ARN de
différentes souches virales se mélangent, et les virus de la descendance contiennent des segments
génomiques provenant des virus parentaux. Les phlébovirus réassortis sont donc la conséquence
d'un échange génétique entre des souches parentales de phlébovirus apparentées (Alkan et al.,
2013).

La forme segmentée du génome tripartite du phlébovirus facilite ce processus, qui
pourrait conduire a I'émergence de nouvelles maladies si I'échange de segments confere un
avantage en termes de fitness ou modifie la pathogénicité chez I'n6te humain (Calzolari et al.,
2018). Par conséquent, la capacité a détecter et a identifier les virus réassortis revét une
importance particuliere sur le plan clinique, épidémiologique et de la santé publique (Lambert
et al., 2021).

1.1.4.3 Lignage

D'un point de vue médical, ces quatre sérotypes sont les plus importants, a savoir le virus
"Sandfly Fever Sicilian" (SFSV ; sérotype sicilien), le virus "Sandfly Fever Cyprus" (SFCV ;
sérotype chypriote), le virus "Sandfly Fever Naples" (SFNV ; sérotype napolitain) et le virus
"Toscana" (TOSV ; sérotype toscan) (Marklewitz et al., 2020). 1l a été discuté que tous les virus

de cette famille de virus sont les plus récents de longues lignées génétiques (Briese et al., 2013).
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Certains (ou tous) des virus énumérés sont sans aucun doute des phlébovirus réassortis,
en particulier ceux détectés en Italie, probablement en raison de la co-circulation de plusieurs

phlébovirus dans des arthropodes vecteurs se trouvant a proximité (Calzolari et al., 2018).

Selon des recherches, de multiples phlébovirus transmis par les phlébotomes et pouvant
appartenir a différents complexes génétiques co-circulent souvent dans un endroit particulier.
Le virus Arbia et le TOSV, par exemple, ont été détectés en Italie (Verani et al., 1988), le virus
Saddaguia et le TOSV en Tunisie (Dachraoui et al., 2016), les virus Massilia, Alcube, et
Arrabida au Portugal (Amaro et al., 2016), et les virus Adana, Zerdali, et Toros virus en Turquie
(Alkan et al., 2016).

Pendant la saison chaude dans les zones endémiques ou des vecteurs compétents sont
présents, le TOSV, connu pour étre neurotrope, peut provoquer des maladies du SNC telles que

la méningite aseptique aigué, l'encéphalite et la méningo-encéphalite (Marklewitz et al., 2020).

Les études génétiques du TOSV ont révelé I'existence de trois génotypes, appelés lignées
A, B et C (Fig. 4) (Ayhan et al., 2020) :

TOSV Mtaly JF330275
TOSV Swna Italy KM275775
I 10SV Firenze ltaly KM275784
TOSV italy EU327772
TOSV laly JF330274
TOSV Pesaro ltaly KM275772
TOSV Fuenze Italy KM275767
37! TOSV Macerata ltaly KM275769 TOSV Lineage A
TOSV Swna ltaly KM275237
~ TOSV Turkey HMO51104
ac-\] TOSV Mantova Italy KM275783
TOSV Sena ltaly KM275771
TOSV haly NCO0OG318
TOSV Tunisia JX867536

1 TOSV Algena KP694242

TOSV Span EF 120630
TOSV Spain EF 120629
59 |FY TOSV Portugal KM275763
TOSV Portugal EF201833

TOSV Croatia C64 KYB67757

TOSV France KC776214 TOSV Lineage B
TOSV France AY766034
TOSV France KUG35733
TOSV France KUB042¢

TOSV Nice France KU204981
TOSV Spain FJ 286
f TOSV Croatia C63 KYB67756

TOSV Lineage C

100 L. TOSV Croatia JQ430637

SENV EF201830

Figure 4: Analyse phylogénétique du virus Toscana (TOSV) basée sur le géne de la protéine de la nucléocapside. L'analyse du
maximum de vraisemblance au niveau des nucléotides a été réalisée a I'aide du logiciel MEGA 6.06

10



Chapitre | Synthése bibliographique

La lignée A était constituée de souches virales identifiées initialement en Italie, tandis
que la lignée B était constituée de souches virales isolées d'abord au Portugal, puis en Espagne.
Il est rapidement apparu que la dispersion de la lignée génétique est influencée par la géographie
plutdt que par les caractéristiques de I'ndte (humain, vertébré non humain, mouche des sables)
(Verani et al., 1988).

Il1a également été démontré que deux lignées génétiques peuvent circuler ensemble : Les
lignées A et B co-circulent a la fois en France (Baklouti et al., 2016 ; Nougairede et al., 2010)
et en Turquie (Erdem et al., 2014;Dincer et al., 2016), quant a la Croatie, il a été noté une co-
circulation des lignées B et C (Ayhan et al., 2018). Il est important de souligner qu'il n'existe
aucune preuve indiquant qu'une lignée est plus pathogénique chez I'homme qu'une autre.
Cependant, a I'neure actuelle, les preuves d'un lien entre la lignée génétique du TOSV et les
especes de phlébotomes sont faibles (Calzolari et al., 2018).

I.1.5 Caracteres physico-chimiques des phlébovirus
Les virions des phlébovirus sont fragiles et peuvent étre inactivés par la chaleur, un pH

acide, le formaldéhyde, les détergents et les désinfectants :

- Tempeérature : Le traitement thermique du sérum pendant 120 minutes a 56°C détruit le

virus.

- pH : il résiste au pH basique mais est inactivé a pH moins a 6,8 par 1’éther, par 0,1% de
B- Propiolactone a pH=9, le désoxycholate.

- Agents chimiques : Inactive par I'éther et le chloroforme

- Désinfectants : il est inactivé par les solutions fortes d’hypochlorite de sodium ou de

calcium (le chlore résiduel doit dépasser 5000 ppm).

1.2 Les vecteurs : les phlébotomes

Phlebotominae, le taxon des vecteurs des espéces membres de la fievre du phlébotome

des phlébovirus, est dérivé du grec phlebos, qui signifie "veine" (Calisher et al., 2021).

Les phlébotomes ou "mouche des sables” sont de minuscules insectes hématophages
(suceuses de sang) appartenant a I'ordre des dipteres, a la famille des Psychodidae et a la sous-
famille des Phlebotominae (Benallal et al., 2022) (Fig.5).

11
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Jusqu'a présent, plus de 950 espéces ont été classées en plusieurs genres, dont environ
100 especes de I'Ancien et du Nouveau Monde impliquées dans le transfert de diverses

infections, y compris celles qui infectent les humains (Munstermann et al., 2019).

Ailes velues Abdomen

Un thorax bossu
Genitalia

Téte Pattes

Figure 5: Mouche de sable, Phlebotomus papatasi, femelle se nourrissant d'un étre humain.
Bibliothequed'images de santé publique (PHIL), 2022. Accéder le 28 Avril 2022
https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=10275

P. papatasi a été la premiere espéce de phlébotomes découverte en Afrique du Nord,
dans la région de Beni Ounif, a la frontiére sud algéro-marocaine encore non contrdlée, en 1908,

introduisant pour la premiére fois le pou en pathologie humaine (Dedet et al., 1984).

1.2.1 Morphologie
Les phlébotomes sont de petits insectes nocturnes (1,5-3 mm) (Fig.6), fragiles etcapables

de voler sur de courtes distances avec une activité crépusculaire et un comportement de repos
diurne (Alkan et al., 2013).

3 paires de pattes

Pharynx posténieur \ ’z X
P - Thorax
Cibarium /]
! : % 1 pawe d'ailes
(il composé e % 1 paire des balanciers
Palpe
Mentum
> Abdomen d'une femelle gravide
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Lobe latéral

Pompe génitale

Figure 6: Morphologie d’un phlébotome adulte vue au microscope optique G 100 (Boussaa, 2008)

A. Téte (vue ventrale). B. Thorax et I’abdomen. C. Génitalia male. D. Spermatheques (Ph.sergenti)

1.2.2 Développement et cycle de vie
Le cycle de vie du phlébotome dure de 5 a 10 semaines, et comprend quatre étapes : 1'ceuf,
la larve, la nymphe et I'adulte (Tesh et al., 1989) (Fig.7) :

e Les ceufs éclosent au bout de 4 a 20 jours, mais cela peut étre retardé par temps froid.

e La maturation des larves se déroule en quatre étapes et dure de 20 a 30 jours, selon I'espéce,
la température et I'apport nutritionnel. Les températures extrémes, le froid ou la sécheresse
peuvent faire entrer les larves en diapause, ce qui prolonge la période de développement
pendant des mois.

e Les larves sont principalement des charognards, se nourrissant de matieres organiques (par
exemple, champignons, feuilles en décomposition, excréments d'animaux et arthropodes en
décomposition).

e Avant I'émergence des phlébotomes adultes, le stade nymphal dure de 6 a 13 jours.

