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DONNEES RECENTES SUR LES HANTAVIRUS
ET PERSPECTIVES DE RECHERCHE

RECENT DATA ON HANTAVIRUSES
AND PERSPECTIVES FOR RESEARCH

Par Noél TORDOW, Guillaume CASTEL®?, Claudia FILIPPONE®, Philippe MARIANNEAU®

(Communication présentée le 3 octobre 2013)

— RESUME
Les virus du genre Hantavirus sont les seuls représentants de la famille des Bunyaviridae qui ne sont
pas transmis par des vecteurs arthropodes mais par des petits mammiféres. Les hantavirus transmis
par les rongeurs (Ordre Rodentia) ont été les premiers découverts en raison de leur pouvoir patho-
gene chez I'homme. Les premiéres études phylogénétiques ont suggéré une coévolution entre chaque
hantavirus et son espéce de rongeur réservoir. Toutefois, I'exploration d'autres réservoirs animaux a
montré que des hantavirus circulent aussi chez les insectivores (Ordre Soricomorpha) et les chauves-
souris (Ordre Chiroptera), sans qu'aucune transmission pathogéne a I’'homme n’ait pu étre mise en
évidence jusqu’a aujourd’hui. Des observations naturelles de cocirculation d’'un méme hantavirus au
sein de plusieurs espéces de rongeurs sympatriques, ainsi que de nouvelles données phylogénétiques
qui soulignent des changements d'héte (host-switching) entre hantavirus trés proches, remettent actuel-
lement en cause la cospéciation stricte. De méme, I'observation plus fine de cas cliniques suggere de
modérer le dogme d'une maladie distincte chez I'hnomme, les hantavirus de I’Ancien Monde (Europe-
Asie) provoquant une fiévre hémorragique a syndrome rénal (FHRS) et ceux du Nouveau Monde
(Amériques) conduisant a une hantavirose a syndrome cardio-pulmonaire (HSCP). Ces points sont dis-
cutés car ils ouvrent d'importantes perspectives en matiére de recherche transdisciplinaire, depuis I'im-
munologie comparée chez les mammiféres jusqu’a la modélisation de la dynamique des réservoirs
dans leur milieu naturel, en passant par la sociologie des populations a risque. Les données récentes
sur la circulation et le pouvoir pathogéne des hantavirus en Europe et dans le monde sont aussi pré-
sentées, ainsi que les nouveaux outils d'investigation sérologique et génétique permettant la décou-
verte sans a priori de nouveaux virus « dormants » dans des réservoirs et |I'évaluation de leur poten-
tiel d’émergence chez 'homme.

Mots-clés : Hantavirus, Rodentia, Soricomorpha, Chiroptera, rongeurs, soricomorphes, chauves-souris, virus
Puumala, virus Dobrava, virus Tula, virus Seoul, Fiévre Hémorragique a Syndrome Rénal (FHSR), Hantavirose
a Syndrome Cardio Pulmonaire (HSCP), puces de reséquencage.
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— SUMMARY

The members of the genus Hantavirus are the only representatives of the family Bunyaviridae not
transmitted by arthropod vectors but by small mammals. Hantaviruses transmitted by rodents
(Order Rodentia) have been discovered at first because of their pathogenicity for humans. The first
phylogenetic studies suggested a co-evolution between each hantavirus and its rodent reservoir species.
However, further exploration of more animal reservoirs has evidenced that hantaviruses also circu-
late among insectivores (Order Soricomorpha) and bats (Order Chiroptera), without associated human
pathology or even transmission demonstrated up to now. Documented co-circulation of the same han-
tavirus among sympatric rodent species and new phylogenetic data outlining host-switching events
between closely related hantaviruses are currently weakening the concept of strict co-speciation. In
addition, the closer analysis of clinical cases invites to moderate the dogma of a clearly distinct pathol-
ogy in humans between Old World (Europe-Asia) hantaviruses that would provoke Haemorrhagic Fevers
with Renal Syndrome (HFRS) and New World (Americas) hantaviruses that would result in a Cardio-
Pulmonary Syndrome (HCPS). These topics are discussed because they open interesting perspectives
for trans-disciplinary research, from compared immunology between mammals up to modelling of
reservoir dynamics in natural environment and sociology of human populations at risk. The most recent
data concerning the circulation and pathogenicity of hantaviruses in Europe and in the world are also
presented as well as the new technologies for the serological and genetic investigations to discover
without a priori new viruses « sleeping » in animal reservoirs and to evaluate their potential for future
emergence(s) in man.

