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Résumeé court

Contexte

Le virus lymphotrope T humain de type 1 (HTLV-1) est un oncorétrovirus qui infecte prés
de 5 a 10 millions de personnes dans le monde. Il est surtout prévalent dans certaines zones dites
fortement endémiques comme le Japon, les Caraibes et I’ Afrique.

Toutefois, avec 2,5 a 5 millions, I’Afrique reste le continent ou il existe moins de données sur
I’infection a HTLV-1. Notamment trés peu d’études épidémiologiques ont été¢ publiées sur la
prévalence chez les enfants et les différents facteurs de risque d’acquisition du HTLV-1.

Les récentes études au Gabon, ont mis en évidence la circulation du virus HTLV-1 chez des adultes,
avec une prévalence globale estimée de 8,7% a 10,5% avec des pics moyens de 11, 5% dans les
provinces du Haut Ogooué, Ogooué lvindo et Ogooué Lolo. De plus une étude sur les femmes
enceintes avait révélé une séroprévalence de 2,1% dans cette population. Ces études qui portent
essentiellement sur la population adulte ont négligé jusqu’a maintenant un maillon important du
patron de circulation du virus HTLV a savoir les enfants. C’est pourquoi, dans ce travail qui
s’inscrit dans le cadre de notre stage de Master, nous avons effectué une étude épidémiologique
rétrospective sur des échantillons d’enfants prélevés entre 2015 et 2018 dans trois provinces au sud-
est du Gabon en utilisant des tests de dépistage sérologiques et moléculaires. Cette étude dont
I’objectif global est la surveillance de maladie, comporte deux objectifs spécifiques a savoir la
détermination de la prévalence des infections au HTLV1 chez les enfants de moins de 15 ans avec
une précision relative de 20% et une prévalence attendue de 11% ; et I’évaluation de différents
modes de transmission.

Les méthodes

Sur le terrain, les données épidémiologiques et les échantillons de sang ont été prélevés avec
I’approbation des parents (consentement éclairé). Les échantillons ont par la suite été transportes a
+ 4°C jusqu’au laboratoire pour y étre centrifugés et séparés en plasma et buffycoat (couche
leucocytaire) avant d’étre conservés a — 80°C jusqu’a leur utilisation. Les anticorps anti-HTLV-1
ont été recherchés sur le plasma par ELISA et les échantillons positifs ont ensuite été testés par
Western blot (WB). L'ADN génomique extrait du buffycoat des enfants positifs en Western Blot a
été soumis a une PCR semi-nichée amplifiant des fragments des régions LTR et ENV du HTLV-1.
Parallelement, afin de pouvoir évaluer les modes de transmission de ce virus chez les enfants, des
recherches ont également été menées chez les méres des positifs au Western Blot.

Résultats
Nous avons recruté 605 personnes de 0 a 15 ans, dont 318 garcons et 287 filles (sexe ratio :
1,1). Parmi eux, 103 se sont révéles séropositifs au test ELISA HTLV-1/2 soit 17% [14,1% ;
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20,3%]. Selon les critéres du WB, sur les 103 individus, 9 étaient HTLV-1 (8,7% [4 ,1% ; 15,9%)]),
2 HTLV-2 (1,9% [0,2% ; 6,8%]), 4 HTLV (3,9% [1,1% ; 9,6%]) et 75 Indéterminés (71,8% [62,1%
; 80,2%]). Soit une séroprévalence génerale de 1,5%. La PCR a confirmé la positivité de 7 individus
par amplification de la région LTR, et de 3 d’entre eux dans la région ENV. La distribution de
I'infection @ HTLV-1 était hétérogéne a travers le pays. Sur la base d’analyses multivariées, la
plupart des parametres ne présentent aucune différence significative. Par contre, La transfusion
sanguine se demarque par des résultats significativement différents des autres, et semble étre
associée a un risque plus élevé d'infection par HTLV-1.

Conclusion

Dans cette échantillon de population d’enfants de moins de quinze(15) ans, résidant au sud-
est du Gabon, le taux de prévalence de HTLV-1 est estimé a 1,5% [0,7% ; 2,8%] et on observe une
différence significative entre le taux de séroprévalence des enfants transfusé et ceux qui ne 1’on
jamais été. En I’absence de biais d’échantillonnage, de sélection et de classement, on peut dire que
la vraie valeur du taux de prévalence de HTLV-1 dans la population d’enfants de moins de
quinze(15) ans, résidant dans les trois(3) province d’étude durant la période de 2015 a 2018, a de
grandes chance d’étre proche de 1,5% et qu’il existe une association entre la pratique de la
transfusion sanguine et I’infection de I’THTLV-1dans cette population
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RESUME LONG

CONTEXTE

Le virus de type 1 lymphotrope de cellule T humaine (HTLV-1) est le premier rétrovirus
découvert, et fait partie du sous-groupe des HTLV (Poiesz et al. 1980). D’origine simienne, les
HTLV constituent avec leurs homologues animaux STLV le groupe des PTLV. Le HTLV1 touche
prés de 5 a 10 millions de personnes dans le monde. On le retrouve en particulier dans certaines
zones fortement endémiques telles que : le sud Japon, Afrique occidentale et centrale, il est associé
a plusieurs pathologies telle que la leucémie/lymphome de cellule T de 1’adulte (ATLL), la
myélopathie associé a la paraparésie spastique tropicale (TSP / HAM), et la neuromyélopathie
invalidante chronique (K. Takatsuki 1977; A. Gessain et al. 1985) Comme tous les rétrovirus,
I’expansion du HTLV1 est canalisée par trois(3) principaux modes de transmission, la
transmission: de la meére a I'enfant par I'allaitement maternel prolongé (plus de 6 mois) (Percher et
al. 2016), la voie sexuelle (principalement d'un homme a une femme) (Roucoux et al. 2005) et par
des produits sanguins contaminés par des cellules infectées ou la transfusion (Murphy 2016).
L’Afrique reste le continent ou 1’on a le moins de données sur les infections a HTLV1 chez les
enfants. la majorité des études effectuées sur les infections au HTLV1 ont été menées soit sur des
populations trés spécifiques telles que les femmes enceintes, les donneurs de sang; soit sur des
groupes hétérogénes et relativement petits d'habitants dans des régions bien définies (Antoine
Gessain et Cassar 2012).

Situé en Afrique centrale au sud du Sahara, le Gabon est un pays en développement avec 98% de
son territoire recouvert de forét et une faune intensément variée. La population du Gabon est de
1811 079 personnes dont 34,7% ont moins de 15 ans(DGS 2015) Le pays dispose de structure
sanitaire et de recherche qui ont permis la réalisation de quelques études et le dépistage d’infection
au HTLV1 menés principalement dans la population adulte. Bien que salutaire pour la
documentation de I’infection HTLV, ces études qui portent essentiellement sur la population adulte
négligent un maillon important du patron de circulation du virus HTLV a savoir les enfants.



Dans ce travail qui s’inscrit dans le cadre de notre stage de Master, nous avons effectué une étude
épidémiologique rétrospective sur des échantillons d’enfants prélevé entre 2015 et 2018 dans trois
provinces au sud-est du Gabon en utilisant des tests de dépistage sérologiques et moléculaires. Cette
¢tude dont I’objectif global est la surveillance de maladie, comporte deux objectifs spécifiques a
savoir :

- La determination de la prévalence des infections au HTLV1 chez les enfants de moins de 15

ans avec une précision relative de 20% et une prévalence attendue de 11% ;
- L’évaluation de différents modes de transmission.

MATERIELS ET METHODES

Nous avons réalise une étude rétrospective majoritairement descriptive, au centre
internationale de recherches médicales de Franceville (CIRMF) du 02 janvier au 20 juin 2019. Le
travail a porté sur 649 échantillons dont 605 provenant d’études antérieures et 44 échantillons que
collectés suivant les contraintes du protocole et qui représente principalement les parents des
enfants séropositifs en HTLV.

METHODES

Sur le terrain, les prélevements avaient été effectués suivant les provinces, au Centre
Médico-social de Lastourville (CMSL), au Centre Hospitalier Régional de Makokou (CHRMKK),
au Centre Hospitalier Régional Amissa Bongo de Franceville(CHRAB), a I’Hopital de 1I’Amitié
Sino Gabonaise de Franceville (HASG) ainsi que dans certains villages reculés. Pour chaque enfant
5 ml de sang avaient été prélevés par ponction veineuse sur tube EDTA.

Tous les échantillons ont été d’abord testés par un test ELISA pour le dépistage du
HTLV1/2. Les échantillons considérés comme positifs étaient ceux dont les DO étaient supérieures
a la valeur seuil calculée. Ces derniers sont confirmés en western blot (WB).

Par la suite, les échantillons positifs en WB ont été soumis a une amplification génique
(PCR) semi-nichee dans le gene LTR du HTLV-1 a I’aide du kit QIAGEN One step. Les analyses
statistiques ont été effectuées a 1’aide des logiciels Rstudio et Excel 2007. Le risque d’erreur de
premiére espece a été fixé a 5 %.

RESULTATS

Les 605 échantillons sanguins collectés dans cette étude étaient répartis dans 3 provinces
comme suit : 252 (41,6%) du Haut Ogooué, 237 (39,2%) de 1’Ogooué Ivindo et 116 (19,2%) de
I’Ogooué Lolo. Le sex-ratio était établi a 1,1 garcons/fille. La population d’étude a été répartis en
trois(3) classes, stratifiées, dont la tranche d’age de 0 a 1 an, (phase d’allaitement), del a 12 an
(phase présexuelle), et del2a 15 ans (en phase de puberté, potentiellement sexuelle. La tranche
d’age la plus représentative est celle des enfants de 1 a 12 ans qui regroupe 508 enfants (84%
[80,8%; 86,8%]). La population d’étude était constituée a 52,6% de gargons (IC95%) [48,7%,
56,6%] contre (47% [43% ; 51%]) de fille. Le département de I’Ivindo semble majoritairement
représenté avec 34% d’enfants [30,3% ; 38%]. 69,2% [65,4% ; 72,9%] d’enfants ont été prélevés en
zone urbaine, contre 30,7% [27,1%; 34,6%]

ETUDE DES TAUX DE PREVALENCE
Sur 605 echantillons testes en ELISA, 103 eétaient controlés positifs selon les critéres de

positivité du fabricant du Kit, soit une séroprévalence de 17% [14,1% ; 20,3%]. Aucune différence
8



significative n’a été observée entre les taux d’infections dans la sous population des garcons et des
filles (OR= 1 [0,6 ; 1,5]), avec respectivement 17,3% [13,3% ; 21,9%] et 16,7% [12,3% ; 21,5%)]
(tableau 10). De méme, aucune différence significatives n’a été observées entre les tranches d’age
de la population d’¢tude; (OR1=1,6 [0,4; 6,6], OR=0.8[0,2; 3])

La répartition de 1’infection par province montre une séroprévalence dans 1’Ogooué Ivindo
de 23,2% [18% ; 29,1%] (tableau 10), significativement différente de celle de 1’Ogooué Lolo 7,7%
[3,6% ; 14,2%], (OR= 5 [1,6 ; 15], p-value : 0,005). Selon les zones d’habitation, il ressort que
I’infection est significativement différente en zone rurale 18,8% [13,5% ; 25,2%], (OR= 0,3[0,1 ;
0,5]). Quinze (15) enfants, soit une séroprévalence de 14,6% [8,4% ; 22,9%] ont été confirmés par
western Blot. Aucune différence significative entre les taux d’infections des HTLV suivant les
caractéristiques sociodémographiques de la population par contre, on note une différence
significative entre le taux de positivité et les données sur la transfusion sanguine (OR= 7,6 [1,9 ;
32,1], p-value < 0,002)

Les résultats du test western Blot suivant le type de HTLV montrent que 9 enfants soit 1,5%
[0,7% ; 2,8%] présentent un profil de I’infection par le virus HTLV-1let 2 enfants (0,3% [0% ;
1,2%]) ont un profil de HTLV-2. On note aussi 4 échantillons (0,7% [0,2% ; 1,7%]) avec un profil
caractéristique d’une infection par les virus de type HTLV, 74 individus soit 12,2% [9,7%; 15,1%)]
ont des profils indéterminé et 10 ont été déclarés négatifs (2,3% [1,3% ; 3,8%)]).

Des 15 enfants contr6lés positif en western Blot a partir du plasma, 5 enfants étaient
introuvables ou refus des parents de les prélever au cours de la seconde campagne
d’échantillonnage. A I’issue de la phase d’analyse moléculaire, les 7 échantillons présentant le
profil HTLV-1 ont été confirmés par PCR.

La prévalence du HTLV-1 a été estimée a 1,5% [0,7% ; 2,8%] au sein de notre population
d’étude. Parmi les sexes, les filles sont plus infectées a raison de 1,7% [0,6% ; 4%], contre 1,3%
[0,3% ; 3,2%] chez les garcons. Selon les tranche d’agées, celle de 12 a 15 ans présente plus
d’enfant infectés par ce virus, dans ces provinces (2,4% [0,3% ; 8,2%]). La répartition de I’infection
en fonction des zones d’habitation, montre que les enfants des zones urbaines son plus infectés
(1,7% [0,7% ; 3,4%]) que ceux des zones rurales. Par province, la province de 1’0Ogooué lvindo est
la plus infectée (1,7% [0,5% ; 4,3%]).

ETUDE DES MODES DE TRANSMISSION

Apres une nouvelle campagne d’échantillonnage centrée sur 1’environnement familial de nos sujets
diagnostiqués positifs a été organisée, parmi les 7 enfants HTLV-1, seuls 6 couples mere-enfant(s)
ont été prélevés (1I’'une des meres, soit la famille 092 ayant refusé de participer a I’étude). Sur les 6
familles étudiées, seule les méres des familles 209 et 093, ont été diagnostiquées positive au HTLV -
1, de méme que I’infection a été confirmée chez les deux enfants. Les deux péres quant a eux sont
négatifs. Toutefois, Pour les autres familles 67D, 66D, 163,092 et 43D D’infection a ét¢ confirmeé
chez les quatre enfants. Par contre les quatre peres ici n’ont pas souhaité participer a 1I’étude

Chez les couples méres-enfants contrélées positives (familles 209 et 093), les enfants ont été
allaitées durant 1 an et transfusés a plusieurs reprises (2 et 3 fois). Chez les enfants controlés
positifs mais dont les méres sont négatives, on distingue le groupe d’enfant allaités et transfusés
(familles 66D, 67D et 43D) et celui d’enfant allaités mais non transfusés (familles 163 et 092).

Des fragments de séquence de 456pb du géne LTR du HTLV-1 ont été obtenus chez deux
couples mere/enfant : familles 209 et 093, toutes prélevées dans la province de 1’Ogooué-lvindo. La
comparaison génétique a indiqué que les s€quences de la mere et de I’enfant issus de la famille 209
sont 100% identiques, de méme que celles de la famille 093.