En plus de la dormance et la diapause en tant qu'ceufs et larves (Ready et al., 2013), il

existe également des preuves l'autogenese (Lewis et al., 1971).

13
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Figure 7: Cycle de vie d’un phlébotome (Elevage de P. duboscqi) (Boussaa, 2008)

1.2.3 Preférence d’habitat

Les granges d'animaux, les maisons, les volieres, les cavernes, les trous d'arbres, les
terriers d'animaux, les crevasses entre les rochers et les trous de murs sont tous des lieux de
repos courants pour les adultes (Alkan et al., 2013). De fortes pluies pourraient inonder ces lieux
de repos, réduisant ainsi le nombre d'endroits ou les phlébotomes peuvent se reproduire
(Alexander et al., 2000).

Les espéces de phlébotomes ont des préférences différentes pour les lieux de repos. Par
exemple, Sergentomyia minuta a tendance a se reposer entre de petits rochers, tandis que
Phlebotomus mascitii a une préférence d'habitat spécifique qui concerne principalement les
cavernes (Alkan et al., 2013).

1.2.4 Comportement alimentaire des phlébovirus adultes

Les phlébotomes se nourrissent de divers vertébres, dont des animaux a sang froid, des
mammiféres et des oiseaux, selon I'espéce (Alkan et al., 2013) avec une activité nocturne et
crépusculaire (Alten et al., 2016). Les deux sexes consomment du miellat, de la seve végétale

et des sécrétions de pucerons comme sources de sucre pour se nourrir (Muller et al., 2004).

14



Chapitre | Synthese bibliographique

Néanmoins, seules les femelles consomment du sang, qui est essentiel au développement
des ceufs, avant de les pondre dans des microhabitats terrestres riches en matiére organique,
comme le sol et les terriers d'animaux, qui servent de source de nutrition pour les larves (Fig.8)
(Alexander et al., 2000 ; Feliciangeli et al., 2004).

Figure 8: Mouches des sables femelles Phlebotomus papatasi prenant un repas de sang sur la queue d'une souris

(Courtoisie de FilizGunay, Université Hacettepe).

1.3 Epidémiologie du virus
Les phlébovirus transmis sont présents dans tout le bassin méditerranéen, en Afrique, sur le

sous-continent indien, au Moyen-Orient et en Asie centrale (Alkan et al., 2013).

A lexception du virus Toscana, qui présente un tropisme marqué pour les systémes
neurologiques centraux et périphériques, les fievres dues aux phlébotomes provoquent des
maladies modérément graves et sont souvent peu prises en compte par les médecins. Les
maladies virales transmises par les phlébotomes suscitent également beaucoup moins d'intérét

scientifique que les autres arbovirus (Alkan et al., 2013).

L'épidémiologie de la fievre du phlébotome est intimement liée au cycle de vie des vecteurs. La
maladie peut devenir épidémique pendant la saison estivale en raison de la reproduction des

phlébotomes.
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Les zones de distribution des vecteurs possibles sont actuellement reconnues pour limiter la
propagation de la fievre du phlébotome. Etant donné que les vecteurs phlébotomes sont actifs,
la maladie peut apparaitre et/ou réapparaitre dans n'importe quelle région géographique
(Depaquit et al., 2010).

La présence de vecteurs phlébotomes augmente les risques d'infection par les phlébovirus
transmis par les phlébotomes dans de vastes régions de I'Ancien Monde (Maroli et al., 2013).

Plus il y a de phlébotomes, plus il y a de chances qu'un nouveau virus soit découvert.

Lorsque la fievre de la mouche des sables frappe, la biologie du vecteur domine

I'épidémiologie, comme en témoignent les observations suivantes :

« Lescas sont concentrés géographiquement pres des habitats habituels du vecteur.

« L'ete est la saison la plus courante pour I'infection dans les zones non-tropicales.

« S'il est observé par la surveillance, le taux d'attaque secondaire doit étre considéré comme
un bruit.

« La période d'incubation dure entre 4 et 8 jours (Brett-Major et Claborn, 2009).

1.3.1 Epidémiologie et transmission des agents pathogénes

La sous-famille des Phlebotominae comprend les trois principaux genres Lutzomyia
(Nouveau Monde), Phlebotomus et Sergentomyia (Ancien et Nouveau Monde) (Calisher et al.,
2021). Les deux premiers genres contiennent les espéces les plus importantes capables de

transmettre des infections virales (Tesh et al., 1988).

Malgré la capacité limitée des phléebotomes a se disperser, les récents changements
climatiques ont entrainé l'expansion des zones géographiques ou les phlébotomes circulent
(Fischer et al., 2011).

Le virus est transmis au phlébotome (de mai a octobre) par la piqire d'une personne
infectée entre 48 heures et 24 heures avant I'apparition de la fievre (Ergunay et al., 2014),
nécessitant une période d'incubation de 7-10 jours aprés la transmission, aprés quoi le

phlébotome est définitivement infecté (Depaquit et al., 2010).

1.3.2 Distribution géographique de la fievre des phlébotomes
Les phlébotomes sont distribués dans un large éventail de régions, y compris les zones
tempérées, les déserts et les régions semi-arides. On peut méme les trouver dans des endroits
tropicaux et subtropicaux (Alkan et al., 2013).
16
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La Méditerranée, I'Afrique du Nord et I'Asie occidentale et centrale sont les principales

régions ou les phlébotomes de I'Ancien Monde ont été découverts (Ayhan et al., 2017).

Dans les pays méditerranéens, I'activité des phlébotomes est saisonniére. En raison des
températures froides de I'hiver, ils sont présents de mai a octobre. Les périodes d'émergence et
la dynamique saisonniere de ces insectes (avec un pic en juillet et ao(t) sont influencées par les
températures moyennes annuelles et la latitude, les facteurs environnementaux et climatiques,

et peuvent différer selon I'espéce et la zone de capture (Alten et al., 2016).

La prévalence des anticorps humains et animaux contre les phlébovirus transmis par ces
vecteurs dans les régions susmentionnées souligne I'importance de ces maladies pour la santé
publique (Alkan et al., 2013).

1.3.3 Entretien et transmission

Les virus de la fiévre du phlébotome ont éte isolés a la fois chez I'homme et chez les
phlébotomes. A I'heure actuelle, il existe peu de preuves pour étayer le concept selon lequel les
humains ou les grands animaux sont des réservoirs de virus, il est largement admis qu'ils sont
des hotes sans avenir qui ne jouent aucun role dans le cycle de vie naturel du virus. Ainsi,les
vertébrés augmenteraient les chances de survie et de dissemination du virus (Garcia San Miguel
et al 2021).

Selon les derniéres études, de nombreux phlébovirus sont maintenus dans leurs
arthropodes vecteurs par transmission veineuse (transovarienne) qui est essentielle a leur survie
dans la nature, cela permet aux phlébovirus de survivre en I'absence de vecteurs adultes ou en

I'absence d'hotes vertébrés vulnérables (Bergren et al., 2018).

D’autre part, il a été démontré que lI'accouplement entraine une transmission vénérienne
(horizontale) des méales malades aux femelles non infectées (Tesh et al., 1992). En outre, dans
des expériences que le virus Toscana se maintient verticalement pendant 15générations de

cellules de phlébotomes sans diminution significative du taux d’infection (Bergren et al., 2018).

Plusieurs especes de vertébrés ont été suggérées comme réservoirs possibles pour ces
virus, mais aucune prédiction n'a été faite en raison de la breve durée de la virémie et de I'absence

d'infection persistante (Ayhan et al., 2020).
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Etant donné I'inactivité des espéces vectrices pendant les saisons d'automne et d'hiver,
le mécanisme sous-jacent du maintien a long terme du virus reste inconnu. En ce sens, il semble
plausible de conclure que le principal hote réservoir est le phlébotome, dans lequel les virus se
reproduisent et sont transmis a des hotes vertébrés qui, dans la plupart des cas, ne présentent

aucun signe clinique d'infection (Ergunay et al., 2014).