Key words : Hantavirus, Rodentia, Soricomorpha, Chiroptera, rodents, soricomorphs, bats, virus Puumala, virus
Dobrava, virus Tula, virus Seoul, Haemorrhagic Fever with Renal Syndrome (HFRS), Hantavirus with Cardio-
Pulmonary Syndrome (HSCP), resequencing microarray.

HISTORIQUE DE LA DECOUVERTE DES
HANTAVIRUS: DU VIRUS HANTAAN AU
GENRE HANTAVIRUS

Les hantavirus tirent leur nom de la riviere Hantaan, séparant

INTRODUCTION

Les virus classés dans le genre Hantavirus sont les seuls repré-
sentants de la famille des Bunyaviridae qui ne sont pas transmis
par des vecteurs arthropodes mais par des petits mammiferes,

. . . y . . .
rongeurs, insectivores et chauves-souris. Il s agit de petits virus la Corée du Nord et 1a Corée du Sud, ot les premiers cas d’une

fievre hémorragique a syndrome rénal (FHSR), parfois 1étale,
ont été diagnostiqués chez des soldats américains durant la guerre

sphériques enveloppés de 80 a 120 nm de diameétre, dont le
génome comprend trois segments d’ARN codant la nucléo-

capside (segment S), les glycoprotéines d’enveloppe (segment
M) et la polymérase (segment L). Dans le cytoplasme de la cel-
lule, PARN génomique est toujours associé a la nucléoprotéine
N sous forme d’une ribonucléocapside. Cette association intime
ARN-N n’est pas favorable aux événements de recombinaison
et les hantavirus évoluent plutot par mutation ponctuelle, par
courte insertion/délétion, ainsi que par réassortiment entre frag-
ments génomiques.

Alors qu'une série de communications récentes a ’Académie
Vétérinaire de France (21 février 2013) a permis de faire le point
sur la situation des hantavirus et hantaviroses en France
(Sauvage, 2013 ; Reynes, 2013 ; Rohfritsch et al. 2013), la pré-
sente revue se limitera a rappeler les grandes lignes, mais foca-
lisera son propos sur les évolutions récentes en France, en Europe
et dans le monde, qui invitent a une plus grande vigilance dans
la surveillance des réservoirs animaux par des techniques de
pointe.
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de Corée (1951-54). Il a fallu attendre 20 ans pour que I'agent
responsable, le virus Hantaan, soit isolé d’'un rongeur selvatique
(Apodemus agrarius). Le virus Hantaan continue de causer
chaque année plusieurs milliers de cas de FHSR en Eurasie.
Consécutivement, le virus Seoul a été découvert suite a des infec-
tions plus modérées d’animaliers manipulant des rats de labo-
ratoire (Rattus spp), peu avant que de nouveaux hantavirus
soient trouvés en Europe tels les virus Puumala, Dobrava et Tula
(pour revue Jonsson et al. 2010). La mise en évidence du virus
Puumala et de son vecteur, le campagnol roussatre (Myodes gla-
reolus), a permis en particulier d’établir I'étiologie d’une forme
modérée de FHSR, ou « nephropathia epidemica », reconnue en
Europe depuis les années 1930 (Clement, 2003).

Pendant longtemps, I'existence d’hantavirus sur le continent
Américain a été limitée a I'isolement anecdotique du virus
Prospect Hill chez Microtus pennsylvaticus sans cas humain asso-
cié. Jusqu'a I'’émergence aux USA d’un hantavirus responsable
d’un nouveau syndrome cardio-pulmonaire (HSCP) a forte léta-
lité (50%) chez des indiens Navajo a la frontiere des états du
Colorado, de I'Utah, de I’Arizona et du Nouveau-Mexique.
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Cette émergence inattendue a d’abord été I'occasion d’une
sémantique diplomatique afin d’éviter de stigmatiser les popu-
lations et les lieux d’apparition, ce qui a valu au virus d’étre bap-
tisé de noms successifs pour finir par la dénomination trés neutre
de virus Sin Nombre ! De maniére plus constructive, cette émer-
gence a été a l'origine d’'un nouvel attrait pour la recherche des
hantavirus sur le continent américain et de leur réservoir ron-
geur. Depuis lors, de nombreux autres virus responsables
d'HSCP ont été isolés et/ou détectés, notamment en Amérique
du Sud ot des cas humains sont régulierement signalés (pour
revue Macneil et al. 2011).