DISCUSSION

Cette étude a évalué la séroprévalence et les modes de transmission du HTLV-1 chez 605 enfants
de moins de 15 ans dans trois provinces du Gabon. Estimée globalement a 1,5%, la prévalence varie
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d’une province a une autre : 0,7% [0,2% ; 1,7%] dans le I’Ogooué-Ivindo, 0,7% [0,2% ; 1,7%] dans
le Haut-Ogooué et 0,2% [0% ; 1%] dans 1’0Ogooué-Lolo. De maniére détaillée, 1,5% d’enfants sont
infectés par le HTLV-1; 0,3% par le HTLV-2; 0,7% par le HTLV et 12,2% d’indéterminés et 2,3
étaient négatifs. Les principaux modes de transmission mis en évidence sont la transmission
verticale, de la mére a ’enfant, et la transmission par transfusion sanguine.

Le choix de 605 échantillons a été validé par le tableau 4,2 du livre « épidémiologie
appliquée 4°™ édition », déterminant les effectifs nécessaires pour une enquéte descriptive a visée
quantitative selon la précision relative et la prévalence attendue. Pour garantir la représentativité de
notre échantillonnage, de la sélection, il a été appliqué la méthode des quotas dans les différentes
provinces de notre étude.

La prévalence générale de 2,5% chez les enfants des trois provinces du Gabon confirme la
circulation des virus HTLV a I’état endémique dans ce pays d’Afrique centrale. Aussi, la
séroprévalence en HTLV-1 (1,5 %) chez ces enfants était plus faible que celle obtenue par d’autres
auteurs, 2,4% (Delaporte et al. 1988) et 4,7% (Berteau et al. en 1994). Cette différence peut étre
expliquée par deux raisons ; premiérement, les criteres de séropositivité qui difféerent entre les
études antérieures et celle-ci, (Berteau et al., 1994). Deuxiemement, la séroprévalence de 2,1%a 3%
observée chez les femmes enceintes au Gabon (Etenna et al., 2008 ; Pegha Moukandja et al. 2017).

Au cours de la présente étude, les techniques de sérologie utilisées ont été associées en série
afin de pouvoir augmenter a 99,99% la spécificité globale de détection, comme réalisé dans les
études précédentes (Djuicy et al. 2018).

La différence de prévalence par province peut-étre expliquée par le fait qu’en zone urbaine,
les populations sont plus informées des risques sanitaires et on plus tendance a se protéger lors des
rapports sexuelles car les préservatifs y sont plus accessibles. De plus, 69,2% [65,4% ; 72,9%]
d’enfants ont été prélevés en zone urbaine, contre 30,7% [27,1%; 34,6%].

L’infection par le HTLV-2 a été aussi décrite dans cette étude, méme si c’est a une faible
prévalence (0,3%). Comme rapporté dans la majorité des études réalisées au Gabon, cela montre
que le HTLV-1 est prépondérant, mais que le HTLV-2 est également présent (Delaporte et al.,
1991, Bertherat et al., 1998, Etenna et al., 2008, Djuicy et al., 2018; Caron et al., 2018).

Comme pour les adultes au Gabon, il n’existe pas, de différence statistiquement significative
de P’infection a HTLV-1 en fonction du sexe chez les enfants (Delaporte et al., 1991, Delaporte et
al., 1993, Berteau et al., 1994, Bertherat et al., 1998).

Le faible taux de confirmation entre I’ELISA et le WB peut s’expliquer par la présence dans
nos effectifs, d’individus sélectionnés sur la base de syndrome fébrile et qui peuvent étre a I’origine
de réaction croisée lors du dépistage au test ELISA (EIm, Desowitz, et Diwan 1998; Abdel-Rahman
et al. 2004).

La vérification de D'infection de trois familles (couples mere/enfants) montre que la
transfusion sanguine et 1’allaitement prolongé sont les deux modes de transmission du HTLV-1
dans cette étude.

CONCLUSION

La séroprévalence générale des virus HTLV chez les enfants dans cet échantillon est
estimée a 2,5 %. De plus elle confirme la circulation du HTLV-1 (1,5% [0,7% ; 2,8%]) et du
HTLV-2 (0,3% [0% ; 1,2%]).

Dans cette échantillon de population d’enfants de moins de quinze(15) ans, résidant au sud-
est du Gabon, le taux de prévalence de HTLV-1 est estimé a 1,5% [0,7% ; 2,8%]. En I’absence de
biais d’échantillonnage, de sélection et de classement, on peut dire que la vraie valeur du taux de
prévalence de HTLV-1 dans la population d’enfants de moins de quinze(15) ans, résidant dans les
trois(3) provinces d’étude durant la période de 2015 a 2018, a de grandes chance d’étre proche de
1,5% ; et plus spécifiqguement, a 95% de la chance de se retrouver entre 0,7% et 2,8%.
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Les taux de séroprévalence de HTLV-1 sont significativement différents entre les enfants transfuses
et ceux qui ne le sont pas avec un risque de 5% (OR=7,6 [1,9 ; 32,1], p-value < 0,002). On observe
que ce taux de prévalence est élevé parmi les enfants transfusés que parmi les enfants non
transfusés.

Les résultats typiques de réactions croisées entre les anticorps dirigés contre le stade sanguin
de plasmodium falciparumet les protéines de la région Gag des virus HTLV-1/2 dans les
populations adultes, tels que le nombre de faux positifs élevés en ELISA et les profils indéterminés
réagissant fréqguemment avec la protéine « p19 » en western blot chez les enfants de notre étude,
nous permettent de confirmer la présence de ces mémes réactions croisées chez ces derniers.

L’infection par le virus HTLV-1, qui peut étre responsable de pathologies graves a 1’age
adulte doit donc étre dépistée pendant la grossesse.
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. INTRODUCTION

Le virus lymphotrope T humain de type 1 (HTLV-1) est le premier rétrovirus découvert, et fait
partie du sous-groupe des HTLV (Poiesz et al. 1980). D’origine simienne, les HTLV constituent
avec leurs homologues animaux STLV le groupe de PTLVs. Le HTLV1 est aujourd’hui mis en
¢vidence sur I’ensemble des continents et touche prés de 5 a 10 millions de personnes dans le
monde. On le retrouve en particulier dans certaines zones fortement endémiques telles que : le sud
Japon, Afrique occidentale et centrale, Caraibes et une partie de I’Amérique du Sud et Australo-
Mélanésie. Virus Oncogeéne, il est associé a plusieurs pathologies telle que la leucémie/lymphome
de cellule T de I’adulte (ATLL), la myélopathie associé a la paraparésie spastique tropicale (TSP /
HAM), et la neuromyélopathie invalidante chronique (K. Takatsuki 1977; A. Gessain et al. 1985)
Comme tous les rétrovirus, 1I’expansion du HTLV1 est canalisée par trois(3) principaux modes de
transmission, la transmission: de la mere a I'enfant par I'allaitement maternel prolongé (plus de 6
mois) (Percher et al. 2016), la voie sexuelle (principalement d'un homme a une femme) (Roucoux et
al. 2005)et par des produits sanguins contaminés par des cellules infectées ou la transfusion(Murphy
2016). Bien que comptant parmi les zones fortement endémiques (2,5 a 5 millions), I’ Afrique reste
le continent ou ’on a le moins de données sur les infections a HTLV1 chez les enfants. En effet, en
plus du manque d’infrastructures, des plateaux techniques pour un diagnostic moléculaire et la
centralisation des données ; la majorité des études effectuées sur les infections au HTLV1 ont été
menées soit sur des populations tres spécifiques telles que les femmes enceintes, les donneurs de
sang ou les patients hospitalisés ; soit sur des groupes hétérogenes et relativement petits d'habitants
ruraux ou urbains d'une région donnée (Antoine Gessain et Cassar 2012). En somme, il n’existe que
peu d'études épidémiologiques portant sur I’infection du HTLV1 chez les enfants, et sur les facteurs
de risque d'acquisition du HTLV-1 sur le continent africain.

Situé en Afrique centrale au sud du Sahara, le Gabon est un pays en développement avec
98% de son territoire recouvert de forét et une faune intensément variée. La population du Gabon
est de 1811 079 personnes dont 34,7% ont moins de 15 ans(DGS 2015) Le pays dispose de
structure sanitaire et de recherche qui ont permis la réalisation de quelques études et le dépistage
d’infection au HTLV1 menés principalement dans la population adulte. A titre d’exemple, de
récentes études ont permis de mettre en évidence la circulation du virus HTLV avec une prévalence
globale estimée a 8,7% et des pics moyens de 11, 5% dans les provinces du Haut Ogooué, Ogooué
Ivindo et Ogooué Lolo (Dijuicy et al. 2018). Cette étude a été menée dans une population dont la
moyenne d’age était de 49 ans. De méme une étude sur les femmes enceintes avait révélé une
séroprévalence de 2,1% dans cette population(Etenna et al. 2008). Une derniére étude en cours
chez les donneurs de sang au centre national de transfusion sanguine de Libreville (CNTS) (étude
collaborative avec notre équipe du CIRMF et I’EPVO de I’Institut Pasteur de Paris) a montré que la
transfusion sanguine est aussi un mode de transmission du HTLV-1 au Gabon.

Ce pays constitue donc un terrain approprié pour 1’étude de cette infection chez les enfants
et les modes de transmission favorisant I’infection du HTLV-1 dans cette frange de la population.
En effet, a ce jour, aucune action de santé publique n'a été entreprise pour empécher la
dissémination de ce virus au Gabon, alors que les différents modes de transmission prévalent
toujours dans ce pays.

Le present travail est une étude épidémiologique rétrospective sur des prélévements
sanguins d’enfants obtenus entre 2015 et 2018 dans trois provinces au sud et au sud-est et au nord-
est du Gabon. Elle comporte deux grands objectifs :

1- déterminer la prévalence des infections a HTLV1 chez les enfants avec une précision

relative de 20% et une prévalence attendue de 11%

2- Evaluer les différents modes de transmission du HTLV1 dans cette frange de la

population afin de pouvoir proposer des mesures de lutte.



II. Partiel : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE



I.1 HISTORIQUE

La decouverte de la transcriptase inverse en 1970 par Temin et Mizutant, et de fagon
indépendante, par Baltimore, & partir du virus du sarcome de Rous ((Temin et Mizutani 1970;
Baltimore 1970); a apporté un «éclaircissement» dans la compréhension des cancers humains
associés aux rétrovirus. En 1979, le HTLV-1 est mis en évidence pour la premiére fois a partir de
I’analyse d’une lignée de cellules T d’un patient noir américain de 28 ans, souffrant de ce que deux
cliniciens, Minna et Gazdar, appelérent initialement lymphome cutané ou mycose fongique ((Poiesz
et al. 1980; Gallo et al. 2005; Coffin 2015). Plus tard (fin 1979), Bernard Poiesz, détecta une
activité de transcriptase inverse dans des cultures de lymphocytes issus de ce méme patient.
L’observation par microscopie ¢lectronique de ces cultures permit pour la premiere fois la
visualisation directe de particules virales bourgeonnantes de HTLV-1. Les résultats de ces travaux
furent publiés en 1980 dans Sciences (Poiesz et al. 1980; Gallo et al. 2005)

Indépendamment, un virus identique fut isolé en 1982 au Japon par le docteur VVorio Hinuma
a partir des PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) d’un patient ayant une
leucémie/lymphome a cellules T de 1’adulte (ATL), lymphoprolifération sévere des cellules T
CD4+, décrite cliniguement des 1977 dans le Sud du Japon par kiyoshi Takatsuki et ses collégues,
junji Yodoi et takashi Uchiyama ((Uchiyama et al. 1977); Yoshida et al., 1982). Le virus Japonais
fut tout d’abord nommé ATLV (Adult T-cellLeukemia Virus), puis aprés une analyse comparée des
isolats d'ATLV et de HTLV-1, il fut rapidement établi que ces deux isolats ne correspondaient
finalement qu’a un seul et méme virus (Gallo et al., 1982; Fujisawa, 2017). En raison de la
découverte initiale du virus aux Etats-Unis, I’appellation HTLV-1 fut conservée. La désignation de
la pathologie associée, ATL, fut également conservée en reconnaissance de la priorité japonaise
dans la distinction de cette tumeur maligne (Gallo et al., 1982; Gallo, 2005). Durant la méme année,
un virus similaire fut isolé, toujours par I’équipe de Gallo aux Etats-Unis, a partir d’un patient
présentant une leucémie a tricholeucocytes relativement bénigne. Ce virus se distinguait clairement
de toutes les autres particules virales de HTLV-1 lors des tests immunologiques et fut ainsi nommé
HTLV-2 (Kalyanaraman et al., 1982).

Ce n’est qu’en 2005 que la premiére souche d’HTLV-3 (Pyl43) est découverte, par Calattini
et al. a partir du sang périphérique d’un Pygmée Bakola de 62 ans vivant dans un campement du
Sud du Cameroun, zone ou les contacts avec les Primates Non Humains (PNH) lors de la chasse
et/ou du dépecage sont treés fréquents (Calattini et al., 2005; Mahieux et Gessain, 2009). Durant la
méme année, une équipe du CDC (Centre de Contrdle des Maladies ou Center of Diseases Control
en anglais) rapporta la découverte d'un second isolat ’HTLV-3 (2026ND) a partir des PBMC d’un
chasseur de 63 ans, toujours dans le Sud du Cameroun, la encore dans une population étant
fréquemment en contact avec des PNH (Wolfe et al., 2005; Mahieux et Gessain, 2005). Les sera de
ces deux individus étaient positifs en ELISA HTLV-1/2 et présentaient des profils indéterminés
différents en Western-Blot HTLV-1/2. Dans le premier cas (Pyl43), une réactivité contre la protéine
pl19 et contre le peptide d'enveloppe MTA-1 spécifique du HTLV-1 était observée, tandis que dans
le second (2026ND), les réactivités étaient dirigées contre les protéines pl9, p24, gp21 et plus
faiblement contre le peptide MTA-1 spécifique de HTLV-1 (Calattini et al., 2005; Wolfe et al.,
2005; Mahieux et Gessain, 2011).

Le HTLV-4, dernier membre de la famille des HTLV a ce jour, a également été découvert en
2005 chez un chasseur de 48 ans (souche 1863LE), toujours dans le Sud du Cameroun (Wolfe et al.,
2005). Le sérum de cet individu était positif en ELISA HTLV-1/2 et présentait un profil
indéterminé en western blot différent de ceux des personnes infectées par HTLV-3. Une forte
réactivité contre la protéine pl9 et une faible réactivité contre le peptide K55 spécifique de la
glycoprotéine d'enveloppe gp46 de HTLV-2 étaient observées (Wolfe et al., 2005; Mahieux et
Gessain, 2005; Mahieux et Gessain, 2011).