Trois éléments sont nécessaires a la transmission des arbovirus qui se produit dans
certaines conditions environnementales qui impliquent des cycles écologiquement distincts :
I'nGte vertébré, l'arthropode vecteur et le virus (Fig. 9) (Weaver et al., 2021).
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Figure 9: Cycle de transmission des phlébovirus transmis par les phlébotomes

1.3.4 Distribution géographique des phlébovirus transmis par les phlébotomes

Les phlébovirus transmis par les phlébotomes de I'Ancien Monde ont été signalés
principalement dans la région méditerranéenne, en Afrique du Nord et en Asie occidentale et
centrale (Ayhan et al., 2017). Le virus de la fievre du phlébotome de Naples et le virus de la
fievre du phlébotome de Sicilien sont tous deux présents dans la région méditerranéenne ainsi

gu'en Asie occidentale et centrale (Tesh et al., 1976) (Fig.10).
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Figure 10: carte géographique représente les pays ou des données sont disponibles pour la séroprévalence, la détection par PCR et

I'isolement des virus appartenant a I'espéce Sandfly fever Naples.

Le virus de la fievre du phlébotome sicilien est endémique dans les mémes pays africains

que le virus de la fiévre du phlébotome de Naples, a I'exception de Djibouti, et a été trouvé en

Ouganda et en Somalie (Tesh et al., 1976 ; Rodhain et al., 1989). Enfin, le virus sicilien de la

fievre du phlébotome a été identifié en Ethiopie comme la cause d'une épidémie de maladie

féebrile (Woyessa et al., 2011) (Fig.11).
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Figure 11: Carte géographique représente les pays ou des données sont disponibles sur la séroprévalence, la détection par PCR et

I'isolement du virus pour les virus appartenant au sérocomplexe sicilien de la fievre des phlébotomes.

Aprés sa découverte en ltalie centrale, le virus Toscana a été découvert qu'il était endémique

dans un certain nombre d'autres régions italiennes, ou il provoque des infections neuro-invasives
pendant I'été (Calamusa et al., 2012; Ayhan et al., 2020) (Fig.12).
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Figure 12: Carte géographique représente les pays ou des données sont disponibles sur la séroprévalence, la détection par PCR et
I'isolement du virus pour les virus Toscana de la fievre des phlébotomes.

1.3.4.1 La region du Maghreb

La région du Maghreb comprend la Mauritanie, le Maroc, I'Algérie, la Tunisie et la Libye

et est située entre 19 et 37 N et 15 W et 25 E. Différentes zones bioclimatiques sont présentes

sur un territoire aussi vaste, allant de I'numide a I'hyperaride (Fig.13) (Benallal et al., 2022).
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Figure 13: Etapes bioclimatiques de la région du Maghreb

Accéder le 23 mai 2022(https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0009952.9001)

La distribution des especes de mouches des sables dans ces pays, ou la faune des

mouches des sables est connue pour étre tres répandue et ou de nombreuses espéces ont été

impliguées dans la transmission d'infections transmises par les mouches des sables telles que les

arbovirus du groupe Phlebovirus (Failloux et al., 2017).
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Les pays du Maghreb ont signalé plusieurs arbovirus de l'ordre des Bunyavirales, dont

le célébre TOSV, qui présente un intérét particulier, le virus de Naples et le virus sicilien.

Les taux élevés d'anticorps neutralisant le TOSV rapportés dans des études humaines
en Algérie (Moureau et al., 2010 ; lzri et al., 2008 ; Tahir et al., 2016) et en Tunisie (Fezaa et
al., 2013 ; Sakhriaet al.,2013) suggerent que le virus circule fréquemment dans la région. En
fait, certaines études de séroprévalence humaine ont révélé que le pourcentage de la population
ayant des anticorps neutralisants du TOSV est 2 a 3 fois plus élevé que dans le sud de I'Europe
(Ayhan et al., 2020).

Les trois phlébovirus mentionnés ci-dessus ont été détectés chez des especes de
phlébotomes de plusieurs sous-genres dans la région du Maghreb : TOSV en Ph. papatasi, Ph.
sergenti, Ph. perniciosus et Ph. longicuspis, les virus de Naples dans Ph. perniciosus et Ph.

longicuspis, et le virus sicilien chez Ph. ariasi (Benallal et al., 2022).

Dans la région du Maghreb, la diversification des phlébovirus est encore peu claire. Un des
objectifs des études futures sera de déterminer le réle des différentes especes de phlébotomes

dans leur transmission.

1.3.4.2 En Algérie

Les anticorps neutralisants contre les virus de Sicile et de Naples n‘ont pas éeté trouves
dans le sud-est de I'Algérie en 1976 (Tesh et al., 1976), dans leur étude la plus compléte, n'ont
signalé aucun anticorps neutralisant réagissant au SFSV dans le sérum humain des populations

algériennes de Tamanrasset et Djanet.

En 2006, un phlébotome sur 460 (principalement P. perniciosus) était porteur d'un ARN viral
de type sicilien : il s'agissait d'un P. ariasi, ce qui était surprenant (Izri et al., 2008). Une collecte
de phlébotomes organisée en Kabylie et a Alger en 2007 a donné deux résultats positifs, l'un
pour I'ARN viral de type Naples (P. longicuspis) et l'autre pour I'ARN viral de type Sicilien (P.
papatasi). En utilisant des tests IFI et ELISA, des études de séroprévalence dans le nord de
I'Algérie ont révélé des anticorps contre les virus Sicilien et Naples a des taux de 5 % et 10,6-
21,6 %, respectivement (Moureau et al., 2010). Les preuves sérologiques indiquent que le SFSV

est présent en Algérie.
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Les souches algériennes, italienne et chypriote du SFSV sont toutes étroitement liées,
selon l'analyse génétique d'une petite section du gene de la polymérase (segment du génome L)
(Izriet al., 2008).

1.3.5 Effets des changements globaux sur les agents pathogenes transmis par les
phlébotomes

Le changement climatique peut affecter les lieux a risque et les populations humaines
puisque la distribution géographique de ces agents est régie par la distribution de leurs vecteurs
(Benallal et al., 2022).

L'altération de I'épidémiologie des infections a transmission vectorielle est causée par
des facteurs externes tels que le changement climatique, l'urbanisation croissante, la croissance
économique et les mouvements de population pour des raisons économiques, sociales ou
politiques, qui entrainent des changements dans la gamme des vecteurs, des réservoirs et des

agents pathogenes (Viglietta et al., 2021).

Les changements écologiques provoqués par I'homme, tels que [I'urbanisation,
I'expansion de l'agriculture dans les zones semi-arides et la mise en place de systémes
d'irrigation artificielle, peuvent tous avoir un impact sur la prévalence des phlébotomes
(Viglietta et al., 2021). D'autres activités anthropiques, comme le tourisme et les pelerinages
en provenance ou a destination de lieux endémiques, peuvent contribuer a la propagation
d'infections exotiques dans des zones ou dautres agents pathogénes transmis par les

phlébotomes sont déja endémiques (Ayhan et al., 2017).

1.4 Interaction entre le virus et I'hote

1.4.1 Pouvoir pathogéne et hormonogéne

Au cours des dernieres décennies, plusieurs virus transmis par les phlébotomes,
récemment découverts et responsables d'un large éventail de maladies humaines, ont étéattribués
au genre Phlebovirus (Viglietta et al., 2021). La protéine non structurale (NSs) des bunyavirus

est le principal facteur de virulence et un antagoniste de l'interféron (IFN)
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(Rezelj et al., 2017). L'immunité innée, qui est médiée par la voie de l'interféron (IFN) de type

I, constitue une premiére ligne de protection contre les virus (Lee et al., 2018).

Selon les dernieres recherches, la capacité d'un NSs spécifique a interférer a la fois avec
I'induction et la signalisation de I'lFN est nécessaire pour une virulence élevée (Wuerth et al.,
2021).