L Afrique a d attendre encore plus longtemps que les Amériques
pour devenir un centre d’intérét pour I'investigation d’hanta-
virus. Il faut reconnaitre que les découvertes se font plus fré-
quemment lors de recherches d’agents étiologiques a l'origine
de problemes de santé publique et que, de ce point de vue, le
continent africain est encore trop fréquemment négligé. En
revanche, le développement d’outils moléculaires et sérolo-
giques sophistiqués permettant d’explorer a haut débit et a
large spectre la complexité microbiologique, au sein des
réservoirs animausx, a trouvé dans la biodiversité africaine un
terrain de jeu idéal pour évaluer son potentiel. Des 2006, un
nouvel hantavirus, le virus Sangassou a été détecté, puis
isolé chez le rongeur Hylomyscus simus en Guinée (Klempa
et al. 20006, Klempa et al. 2012), précédant plusieurs autres
comme le virus Tigray chez la souris S. albipes en Ethiopie
(Meheretu et al. 2012). Le continent africain a également joué
un role important dans la mise en évidence de nouveaux réser-
voirs d’hantavirus, autres que les rongeurs. Alors que le virus
Thottapalayam isolé chez une musaraigne insectivore (Suncus
murinus) du sud de 'Inde dés 1964 (Carey etal. 1971) est resté
non classé pendant des décennies, le virus Tanganya, isolé chez

mais la transmission verticale du virus n’est cependant pas
démontrée. Bien qu’il n’y ait pas de signes cliniques apparents,
des études récentes approfondies semblent déceler des effets plus
subtils sur Pagressivité, la perte de poids ou la longévité
(Bagamian et al. 2012). Chez les rongeurs retrouvés infectés dans
la nature, on détecte la présence du virus dans de nombreux
tissus dont les poumons, le foie, la rate et les reins. C'est par les
sécrétions naturelles des rongeurs (salives, feces, urines, ...) dans
le milieu ambiant que ’homme se contamine, soit par aérosols
(poussieres souillées), soit par contact direct (figure 2).

Chez ’homme, la gravité de la maladie dépend beaucoup du
virus considéré. Le virus Puumala (ou virus de la néphropathie
épidémique) qui circule largement en Europe de I'Est et du Nord
jusqu’au Nord-est de la France, peut provoquer une insuffisance
rénale aigué fébrile. Apres une incubation d’une semaine & un
mois et demi, les symptdmes les plus fréquemment observés sont
la fievre, des douleurs abdominales, un dysfonctionnement rénal

- Rodentia: 42% - Sericomorpha: 8% |
Chaapiers 71% « Primates: ™%
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les musaraignes Crocidura theresae capturées en Guinée, @ iNaU- | s e s s -
guré 'explosion de la découverte des nouveaux hantavirus chez
les soricomorphes (Klempa et al. 2007). D’autres hantavirus
p P
génétiquement distincts ont été ensuite détectés en Afrique
de I'Ouest, tels le virus Azagny chez la musaraigne Crocidura
gny g

obscurior, en Cote d’Ivoire (Kang et al. 2011a) ou le virus Bow

Figure 1 : Diversité des hantavius et de leurs réservoirs.
Les hantavirus sont adaptés a des especes de mammiféres appartenant aux ordres
Rodentia (en vert : genres Murinae, Arvicolinae, Sigmodontinae) Soricomorpha (en
bleu : familles Soricidae, Talpidae) et Chiroptera (en rouge) . Ces trois ordres repré-
sentent a eux seuls plus de 60% des especes de mammiféres connues.