I1.2 LA DIVERSITE GENETIQUE DES HTLV ET LEURS HOMOLOGUES SIMIENS

Les HTLV (Human T-cellLymphotropic virus) sont des rétrovirus exogenes complexes,
appartenant a la méme famille virale que les virus de 1I’'immunodéficience humains (HIV pour
Human Immunodeficiency Virus) : les Retroviridae, et plus précisément a la sous-famille des
Orthoretrovirinae. (Arellano-Galindo et al., 2016; Yamano et al., 2017). Ces virus sont classés dans
le genre des Deltaretrovirus qui regroupe également les virus T lymphotropes simiens (STLV, pour
Simian T-cellLymphotropic Virus), leurs équivalents chez les singes (Pringle, 1998; Mahieux,
2011). La caractérisation des HTLV comme étant des rétrovirus est due a la présence dans leur
cycle réplicatif d’une étape de rétrotranscription de leur matériel génétique ARN en ADN, avant
leur intégration dans le génome de la cellule hote. Cette étape est rendue possible grace a une
enzyme virale, la transcriptase inverse ou reverse transcriptase (RT) (Mahieux, 2011; Bangham et
Matsuoka, 2017).

Les virus HTLV et STLV présentent des caractéristiques épidémiologiques, biologiques et
moléculaires communes, expliquant leur regroupement au sein du méme genre (Etenna et al., 2008;
Richard et al., 2016). Du fait de cette ressemblance, les virus T-lymphotropes humains et simiens
(HTLV et STLV) ont été regroupés sous le nom de virus T-lymphotropes de primates (PTLV,
Primate T-cell Lymphotropic Virus). (Ahuka-Mundeke et al., 2016; Richard et al., 2016). Quatre
groupes distincts de PTLV sont décrits a ce jour (figure 2) : PTLV-1 (HTLV-1/STLV-1), PTLV-2
(HTLV-2/STLV-2), PTLV-3 (HTLV-3/STLV-3) et PTLV-4 (HTLV-4/STLV-4) (Mahieux et
Gessain, 2011; Ahuka-Mundeke et al., 2016).

Le STLV-1 a été isolé pour la premiere fois en 1982 au Japon, a partir des cellules
mononuclées de sang périphérique de macaques japonais (Macacafuscata) en captivité (Miyoshi et
al., 1982). La majorité des singes infectés par le STLV-1 présentait un profil sérologique en
Western Blot trés proche, voire similaire a celui que 1’on observait chez les hommes infectés par le
virus HTLV-1 (Gessain et Mahieux, 2000). Ces similitudes pouvaient s’expliquer par la forte
homologie de séquence (> 98%) entre la région codant pour la protéine d’enveloppe gp21 des
STLV-1 isolés chez des chimpanzés originaires du Sud Cameroun et celle des HTLV-1 (sous-type
B) isolés chez des Pygmées et des villageois bantous de la méme région (Mahieux et al., 1997;
Gessain et Mahieux, 2000). D’autres études ont également montré une quasi-identité de séquences
entre les isolats de STLV-1 obtenus a partir de prélevements de mandrills vivant au Gabon et les
sous-types D et F de HTLV-1 isolés chez des individus vivant dans la méme région, appuyant la
thése d’une origine simienne du HTLV-1, a partir de la transmission du virus STLV-1 des singes
aux hommes (Vandamme et al., 1998; Slattery et al., 1999; Filippone et al., 2015; Kazanji et al.,
2015).

Contrairement aux STLV-1 qui ont été largement décrits chez plus de trente espéces de
primates d’Afrique sub-saharienne et d’Asie, le virus STLV-2 n’est présent que chez des
chimpanzés Pygmées (bonobos) (Mahieux et Gessain, 2005; Ahuka-Mundeke et al., 2016). La
premiere souche de STLV-2 (STLVpan-p) a été obtenue en 1994 a partir d’une colonie de
chimpanzés bonobos (Pan paniscus) (Giri et al., 1994). L’analyse des séquences nucléotidiques de
HTLV-2 et de STLV-2 montre que ces deux rétrovirus forment deux clades distincts sur 1’arbre
phylogénétique, sans preuve de transmission interespeces (Ahuka-Mundeke et al., 2016). De plus,
I’analyse phylogénétique d’un fragment de 220 pb de la région tax des différentes souches de
STLV-2 montre une grande variabilité génétique au sein de ces virus, suggérant que des souches et
des lignées supplémentaires de STLV-2 qui n'ont pas encore été identifiées puissent exister, et que
la transmission du STLV-2 a I’homme semble avoir eu lieu il y a beaucoup plus longtemps que
dans le cadre des transmissions inter espéces de STLV-1 (Mahieux et Gessain, 2005; Ahuka-
Mundeke et al., 2016). Durant la méme année (1994), la premiére souche de STLV-3 (STLV-
3PH969) fut isolée a partir du sang périphérique d’un babouin d’Erythrée (papio hamadryas) gardé
en captivité dans un laboratoire de recherche a Louvain (Belgique) (Goubau et al., 1994). Cette
souche présentait sur un fragment de 1802 pb, des homologies nucléotidiques de 62,4 % et 64 %
respectivement avec les PTLV-1 et PTLV-2, et fut ainsi considérée comme le prototype unique des
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virus PTLV-3 jusqu’a la découverte de nouvelles souches de STLV-3 a la fin de 1’année 2001
(Goubau et al., 1994; Mahieux et Gessain, 2011). La découverte des premiers cas de HTLV-3 en
2005 a permis de compléter le groupe des PTLV-3 puisqu’ils partageaient avec certaines souches de
STLV-3 une identité de séquences de 87 a 99 %, suggérant comme pour les PTLV-1, une
transmission du STLV-3 des singes aux Hommes (Mahieux et Gessain, 2011).

L’origine du HTLV-4 a longtemps demeuré inconnue jusqu’a la découverte du virus STLV-
4 en 2014 a partir d’échantillons de sang obtenus chez des gorilles originaires du Cameroun
(LeBreton et al., 2014; Richard et al., 2016). L’analyse phylogénétique des régions Pol, Env et Tax
des différentes souches de STLV-4 a montré une identité de séquence nucléotidiques d’au moins 99
% avec la souche de HTLV-4, 1863LE, isolé chez un chasseur camerounais vivant dans la méme
région (LeBreton et al., 2014). De plus, la découverte récente de nouvelles souches d’HTLV-4 chez
deux individus gabonais ayant été séverement mordus par des gorilles suggére fortement une
transmission zoonotique du STLV-4 des gorilles aux Hommes a travers des morsures (Richard et
al., 2016).

Subtype b
’ am1863E
go 1659 :
SURTTSS PTLV-4

—_—
gag-pol-env-tax
5820 bp

Figure 1: Organisation phylogénétique des virus PTLV (Richard et al., 2016).

Cet arbre a été construit a partir de 1’analyse phylogénétique des séquences des genes Gag-
Pol-Env-Tax, provenant de chacun des génomes de PTLV répertoriés dans GenBank. L’existence
d’une cinquieme lignée de PTLV se résumant a la seule souche SLTV-MarB43 isolé a partir d’un
Macacaarctoides est suggérée par certains auteurs. Cependant le Comité ICTV (International
Committee on Taxonomy of Viruses) considére actuellement cet isolat comme un PTLV-1 tres
divergent. Les virus STLV-4 isolés chez six gorilles en 2014 et les deux souches d’HTLV-4
récemment isolés chez deux gabonais ne sont pas représentes sur cet arbre.



I1.3 BIOLOGIE DES HTLV
I1.3.1 STRUCTURE

Les particules virales d’HTLV se présentent sous forme sphérique de taille variable (80 a
110 nm pour le HTLV-1) (Cao et al., 2015). Chaque particule est constituée de deux molécules
d’acides ribonucléiques (ARN) monocaténaires identiques, chacune associée aux protéines de
nucléocapside appelées NC ou pl5, ainsi qu’aux enzymes virales correspondant a la transcriptase
inverse (RT), a 'intégrase (IN) et a la protéase (Pro) (Lairmore et al., 2012; Fujisawa, 2017). Ce
complexe ribonucléoprotéique est protégé par une capside icosaédrique, constituée de protéines CA
ou p24, elle-méme, entourée par une matrice MA ou p19 (Verdonck et al., 2007; Lairmore et al.,
2012). Une enveloppe d’origine cellulaire constituée d’une bicouche lipidique, dans laquelle sont
insérées des glycoprotéines virales composées d’une sous-unité de surface, appelée SU ou gp46, et
d’une sous-unité transmembranaire, appelée TM ou gp21, protége I’ensemble de la structure (figure
2) (Lairmore et al., 2012)

I1.3.2 ORGANISATION GENOMIQUE ET SYNTHESE DES PROTEINES
VIRALES.

Le génome des virus HTLV se présente sous forme de deux brins d’ARN de polarité
positive, constitué chacun d’environ 9 kilo base (kb) (Verdonck et al., 2007; Lairmore et al., 2012).
Comme tous les rétrovirus, leur génome porte deux génes de structure Gag et Env, un géne
enzymatique, Pol, et une région codant pour la protéase virale (Pro) (Verdonck et al., 2007; Barreto
et al., 2016). Le gene Gag (Group antigen), crucial pour I’encapsidation du génome viral, est
initialement transcrit en un ARNmM non épissé, puis traduit en une protéine précurseur de 55Kd
(Pr55). Cette protéine est par la suite clivée par protéolyse lors du bourgeonnement, pour donner les
trois protéines de structure interne (core) : la protéine de la matrice (MA ou p19), la protéine de la
capside (CA ou p24) et la protéine de la nucléocapside (NC ou pl15) (Lairmore et al., 2012;
Fujisawa, 2017). Le gene enzymatique Pol (Polymérase) code pour une protéine de 896 acides
aminés comprenant deux enzymes essentielles a la réplication virale, la transcriptase inverse (RT ou
p62) et I’intégrase (IN ou p49) (Verdonck et al., 2007; Barreto et al., 2016). (Fujisawa, 2017). La
protéase virale, est codée par un cadre ouvert de lecture (ORF), situé a cheval entre la partie 3° du
géne Gag et la partie 5° du géne Pol (Mahieux, 2011; Lairmore et al., 2012). Le produit de la
traduction du gene Env (enveloppe) est une protéine glycosylée d’environ 68 Kd. Cette protéine
précurseur est ensuite scindée en deux sous-unités glycoprotéiques, une sous-unité
transmembranaire constituée de protéines gp21 ou TM et une sous-unité de surface constituée de
protéines gp46 ou SU. (Lairmore et al., 2012; Bangham et Matsuoka, 2017; Fujisawa, 2017). Cet
ARN génomique est encadré de part et d’autre par deux unités promotrices, identiques et non
codantes, nommees LTR (Long Terminal Repeat). Chaque LTR est constituée de trois régions : U3,
R et U5 (Fujisawa, 2017). Le LTR situ¢ dans la partie 5° du génome viral (LTR 5°) joue le rdle de
promoteur de la transcription (Lairmore et al., 2012). Le LTR 3’ quant a lui, est impliqué dans la
terminaison de la transcription et la polyadénylation des transcrits (Bangham et Matsuoka, 2017).
De plus, la région U5 du LTR 3’ a été impliquée dans la rétention des transcrits dans le noyau,
réprimant ainsi leur traduction en protéines (Martin et al., 2016). Comme tous les rétrovirus
complexes, le génome des HTLV présente une région supplémentaire appelée PX, situé entre le
géne Env et le LTR 3’ (Verdonck et al., 2007; Lairmore et al., 2012; Barreto et al., 2016). Cette
région contient quatre ORF (I, 11, 111, IV) et code au moins pour six protéines, dont quatre protéines
auxiliaires, p12, p13,p30 et HBZ (HTLV-bZIP factor), et deux protéines régulatrices, Tax et Rex
(Lairmore et al., 2012; Fujisawa, 2017).



Tl
l’ e

Protéase

(Pro) y P
- o "

i
{
i
. |

Génome

(ARN) i ii

YA

- -

e

P N —
s N
< — Capside (p24)

0 k { 1]

Matrice (p19)

Nucléocapside (p15)

Transcriptase inverse

(RT)

=
[

l Intégrase (IN)

Glycoprotéine
transmembranaire (gp21)

[

Glycoprotéine
De surface (gp46)

Figure 2: Structure de la particule virale HTLV-1 (Lairmore et al., 2012)

Tableau 1 : fonction des protéines et glycoprotéines de HTLV-1

PROTEINE ET GLYCOPROTEINE DE
HTLV-1

FONCTION

Enveloppe protéique (codé par le gene env)

Glycoprotéine de surface (gp46)
Protéine transmembranaire (gp21)

Protéine structurale (codé par le géne gag)
Couche de matrice (p19)

Capside (p24)

Nucléocapside (p15)

Protéine fonctionnelle (codé par le géne pol)
Protéase (pl14)

Reverse transcriptase (p95)

Intégrase

Protéine de régulation

tax

rex

P12

P30

P13
Facteur bzip

Se lie aux récepteurs de la cellule hote
Ancre des glycoprotéines de surface au virus

Organise les composants viraux a la membrane
cellulaire interne

Protégé I’ ARN viral et les protéines
Protéine de liaison a 1’acide nucléique

Divise les polyprotéines en composants
fonctionnels

Convertit I’ARN simple brin en ADN double
brin

Facilite I’insertion du provirus dans I’ADN de la
cellule hote

Active la transcription des provirus

Module le transport de I’ARN viral

Role dans la réplication virale et 1’activation de
lymphocyte T

Module la transcription

Cible mitochondriale

Régule la baisse de transcription virale




I1.4 EPIDEMIOLOGIE DES HTLV
I1.4.1 Le HTLV-1

Il est difficile d’estimer avec précision le nombre de personnes infectées par HTLV-1 a
travers le monde. La plupart des études ne concerne que des groupes bien définis tels que les
femmes enceintes, les donneurs de sang et les personnes hospitalisées (Verdonck et al., 2007;
Gessain et Cassar, 2012; Cassar et Gessain, 2017). Néanmoins, les données les plus récentes
suggerent qu’au moins 5 a 10 millions de personnes dans le monde sont infectées par HTLV-1
(Percher et al., 2016; Cassar et Gessain, 2017; Oksenhendler et al., 2017). Le nombre de porteurs
asymptomatiques est probablement beaucoup plus élevé, notamment dans certaines régions
fortement peuplées telles que la Chine, I’Inde, le Maghreb ou encore I’ Afrique de I’Est, suggérant
une sous-estimation de la prévalence mondiale de HTLV-1 (Cassar et Gessain, 2017). Bien que
présent sur tous les continents, le HTLV-1 n’est pas un virus ubiquitaire. Il existe des foyers de
forte endémie, souvent situés prés des zones ou le virus est quasiment absent (figure 3) (Gessain,
2011; Cassar et Gessain, 2017).