Au niveau de la transcription cellulaire, les phlébovirus semblent étre antagonistes de
I'IFN de I'n6te. Les protéines NSs du SFSV réduisait, mais n'éliminait pas completement,
I'induction de I'lFN de type | et de type I1l. Les NS du SFSV n'ont également eu aucun effet sur
la signalisation de I'lFN, ce qui a entrainé des niveaux éleves d'expression de I''SG (Géne
stimulés par I'lFN) dans les cellules infectées, alors que les NSs du TOSV ne bloquentl'induction

que lorsqu'ils sont produits dans un environnement hétérologue (Wuerth et al., 2021).

1.4.2 Cellules dendritiques comme portail d’accés pour les phlébovirus

Les phlébovirus se transmettent a I'homme a travers son derme lorsqu'un arthropode
infecté ingeére du sang. Pour initier I’infection, les virus doivent d’abord s’attacher a leurs
cellules cibles et, ensuite, accéder a ’espace intracellulaire pour se répliquer (Meier et al., 2012).
phlébovirus utilisent leurs protéines d'enveloppe, Gn et Gc protéines de fusion membranaire
virale de classe Il pour penétrer dans les cellules cibles et assembler les particulesde la

progéniture dans les cellules infectées (Spiegel et al., 2016).

Les cellules dendritiques, qui expriment a leur surface la lectine de type C (calcium-
dépendante) DC-SIGN (dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-
integrin) et qui sont l'une des premiéres cellules de I'hdte humain a entrer en contact avec les
particules virales puisqu'elles sont situées sur le site anatomique de la premiére infection, sont

I'une des premiéres cellules a entrer en contact avec les particules virales (Svajger et al., 2010).

1.4.3 Effets de la réplication virale sur les cellules hotes

Les effets cytopathiques observés dans les cellules en culture infectées par les
phlébovirus varient considérablement, selon le virus et le type de cellule hdte examiné (Knipe,
D et Howley, P, 2013).
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Les virus sont souvent ciblés sur un certain organe ou type de cellule dans les infections

spontanées des mammiféres (Newton SE., 1981) :

« Dans les cellules de vertebrés, il a été decouvert que plusieurs phlébovirus provoquaient une
diminution de la synthése des protéines de la cellule hote, qui devenait plus perceptible a
mesure que l'infection progressait.

» Dans les cultures cellulaires de moustiques, les membres de la famille transmis par les
arthropodes, comme la plupart des autres arbovirus, ne provoquent aucune cytopathologie

observable et la persistance virale est facilement maintenue.

1.5 Manifestations cliniques

La fievre du phlébotome est une maladie infectieuse virale aigué, bénigne, autolimitée
qui se caracterise par une virémie de courte durée, ainsi que la formation d'une papule a I'endroit
de la piqdre du phlébotome. Elle provoque une varieté de symptomes tels que : une fievre (38,8-
40,3°C), perte d'appétit, douleurs musculaires et articulaires, maux de téte, douleurs derriere le
globe oculaire, diarrhée, nausées, vomissements et douleurs abdominales sont les symptomes

d'accompagnement les plus courants (Ergunay, 2014).

Dans de rares cas, une hépatomégalie, une splénomégalie peuvent apparaitre, ainsi
gu'une hyperémie conjonctivale et une photosensibilité. Les résultats de laboratoire de la fievre
du phlébotome comprennent : lymphopénie, monocytose, thrombocytopénie, augmentation des

enzymes hépatiques ainsi que de la créatinine kinase (CK) (Ozkale et al., 2016).

La fievre du phlébotome doit étre suspectée chez les individus qui arrivent avec une ™
fievre de trois jours " caractéristique dans des endroits ou les phlébotomes sont abondants. De
méme, l'infection par le TOSV doit étre suspectée chez les patients atteints d'une maladie aigué
du SNC dans des endroits ruraux ou semi-ruraux ou les phlébotomes sont présents pendant les
mois d'été (Ayhan et al., 2021).

Dans les zones endémiques, la fievre du phlébotome est frequemment diagnostiquée sur
la base des symptomes cliniques, une confirmation en laboratoire étant recherchée dans le cas
d'occurrences spécifiques, de maladies liées a des voyages/importées ou d'épidémies. Le
diagnostic est établi par la clinique, les résultats des tests sanguins, des informations

épidémiologiques et des tests virologiques et/ou sérologiques (Calisher et al., 2021).
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1.6 Méthodes de détection des phlébovirus et de leurs infections

1.6.1 Diagnostic direct

Isolement des virus : Les types de prélévements les plus couramment soumis a des tests
sont le sérum humain et le liquide cérébrospinal (LCS) ; toutefois, les tissus post- mortem, le
sang total et l'urine ou de surnageant d'homogénats obtenus a partir de tissus d'individus ou
d'arthropodes infectés, entre autres, peuvent également convenir aux méthodes de détection
directe (Ergunay et al., 2011 ; Lambert et al., 2016 ; Li M et al., 2019).

Ces dernieres années, plutdt que de recourir a la sérologie, les isolats ont été de plus en
plus caractérisés par des approches basées sur les acides nucléiques (Hughes et al., 2020 ; Wang
et al., 2020), y compris le séquencage du génome entier. Ce changement a facilité I'identification
plus rapide des virus reassortis (Calzolari et al., 2018 ; Baker et al., 2021) et permet une
classification taxonomique fondée sur des criteres de démarcation basés sur les acides

nucléiques (Calisher et al., 2021).

RT-PCR : Les tests RT-PCR consensuels qui identifient le petit segment (Lambert et al.,
2009) ou utilisent une méthode pour détecter a la fois les petits et les gros segments (Weidmann
et al., 2008) se sont avéres particulierement utiles pour détecter un large éventail d'espéces dans
les enquétes cliniques et epidémiologiques, les découvertes virales et la recherche sur la
surveillance (Kay et al., 2009 ; Woyessa et al., 2014 ; Remoli et al., 2016).

Apres l'isolement, des tests de diagnostic indirect sont utilisées pour 1’identification et
caractérisation : des techniques basées sur les anticorps, comme la fixation du complément (FC),
I'inhibition de I'nhémagglutination (HI), les tests d'immunofluorescence (IFI) et les tests de

neutralisation par réduction de plague (PRNT) (Nicoletti et al., 2014).

1.6.2 Diagnostic indirect

La détection d'anticorps : Historiquement, l'inférence sérologique des infections a
phlébovirus était principalement fournie par l'identification des anticorps dans les échantillons
de sérum via les analyses HI et PRNT (Nicoletti et al., 2014 ; Tesh RB et al., 1976).

La sérologie pour toutes les infections virales est devenue plus largement employée pour
le diagnostic aigu de premiere ligne en raison de la découverte des anticorps monoclonaux
(MADs), du test immuno-enzymatique (ELISA), et des antigenes recombinants (Percivalle et
al., 2021).
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Les tests ELISA et IFA pour la détection des IgM et des IgG en kit et en format interne
sont fréqguemment utilisés lors des enquétes sérologiques sur les phlébovirus (Billioud et al.,
2019).

La spécificité est accrue lorsque le dépistage de premiére ligne des IgM et IgG est
complété par des analyses de confirmation PRNT, indiquant une séropositivité des infections de
la fievre Sandfly pouvant atteindre 42 % dans une étude, ce qui souligne la possible sous-

estimation des phlébovirus dans la situation clinique (Percivalle et al., 2021).

Sans aucun doute, disposer d'une gamme complete de méthodes de détection directe et
d'approches basées sur les anticorps est la meilleure stratégie pour augmenter la probabilité

d'identifier une infection a phlébovirus chez I'h6te humain (Percivalle et al., 2021).

1.7 Traitement

Il n'existe pas de vaccin pour la prévention de la fievre du phlébotome. Par conséquent,
la maladie doit étre incluse dans le diagnostic différentiel chez les patients qui présentent
certains ou tous les symptomes precédemment mentionnés pendant les mois d'été, lorsque les

moustiques sont abondants (Calisher et al., 2021).

Un vaccin creé pour I'un de ces virus a peu de chances d'étre efficace contre un autre
sérotype en raison de la grande diversité génétique et antigénique signalée entre les
sérocomplexes de phlébovirus. Par conséquent, le concept d'un vaccin a large spectre doit sans

doute passer par la mise au point d'un vaccin a trois virus au moins (Alkan et al., 2013).