chez la musaraigne Crocidura douceti, en Guinée (Gu et al.
2013a). Enfin, c’est en Afrique qu’on a découvert récemment
les deux premiers hantavirus de chauves-souris, le virus Transmission des hantavirus
Mouyassuye (Neoromicia nanus) en Codte d’Ivoire (Sumibcay N,

etal. 2012) et le virus Magboi (Nycteris hispida) en Sierra Leone
(Weiss et al. 2012). Depuis lors, grace a 'amélioration per-
manente des outils de détection, de nombreux hantavirus
hébergés chez les soricomorphes et les chauves-souris ont été
détectés partout dans le monde (Guo et al. 2013 ; Arai et al.
2013) (figure 1).

rongeur chroniquement infecté
(poumon, foie, rein, rate)
asymptomatique — persistance

transmission horizontale par contact
(aggression)

virus dans les excrétions, aérosols
* urine
+ salive
+ excrétions respiratoires
+ selles

* YO TSRO [ rOSc s )

TRANSMISSION ET PATHOGENESE

D’une fagon générale, les hantavirus sont transmis 2 I’homme

par les rongeurs qui constituent un excellent réservoir puis-

bE 9 7 . . . .
qu'ils s'infectent probablement par contact avec leurs congé- Figure 2 : Transmission des hantavirus entre rongeurs et du ron-

neres dés leur jeune Age. Linfection du rongeur est chronique,  geur & I'homme.
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et parfois une myopie. Les anomalies biologiques caractéristiques
sont une thrombopénie périphérique (98% des cas), une pro-
téinurie (70% des cas), alors que I'insuffisance rénale aigué ne
touche que la moitié des cas et seulement 10% doivent recou-
rir 2 une hémodialyse. Les manifestations hémorragiques sont
rares en dehors d’une hématurie et les cas mortels demeurent
tout a fait exceptionnels. Aprés traitement symptomatique, la
convalescence s’étale de trois semaines 2 trois mois avec dis-
parition des signes clinico-biologiques et les séquelles (hyper-
tension artérielle, protéinurie résiduelle, insuffisance rénale chro-
nique) sont treés rares. En revanche, les infections par le virus
Hantaan sont mortelles dans environ 5% des cas et celles par
le virus Dobrava dans 10% des cas. Les hantavirus du Nouveau
Monde peuvent étre associés a des taux de mortalité encore plus
élevés qui atteignent 50% dans le cas du virus Sin Nombre ou
du virus Andes. Ces deux derniers sont d’ailleurs classés dans
le groupe des agents viraux hautement pathogeénes de classe 4
et doivent étre manipulés dans des laboratoires de niveau de
sécurité équivalent. Le virus Sin Nombre semble avoir été res-
ponsable de I'épisode d’HSCP en aotit 2012 dans le parc
national Yosemite aux USA. Le virus Andes est le seul hanta-
virus connu ayant montré un potentiel de transmissibilité
inter-humaine. On sait encore peu de choses sur le pouvoir
pathogeéne potentiel des nouveaux hantavirus récemment
détectés en Afrique, mais on ne peut exclure qu'ils soient a l'ori-
gine de problemes de santé publique (Klempa et al. 2010 ;
Klempa et al. 2013a). Ce point doit étre éclairci par des
enquétes séro-épidémiologiques utilisant des outils spécifiques.

LES DOGMES A
L'EPREUVE DU REEL

Pendant longtemps, les hantavirus
ont été l'objet de positions dog-

Talpadae \
Murina
=

matiques qui sont remises en cause
par les recherches les plus récentes.
Ainsi chez ’homme, les syndromes
rénaux semblaient trés spécifiques
des infections par les hantavirus de
I’Ancien Monde (Europe, Asie)
d’ou Pappellation de « fievres
hémorragiques a syndrome rénal »
(FHSR). En revanche durant les
infections par les hantavirus du
Nouveau Monde (Amériques), les
symptdmes cardio-pulmonaires
étaient plus fréquemment rencon-
trés, d’ot le terme de « hantaviroses
a syndrome cardio-pulmonaire »
(HSCP). Méme si cette distinction
entre FHSR et HSCP reste globa-
lement vraie, elle semble désor-
mais dépassée puisque des mani-
festations pulmonaires ont été

décrites chez les malades infectés (en rouge)
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par le virus Hantaan et des formes rénales sont associées aux infec-
tions par les virus Bayou et Black Creek canal qui sont classés dans
le sérotype Sin Nombre. Malgré cette diversité des formes cli-
niques, toutes les infections par hantavirus ont en commun la
propriété de provoquer une atteinte de 'endothélium capillaire
donnant lieu a des fuites plasmatiques a origine d’hémorragies
et de syndrome de choc dans les cas de FHSR ou d’cedemes et
de suffocations dans les cas de HSCP (Krautkrimer et al. 2012).