Ces zones de forte endémie virale, ou la prévalence est estimée au moins a 1-2 % dans la
population adulte, avec des extrémes pouvant atteindre les 20-40 % dans certains groupes
ethniques, sont : La région Sud-ouest des archipels du Japon, certaines parties des Caraibes et ses
alentours, des régions d’Amérique du Sud incluant le Brésil, la Guyane francaise et la Colombie,
certaines régions d’Afrique intertropicale (comme le Sud du Gabon), du Moyen-Orient, avec en
particulier la région de Mashad au Nord de I’Iran, et de Mélanésie (Papouasie Nouvelle Guinée, Iles
Salomon) (Mahieux, 2011; Cassar et Gessain, 2017). En Europe, la Roumanie est la seule région
endémique (Cassar et Gessain, 2017). L’augmentation de la séroprévalence dans toutes les régions
endémiques, en fonction de I’dge, surtout chez la femme aprés 30-40 ans, est une des
caractéristiques de I’infection a HTLV-1 (Gessain, 2004; Cassar et Gessain, 2017). Cela pourrait
étre di a I'accumulation de rapports sexuels avec I'dge, ainsi qu’a une transmission sexuelle orientée
préférentiellement de I’homme vers la femme (Gessain, 2004; Gessain et Cassar, 2012; Cassar et
Gessain, 2017).

Le HTLV-1 est le seul rétrovirus humain connu en tant qu’agent étiologique direct d’une
affection maligne, la leucémie/lymphome a cellules T de I’adulte (ATL), ainsi que d’une
neuromyeélopathie chronique, la paraparésie spastique tropicale ou myélopathie associée a HTLV-1
(TSP/HAM) (Barreto et al., 2016; Ando et al., 2017; Baratella et al., 2017; Cassar et Gessain,
2017). Certaines pathologies pédiatriques telles que la dermatite infectieuse, initialement décrite
chez des enfants de Jamaique par Sweet en 1966, et I’'uvéite, ont également été associées a HTLV-1
(Sweet, 1966; Carneiro-Proietti et al., 2014; Fox et al., 2016; Oliveira et al., 2017). Dans la
majorité des cas, les personnes infectées par HTLV-1 demeurent asymptomatiques tout au long de
leur vie, seules 2 a 10 % des individus développent I’une des maladies associées citées ci-dessus
(Mahieux, 2011; Cassar et Gessain, 2017; Pegha Moukandja et al., 2017; Oliveira et al., 2017). Le
mode de réplication du virus HTLV-1, principalement par expansion clonale des cellules infectées
plutét que par utilisation de la transcriptase inverse (RT), est a I’origine de la grande stabilité
génétique de ce virus (Gessain, 2004; Gessain, 2011; Mahieux, 2011; Cassar et Gessain, 2017). Les
quelques substitutions de nucléotides observées par rapport a la souche prototype ATK (Premiére
séquence compléte d’un HTLV-1 obtenue en 1983) permettent de caractériser les différents
génotypes ou sous-types moléculaires de HTLV-1, spécifiques de régions géographiques données
plutdt que des pathologies associées (Mahieux, 2011; Gessain et Cassar, 2012; Cassar et Gessain,
2017). A ce jour, sept génotypes viraux d’HTLV-1, dont quatre principaux, ont été décrits a travers
le monde (Gessain, 2011; Filippone et al., 2015; Cassar et Gessain, 2017).
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Figure 3: Répartition des sous-types moléculaires du HTLV-1 (Gessain, 2011)

Sous-type A ou sous-type Cosmopolite : 1l s’agit du premier sous-type décrit, dont fait
partie la souche prototype japonaise ATK (Premiére séquence provirale compléte d’un HTLV-1
obtenue a partir d’'une souche provenant d’un patient ayant un ATL) (Gessain, 2011; Mahieux,
2011). Ce sous-type est constitué de quatre sous-groupes moléculaires liés a 1’origine géographique
(Afrique du Nord, Japon, Transcontinental et Afrique de I’Ouest) (Gessain et Cassar, 2012). La
faible variation de séquences nucléotidiques entre les différents sous-groupes, pouvant atteindre 2,5
% au niveau du gene gp21 et 2 % dans la région LTR (Long Terminal Repeat) entre les isolats les
plus variant, suggére une récente dissémination de ce génotype a partir d’un ancétre commun
(Gessain, 2011; Cassar et Gessain, 2017). Malgré cette faible variabilité génétique, le sous-type
cosmopolite est le plus dispersé géographiquement (Cassar et Gessain, 2017). Il est rencontré au
Japon, en Amérique Centrale et du Sud, dans la région Caraibe, en Afrique du Nord et de I’Ouest,
au Moyen-Orient, en Inde, ainsi que dans certaines Tles du pacifique (Gessain, 2011; Gessain et
Cassar, 2012; Cassar et Gessain, 2017). C’est également le sous-type retrouvé en Roumanie, la
seule région endéemique en Europe (Mahieux, 2011; Cassar et Gessain, 2017).

Sous-type B ou sous-type d’Afrique Central (prototype EL : Divergent de prés de 3%
dans la séquence du géne env par rapport a la souche japonaise ATK, ce sous-type a été initialement
décrit en 1985, chez un patient d'origine zairoise (EL) ayant un ATL (Gessain, 2011; Gessain et
Cassar, 2012). Par la suite, plusieurs équipes ont décrit de nouvelles souches de ce sous-type,
toujours en Afrique Centrale, avec la encore, des sous-groupes spécifiques de 1’origine
géographique des isolats (RDC, Gabon, Cameroun...) (Gessain, 2004; Gessain, 2011; Mahieux,
2011).

Sous-type C ou sous-type Mélanésien/Australien : Ce sous-type a été décrit pour la
premiére fois chez des Mélanésiens vivant en Papouasie-Nouvelle-Guinée (PNG), et dans les fles
Salomon (Gessain, 2004; Gessain, 2011). Les séquences de ces souches virales divergeaient de pres
de 6 a 10 % par rapport a la souche prototype ATK (Gessain, 2011; Gessain et Cassar, 2012; Cassar
et Gessain, 2017). Cela refléte une ancienne divergence (au moins plusieurs millénaires), avec une
longue période d’isolement des populations infectées (Cassar et Gessain, 2017). Actuellement le
plus variant des génotypes de HTLV-1, le sous-type Mélanésien a également été décrit chez les
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Aborigénes d’Australie et chez les habitants de 1’Archipel du Vanuatu (Gessain, 2011; Gessain et
Cassar, 2012).

Sous-type D ou sous-type d’Afrique Centrale-Pygmeées : Décrit initialement par 1’équipe
de Mahieux chez trois habitants de la partie ouest de I'Afrique Centrale (Cameroun, Gabon et
République centrafricaine), dont deux Pygmeées, ce sous-type semble représenter uniquement une
faible part des souches virales de HTLV-1 de ces régions par rapport au sous-type B, qui est
beaucoup plus fréquent (Mahieux et al., 1997; Gessain, 2011). Cependant, il semble exister des
foyers de sous-type D au sud du Gabon et au sud-ouest du Cameroun (Gessain et Mahieux, 2000).
Au niveau phylogénétique, ce sous-type occupe une position intermédiaire entre le sous-type B et le
sous-type mélanésien (Gessain, 2004; Gessain, 2011).

Sous-types E, F et G : Distincts des sous-types connus, ces genotypes ont eté caractérises
de fagon unique chez des habitants d’Afrique Centrale (Gabon, Cameroun et Zaire) (Salemi et al.,
1998; Wolfe et al., 2005; Gessain, 2011). Leur fréquence et leur distribution géographique restent
encore mal connues de nos jours (Salemi et al., 1998; Gessain, 2011).

I1.4.2 Le HTLV-2

Bien que partageant les mémes voies de propagation que le HTLV-1, le virus HTLV-2 est
beaucoup moins répandu, et infecterait 3 a 5 millions de personnes a travers le monde (Roucoux et
Murphy, 2004; Wolfe et al., 2005; Gonzalez-Alcaide et al., 2016). Ce virus présente un faible
caractére pathogéne et n’est associ¢é a aucune hémopathie malgré une homologie de séquences
d’environ 65 % avec le HTLV-1 (Gessain, 2004; Gonzalez-Alcaide et al., 2016). Des rares cas de
neuromyélopathies primitives proches des TSP/HAM ont néanmoins été décrits chez des individus
HTLV-2 séropositifs (Araujo et Hall, 2004; Roucoux et Murphy, 2004; Gonzalez-Alcaide et al.,
2016). Le HTLV-2 a également été associé de facon occasionnelle a des neuropathies et des
troubles de la vessie (Gonzalez-Alcaide et al., 2016). C’est un virus possédant une répartition
géographique assez particuliere. En effet, le HTLV-2 est endémique, d’une part, dans de
nombreuses populations d’Amérindiens et de rares populations de Pygmées, et d’autre part, chez
des toxicomanes aux drogues intraveineuses de nombreuses régions (Gessain, 2004). Tout comme
pour le HTLV-1, le HTLV-2 posséde des sous-types moléculaires liés a 1’origine géographique
(Roucoux et Murphy, 2004). A ce jour, quatre principaux génotypes (A, B, C et D) ont été mis en
évidence (Roucoux et Murphy, 2004; Gessain, 2011; Gonzalez-Alcaide et al., 2016). Le génotype A
est largement distribué chez les toxicomanes aux drogues intraveineuses des Amériques (surtout
Etats-Unis) et d’Europe (Suéde, Irlande), mais aussi et plus rarement, dans certaines populations
d’Asie, d’Afrique et d’Amérindiens (Gessain, 2004; Roucoux et Murphy, 2004). Le génotype B
prédomine clairement dans les populations ameérindiennes. Cependant, il est également retrouvé
chez des consommateurs de drogues intraveineuses d’Europe (Espagne, Italie...), et de facon
sporadique, dans plusieurs régions d’Afrique, dont une population de Pygmeées du Sud du
Cameroun (Gessain, 2004; Roucoux et Murphy, 2004). Concernant le sous-type C, il est
principalement endémique au Brésil, étant a la fois présent dans plusieurs populations d’Indiens
mais aussi chez des toxicomanes aux drogues intraveineuses de la région (Gessain, 2004; Roucoux
et Murphy, 2004). Le sous-type D n’a été identifié pour le moment qu’au sein des membres d’une
tribu de Pygmées (EfeBambuti) isolée. De plus, ce génotype représente le HTLV-2 le plus variant
(Roucoux et Murphy, 2004).

Au Gabon, la circulation du HTLV-2 a été demontré dans des études épidémiologiques
centrées sur des populations bien définies telles que des populations isolées (Antoine Gessain et al.
1994) des femmes enceintes (Nyambi et al. 1996; Etenna etal., 2008) ou des personnes agées
(Letourneur et al. 1998).
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I1.4.3 LES VIRUS HTLV-3 ET HTLV-4

Actuellement, le HTLV-3 n’est constitué que de cing souches, toutes identifiées chez des individus
camerounais vivant au contact des foréts tropicales : HTLV-3 Pyl 43, HTLV-3 2026 ND, HTLV-3
Loback 18 et HTLV-3 Cam 2013 AB (Calattini et al., 2005; Wolfe et al., 2005; Calattini et al.,
2009; Zheng et al., 2010 ; Rodgers MA et al., 2017). Le HTLV-4 se résume a trois souches isolées
au Cameroun (Cam1863LE) et deux chez des individus gabonais qui déclarent avoir été mordus
séverement par des gorilles (LeBreton et al., 2014; Richard et al., 2016).

I1.4.4 LA TRANSMISSION DES VIRUS HTLV

Trois principales voies de transmission ont été définies pour la transmission de ces
rétrovirus: la voie verticale (de la mére a I’enfant), la voie sexuelle et la voie sanguine (Mahieux,
2011; Matsuoka et Yasunaga, 2013; Hlela et Bittencourt, 2014; Cassar et Gessain, 2017).
Contrairement aux virus de I’immunodéficience humaine dont 1’expansion clonale peut se faire,
autant a partir d’une particule virale libre, que d’une cellule infectée (par contact cellulaire), les
virus HTLV ne proliféerent que par ce dernier mode de propagation, excepté lors de la primo
infection par les cellules dendritiques (Mahieux, 2011; Matsuoka et Yasunaga, 2013; Martin et al.,
2016). Trois mécanismes de prolifération par contact cellulaire ont été mis en évidence chez les
virus HTLV : la synapse virologique, le biofilm et les conduits cellulaires (figure 8) (Mahieux,
2011; Matsuoka et Yasunaga, 2013; Rizkallah et al., 2015). La transmission de ces rétrovirus
requiert donc la présence de cellules viables infectées dans les liquides contaminants (lait maternel,
liquide amniotique, sang, fluides sexuels) (Matsuoka et Yasunaga, 2013; Carneiro-Proietti et al.,
2014; Rizkallah et al., 2015; Percher et al., 2016). Concernant la transmission verticale, elle se fait
principalement lors d’un allaitement prolongé de plus de six mois, avec un taux de transmission de
10 & 25% (Ribeiro et al., 2012; Percher et al., 2016; Oliveira et al., 2017). Certains facteurs de
risque peuvent également favoriser la transmission de ces virus lors de 1’allaitement, notamment un
titre d’anticorps anti-HTLV élevé chez la mére, ainsi qu’une charge provirale importante dans le
sang et le lait maternel (Biggar et al., 2006; Etenna et al., 2008; Percher et al., 2016; Oksenhendler
et al., 2017; Cassar et Gessain, 2017). La correspondance des antigenes HLA de type | (Human
Leukocyte Antigen type 1) entre la meére et I’enfant a également été décrite comme favorisant la
transmission des HTLV lors de ’allaitement (Biggar et al., 2006; van Tienen et al., 2012; Hlela et
Bittencourt, 2014). La transmission verticale des HTLV peut néanmoins avoir lieu avant la
naissance, de fagon transplacentaire. En effet, plusieurs études ont mis en évidence la présence de
lymphocytes infectés dans le sang issu de cordons ombilicaux de femmes HTLV-1/2 séropositives
(Bittencourt, 1998). Cependant, ce mode de transmission reste assez rare (Hlela et Bittencourt,
2014; Carneiro-Proietti et al., 2014; Percher et al., 2016). Présents également dans les fluides
sexuels, les HTLV peuvent se transmette par contact sexuel (Ribeiro et al., 2012; Percher et al.,
2016; Cassar et Gessain, 2017). Il a été montré que la transmission sexuelle du HTLV-1 se fait de
facon préférentielle, mais non exclusive, dans le sens homme-femme que dans le sens inverse
(Percher et al., 2016; Cassar et Gessain, 2017). Enfin, les HTLV se transmettent par voie sanguine,
notamment lors de transfusion de sang total, avec un taux de transmission d’environ 23 a 60 % (van
Tienen et al., 2012; Carpentier et al., 2015; Cassar et Gessain, 2017). En revanche, la transfusion de
plasma ne permet pas la transmission du virus. En effet, du fait de leur prolifération par contact
cellule-cellule, les particules virales de HTLV sont trés peu présentes dans le sang a 1’état libre
(Gessain, 2011; Gessain et Cassar, 2012; Carneiro-Proietti et al., 2014; Rizkallah et al., 2015). La
transmission du virus HTLV-2 par I’utilisation de seringues contaminées est trés répandue chez les
consommateurs de drogue intraveineuse (Araujo et Hall, 2004; Ribeiro et al., 2012). Un autre mode
de transmission impliquant des contacts sanguins est la transplantation d’organe (Gessain, 2011;
Gessain et Cassar, 2012; Bangham et Matsuoka, 2017).
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IL5 LES PATHOLOGIES ASSOCIEES AUX INFECTIONS PAR LES VIRUS HTLV

Les virus HTLV, et plus précisément le HTLV-1, sont associés a plusieurs pathologies, avec
cependant des degrés d’association trés variables (Tableau I) (Gessain, 2011; Mahieux, 2011;
Cassar et Gessain, 2017). Toutes ces pathologies sont relativement rares puisqu’elles ne sont
retrouvées que chez 2 a 10 % des individus infectés (Cassar et Gessain, 2017). La
leucémie/lymphome a cellules T de I’adulte (ATL) et la paraparésie spastique tropicale ou
myélopathie associée a HTLV-1 (TSP/HAM) sont les deux principales pathologies liées a
I’infection par le virus HTLV-1 (Gessain, 2011; Gessain et Cassar, 2012; Baratella et al., 2017,
Cassar et Gessain, 2017).