Le traitement de la fievre du phlébotome en ces temps actuels est donc symptomatique
et la maladie se résout de maniére spontanée. Une hydratation, un repos au lit et des analgésiques
doivent étre administrés aux patients hospitalisés (Ozkale et al., 2016). Ces derniéres années,
des solutions alternatives ont été proposées, basées sur l'utilisation de vaccins ciblant non pas
un pathogéne particulier mais des protéines salivaires d'arthropodes. Cibler la salive du vecteur
ce qui pourrait empécher la création du microenvironnement nécessaire a la transmission du

pathogene (Manning et al. 2018).

Cependant, des recherches supplémentaires sur le terrain sont nécessaires pour
déterminer si ce type de vaccination peut conférer une protection substantielle et a long terme

contre les maladies a transmission vectorielle (Manning et al., 2020).
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1.8 Prévention

Les pratiques actuelles de prévention et de contrdle de la propagation des maladies
arbovirales peuvent étre classées en deux catégories : celles qui se concentrent sur les
arthropodes vecteurs et celles qui ciblent les virus eux-mémes par le biais de vaccins ou de
thérapies (Socha et al., 2022).

Bien que ces derniéres soient l'une des stratégies les plus efficaces pour prévenir les
maladies infectieuses, les vaccins contre seulement quelques-uns des principaux arbovirus sont
actuellement disponibles dans le commerce (Silva et al., 2018) et uniqguement dans le domaine

vétérinaire (Socha et al., 2022).

Ces derniéeres années, des solutions alternatives ont été proposées, basées sur l'utilisation
de vaccins ciblant non pas un pathogene particulier mais des protéines salivaires d'arthropodes.
Cibler la salive du vecteur ce qui pourrait empécher la création du microenvironnement

nécessaire a la transmission du pathogene (Manning et al., 2018).

Cependant, des recherches supplémentaires sur le terrain sont nécessaires pour
déterminer si ce type de vaccination peut conférer une protection substantielle et a long terme

contre les maladies a transmission vectorielle (Manning et al., 2020).

De nombreuses stratégies de prévention donc ont été développées, en commencant par
les vecteurs, en raison de leur propagation géographique rapide, de la pertinence des virus qu'ils

transportent, et donc du risque considérable pour la vie humaine (Socha et al., 2022).

La premiére stratégie vise a réduire la population locale d'arthropodes vecteurs en
limitant leur interaction avec des hotes potentiels ou en supprimant leur capacité a propager les
virus. Ceci peut étre réalisé en combinant des types de mécanismes de contrble établis
(environnementaux, mécaniques, biologiques et chimiques) avec des approches génétiques

récemment développées (Socha et al., 2022).

Les méthodes environnementales sont utilisées pour modifier les écosystemes locaux
afin qu'ils soient moins propices a la reproduction ou a la survie d'un certain vecteur. La
diminution a la source de la population de phlébotomes est un défi car, pour la plupart des
especes connues, il existe relativement peu d'informations sur les habitats et les sites de

reproduction de leurs stades immatures (Warburg et al., 2011 ; Feliciangel, 2004).

Certaines expériences pour limiter la population adulte de l'un des phlébotomes,

Phlebotomus argentipes, ont été obtenues grace a des mesures simples telles que le platrage
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des trous dans les maisons et les étables ou des sites de reproduction ont été identifiés (Kumar
et al., 1999).

Les méthodes mécaniques de lutte contre les vecteurs reposent sur l'utilisation de divers
pieges congus pour attirer et tuer les vecteurs, ou sur lutilisation de filets imprégnés
d'insecticides pour réduire les possibilités de se nourrir et de transmettre I'infection (Boussaa,
2008).

Actuellement, deux grandes catégories d'insecticides chimiques sont utilisées dans la
lutte contre les vecteurs : les larvicides (ciblant les stades immatures), y compris les régulateurs
de croissance des insectes (par exemple, le pyriproxyféne) et les adulticides. Cependant, comme
les phlébotomes se reproduisent a I'état terrestre et que leurs larves sont difficiles a localiser, les
mesures de lutte se limitent généralement a celles qui ciblent les individus adultes (Alexander
& Maroli, 2003).

Bien que les méthodes de lutte chimique se soient avérees efficaces pour contrdler les
maladies a transmission vectorielle, leur utilisation continue suscite de plus en plus
d'inquiétudes en raison de leur effet négatif potentiel sur la santé humaine et de I'émergence de

résistances dans les populations de vecteurs ciblées (Hemingway, J., & Ranson, H, 2000).

Les techniques de lutte biologique, qui utilisent des champignons entomopathogeénes
(par exemple Beauveria bassiana), des toxines bactériennes ou de larvicides naturels (par
exemple, les produits de Bacillus thuringiensis svar. israelensis (Bti) ) ou un produit de
fermentation de Saccharopolyspora spinosa (Spinosan), sont considérées comme un substitut
viable aux pesticides car elles sont moins colteuses, plus sres pour I'environnement et moins
susceptibles de développer une résistance dans la population de vecteurs visée (Huang et al.,
2017).

En plus, les prédateurs naturels des especes vectrices sont utilisés comme biocontréle
alternatif s'ils ne sont spécifiques que de quelques espéces, a condition gu'ils soient spécialisés
dans certains vecteurs, qu'ils n'entrent pas en compétition avec les especes locales, qu'ils soient
faciles a cultiver dans des conditions artificielles et qu'ils soient introduits dans I'écosystéme en
quantité suffisante (Ostfeld et al., 2006).

Les approches de contrdle génétique, quant a elles, reposent sur l'introduction d'insectes
génétiqguement modifiés en grand nombre dans I'environnement. La suppression des populations
peut étre obtenue en introduisant des males stériles (la technique dite de l'insecte stérile - SIT)

entrainant un déclin de la population locale suivi d'une faible reproduction (Wang et al.,
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2021), ou des porteurs de mutations létales visant a produire une descendance caractérisée par
une forte mortalité, comme le développement de femelles dépourvues de la capacité de voler
(Navarro-Paya et al., 2020).

Ces tactiques ne s'excluent pas mutuellement et peuvent étre utilisées conjointement
dans le cadre de la gestion intégrée des vecteurs, qui se définit comme un processus décisionnel
logique visant a optimiser l'utilisation des ressources de lutte antivectorielle (Fig.14) (Socha et
al., 2022).
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Figure 14: Mesures de prévention du contréle des arboviroses (Socha et al., 2022).
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Chapitre I Matériel et méthodes

I1.1 Présentation de la zone d’étude

Rouiba est une daira située a 21 km de la périphérie Est de la wilaya d'Alger en Algérie.
Ville a vocation agricole, elle devient une ville industrielle aprés la seconde guerre mondiale
avec la plus grande zone industrielle du pays. Le climat dans Rouiba ainsi que ces communes
est méditerranéen, avec des hivers doux et pluvieux et des étés chauds et ensoleillés, ce qui

permet la transmission accidentelle de ce virus vers la population de cette région.

11.2 Description de la population d’étude

Ce sont des patients asymptomatiques qui se sont présentés au mois de Février 2020 au
niveau de hopital de Rouiba (wilaya d’Alger) et chez lesquels il a été prélevé un échantillon de
sang dans le cadre d’un bilan d’orientation, préopératoire, de suivi de maladie chronique,...etc.

Les patients sont tous des habitants de la daira de Rouiba et ses environs depuis plus d’un an.

1.3 Matériel
11.3.1 Materiel biologique
A. Prélevements sanguins

A partir des prélevements sanguins apres centrifugation, les sérums ou les plasmas ont été

récupéres, et conserves a -20°C jusqu’a I’analyse serologique.
B. Antigéne

L’antigéne utilisé a été produit a partir de la souche du TOSV inoculée sur culture cellulaire
Vero (lignée cellulaire épithéliale de rein de singe) pour amplification. Apres lyse cellulaire, le

surnageant contenant les particules virales, inactivées par - Propiolactone.

C. Surnageant

C’est le contrdle négatif cellulaire (culture cellulaire Vero non infectée par le virus), qui a

subi le méme procédé que pour la production de I’antigéne.

D. Témoins positif et négatif

Sérums humains préalablement testés et confirmés sérologiquement, choisis comme contréles

positifs ou négatifs pour les IgG anti-phlébovirus pour la validation de la technique.
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11.3.2 Matériel non-biologique

L'ensemble complet de I'équipement conventionnel, y compris les dispositifs, les
matériaux réactifs, les produits chimiques et la verrerie, qui a été utilisé dans cette étude est
décrit dans I'annexe (A). Les solutions et environnements préparés sont décrits en détail dans

I'annexe (B).