Un autre dogme tenace a été celui de la coévolution entre chaque
hantavirus et son espece de rongeur réservoir sur la base de la cohé-
rence observée entre les arbres phylogénétiques respectifs. Ce dogme
est lui aussi remis en question suite a plusieurs observations de chan-
gements d’hote (host-switching) dans la nature, ce qui suppose un
franchissement efficace de la barriere d’espece (Ramsden et al. 2009
; Kang et al. 2011b). D’autre part, il a été montré que certains han-
tavirus, tels que les virus Dobrava-Belgrade et Tula, peuvent co-cir-
culer dans plusieurs especes de rongeurs sympatriques. Enfin, le ren-
forcement de la surveillance des réservoirs animaux et notamment
I’exploration de leur microbiome en tant que source potentielle
d’émergences futures a permis d'identifier les soricomorphes et les
chauves-souris comme porteurs d’hantavirus (Guo et al. 2013). Dans
Pordre Soricomorpha, il s’agit en particulier des musaraignes (famille
Soricidae) et des taupes (famille Talpidae). Ces « nouveaux » han-
tavirus sont présents partout dans le monde (figure 3). En Europe,
il s’agit des virus Lathia, Asikkala, Seewis, Boginia et Nova qui sont
retrouvés respectivement chez Neomys fodiens, Sorex minutus,
Sorex araneus, Neomys fodiens et Talpa europea (pour revue Klempa
etal. 2013b ; Guetal. 2013b ; Guetal. 2013c). Il est curieux de

noter que ces nouveaux membres du genre Hantavirus apparais-

o

Arvicolinae

7

7\

Rodentia
Soricomorpha

Chiroptero

Figure 3 : Arbre Phylogénétique d’une sélection de hantavirus.

Larbre a été construit a partir des séquences de segments S (codant la nucléoprotéine) disponibles dans les banques de
données. La méthode de maximum de vraisemblance (« Maximum Likelihood » a été utilisée avec un modele de sub-
stitution GTR+G+1 grace au logiciel Mega v5. 1. L arbre est présenté sous forme de cladogramme circulaire. Les cou-
leurs surlignent les véservoirs d’origine des hantavirus, comparés selon la logique des couleurs de la figure 1 : ordres Rodentia
(en vert : genres Murinae, Arvicolinae, Sigmodontinae) Soricomorpha (en blew : familles Soricidae, Talpidae) et Chiroptera
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sent plus variables et plus ancestraux que les hantavirus de ron-
geurs. N'ayant pas de pouvoir pathogéne encore démontré chez
I’homme, il a simplement fallu attendre qu’une surveillance sans
a priori vienne révéler leur existence.

DONNEES RECENTES SUR LA CIRCULATION
DES HANTAVIRUS CHEZ LES RONGEURS EN
EUROPE

Le virus Puumala

En France, l'infection par le virus Puumala est endémique dans
tout le quart Nord-est avec la circulation de variants géographiques
distincts parfois proches de ceux circulant dans les pays européens
frontaliers. On constate des cycles épidémiques environ tous les
trois ans probablement dus aux pics de croissance du campagnol,
bien qu’a I'échelle du site de capture, il n'y ait pas de corrélation
évidente entre la densité des campagnols et la prévalence du virus
Puumala. D’autre part, si la circulation du virus Puumala est confir-
mée dans la zone endémique, on peut rencontrer des niveaux de
prévalence équivalents dans la zone péri-endémique, y compris
dans des régions ot aucun cas humain n’a jamais été rapporté (pour
plus de détails, se reporter aux revues récentes du Bulletin de
I’Académie Vétérinaire ; Sauvage, 2013 ; Reynes, 2013 ; Rohfritsch
etal. 2013).