Tableau 2 : résumé des pathologies associées aux HTLV (Tagaya, Matsuoka et al. 2019)

Troubles Manifestation Pronostique et prévalence Remarques Thérapie
pathologique
Leucémie/lympho Leucémie des Leucémie fatale avec 4 Se développe Pas de thérapie
me cellule T de I’adulte sous-types apres 30 a 50 standard
(ATL) Se produit dans 3 ~5% des  ans de période
cas, et dans 20% apres une de latence
infection néonatale
Myélopathie HTLV-1 associé a  Progressive, ressemble a la Se développe Pas de thérapie
Myélopathie/ sclérose en plaques se apres 20 a 40 standard
Spastique produit dans 0,3 ~5% des  ans de période
paraparesis, cas. de latence.
HAM/TSP. Plus répandue et

rapidement progressive
avec des infections
associées aux greffes.

Immunodéficience  Immunodéficience  VVu méme chez les porteurs ~ Plus souvent vu  Pas de thérapie

en lymphocytes T asymptomatiques. avec le sous- standard
Bronchectasie Causant une morbidité et type HTLV-1c¢c
une mortalité élevées chez (Mélanésie)
les autochtones australiens
Inflammation Uvéite, arthropathie, Causé par les
dermatite, protéines HBZ
exocrinopathie,
myosite

I1.6 DIAGNOSTICS ET TRAITEMENT DES INFECTIONS PAR LES HTLV
I1.6.1 DIAGNOSTICS

Les méthodes diagnostiques utilisées pour étudier les infections par HTLV, comprennent

principalement des dosages sérologiques a la recherche d'anticorps dirigés spécifiquement contre les
différents antigenes de HTLV et des dosages d’immuno-absorption enzymatique (ELISA) ou des
agglutinations de particules (PA). Les tests de confirmation sont des analyses de
I'immunofluorescence (IF) mais surtout immunotransfert protéique (WB).
En outre, la recherche du provirus intégré, dans I'ADN des cellules sanguines périphériques, se fait
par PCR qualitative et/ou quantitative. L'ADN génomique dérivé du Buffy-Coat peut étre soumis a
des analyses moléculaires via deux PCR semi-imbriqués amplifiant soit le gene HTLV-1 env, soit
les fragments de la région LTR (Filippone, Bassot et al. 2012).
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11.6.2 TRAITEMENT

Actuellement, aucun traitement curatif contre les infections a HTLV n’est disponible, seuls
les traitements symptomatiques permettent d’améliorer le pronostic de certaines pathologies
associées tel que I’ATL et la TSP/HAM (Gessain, 2011; Mahieux, 2011). La combinaison antivirale
AZT (azidothymidine)/interféron-o. permet de traiter les malades ayant développé les formes
leucémiques, chroniques et indolentes d’ATL, avec un taux de survie a cinq ans de 82 % pour la
premiére forme et de 100 % pour les deux autres (Gessain, 2011; Mahieux, 2011). En revanche, il
n’existe pour le moment aucun traitement efficace contre la forme lymphomateuse, pour laquelle les
patients sont toujours traités par chimiothérapie (Mahieux, 2011; Bangham et Matsuoka, 2017). De
méme, les traitements utilisés contre la TSP/HAM (corticostéroides, stéroides anabolisants,
vitamine C, molécules antivirales) n’apportent que des améliorations modestes des symptomes, et
ce, uniquement pour les patients en phase précoce de la maladie (Gessain, 2011; Mahieux, 2011).

11.6.3 PREVENTION

La prévention des infections par les virus HTLV, notamment celle causée par le virus
HTLV-1, responsable de pathologies graves, est absolument fondamentale, en particulier au niveau
des régions de forte endémie (Gessain, 2011). L’identification des principales voies de transmission
des HTLV a permis de mettre en place différentes méthodes de prévention efficace, essentiellement
basées sur la sensibilisation des populations (Gessain, 2011; Mahieux, 2011). L’arrét ou la
diminution de la durée de 1’allaitement a moins de 6 mois chez les enfants nés de meres HTLV-1/2
séropositives est une mesure phare dans la prévention de la transmission verticale de ces rétrovirus
(Bittencourt, 1998; Hlela et Bittencourt, 2014). Cette mesure, trés efficace dans la prévention a long
terme de I’ATL, est appliquée dans plusieurs régions endémiques comme le Japon, ainsi que dans
certains pays des Caraibes et d’Amérique du Sud (Gessain, 2011; Miura et Masuzaki, 2017).
Toutefois, cette mesure préventive reste difficile a appliquer dans les pays en voie de
développement, plus particuliérement en Afrique subsaharienne ou I’importante malnutrition des
enfants est un véritable probléme, ne laissant pas le choix de I’allaitement aux femmes africaines
(Gessain, 2011). Par ailleurs, il n’existe a I’heure actuelle, aucun moyen pour prévenir la
transmission transplacentaire (Bittencourt, 1998; Miura et Masuzaki, 2017). Comme pour toutes les
autres maladies sexuellement transmissibles, il est recommandé ’utilisation d’un préservatif durant
le rapport sexuel afin de minimiser le risque de contamination (Gessain, 2011). L’instauration du
dépistage systématique des infections a HTLV-1/2 chez les donneurs de sang a permis de diminuer
considérablement la transmission de ces virus par transfusion sanguine dans les pays développés
(Inaba et al., 1989; Abbaszadegan et al., 2003; Murphy, 2016; Hindawi et al., 2017). Parallelement
au dépistage de sang total, I’utilisation de sang déleucocyté a ét€¢ mise en place dans différents pays
européens (Hlela et Bittencourt, 2014). Comme dans de nombreux pays africains au sud du Sahara,
le dépistage systématique du HTLV chez les donneurs de sang et d’organes, ou chez les femmes
enceintes n’est pas systématique au Gabon alors que I’existence de maladie génétique trés répandue,
telle que la drépanocytose, qui expose les patients a de multiples transfusions sanguines ; ou le
recours a l’allaitement maternel pour les nourrissons sont autant de facteurs qui peuvent étre a
I’origine de forte circulation virales dans ce pays. De fagon générale. Il n’existe a ce jour aucune
mesure de contr6le sur la circulation du HTLV au Gabon si bien que lors des transfusions sanguines
par exemple, les conditions de validations du sang du donneur se limitent a la recherche de certaines
maladies dites « graves » dont principalement le VIH et les hépatites.

En ce qui concerne la transmission des virus HTLV des primates non humains a ’homme, il
est recommandé aux chasseurs et aux individus vivant a proximité des foréts, d’éviter non
seulement tout contact de sang avec les animaux retrouvés morts dans la forét, mais également de se
rassurer de ne pas étre blessé avant et pendant le dépecage des animaux tués (LeBreton et al., 2014;
Richard et al., 2016).
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PARTIE Il : PROTOCOLE EXPERIMENTALE
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III.1 MATERIEL ET METHODE

III.2 POPULATION D’ETUDE

Ce travail est une étude rétrospective majoritairement descriptive, au Centre International de
Recherches Meédicales de Franceville (CIRMF) du 02 janvier au 20 juin 2019. Le matériel
biologique provient de deux études antérieures autorisées par le Comité National d’Ethique du
Gabon (CNER) sous le numéro PROT 0011/2013/SG/CNE. La premiere étude portant sur le
paludisme a été menée entre 2015 et 2016 dans les provinces de I’Ogooué LOLO, du Haut-Ogooué
et de ’Ogooué-lvindo; et la deuxieme portant sur la drépanocytose, a été menée entre 2017 et 2018,
dans les provinces de I’Ogooué LOLO et du Haut-Ogooué. Une autre partie de la cohorte provient
des prélevements que effectuées (realisés par un agent médical habilité comme recommandé par le
CNER).

Les criteres d’inclusion a cette étude étaient d’étre agé de moins de 15 ans, d’avoir participé
aux ¢études antérieures, et étre volontaire (avec 1’accord parental pour le consentement éclairé). Le
temps écoulé entre les différentes études a considérablement limité notre effectif. Afin de garantir la
représentativité de notre échantillonnage, pour une précision relative de 20% et une prévalence
attendue de 11,5%, nous avons travaillé sur 649 échantillons dont 605 provenant des études
antérieures et 44 échantillons que nous avons collectés suivant les contraintes du protocole et qui
représente principalement les parents des enfants séropositifs en HTLV. La répartition de la
population d’étude selon les différentes provinces a été effectuée par la méthode des quotas suivant
le sexe-ratio par province, et les tranches d’age défini par 1’épidémiologie du virus.
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Figure 4 : carte du Gabon
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Deux bases de données ont éte utilisees :

v Base de données « Paludisme » : Cette base de données a été constituée a partir des
données épidémiologiques renseignées sur les commémoratifs associés a tous les enfants recues aux
centres de santé des différentes provinces entre 2015 et 2017. Parmi les commémoratifs, présenter
un symptome fébrile comptait parmi les critéres les plus décisifs.

Une premiére étape de travail personnel a été de compléter la base de données avec les
informations de toutes les fiches de prélévements réalisée durant I’enquéte. Ensuite, le nettoyage a
été effectué, car les données contenaient un nombre important d’erreurs de saisie et de données
manguantes ; notamment certaines dates, les départements, le sexe ainsi que les informations
relatives a I’état de santé et aux contacts des parents. Cette base contenait également un certain
nombre de doublons et des cas mal classés.

Les données suivantes ont été collectées :

- Sur la localisation du contact : Année, province, département et le numéro de téléphone des
parents.
- Sur les enfants : dge, sexe, durée d’allaitement, et le nombre de transfusion sanguine regue

v' La base de données « Drépanocytose » : Cette base de données a été constituée a
partir des données épidémiologiques renseignées sur les commeémoratifs associés a tous les enfants
dont les parents ont consenti & leur inclusion dans la population d’étude des journées portes
ouvertes sur le dépistage de la drépanocytose, réalisées chaque année dans les différentes provinces
entre 2017 et 2018.

II1.3 SUR LE TERRAIN
I11.3.1 PRELEVEMENT ET CONSERVATION D’ECHANTILLONS

Les prélevements avaient été effectués au Centre Médico-social de Lastourville (CMSL), au
Centre Hospitalier Régional de Makokou (CHRMKK), au Centre Hospitalier Régional Amissa
Bongo de Franceville (CHRAB) et a I’Hopital de I’Amitié Sino Gabonaise de Franceville (HASG).
Pour chaque enfant 5 ml de sang avaient été prélevés par ponction veineuse sur tube EDTA. Aprés
prélevement, les échantillons avaient été transportés a 4°C, jusqu’au laboratoire pour y étre
centrifugés pour séparés le plasma et la couche leuco-plaquettaire puis stockés a -80°c jusqu’a
utilisation.

I11.4 AU LABORATOIRE
I11.4.1 ANALYSES SEROLOGIQUES
I11.4.1.1.1 DEPISTAGE PAR TEST ELISA

Il s’agit d’un test indirect basé sur la recherche d’anticorps spécifiques dirigés contre les
virus HTLV1 et HTLV2. Ce test a été réalisé grace au kit commercial HTLV1/2 ELISA4.0 (MP
Diagnostics, Singapour, Chine).

C’est un test immunologique de type sandwich direct (ELISA de génération), qui utilise
un mélange de protéines virales d’enveloppe E et de membrane M recombinantes et triple
recombinante, assurant la détection simultanée de divers anticorps IgA, IgG et IgM dirigés aussi
bien contre HTLV-1 que HTLV-2. En raison de sa trés grande sensibilité (100%), ce test est
géneralement utilisé comme test de dépistage
Pour cela, 50 pl de plasma de chaque échantillon ont été incubés avec 40 pl de conjugué (antigéne
triple de virus HTLV marqué a la peroxydase + PBS) dilué au 1/200° dans une microplaque a
37°C+ou- 1°C pendant 60mn. A la fin de I’incubation, la microplaque a été lavée avec 200 ml de
tampon de lavage (tampon PBS + Tween 20 dilué au 1/20° grace a un laveur de plague
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automatique. Apres lavage, 100 ul de substrat (solution colorée contenant du tétraméthylbenzidine,
TMB) ont été ajoutés a la microplaque et celle-ci a été incubée de nouveau a 37°C pendant 30
minutes. Les réactions dans chaque puit ont été arrétées, apres les 30 mn d’incubation, par 1’ajout de
50 ul d’acide sulfurique (SO4H>) 2N.

La densité optique (DO) ou absorbance dans chaque puit a été déterminée grace au lecteur
de plague TECAN sunrise, a la longueur d’onde de 420 nm. Le calcul d’une valeur seuil (effectué
selon les recommandations du fabricant du kit) a rendu possible I’interprétation des résultats. Les
échantillons considérés comme positifs étaient ceux dont la DO était supérieure a la valeur seuil
calculée.

Valeur seuil (VS) =0, 25 + MCN (moyenne des contrdles négatifs)

I11.4.1.1.2 CONFIRMATION SEROLOGIQUE PAR TEST
WESTERN BLOT

Ce test permet de détecter de maniere spécifique les différents anticorps dirigés contre les protéines
recombinantes d’enveloppe, rg46-1 (MTA-1) et rg46-2 (k55), la protéine GD21, et les différentes
protéines de la région gag des virus HTLV1 et HTLV2, préalablement fixées sur des bandelettes de
nitrocellulose. Avec une spécificité de 89,2% ce test est souvent utilisé comme test de confirmation.
Mais en raison du panel de résultat qu’il fournit, il est parfois associé a un test encore plus
specifique tel que la PCR. La confirmation et le typage en HTLV-1 et/ou HTLV-2 des différents
échantillons positifs en ELISA ont été réalisés grace au kit commercial HTLV Blot 2.4 de MP
Diagnostics (Singapour, Chine).