I1.4 Méthode d’étude

Les différentes méthodes utilisées dans cette étude ainsi que les étapes suivies dans la

partie expérimentale sont représentées dans le diagramme ci-dessous (Fig.15) :

FReécupération des prélévements au niveau de I'EPH de Rouiba

4

Traitement des sérums

$

Meéthode d ELISA maison indirecte

4

Test immunofluorescence indirecte pour la détection des anticorps
anti-sandfly fever Mosaic 1 type IgG (Euroimmun)

Figure 15: Schéma représentatif des différentes étapes dans la partie expérimentale.
11.4.1 Phase pré-analytique
A. Collecte des sérums

La collecte des sérums a ¢té faite aléatoirement au niveau de 1’hopital de ROUIBA. Des
sérums de patients asymptomatiques, pour des analyses de routine, ont été récupérés. Au total,

155 sérums ont éte collectés et conservés jusqu’au jour de I’analyse.
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B. Traitement des sérums
Les prélévements sont conservés a -20°C et transportés dans une glaciere vers le laboratoire

pour analyse, accompagnés des fiches de renseignements qui recueille des informations sur les
patients, telles que I'age, le sexe, le type de résidence, le type de profession, afin d'étudier les
facteurs de risque. Des codes internes ont été attribués aux prélevements, apres avoir vérifié leur
correspondance avec les fiches remises (nom & prénom, age, sexe, profession, commune/ lieu
de résidence), et la saisie des données des patients sur le logiciel SPSS (Statistical Package for

the Social Sciences).

11.4.2 Phase analytique
A. Test ELISA maison indirecte

L'ELISA dont le nom correspond a un acronyme anglais : « Enzyme- Linked Immuno
Sorbent Assay » qui signifie « test d'immuno-absorption enzymatique », est une technique
immuno-enzymatique de détection qui permet de visualiser une réaction antigene-anticorps
gréce a une réaction colorée produite par I’action sur un substrat d’une enzyme préalablement

fixée a I’anticorps.

Antigen Antibody  Enzyme-labelled antibody
A ¢
Substrate
N—
O (@)

A A A

Figure 16: Principe du test ELISA indirecte, accéder le 31 Mai 2022

https://www.sinobiological.com/category/indirect-elisa

o Protocole :

Principe : Technique immune-enzymatique indirecte semi-quantitative a la recherche des

immunoglobulines type 1gG anti-virus Toscana dans le sérum ou le plasma (Fig. 16).
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o Mode opératoire:
ler jour:
1. Coating de la plaque :

Diluer l'antigene TOSV et le surnageant cellulaire a 1/300eme dans du PBS, distribuer 100 micros litres
par puits de ces dilutions dans les cupules correspondantes puis couvrir la plaque d'un film adhésif et

incuber pendant une nuit a une température comprise entre +2°C et +8°C.
2eme jour :
2. Lavage de la plaque :

Retirer le film adhésif et effectuer une aspiration du contenu de la plaque a l'aide d’un laveur
automatique (laveur de microplaques PW40 de Bio-Rad) et sécher la plaque en la tapotant sur

du papier absorbant.

3. Saturation de la plaque :

Preparer la solution de saturation a 5% de lait dans du PBS et distribuer 250 microlitres par puits de la
solution de saturation dans toutes les cupules, puis couvrir la plaque et incuber 60 min a température
ambiante (18°C a 25 °C).

4. Lavage de la plaque :

A laide d'un laveur automatique, effectuer 4 cycles de lavage par la solution de PBST a
0,05% en laissant un temps de trempage de 1 min avant chaque cycle. Aprés le dernier lavage,

retournez la plaque et tapoter-la sur du papier absorbant pour bien Ia sécher.
5. Dépbt des échantillons/controles :

Préeparer le tampon de dilution a 3% de lait dans du PBST a 0,05% et ajuster le pH 7,2 +/- 0,1 pour la
dilution des contrbles (négatif, positif) et les échantillons de sérums ou de plasma aul/100eme dans le
tampon de dilution, puis déposer 100 micros litres par puits de chaque dilution dans les cupules correspondants.

En fin, Couvrir la plaque et incuber 60 min a 37 °C +/- 1 °C.
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6. Lavage de la plaque :

A T'aide d'un laveur automatique, effectuer 4 cycles de lavage par la solution de PBSTa
0,05% en laissant un temps de trempage de 1 min avant chaque cycle. Aprés le dernier lavage,

retourner la plaque et tapoter-la sur du papier absorbant pourbien la sécher.
7. Ajout du conjugué :

Diluer le conjugué (anti-corps anti-lgG humaine couplé a une peroxydase) aul/15000éme
dans le tampon de dilution et distribuer 100 micros litres par puits de cette dilution dans toutes

les cupules puis couvrir la plaque et incuber 60 mina 37 °C +/- 1 °C.

8. Lavage de la plaque :

A laide d'un laveur automatique, effectuer 4 cycles de lavage par la solution de PBST est &
0,05% en laissant un temps de trempage de 1 min avant chaque cycle. Aprés le dernier lavage,
retourner la plagque et tapoter-la sur du papier absorbant pour bien la secher.

9. Ajout du substrat :

A Tabri de la lumiére, mettre 80 micros litres de substrat chromogéne (TMB) dans
chaque puits de la plague. Puis Incuber la plaque a l'obscurité et a température ambiante (18
°C a 25 °C) pendant 5min.

10.  Ajout de la solution d"arrét :

Ajouter 80 microlitres de la solution d'arrét (H.SO. 1N) dans chaque puits de la plaque, dans

leméme ordre et avec la méme vitesse pour que le substrat.

11. Lecture :

Agiter légerement la plague pour assurer une distribution homogéne de la solution et mesurer
les densités optiques (DO) a deux longueurs d'onde (450nm et 620/650nm) dans les 30 min

suivant I'ajout de la solution d'arrét.
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o Validation de la technique :

Verifier que la DO de surnageant de chaque contrdle est inférieure a 0,1 et calculer les différences de
DO des controles (négatif, positif) comme suit :

ot L —— — — — — — —
' I

| Différence de DO = DO antigénes controle - DO surnageant contrdle

x"ll—+_l—l—+-—l—l—i—-l-—l—-l—-l-—l—-l-—+_l—'

Vérifier que :

- lavaleur de la différence de DO du contrdle positif et supérieur & 0,2.

- lavaleur de la difféerence de DO du contrdle négatif et inférieure a 0,1.

o Calcul in interprétation des résultats :

Vérifier que la DO du surnageant de chaque échantillon est inférieur a 0,1 puis calculer les différences

de DO des échantillons comme suit :

I
! Difference de DO = DO antigénes échantillon - DO sumageant echantillon |
|

s i s e (s s § e s e § e () e e ) e e () s § e § e ¢ s

- Faire l'interprétation des résultats de chaque échantillon comme suit :
Différence de DO < 0,1 = Résultat négatif
Différence de DO > 0,2 = Résultat positif

0.1 < Différence de DO < 0,2 = Résultat douteux (inditerminé)
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Tableau 1 : exemple de la demi-plague ELISA de notre expérimentation (manipulation du 03-
04/04/2022).

Ag : Antigéne ; Sur : Surnageant ; CN : Controle négatif ; CP : Contrdle positif ; R : Rouiba.

1

2

3

4

3]

6 7 8 9 10 11

12

CN

CN

R67/20

R67/20

R75/20

R75/20

CP

CP

R68/20

R68/20

R76/20

R76/20

R61/20

R61/20

R69/20

R69/20

R77/20

R77/20

R62/20

R62/20

R70/20

R70/20

R78/20

R78/20

R63/20

R63/20

R71/20

R71/20

R79/20

R79/20

R64/20

R64/20

R72/20

R72/20

R81/20

R81/20

R65/20

R65/20

R73/20

R73/20

R82/20

R82/20

R66/20

R66/20

R74/20

R74/20

R83/20

R83/20

Sur

Ag

Sur

Ag

Sur

Ag

11.4.3 Test immunofluorescence indirecte pour la détection des anticorps anti-Sandfly
Fever Virus Mosaic 1 type 1gG (Euroimmun®)

o Principe :

Technique d immunofluorescence indirecte a la recherché des immunoglobulines type IgG anti-

Sandfly Fever virus (types Sicilien, Naples, Toscana et Cyprus virus) dans le sérum ou le

plasma. Le test est qualitatif mais peut étre semi-quantitatif.