Le virus Dobrava-Belgrade

Les virus de 'espece Dobrava-Belgrade doivent leur nom a leur
identification initiale dans les Balkans, mais ils circulent en réa-
lité dans une grande partie de 'Europe incluant I’Estonie, la
Russie, la Hongrie, 1a République Tcheque et I’Allemagne. Ce
complexe regroupe des virus différents responsables de FHSR
modérées a séveres et leur classification taxonomique continue
de faire 'objet d’ajustements. Le virus Dobrava initial a été isolé
il y a plus de 25 ans a partir d'un rongeur Apodemus flavicollis cap-
turé en Slovénie. Au méme moment, le virus Belgrade a été isolé
a partir d'un patient atteint de FHSR sévere. Des études ultérieures
ont démontré que les deux isolats étaient identiques, ce qui
explique que I'International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV) ait alors proposé le nom de Dobrava-Belgrade pour cette
espece d’hantavirus. Des virus de la méme espéce ont consécu-
tivement été détectés chez des patients (Grece, Albanie, Bosnie-
Herzégovine, Russie, Allemagne, Estonie, Slovaquie), ainsi que
chez des rongeurs (lles estoniennes de Saarema et Vormsi,
Kurkino en Russie, Slovaquie, Allemagne, Danemark, Croatie,
Slovénie, Hongrie. ...). Des analyses phylogénétiques récentes sug-
gerent de distinguer quatre génotypes au sein de l'espece
Dobrava-Belgrade : Dobrava, Kurkino, Sochi et Saarema, cette der-
niere étant actuellement encore considérée par 'ICTV comme
une espece virale indépendante. Les virus de 'espece Dobrava-
Belgrade sont transmis par au moins trois especes de rongeurs du
genre Apodemus. Les hotes principaux des génotypes Dobrava et
Sochi sont respectivement les especes A. flavicollis et A. ponticus
alors que les génotypes Kurkino (Russie) et Saaremaa (Estonie)
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sont portés par 'espece A. agrarius (pour revue Klempa 2013c).
Il est intéressant de noter que ces deux derniers génotypes sont
généralement associés a des formes moins séveres de FHSR.

Le virus Seoul

Le virus Seoul est transmis par les rats (Rattus spp). 1l a été ini-
tialement décrit en Asie, mais compte tenu de la répartition mon-
diale de son réservoir dont la dispersion a été favorisée par sa proxi-
mité de 'homme, il n’est pas étonnant de constater que les
approches moléculaires aient confirmé sa présence sur tous les
continents. En Europe, la circulation du virus Seoul chez des rats
a été mis en évidence par sérologie dés 1995 au Royaume-Uni
(Webster & Macdonald, 1995), puis par détection moléculaire
en 2004 en France et en 2009 en Belgique (Heyman et al. 2004
; Heyman et al. 2009). Le premier cas humain européen documenté
a été rapporté au Royaume-Uni en janvier 2012. Des piégeages
de rats sauvages Rattus norvegicus autour du domicile du patient
ont permis de mettre en évidence, puis d’isoler un virus Seoul
appelé souche « Humber » du nom de la localité (Jameson et al.
2013a). En janvier 2013, un second épisode d’infection humaine
par le virus Seoul a été rapporté au Pays de Galles. Un diagnos-
tic moléculaire chez les deux rats domestiques que le patient pos-
sédait a confirmé l'infection par un virus Seoul nommé « Cherwell
», une souche similaire, sans &tre identique, a la souche Humber
isolée a partir de rats sauvages. Des investigations supplémentaires
ont permis de montrer qu'un tiers (n=7/21) des rats de I’élevage
d’oti provenait les rats domestiques était infecté par le virus Seoul,
souche « Cherwell » (Jameson et al. 2013b). Cette donnée sou-
ligne bien le risque réel de transmission du virus Seoul a I’homme
a partir d'un animal de compagnie fréquemment utilisé. En
octobre 2012, l'infection d'une femme enceinte a également été
rapportée en France. Peu de données épidémiologiques sont dis-
ponibles sur cet épisode (mode de transmission, lieu de I'infec-
tion...) (Macé et al. 2013). Des investigations indépendantes séro-
logiques et moléculaires menées dans la région de Lyon sur des
rats sauvages (Rattus norvegicus) ont permis de confirmer la cir-
culation du virus Seoul, comme précédemment rapporté (Heyman
etal. 2004). Le virus n’a pas encore été isolé mais la séquence com-
plete est en cours de publication. Enfin, une publication récente
rapporte pour la premiére fois I'infection de rats domestiques par

le virus Seoul en Suede (Lundkvist et al. 2013).