Procédure

Afin d’humidifier toutes les bandelettes de nitrocellulose présentes dans le kit, celles-ci ont
été initialement mises a incuber pendant 5 min a température ambiante dans des puits avec du
tampon de lavage (Tris + Tween 20). Apres I’aspiration du tampon de lavage, 2ml de tampon
blotting (tampon tris + protéines animales et non animales inactivées par la chaleur + lait écrémé
déshydraté) et 20 ul de plasma de chaque échantillon ont été ajoutés aux bandelettes, puis laissés
incuber 60mn a température ambiante sur un plateau a bascule. Apres I’incubation, les bandelettes
ont été lavées, et 2 ml de conjugué (anticorps anti-lgG humain de chevre couplé a la phosphatase
alcaline) ont été ajoutés. Les bandelettes ont été ensuite remises a incuber pendant 60mn a
température ambiante sur le plateau a bascule. Enfin, 2ml de substrat (solution de 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate et de nitrobleu de tétrazolium) ont été ajoutés, suivi d’une derniére
incubation pendant 15mn cette fois, toujours a température ambiante. Les réactions dans chaque
puits ont été arrétées aprés 15 mn d’incubation grice a un triple lavage a I’eau distillée et toutes les
bandelettes ont été fixées sur une feuille blanche pour le séchage et ’interprétation des résultats.
L’interprétation des résultats est résumée dans le tableau suivant :
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Tableau 3: Interprétation des profils en western blot

Profil de I’échantillon Interprétation
GD21, p19gag, (p24gaqg), rgp46-1 HTLV-1
GD21, (p19gag), p24gag, rgp46-2 HTLV-2
GD21, p19gag, p24gag HTLV
pl9gag, p26gag, p28gag, p32gag, p36gag HGIP (Indéterminé)
Bande unique ou profil différent de ceux cités ci-dessus Indéterminé
Aucune bande Négatif

():La présence de protéines entre parenthése est facultative

I11.4.2 ANALYSES MOLECULAIRE

L’analyse moléculaire a été effectuée sur tous les échantillons qui avaient été révélés
infectés par le HTLV, le HTLV-1 et le HTLV-2 au test de Western Blot. Elle comprend différentes
étapes a savoir :

111.4.2.1 EXTRACTION D’ACIDE DESOXYRIBONUCLEIQUE (ADN)

L’ADN a été extrait a partir du Buffycoat des échantillons positifs au Western Blot, a ’aide
du kit d’extraction QIAampViral DNA Mini Kit (250) suivant les indications du fabricant. Au total,
12 échantillons ont été extraits manuellement suivant le protocole du Kit. Pour se faire, 20ul de
protéine K ont été mises dans des micro-tubes de 1,5ml, auxquels 200ul de Buffycoat et 200l de
Buffer AL ont été ajoutés. Le tout a été vortexé par pulse durant 15s, puis laissé incuber a 56°C
pendant quinze(15) minutes. Afin de récupérer les gouttes restées sur les parois des tubes,
I’incubation a été suivie d’une légere centrifugation. Apres centrifugation, 200ul d’éthanol pur ont
été ajoutés au mélange et vortexés par pulse pendant 15s. Le mélange a été ensuite brievement
centrifugé et transvasé dans des mini-colonnes qui sont montée sur des tubes de 2ml et qui
contiennent une membrane de silicate servant de filtre pour I’ADN. Puis, aprés centrifugation a
8000rpm pendant 1 minute, les mini-colonnes sont placées sur de nouveau tube. On y ajoute 500pl
de buffer AWL1 et on centrifuge le tout a 8000 tours par minute pendant une minute. Apres
changement de tube, on effectue un second lavage avec 500ul de buffer AW2, en centrifugeant le
mélange cette fois a 14000rpm pendant trois(3) minutes. Enfin, apres un dernier changement de
tube collecteur, on ajoute 100l de tampon AE et on laisse incuber 15 minutes a température
ambiante avant 1’ultime centrifugation a 8000rpm pendant une minute. L’ADN a été ensuite
récupéré et conserve a -20°C.

Chaque extraction était suivie d’une quantification de I’ADN a I’aide d’un
spectrophotomeétre « NanoVue plus ». Cet appareil permet de mesurer sur des microéchantillons
(<2pl) la quantité d’acides nucléiques présents dans un extrait, I’unité de mesure étant le ng/pl.
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111.4.2.2 CONFIRMATION MOLECULAIRE DE L'INFECTION HTLV-1
PAR PCR

La confirmation de I’infection a HTLV-1 a été effectuée par deux PCR semi-nichée en deux étapes
chacune (1% et 2" round) a I’aide kit QLAGEN One step (réf giagen).

Ces étapes ont éteé réalisées suivant des protocoles préalablement décrits. Le géne amplifié est le
géne LTR. Deux couples d’amorces dégénérées ont été utilisés pour chacune des étapes, le couple
d’amorce 8255Not/LTRUSE a été utilisé pour le premier round, et le couple 8255Not/420PLTR
pour le second round.

Tableau 4: Séquences des amorces utilisées pour I’amplification de la région de 479 pb du gene

LTR
Noms Séquences 5°—3’ spécificitt  Orientation
8255Not TTGAAGAATACACCAACATCCCC-8224 PTLV1 Sens
LTRUSE CGCAGTTCAGGAGGCACCAC- 8737 PTLV1 Anti-sens
420PLTR GAACGCGACTCAACCGGCGTGGAT- 8702 PTLV1 Anti-sens

Le premier round consiste, tout d’abord, a préparer un mélange avec les réactifs, dont les
proportions sont fonction du nombre d’échantillons a tester. A ce mélange, on ajoute en dernier
I’enzyme avant de distribuer le tout dans les différents puits de plaque. Ainsi, 45 pl du mix des
produits contenus dans le Kit ont ét¢ mélangés avec Sul d’ADN extrait des échantillons. Les
amorces associées dans le mix ont été diluées a une concentration de 10puM. Les réactifs et le
programme d’amplification sont présentés ci-dessous (Tableau 5 et 6).

Tableau 5: protocole du ler round de PCR semi nichée Pour 1 échantillon (volume final = 50uL)

Réactifs Volume/ réaction Concentration finale (par réaction)
H20qgsp 45 uL
Tampon 3 Roche (10X) 5L 1x
dNPs(25mM) 0,4 pL 0,2mM
8255n0t (10 pmoles/ul) 3 UL 30 pmoles
LTRUSE (10 pmoles/ul) 3 UL 30 pmoles
Enzyme LE Roche (5U/ul) 0,75 pL 3,75U
ADN 5uL

Tableau 6: Programme d’amplification du Thermocycleur

Température Temps Cycle
94°C 2 min X1
94°C 30s

55°C 30s X 38
72°C 30s

72°C 5 min X1
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Le second round utilise le couple d’amorces 8255n0t/420PTLV également a 10uM. Il
consiste a ajouter Sul d’ADN prélevés directement dans les produits d’amplification issus du 1%
round dans un mix de 95uL de réactif. Les réactifs et le programme d’amplification sont présentés
dans le tableau 7

Tableau 7: protocole du 2er round de PCR semi nichée Pour 1 échantillon (volume final = 100pL)

Réactifs Volume/ réaction Concentration finale (par réaction)
H20qsp 45 pL
Tampon 3 Roche (10X) 5uL 1x
dNPs(25mM) 0,4 pL 0,2mM
8255n0t (10 pmoles/ul) 3L 30 pmoles
420PLTR (10 pmoles/ul) 3 UL 30 pmoles
Enzyme LE Roche (5U/ul) 0,75 pL 3,75U
ADN 5uL

Tableau 8: Programme d’amplification du Thermocycleur

Température Temps Cycle
94°C 2 min X1
94°C 30s

55°C 30s X 38
72°C 30s

72°C 5 min X1

A Tissue des différentes PCR, les produits d’amplifications ont été soumis a une
¢lectrophorese sur gel d’agarose.

111.4.2.3 ELECTROPHORESE SUR GEL D’AGAROSE

Suivant le protocole d’¢électrophorese adapté et validé au laboratoire, les produits
d’amplification ont pu étre visualisés sur gel agarose a 1,5%.
Pour la préparation du gel, 1,5g d’agarose en poudre a ét¢ mélangé avec 100ml d’une solution de
Tris Borate EDTA 1X (TBE), et 10ul de BEt. Aprés homogénéisation, chauffer le tout jusqu’a
ébullition. Une fois le mélange Iégerement refroidi, ajouter 10ul de Bromure d’Ethidium (Bet) ; et
homogénéiser. Le gel obtenu a été coulé dans un bac a gel, constitué de peignes qui permettent la
formation de puits. 10ul de produits PCR associés a 2ul de bleu de charge ont été introduits dans
chaque puits. Les bandes obtenues aprés migration, ont été révélées par un logiciel informatique
nomme Quantum-capt sur un appareil a visualisation UV.

Des résultats observés en électrophorése, les échantillons qui ont révélé des bandes a la taille
attendu (479pb) ont eté considerés comme positif en HTLV1.
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III.5 OUTILS STATISTIQUES ET INFORMATIQUES

La plupart des cartes présentées ont été réalisées a l'aide de trois logiciels libres : QGis 2.14.
Les analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide des logiciels Rstudio et Excel 2007. Le risque
d’erreur de premicre espece alpha accepté pour les tests statistiques a été fixé a 5 %. Les
caractéristiques sociodémographiques de I’infection a HTLV-1 au sein de la population d’étude ont
¢été comparées en utilisant pour 1’analyse univariée les tests exacts de Fisher (pour les petits
effectifs) et Chi2 (X2), les odds rations (ORS) ont été obtenus avec un intervalle de confiance de
95%. Le seuil de p-value < 0,05 a été utilisé pour 1’inclusion dans la régression logistique.
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V.

RESULTATS

IV.1 DONNEES EPIDEMIOLOGIQUE DE L’INFECTION HTLV
IV.1.1 ECHANTILLONNAGE

Au cours de cette étude, nous avons collecté 605 échantillons sanguins répartis dans 3 provinces
comme suit : 252 (41,6%) du Haut Ogooué, 237 (39,2%) de I’Ogooué Ivindo et 116 (19,2%) de
1’Ogooué Lolo (Figure 07). Le sex-ratio était établi a 1,1 garcons/fille.

Le Tableau 9 présente les principales caractéristiques de la population d’étude suivant, , la province
d’origine, le sexe, et 1’age des enfants. Suivant les données épidémiologiques du virus HTLV-1, la
population d’étude a été répartis en trois(3) classes, stratifiées, dont la tranche d’age de 0 a 1 an,
(phase d’allaitement), del a 12 an (phase présexuelle), et del2a 15 ans (en phase de puberte,
potentiellement sexuelle)(Figure 06). La tranche d’age la plus représentative est celle des enfants de
1 a 12 ans qui regroupe 508 enfants (84% [80,8%; 86,8%]). La figure 5 représente la répartition de
I’échantillonnage.
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Figure 5: répartition de la population d’enfant de moins de 15 ans sur le territoire Gabonais
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Tableau 9 : caractéristiques sociodémographiques de la population d’étude

Caractéristiques Provinces Total
Haut Ogooué  Ogooué lvindo Ogooué lolo
N=252(41,6%) N=237(39,2%) N=116(19,2%) 605
sexe
Garcon 122 131 65
318(52% [48% ; 57%])
Filles 130 106 51
287(47% [43% ; 51%])
Sex-ratio 0,9 1,2 1,3 1,1
Zone d’habitation
Urbaine 122 184 113 419(69,2% [65,4%; 72,9%])
Rurale 130 53 3 186(30,7% [27,1%; 34,6%])
Tranche d’age
[0-1) 12 0 0 12(2% [1%; 3,4%])
[1-12) 191 214 103 508(84% [80,8%; 86,8%])
[12-15] 49 23 13 85(14% [11,4%; 17,1%])

Répartition par tranche d'age
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Figure 6 : répartition de la population d’enfant

de moins de 15 ans par tranche Figure 7 : répartition de la population d’enfanfant

de moins de 15 ans par province

La population d’étude était constituée a 52,6% de garcons (IC95%) [48,7%, 56,6%] contre
(47% [43% ; 51%)]) de fille. Le département d’origine des enfants est présenté en I’annexe 7. Le
département de I’Ivindo semble majoritairement représenté avec 34% d’enfants [30,3% ; 38%].
69,2% [65,4% ; 72,9%] d’enfants ont été prélevés en zone urbaine, contre 30,7% [27,1%; 34,6%]
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moins de 15 ans par zone d’habitation
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IV.2 ETUDE DES TAUX DE PREVALENCE
1V.2.1 DEPISTAGE PAR TEST ELISA
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Figure 10: répartition des 103 enfants dépistés séropositif a ’infection de HTLV-1/2 au test
ELISA dans les provinces d’études

Sur 605 échantillons testés en ELISA, 103 étaient contrdlés positifs selon les criteres de
positivité du fabricant du Kit, soit une séroprévalence de 17% [14,1% ; 20,3%]. Aucune différence
significative n’a été observée entre les taux d’infections dans la sous population des gargons et des
filles (OR= 1 [0,6 ; 1,5]), avec respectivement 17,3% [13,3% ; 21,9%] et 16,7% [12,3% ; 21,5%)]
(tableau 10). De méme, aucune différence significatives n’a été observées entre les tranches d’age
de la population d’étude; (OR1=1,6 [0,4; 6,6], OR=0.8 [0,2 ; 3]) (tableau 10).
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Tableau 10: Résultats du dépistage sérologique de 1’infection a HTLV-1/2 dans la population
d’étude au test ELISA

caractéristiques ELISA p. value
Total Positifs  Prévalence ORs Bruts (ICq7.50 )

Population 605 103 17% [14,1% ; 20,3%)]

d’étude

Province

Haut Ogooué 252 39 15,5% [11,2% ; 20,5%]  NA 0,997

Ogooué Ivindo 237 55 23,2%[18% ; 29,1%] 5[1,6; 15] 0,005*

Ogooué Lolo 116 9 7,7%[3,6% ; 14,2%] 1(ref)

sexe

Garcon 318 55 17,3% [13,3%; 21,9%] 1[0,6;1,5] 0.96

Fille 287 48 16,7% [12,3% ; 21,5%]  1(ref)

Zone d’habitat

Urbaine 419 68 16,2% [12,8% ; 20,1%]  0,3[0,1; 0,5] 0,0003*

Rurale 186 35 18,8% [13,5% ; 25,2%]  1(ref)

Tranches d’age

[0-1] 12 1 8,3%][0%; 38,5%] 1(ref)