0 Mode opératoire :

1. Dilution des échantillons :

Diluer les échantillons au 1/100eme dans le tampon de dilution
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2. Répartition des échantillons sur la plaque :

A T’aide d’une pipette, déposer 30 microlitres du contrdle positif, du contréle négatif et des
dilutions des sérums sur chaque champ de réaction correspondant de la plaque, tout en
¢vitant les bulles d’air. Ajuster les diapositives de biopuces sur les champs correspondants
de la plaque, en assurant que chaque échantillon est en contact avec sa biopuce et que les
échantillons ne viennent pas en contact les uns avec les autres et incuber a température
ambiante (18°C a 25°C) pendant 30 min.

3. Lavage:

A T’aide d’une pissette, verser abondamment la solution de lavage sur les diapositives de
biopuces, puis plonger-les immédiatement aprés dans un bac contenant la solution de lavage
pendant au moins 5 min, sous agitation. Faire sortir les dispositives de biopuces du bac et
essuyer leur dos et leurs bords avec un papier absorbant, sans toucher les zones entre les

champs de réaction.
4. Ajout du conjugué :

A labris de la lumiére, déposer 25 microlitres du conjugue (anticorps anti-lgG humaine
marqué a la fluorescence) sur chaque champ de réaction d’une plaque propre et ajuster
immédiatement les diapositives de biopuces sur les champs correspondants de la plaque,
enverifiant que les biopuces sont bien en contact avec le conjugué puis incuber a

températureambiante (18°C a 25°C) pendant 30 min, a labri de la lumiere.

5. Lavage:

A T’aide d’une pissette, verser abondamment la solution de lavage sur les diapositives de
biopuces, puis prolonger-les immédiatement dans un bac con tenant la solution de lavage
pendant 5 min, sous agitation. Faire sortir les diapositives de biopuces du bac et essuyer leur
dos et leurs bords avec un papier absorbant, sans toucher les zones entre les champs de

réaction.
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6. Montage :

Sur la lamelle, déposer une gouttelette de milieu de scellage (max 10 microlitres) dans

chaque champ de réactions puis mettre la diapositive de biopuces sur la lamelle préparée

en Vérifiant quelle est bien ajustée et que les gouttelettes de milieu de scellage sont bien en

contact avec les biopuces.

7. Lecture:

La lecture se fait a 1’aide d’un microscope a fluorescence, avec un objectif 10x et 40x sur

les quatre champs de la biopuce.

SFSV

CYPV

SFNV

TOSV

Les anticorps anti-Sandfly Fever virus donnent une fluorescence verte des cellules infectées,

essentiellement cytoplasmique. Les cellules non infectées ne montrent aucune fluorescence.

Validation de la technique :

= Le contrdle positif doit montrer une fluorescence verte, essentiellement cytoplasmique, des

cellules infectées et une absence de la fluorescence dans les cellules non infectées.

= Le contrdle négatif ne doit pas montrer de fluorescence.

39



Chapitre I Matériel et méthodes

0 Interprétation des résultats :

L’interprétation des résultats des échantillons doit se faire suivant le tableau :

réaction 1gG Résultat

Absence de réactiona 1/100  |Négatif : absence d'anticorps type ou 1gG anti-virus Sandfly Fever

Réaction positive a 1/100 Positif : présence d'anticorps type ou IgG anti-virus Sandfly Fever

11.5. Analyse statistique
Nous avons effectué une comparaison de pourcentages avec le test de Student et khi2, en

utilisant le logiciel SPSS (version 23). Ces tests permettent de calculer la valeur exacte de p et

de comparer les différentes séroprévalences obtenues. Une différence est dite significative si la

valeur de p est inferieure a 0,05.
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I11.1 Résultats

I11.1.1 Test ELISA maison indirecte
Les résultats du test ELISA ont montré que 17 des 155 patients ont été testés positifs pour
les 1gG anti-phlébovirus.

I11.1.2 Test immunofluorescence indirecte
Parmi les 17 sérums positifs testés par IFI, 11 ont été déterminés comme étant du
sérotype TOSV, avec seulement deux appartenant au sérotype SFNV. Les trois échantillons
restants, positifs au test ELISA mais négatifs au test IFI, peuvent suggérer la présence d'autres
phlébovirus en circulation (autres que les quatre sérotypes testés).

Figure 17: vue au microscope a fluorescence d’un sérum positif IgG anti-phlébovirus (sérotype TOSV) Gx40

111.1.3 Séroprévalence globale des Ac anti-phlébovirus
L’¢étude de la prévalence des phlébovirus dans les sérums étudiés a révélé que sur la
totalité des 155 sujets étudies, 17 sont avérés positifs pour les 1gG anti-phlébovirus, ce qui

correspond a une séroprévalence globale dans notre échantillon d environ 10,96% (Fig.18).

La séroprévalence globale est passée de 10,96% avec le test ELISA a 8,38% apres le

test d’immunofluorescence indirecte qui ne recherche que quatre sérotypes.
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IgG anti-phlébovirus

a0 89.04% 91.62%
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Figure 18: histogramme représentatif de la distribution de la séroprévalence totale des 1gG anti- Phlébovirus dans la région Est
d'Alger.

I11.1.4 Répartition de la séroprévalence des IgG anti-phlébovirus a
Rouiba et ses communes
Apres application du test statistique, la séroprévalence des 1gG anti-phlébovirus a révélé
I’absence de différence significative entre les communes de la région Est d’Alger(P=0,24>0,05).
En effet nos données indiquent une prévalence de 13,4% dans la commune de Rouiba et 4,9%

dans les autres communes (Fig.19).

P=0,24

Rouiba

I autres communes

Figure 19: Distribution de la séroprévalence des 1gG anti-phlébovirus a Rouiba et ses communes
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I11.1.5 Répartition de la séroprévalence des 1gG anti-phlébovirus selon le sexe
Les résultats obtenus indiquent que sur les 100 sujets de sexe masculin testes, 11 sont
positifs en IgG anti-phlébovirus, ce qui correspond a une séroprévalence de 11%.Cette
séroprévalence ne présente pas une différence significative par rapport a celle retrouvée chez

les sujets de sexe féminin (10,9%) (P=0,986>0,05) pour un risque d’erreur de 5% (Fig.20).

P=0,986

&GO

hommes

femmes

Figure 20 : Distribution de la séroprévalence des 1gG anti-phlébovirus selon le sexe.

I11.1.6 Répartition de la séroprévalence des IgG anti-phlébovirus selon le type de

résidence
Les résultats obtenus ont montré 1’absence de différence significative de la

séroprevalence en 1gG anti-phlébovirus chez les sujets qui habitent dans les zones rurales avec

ceux qui habitent dans les zones urbaines (P=0,36>0,05) (Fig.21).

P=0,36

13.8%

9%

Rouiba autre communes

Figure 21: Distribution de la séroprévalence des 1gG anti- phlébovirus selon le type de résidence.
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I11.1.7 Répartition de la séroprévalence des 1gG anti-phlébovirus selon I’age
Nous avons étudié la répartition des sujets positifs en 1gG anti-phlébovirus selon deux
tranches d’age Pour la premiére tranche (inférieur ou égal a 15 ans), la séroprévalence était de
2,9% et pour la deuxiéme tranche (supérieur a 15 ans), elle était de 13,3% (Fig.22). L’analyse

ne montre pas de différence significatif (P=0,12>0,05).

p=0,12
14 13,3%
10
[
‘ 2,9%
li] -
> 15 €15

Figure 22: Distribution de la séroprévalence des 1gG anti-phlébovirus selon I'age.

111.1.8 Répartition de la séroprévalence des IgG anti-phlébovirus selon le type de

profession

Les résultats de séroprévalence des 1gG anti-phlébovirus obtenus montrent 1’absence de
différence statistiquement significative chez les sujets qui ont une activité professionnelle a
I’extérieur (16%) par rapport a ceux qui ont une activité professionnelle a I’intérieur (12,5%)

(P=0,73>0,05) (Fig.23).
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P=0,73
18

16

14

10

- [ I 1 ]

[F]

Activité en extérieure Activité en intérieure

Figure 23: Distribution de la séroprévalence des 1gG anti-phlébovirus selon le type de profession.
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I11.2 Discussion

Mis & part quelques enquétes rapportant l'activité des phlébovirus dans le nord de
I'Algérie, qui ont révélé des anticorps contre les virus de Sicile et de Naples, il existe tres peu
de données sur la distribution des phlébovirus a travers le pays. Nos résultats apportent des
données supplémentaires sur la circulation de ces pathogénes dans le nord de I’ Algérie, plus

particulierement la population de la région Est d’Alger.

Notre travail avait pour objectif d’évaluer I’étendue de la circulation des phlébovirus

dans la région Est d’Alger, considérée comme une zone a risque pour ces derniers.

Nos données montrent que les le virus "Sandfly Fever Naples" (SFNV ; sérotype
napolitain) et le virus "Toscana" (TOSV ; sérotype toscan) circulent dans cette zone. En effet,
17 echantillons de serums et de plasma (soit 10,96% de la population totale de I'étude) se sont

averés avoir des anticorps anti-phlébovirus.

Nos résultats sont similaires a ceux retrouveés dans la région, ou des études de
séroprevalence menees dans les régions de Kabylie et d'Alger, ont rapporté des anticorps contre
les virus de type sicilien et napolitain a des taux respectifs de 21,6 % et de 10,6 % en utilisant
les tests IFI et ELISA (lzri et al., 2008 ; Moureau et al., 2010),ce qui témoigne d’une circulation

endémique de ces virus dans cette partie du pays.

On constate par comparaison aux données de circulation du TOSV et SFNV desenquétes
de séroprévalence sur des sérums provenant de populations vivant dans les mémes régions ont
révélé que la région d’Est d’Alger est une zone a moyenne endémicité avec une seroprévalence
constante entre les études menées en 2008-2010 et notre présent travail (lzri et al., 2008 ;
Moureau et al., 2010).

Nos résultats sont en accord avec de nombreux arguments qui plaident en faveur d’une
circulation active des virus dans cette région : Tout d'abord, lI'abondance des vecteurs, les
phlébovirus qui sont largement répandus dans la zone entourée d'habitations et de zones urbaines
avec une grande variété de végétation présentant un environnement propice a la reproduction

des phlébotomes.

En outre, le climat méditerranéen dans cette région, avec des hivers doux et pluvieux et
des étés chauds et ensoleillés est favorable a la propagation des phlébotomes et a ’augmentation

de leur capacité vectorielle et leur présence en grande abondance.
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Par ailleurs, la comparaison des niveaux de prévalence entre les communes étudiées n’a
pas révelé une différence statistiquement significative (P=0,24>0,05), bien que la proportion des
anticorps anti-phlébovirus dans la commune de Rouiba soit pratiquement le double par rapport
aux autres communes. L’effectif faible des échantillons de ces dernieres pourrait expliquer que

le test statistique n’a pas été concluant.

Notre enquéte n’a pas permis de révéler une différence statistiquement significative entre
les personnes de sexe masculin et de sexe féminin (p=0,986>0.05). En effet cette séroprévalence
est de 10,9% chez les femmes et de 11 % chez les hommes. Ces résultats sont en conformité
avec une étude de séroprévalence menée en Gréce. Dans I'ensemble, des anticorps IgG contre
le TOSV ont été détectés chez 46/219 (21%) individus. Il n'y avait pas de différence significative
associée a la séropositivité entre les hommes et les femmes (Anagnostou et al., 2013).

En outre, notre enquéte n’a également pas permis de mettre en évidence une différence
statistiquement significative entre les personnes résidant dans une zone rurale et celles résidant
dans une zone urbaine(P=0,36>0,05). En effet cette seroprévalence est de 13,8% pour les zones
rurales et de 9% pour les zones urbaines. Ces résultats sont en désaccord avec une étude de
séroprevalence du TOSV réalisée par Calamusa et al. (2012) ou une différence significative a

été constatée entre les habitants des zones rurales et ceux des zones urbaines.

La topographie de la région de notre étude marquee par une forte végétation et la forte
pollution des zones urbaines qui sont directement liée aux foyers des phlébotomes et aussi a la
présence des égouts et des jardins dans les zones urbaines rendent les deux zones (rurale et

urbaine) semblables écologiquement avec un risque d’infection similaire dans la région d’étude.

De méme, le lien entre le risque d’infection par le TOSV et SFNV et 1’age n’a pas pu
étre établi dans notre étude (P=0,12>0,05), bien que de nombreuses études ont rapporté un risque
d’infection plus éleve chez les sujets adultes par rapport aux enfants (Sghaier et al., 2012 ; Maia
et al., 2021). L’effectif faible des échantillons chez les sujets de moins de 15 ans pourrait
expliquer I’absence d’une différence significative. Un travail complémentaire est donc

nécessaire avec un plus grand échantillonnage pour augmenter la sensibilité du test statistique.
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La comparaison des résultats de séroprévalence du TOSV et SFNV selon le type
d’activité professionnelle (intérieure, extérieure) n’a pas révélé de différence significative (p
=0.73>0,05).

En fin, notre travail a permis de monter que parmi les 17 sérums positifs testés en IFI,
plus que la moitié (11/17) se sont avérés étre du sérotype TOSV et 2 seulement sont du sérotype
SFNV. Les 3 autres sérums positifs en ELISA mais négatifs en IFI peuvent témoigner de la

circulation d’autres phlébovirus (autres que les quatre sérotypes du test).
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Conclusion

Les résultats de recherche de la circulation du TOSV et le SFNV en Algeérie ont permis
de confirmer leur circulation dans la région du Nord avec des taux de prévalence chez les

personnes résidant dans les différentes localités prospectées.

Dans notre étude, la circulation du TOSV et le SFNV dans la région Est d’Alger a bien
éte établie. En effet, nos données indiquent la circulation des deux sérotypes ou autres virus
apparentés dans cette région avec un taux de prévalence de 10,96%. La confirmation par la
technique d’IFI a montré une prévalence effective du TOSV de 7,09% et SFNV 1,93%, ceci
permet de considérer la région Est d’Alger comme une région de moyenne endémicité pour le

TOSV.

Afin de mieux comprendre la dynamique de circulation du TOSV dans cette région, il est
nécessaire de completer ce travail par des études entomologiques sur les vecteurs et les hotes
réservoirs possibles pour une meilleure caractérisation des souches virales en circulation.
Compte tenu de la circulation endémique du TOSV dans cette région, il est nécessaire de
rechercher systématiquement ce virus devant tout cas d’infections neuro-méningées d’étiologie
supposee virale, particulierement durant la saison estivo-automnale, aussi chez ’homme que
I"animal. On suggere aussi de faire des enquétes sero-épidémiologiques a large spectre en
recrutant un nombre important d’échantillons pour déceler les différents facteurs de risque
d’infection pour ce virus dans cette région. Le faible échantillonnage de notre étude n’a pas

permis de révéler les facteurs de risque pour cibler la recherche du virus.
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Annexe A : Matériel, appareillage, réactifs utilisés

1. Réactifs

1IN
NaOH

fidipe
;

ontact mith eyes, sin md 490

NaOH 1IN Tween 20 Pastilles PBS (pH 7, 4) Solution stop H2SO4 1IN

=

i pistillée ==

r(’v’)‘/jzf

e g
Substrat chromogene Lait écrémé Eau distillée Conjugué enzymatique
TMB (anti-1gG humaine)
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2. Consommables

Microplaques ELISA a fond plat de
96 puits (Nunc MaxiSorp)

Embouts de 10, 200-300 et 1000 pL Tubes secs de 5 mL

3. Instruments et appareils

de 2, 10, 100 et 1000 puL
-Pipette a 8 canaux de 200-300 pL

-Micropipettes & embouts interchangeables

Incubéteur de plaques ELISA (IPS,
BIORAD®)
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=
|eoe oa

Laveur de plaques ELISA (PWA40,
BIORAD®)

Lecteur des plaques ELISA (PR4100, BIORAD®)

vortex
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Annexe B : Composition des milieux et solutions utilisés

Solution de saturation
e 1gde lait écrémeé « Régilaite»
e 20 mlIPBS

Solution de lavage
e 1L H>O ultra pure fraiche
e pastille PBS
e 500 ul Tween 20

Le diluant
e 0,75 g de lait écrémé - 25 ml PBST20
e 37,5ulNaOH 1IN
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