[1-12] 508 84 16,5%][13,4%; 20%] 1,60,4;6,6] 0,99

[12-15] 85 18 21,2%[13,1% ; 31,4%] 0.810,2; 3] 0,99

La répartition de I’infection par province montre une séroprévalence dans 1’Ogooué Ivindo
de 23,2% [18% ; 29,1%] (tableau 10), significativement différente de celle de 1’Ogooué Lolo 7,7%
[3,6% ; 14,2%], (OR= 5 [1,6 ; 15], p-value : 0,005) (figure 10). Selon les zones d’habitation, il
ressort que D’infection est significativement différente en zone urbaine 16,2% [12,8% ;
20,1%](tableau 10), (OR=0,3[0,1 ; 0,5])(figure 10).
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Figure 11: Densité de séroprévalence de I’infection de HTLV-1/2 obtenue au test
ELISA chez les enfants par province
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Figure 12: taux de séroprévalence de I’infection de HTLV-1/2 obtenue au test ELISA
chez les enfants par zone d’habitation

IV.2.2 CONFIRMATION PAR WESTERN BLOT

1V.2.2.1.1 PREVALENCE SUIVANT LES CARACTERISTIQUES
SOCIODEMOGRAPHIQUES DE LA POPULATION

Parmi les 103 échantillons contrdlés positifs au test ELISA, 15 soit un taux de positivité de
de 14,6% [8,4% ; 22,9%] ont été confirmé par western Blot. L’analyse univariée n’a démontré
aucune différence significative entre les taux d’infections des HTLV suivant les caractéristiques
sociodémographiques de la population (tableau 11). Une comparaison entre le taux de positivité du
test et les données sur la transfusion sanguine des enfants, nous permet d’observer une différence
significative de ces pourcentages au sein de notre population (OR=7,6 [1,9 ; 32,1], p-value < 0,002)

Tableau 11 : Résultats de la confirmation sérologique de I’infection a HTLV-1/2 de la population
d’étude au test western blot

caractéristiques Western
Blot
Total Positifs Pourcentage de
positivité
Population de 103 15 14,6%
positif au test
ELISA
Province
Haut Ogooué 39 5 12,8%
Ogooué lvindo 55 9 16,4%
Ogooué Lolo 9 1 11,1%
sexe
Gargon 55 8 14,5%
Fille 48 7 14,6%
Zone d’habitat
Urbaine 68 8 11,8%
Rurale 35 6 17,1%
Transfusion
Ooul 17 7 41,2%
NON 7 3 42,8%
Tranches d’age
[0-1] 1 0 0%
[1-12] 84 12 14,3%
[12-15] 18 2 11,1%
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1V.2.2.1.2 PREVALENCE SUIVANT LE TYPE DE HTLV

Les résultats du tableau 12 ci-dessous montrent que sur les 103 échantillons révelés positifs
en sérologie ELISA pour le HTLV (tableau 10), 9 enfants soit 1,5% [0,7% ; 2,8%] présentent un
profil de I’infection par le virus HTLV-1et 2 enfants (0,3% [0% ; 1,2%]) ont un profil de HTLV-2.
On note aussi 4 échantillons (0,7% [0,2% ; 1,7%]) avec un profil caractéristique d’une infection par
les virus de type HTLV. Conformément a I’interprétation prévue par le fabricant, certains profils ne
correspondant ni au HTLV, HTLV-1, et HTLV-2 sont classés comme indéterminé ((rgp46-1 et II,
GD21, p24/p24, p19, GD21.....) (Tableau 3). Ainsi, 74 individus soit 12,2% [9,7%; 15,1%] des
103 échantillons contrdlés positifs en ELISA ont des profils indéterminé en Western Blot. Suivant
les méme recommandations d’interprétation, Les échantillons n’ayant montré aucunes bandes
interprétables, (absence de réactivité avec les protéines d’enveloppe, de la matrice ou de la capside,)
ont été déclarés négatifs (2,3% [1,3% ; 3,8%]). Le tableau 12 représente la répartition des types de
virus HTLV par province, sexe et tranche d’age (Tableau 12)
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Tableau 12 : Répartition des résultats de la confirmation sérologique de 1’infection 8 HTLV-1/2 de la population d’étude au test western blot selon
les différents profils du test Western Blot

Résultats Prévalence Répartition des différents types de HTLV par
Province Tranche d’age sexe Zone d’habitation
statut typage H. Ogooué Og. lvindo Og.Lolo [0,1) [1,12) [12,15] F M  Rurale Urbaine
HTLV 0,7% [0,2% ; 1,7%] 1 3 0 0 3 1 2 2 2 2
Positif HTLV1 1,5% [0,7% ; 2,8%] 4 4 1 0 7 2 5 4 2 7
HTLV2 0,3% [0% ; 1,2%)] 0 2 0 0 2 0 0 2 2 0
IND IND 12,2% [9,7%; 15,1%)] 24 45 5 0 63 11 33 41 28 46
Négatif NEG 2,3% [1,3% ; 3,8%] 10 1 3 1 9 4 8 6 1 13

29



1V.2.3 DISCRIMINATION DE HTLV-1 PAR PCR

Comme annoncé dans la section Matériel méthode, nous avons testés 1’ensemble des échantillons
contr6lés positifs en western Blot. Cependant, sur les 15 enfants contrdlés positif en western Blot a
partir du plasma, nous ne disposions pas du buffy-coat pour toute la cohorte (nécessaire pour les
tests moléculaire). A I’issue de la deuxiéme campagne d’échantillonnage organisée pour compléter
le matériel biologique, certains échantillons ont été complétés en buffy-coat mais 5 enfants étaient
introuvables ou refus des parents de les prélever. Ainsi, la phase de PCR dont I’utilisation des
amorces spécifiques permettant 1’amplification de HTLV-1 seulement n’a porté que sur 10
échantillons. La répartition de ces 10 échantillons disposant du matériel buffy-coat était 7 HTLV-1,
2 HTLV-2 et 1 HTLV par western-Blot.

A T’issue de cette phase moléculaire, les 7 échantillons présentant le profil HTLV-1 (Tableau 12)
ont été confirmés par PCR. Le tableau 13(a et b) présente la répartition sociodémographique du
virus HTLV-1
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Tableau 1 3(a) : Répartition de la prévalence de 1’infection a HTLV-1 suivant les caractéristiques sociodémographiques de la population d’enfant de
moins de 15 ans participant a 1’étude

PATHOGENE PREVALENCE SEXE TRANCHE D’AGE
Garcon Fille [0, 1) [1,12) [12,15]
HTLV-1 1,5%1[0,7% ; 2,8%] 1,3%[0,3% ; 3,2%] 1,7% [0,6% ; 4%] 0% 1,4%[0,6% ;2,8%] 2,4% [0,3% ; 8,2%]

Tableau 1 3(b) : Répartition de la prévalence de I’infection a HTLV-1 suivant les caractéristiques sociodémographiques de la population d’enfant de
moins de 15 ans participant a I’étude

PATHOGENE PROVINCE ZONE D’HABITATION
Haut Ogooué Ogooué lvindo Ogooué Lolo rurale urbaine
HTLV-1 1,6% [0,4% ; 4%] 1,7%[0,5% ; 4,3%] 0,9% [0% ; 4,7%] 1,1%[0,1% ; 3,8%] 1,7% [0,7% ; 3,4%]

La prévalence du HTLV-1 a été estimé a 1,5% [0,7% ; 2,8%] au sein de notre population d’étude. Parmi les sexes, les filles sont plus infectées a raison
de 1,7% [0,6% ; 4%], contre 1,3% [0,3% ; 3,2%] chez les garcons. Selon les tranche d’agées, celle de 12 a 15 ans présente plus d’enfant infectés par ce
virus, dans ces provinces (2,4% [0,3% ; 8,2%]) (Tableau 13a). La répartition de I’infection en fonction des zones d’habitation, montre que les enfants
des zones urbaines son plus infectés (1,7% [0,7% ; 3,4%]) que ceux des zones rurales. Par province, la province de I’Ogooué Ivindo est la plus
infectée (1,7% [0,5% ; 4,3%]) (Tableau 13b)
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IV.3 ETUDE DES MODES DE TRANSMISSION

Pour analyser les potentiels modes de transmission des infections recensés dans notre étude,
une nouvelle campagne d’échantillonnage centrée sur I’environnement familial de nos sujets
diagnostiqués positifs a été organisée. Parmi les 7 enfants HTLV-1, seuls 6 couples mére-enfant(s)
ont été prélevés (I’'une des méres, soit la famille 092 ayant refusé de participer a 1’étude). Sur les 6
familles étudiées, seule les méres des familles 209 et 093, ont été diagnostiquées positive au HTLV-
I, de méme que I’infection a été confirmée chez les deux enfants. Les deux peres quant & eux sont
négatifs. Toutefois, Pour les autres familles 67D, 66D, 163,092 et 43D I’infection a été confirmeé
chez les quatre enfants. Par contre les quatre péres ici n’ont pas souhaité participer a I’étude. La
figure x présente les pédigrées des familles étudiées sur la base des résultats des PCR.

Famille 67D
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HTLV-1 Négatif

HTLV-1 Positif
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Figure 13: Répartition de I’infection @ HTLV-1 suivant la généalogie d’enfants confirmés positif
au test de Western Blot

Chez les couples méres-enfants contrélées positives (familles 209 et 093), les enfants ont été
allaitées durant 1 an et transfusés a plusieurs reprises (2 et 3 fois). Chez les enfants contrélés
positifs mais dont les méres sont négatives, on distingue le groupe d’enfant allaités et transfusés
(familles 66D, 67D et 43D) et celui d’enfant allaités mais non transfusés (familles 163 et 092)
(tableau 14).
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Tableau 14: Données sur les statuts maternels, I’allaitement infantile et le nombre de transfusions
sanguine des enfants confirmés positifs a I’infection de HTLV-1 au test Western Blot

ID Age sexe allaitement transfusion WB PCR Province
Meére 163 26 F NEG
Ogooué
MKKCHR0000163 6 F 9 mois NON HTLV1 1 lvindo
Mere 66D 35 F NEG
Haut Ogooué
66 D 9 F 1 mois 4 fois HTLV1 1
Mére 67D 45 F NEG
Haut Ogooué
67D 15 F lan 4 fois HTLV1 1
Meére 43D 38 F NEG
Haut Ogooué
43D 8 F 3 mois 4 fois HTLV1 1
Meére 209 46 F HTLV1 1
Ogooué
MKKCHR0000209 6 M lan 3 fois HTLV1 1 lvindo
Mére 093 28 F HTLV1 1
Ogooué
MKKCHRO000093 5 M lan 2 fois HTLV1 1 lvindo
Meére 092 F Non
renseigné Ogooué Lolo
LTV17-CM092 5 M lan NON HTLV1 1

IV.3.1 ANALYSE DE SEQUENCES

Des fragments de séquence de 456pb du gene LTR du HTLV-1 ont été obtenus chez deux
couples mere/enfant : familles 209 et 093, toutes prélevées dans la province de 1’Ogooué-lvindo. La
comparaison génétique a indiqué que les séquences de la mére et de I’enfant issus de la famille 209
sont 100% identiques (figure 14), de méme que celles de la famille 093 (figure 15).

MKK209M TCCCTGCTT CACAGACGGAAGGGATTTATTTTCCCTTTGGATCTGCCATAACTCAGGTTCAGGGAAGGCTGTGATCT
MKK209E . . . .

MKK209NECCCTCACTGCAGCTACCTAGCCCCAGGCCCAGGGAGCCAGGGCTGCTGTTTTTAGAGCACCTGAGTAACTTCAAGTT
MKK209E . . . .

MKK209M TCGAGAGTCATCTATAAAAAGTCTTAGTCTTCAACCCTTTATTCTGTGGAYAAGGT GAAAAGAGTGGTGCCTCCTGA
MKK209E . . . .

MKK209M\CTGCG
MKK209E . . . ..

Figure 14 : Comparaison des séquences virales de HTLV-1 de la mére (MKK209M) et de I’enfant
(MKK?209E) de la famille 209, a 1’aide du logiciel MEGA 6.
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MEK093M TGTCCCCCTGAAAACGAATCATACGCTCAGACCTCCGGGAAGCCACCGGGTAACCACCCATTTCCTCCC

Figurel5 : Comparaison des séquences virales de HTLV-1 de la mére (MKKO093M) et de 1’enfant
(MKKO093E) de la famille 093, a I’aide du logiciel MEGA 6.
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V.

DISCUSSION

Cette étude a évalué la séroprévalence et les modes de transmission du HTLV-1 chez 605
enfants de moins de 15 ans dans trois provinces du Gabon. Estimée globalement a 1,5%, la
prévalence varie d’une province a une autre : 1,7% [0,5% ; 4,3%] dans le 1’Ogooué-lvindo, 1,6%
[0,4% ; 4%] dans le Haut-Ogooué et 0,9% [0% ; 4,7%] dans 1’Ogooué-Lolo. De maniére détaillée,
1,5% d’enfants sont infectés par le HTLV-1; 0,3% par le HTLV-2; 0,7% par le HTLV et 12,2%
d’indéterminés et 2,3. Les principaux modes de transmission mis en évidence sont la transmission
verticale, de la mére a 1’enfant, et la transmission par transfusion sanguine.

V.1.1 REPRESENTATIVITE DE L’ECHANTILLONNAGE

Le choix de 605 échantillons a été validé par le tableau 4,2 du livre «épidémiologie
appliquée 4°™ édition », déterminant les effectifs nécessaires pour une enquéte descriptive a visée
quantitative selon la précision relative et la prévalence attendue. Toutefois, pour palier a
I’insuffisance d’échantillons collectés lors de précédentes études dans la province du Haut Ogooue,
des échantillons supplémentaires de la province de 1’Ogooué Ivindo ont été ajoutés pour combler les
effectifs. Ce qui constitue un biais d’échantillonnage pour notre étude. Ces études étaient menées
sur le paludisme et le critére d’inclusion « avoir un état fébrile » constitue un biais de sélection car
représente un facteur sélectif et limitant de 1’effectif de la présente étude.

Une premiéere étape dans le travail personnel consistait a compléter la base de données avec
les informations de toutes les fiches de prélévements réalisées durant 1’enquéte. Ensuite, un
nettoyage a été effectué, car les données contenaient un nombre important d’erreurs de saisie et de
données manquantes ; notamment certaines dates, leurs départements, le sexe ainsi que les
informations relatives a 1’état de santé et aux contacts des parents. Cette base contenait également
un certain nombre de doublons et des cas mal classés. Ce qui peut constituer pour nous un biais de
classement

Aussi, L’age limite d’inclusion a notre étude a été fixé a 15 ans afin de limiter les effets de
la transmission par voie sexuelle dans les modes de transmission et se concentrer sur 1’allaitement
maternel et la transfusion sanguine. Les effectifs ont ét¢ divisés en trois tranches d’age suivant
I’épidémiologie du virus. En effet, la premicre classe de 0 a 1 an est inférieure a 1’dge moyen de
séroconversion (18 mois) chez les enfants nés de méres séropositives HTLV-1 (Sugiyama et al.
1986)et constituée d’enfants pour la plupart encore sous allaitement. La deuxiéme tranche de 1 a 12
ans, constitué¢ d’enfants n’ayant pas encore eu de rapport sexuel, et la troisieme tranche de 12 a
15ans constituée d’enfant en phase de puberté.

V.1.1 TESTS STATISTIQUES, ET REPRESENTATIONS GRAPHIQUES

La plupart des cartes présentées ont été réalisées a l'aide de trois logiciels libres : QGis 2.14,
ce logiciel permet la représentation de la répartition de 1’échantillon sur le territoire et selon certaine
caractéristique sociodémographiques qui lui y sont associées. Les analyses statistiques ont été
effectuées a I’aide des logiciels Rstudio et Excel 2007. Le risque d’erreur de premicre espece alpha
accepte pour les tests statistiques a été fixé a 5 %. Les caractéristiques sociodémographiques de
I’infection @ HTLV-1 au sein de la population d’étude ont été comparées par analyse multivariée.
Pour les tests ELISA et western Blot, un model glm, a été effectué afin de pourvoir prendre en
compte I’interdépendance des différences variables. Pour 1’analyse univariée, le test exact Chi?
(X?), pour les pourcentages obtenus au test Western Blot dont les effectifs théoriques étaient
supérieur a cing (5) et un test exact de Fisher, pour la comparaison de pourcentage dont au moins un
des effectifs théoriques est inférieur a 3 comme c’est le cas de nos pourcentages en PCR. Les odds
rations (ORSs) ont été obtenus avec un intervalle de confiance de 95%. Le seuil de p-value < 0,05 a
été utilisé pour I’inclusion dans la régression logistique.
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La prévalence générale de 2,5% chez les enfants des trois provinces du Gabon confirme la
circulation des virus HTLV a I’état endémique dans ce pays d’Afrique centrale. Aussi, la
séroprévalence en HTLV-1 (1,5 %) chez ces enfants était plus faible que celle obtenue par d’autres
auteurs, 2,4% (Delaporte et al. 1988) et 4,7% (Berteau et al. en 1994) Cette différence peut étre
expliquée par deux raisons. La premiere concerne les criteres de séropositivité qui différaient entre
les études antérieures et celle-ci. Alors que I’interprétation des résultats était basée sur des criteres
moins rigoureux, a savoir, une réactivité contre au moins une des protéines suivantes : p19, p24 et
p53, associée a la réactivité contre la gp46 et/ou la gp21 (Berteau et al., 1994), au cours de la
présente étude, les techniques de sérologie utilisées ont été associées en série afin de pouvoir
augmenter a 99,99% la spécificité globale de détection, comme réalisé dans les études précédentes
(Djuicy et al. 2018) (voir le chapitre des matériels et méthodes). C’est le cas du test ELISA utilisé
pour le dépistage de I’infection a HTLV et le Western Blot pour la confirmation (Caron et al. 2018).
La deuxiéme raison est liée a la séroprévalence observée chez les femmes enceintes au Gabon
(Etenna et al., 2008 ; (Pegha Moukandja et al. 2017). En effet, dans ces études chez les femmes
enceintes, la séroprévalence du HTLV-1 a été estimée de 2,1% a 3% dans les régions étudiées.
Ainsi, du fait de I’exclusion de la transmission par voie sexuelle chez les enfants, la séroprévalence
dans cette tranche d’age devrait refléter & peu preés celle observée chez les femmes enceintes de ces
mémes regions, avec un taux de transmission de 10 a 25 % comme décrit dans la littérature, ou pour
étre plus précis, de 15 % tel que rapporté par Nyambi et al. en 1996 dans la province du Haut-
Ogooué (Nyambi et al., 1996).

Il faut toutefois noter que I’infection par province montre une séroprévalence de 23,2% dans
I’Ogooué Ivindo [18% ; 29,1%], significativement différente de celle de 1’Ogooué Lolo 7,7%
[3,6% ; 14,2%] (OR=5 [1,6 ; 15], p-value < 0,005) au risque d’erreur de 5% (figure 10, tableau 10).
Dans une étude antérieure, sur les adultes, Djuicy et collaborateurs (Djuicy et al. 2018) ont montré
que la province de ’Ogooué-Ivindo affiche une forte prévalence avec 14%, suivie de I’Ogooué-
Lolo avec 11% et du Haut-Ogooué avec 9,5%. Selon les zones d’habitation, il ressort que cette
infection est significativement différente en zones rurales 18,8% [13,5% ; 25,2%] qu’en zones
urbaines, au risque d’erreur de 5% (OR= 0,3[0,1 ; 0,5], p. value < 0,0003). Cette observation peut
s’expliquer par le fait qu’en zone urbaine, les populations sont plus informé des risques sanitaires
et on plus tendance a se protéger lors des rapports sexuelles car les préservatifs y sont plus
accessibles. De plus, 69,2% [65,4% ; 72,9%] d’enfants ont été prélevés en zone urbaine, contre
30,7% [27,1%); 34,6%].

L’infection par le HTLV-2 a été aussi décrite dans cette étude, méme si c’est a une faible
prévalence (0,3%). Comme rapporté dans la majorité des études réalisées au Gabon, cela montre
que le HTLV-1 est prépondérant, mais que le HTLV-2 est également présent (Delaporte et al.,
1991, Bertherat et al., 1998, Etenna et al., 2008, Djuicy et al., 2018; Caron et al., 2018). De ce fait,
le virus HTLV qui n’a pas pu étre typé en western blot au cours de 1’étude pourrait étre un HTLV-1.
Une confirmation par amplification génique n’a pas pu étre faite du fait de la focalisation sur la
transmission mere-enfant dont les couples concernés étaient infectés par le HTLV-1.

Dans cette étude, la tranche d’age la plus représentée est celle des enfants de 1 a 12 ans qui
regroupe 508 enfants (84% [80,8%; 86,8%]), la population d’étude était constituée de 1,1 fois plus
de garcon que de fille. Toutes ces caractéristiques sociodémographiques de la répartition de la
population sont conformes (identiques a celle de la population gabonaise dans les trois provinces
investiguées (« Recensement-general-de-la-population-et-des-logements-de-2013-RGPL -
Recherche Google » s. d.)

Comme pour les adultes au Gabon, il n’existe pas, de différence statistiquement significative
de P’infection 8 HTLV-1 en fonction du sexe chez les enfants (Delaporte et al., 1991, Delaporte et
al., 1993, Berteau et al., 1994, Bertherat et al., 1998). Ce resultat est en contradiction avec celui
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obtenu dans une étude réalisée en 2009 au Japon. En effet dans cette étude, Eshima montre que les
garcons sont majoritairement plus infectés que les filles durant I’enfance et soutient ce résultat par
le fait que I’incidence de I’ATL soit de fagcon générale plus élevée chez les hommes que chez les
femmes (Eshima et al., 2009). Cependant peu d’études confirment cette hypothése, la
séroprévalence chez les filles et les gargons, variant d’une étude a une autre (Berteau et al., 1994,
Olaleye et al., 1999; Ureta-Vidal et al., 1999,Carles et al., 2004). Dans notre étude, comme cela a
été suggéré dans celle de Delaporte et al. (17 positifs sur 610 testés), la séroprévalence
indépendante du genre pourrait étre due au faible effectif des enfants séropositifs (Delaporte et al.,
1993). De méme, il n’existe pas de différence de la séroprévalence de I’infection 8 HTLV-1 en
fonction de I’age dans notre étude. Ce résultat corrobore avec ceux rapportés par un grand nombre
d’études réalisées chez les enfants et les adolescents concernant I’infection a HTLV-1(Delaporte et
al., 1993, Kashiwagi et al., 2004).

Parmi les 103 échantillons controlés positifs au test ELISA, 15 échantillons soit un taux de
positivité de 14,6% ont été confirmés par western Blot. Ce faible taux de confirmation peut
s’expliquer par la présence dans nos effectifs, d’individus sélectionnés sur la base de syndrome
fébrile pour le diagnostic du paludisme et qui peuvent étre a 1’origine de réaction croisée lors du
dépistage au test ELISA (EIm, Desowitz, et Diwan 1998; Abdel-Rahman et al. 2004). ces résultats
sont typiques des populations adultes vivant en régions tropicales, régions ou le paludisme a P.
falciparum sévit a 1’état endémique (Garin et al., 1994, Porter et al., 1994, Mauclere et al., 1997,
Mahieux et al., 2000).Tout comme chez les adultes, ces résultats chez les enfants pourraient étre
dus aux réactions croisées entre les anticorps anti Plasmodium falciparum et les protéines de la
région Gag des virus HTLV-1/2. En effet ces anticorps peuvent étre, soit transmis passivement des
meéres aux enfants durant les premiers mois de vie, soit produits par les enfants eux-mémes suite a
une infection par le parasite (mise en place de la prémunition). Cette derniére hypothése semble étre
vérifiée dans notre travail. L’une des conséquences est le taux trés élevé d’indéterminés estimé a
72,2% des positifs en ELISA.

L’analyse univariée n’a démontré aucune différence significative entre les taux d’infections
des HTLV-1 suivant les caractéristiques sociodémographiques de la population (tableau 11). Pour le
cas de la premiére tranche d’age (0 & 1 an), ou, aucun individu n’a été confirmé ; ce résultat reste
conforme & I’épidémiologie du virus HTLV-1. En effet, la séroconversion n’intervient qu’au cours
de la deuxieme année (Sugiyama et al. 1986; Kiyoshi Takatsuki 2005; Satake, Yamaguchi, et
Tadokoro 2012).Une comparaison entre le taux de positivité du test et les données sur la transfusion
sanguine des enfants, nous a permis d’observer une différence significative de ces pourcentages au
sein de notre échantillon avec un risque d’erreur de 5% (OR= 7,6 [1,9 ; 32,1], p-value < 0,002). On
observe un taux de prévalence de HTLV-1 plus élevé parmi les enfants ayant subi une transfusion
sanguine que parmi ceux n’ayant pas été transfusé.

Pour ce qui en est du mode transmission, une observation des pédigrées et tableau dans la
deuxieme partie de nos résultats, révele quatre grands cas de figures (quatre grandes situation
épidémiologique):

Dans le premier cas, la famille « 163 » présente un enfant de 6 ans, positif au HTLV-1, qui
n’aurait jamais été transfusé et qui a éte allaité pendant pres de 9 mois. De maniére contradictoire,
sa mere est resté negative aux tests ELISA, western blot et PCR. 1l nous semble donc que les
informations données par la mére ne sont pas réelles au regard des résultats du couple mére/enfant.
Soit I’enfant a été allaité par un autre membre de la famille infecté par le HTLV-1, comme cela peut
exister en Afrique et au Gabon, soit I’enfant a été transfusé sans que la mére ne s’en souvienne.

Dans le second cas, regroupant les familles « 43D », « 66D », et « 67D », les meres de ce
groupe sont toutes seronegatives a I’infection de HTLV-1 contrairement & leurs enfants. Et bien que
la durée d’allaitement varie d’un enfant a 1’autre, ces derniers ont déja tous éteé transfusés au moins
4 fois. Dans ce second cas de figure, la transfusion sanguine serait probablement le mode de
transmission ayant favorisé 1’infection de ces enfants.

Dans le troisieme cas de figure, on retrouve les familles « 093 » et « 209 », dans ces familles
les meres et leurs enfants ont tous été confirmés positifs au HTLV-1. Les deux enfants ont été
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allaités pendant plus d’un an et ont eté transfusés au moins deux (2) fois chacun. Pour chacun des
couples mere/enfant, la séquence partielle du virus obtenue chez I’enfant est & 100 % identique a
celle du virus de la mere (Figure 14 et 15). Ce cas de figure suggére que ’allaitement est le mode de
transmission impliqué dans I’infection des deux enfants.

Dans le dernier cas de figure, constitué de la famille « 092 », I’enfant est infecté par le virus
HTLV-1, a été allaité pendant au moins lan et n’a jamais été transfusé. Malheureusement la mére
n’a pas voulu participer a I’étude et nous ne pouvons pas conclure sur le mode d’infection chez cet
enfant.
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VI.

CONCLUSION

La séroprévalence genérale des virus HTLV chez les enfants au Gabon est estimée a 2,5 %.

De plus elle confirme la circulation du HTLV-1 (1,5%) et du HTLV-2 (0,3%).
Dans cet échantillon de population d’enfants de moins de quinze(15) ans, résidant au sud-est du
Gabon, le taux de prévalence de HTLV-1 est estimé & 1,5% [0,7% ; 2,8%]. En 1’absence de biais
d’échantillonnage, de sélection et de classement, on peut dire que la vraie valeur du taux de
prévalence de HTLV-1 dans la population d’enfants de moins de quinze(15) ans, résidant dans les
trois(3) province d’étude durant la période de 2015 a 2018, a de grandes chance d’étre proche de
1,5% ; et plus spécifiquement, & 95% de la chance de se retrouver entre 0,7% et 2,8%.

Comme rapporté dans les études antérieures, la transmission des virus HTLV-1/2 par voie
transplacentaire est absente au Gabon. La faible part (environ un tiers) de la transmission maternelle
de ces rétrovirus observée dans notre ¢tude nous montre 1I’importance d’explorer d’autres voies de
transmissions chez ces enfants.

Les taux de prévalence de HTLV-1 sont significativement différents entre les enfants
transfusés et ceux qui ne le sont pas avec un risque de 5% (OR= 7,6 [1,9 ; 32,1], p-value < 0,002).
On observe que ce taux de prévalence est élevé parmi les enfants transfusés que parmi les enfants
non transfusés. Dans la population d’enfants de moins de quinze(15) ans, résidant dans les trois (3)
provinces d’étude et ce durant la période de 2015 a 2018 ; sous réserve d’absence de biais
d’échantillonnage, de sélection et de classement, il ya de grandes chances pour qu’il existe une
association entre la pratique de la transfusion sanguine et I’infection de ’HTLV-1.

Les résultats typiques de réactions croisées entre les anticorps dirigés contre le stade sanguin
de plasmodium falciparum et les protéines de la région Gag des virus HTLV-1/2 dans les
populations adultes, tels que le nombre de faux positifs élevés en ELISA et les profils indéterminés
réagissant fréeqguemment avec la protéine « p19 » en western blot chez les enfants de notre étude,
nous permettent de confirmer la présence de ces mémes réactions croisées chez ces derniers.

Finalement, les deux modes de transmission responsables des infections a HTLV-1 dans
cette étude sont 1’allaitement prolongé et la transfusion sanguine.

L’infection par le virus HTLV-1, qui peut étre responsable de pathologies graves a 1’age
adulte doit donc étre dépistée pendant la grossesse. En cas de séropositivité, les meres devront étre
informées des risques de transmission et les enfants devront bénéficier d’un allaitement artificiel.
De méme, le dépistage des infections @ HTLV-1/2 chez les donneurs de sang devrait étre réalisé de
fagon systématique avant toute transfusion sanguine et ce, sur I’ensemble du territoire.
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