Le virus Tula

Cet hantavirus initialement isolé chez le rongeur Microtus arva-
lis souleve encore de nombreuses questions. D’une part, il est
trés largement répandu en Europe Centrale. D’autre part, son
inféodation stricte 2 Microtus arvalis est discutable puisqu’il a
été depuis lors détecté dans de nombreuses autres especes du
genre Microtus : M. levis, M. agrestis, M. subterraneus, et M. gre-
galis, (Schlegel et al. 2012). Enfin, ses capacités a infecter
I’homme et 2 y exprimer un pouvoir pathogéne restent sujettes
a débat. Des enquétes séro-épidémiologiques chez des forestiers
d’une région allemande ot circule le virus Tula ont montré une
forte séroprévalence, ce qui suggére une transmission plus
importante qu’initialement décrite (Mertens et al. 2011).

368

COMMUNICATION



COMMUNICATION

LES NOUVEAUX OUTILS DE DETECTION
SEROLOGIQUE ET MOLECULAIRE DES
HANTAVIRUS

La découverte des hantavirus s'est essentiellement faite en raison
de leur pouvoir pathogene chez I’'homme. Toutefois, la puissance
des nouveaux outils multiplex de diagnostic sérologique ou géné-
tique, ainsi que 'émergence du concept « one health », ont amené
un regain d’intérét pour la surveillance des réservoirs et la décou-
verte de nouveaux virus « dormants », présentant un potentiel
d’émergence chez ’homme.

Méthodes sérologiques

Il existe de nombreuses trousses commerciales et des réactifs de
laboratoire pour la détection sérologique des infections a han-
tavirus (Lederer et al. 2013). Ils permettent de détecter les [gM
ou IgG spécifiques par la méthode immunoenzymatique ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) ou par immunodétection
et utilisent soit des antigénes recombinants, soit des extraits de
cellules infectées. Ils ciblent surtout les antigénes internes
(nucléoprotéine) des hantavirus transmis par les rongeurs,
seuls pathogénes humains reconnus aujourd’hui. Bien qu'il existe
une réactivité croisée entre les différentes especes de hantavi-
rus, ces réactifs ne semblent pas trés adaptés pour la détection
des hantavirus antigéniquement éloignés comme ceux des
soricomorphes ou des chauves-souris. Dans leur cas, le déve-
loppement d’outils spécifiques de sérologie est une nécessité.

Il est intéressant de noter que chez ’homme, la détection de traces
d’ARN d’hantavirus est possible dans des sérums précoces (IgM+)
mais devient difficile dans les sérums tardifs (IgG+). En revanche,
chez les rongeurs, la présence d’'un sérum IgG+ est une indication
favorable a la détection de ’ARN de '’hantavirus infectant. La
raison de cette différence demeure obscure (IgG de rongeur non
neutralisantes, différence entre infection aigué et infection chro-
nique...). Cependant, cette observation permet de commencer
par cribler les rongeurs par les méthodes sérologiques et de ne tenter
la détection ’ARN viral, voire l'isolement du virus que sur les
animaux sero-positifs, une approche plutdt économique.

Méthodes génétiques

Si des méthodes de détection spécifique par RT-PCR (reverse trans-
criptase-polymerase chain reaction), éventuellement « nichée », exis-
tent pour différents hantavirus, la recherche de nouvelles especes
a conduit & développer des amorces « génériques » dégénérées per-
mettant d’ouvrir le spectre des outils de détection. Un trés grand
nombre d’amorces a ainsi été publié recherchant spécifique-
ment les hantavirus transmis par les rongeurs des différents
genres Sigmodontinae, Arvicolinae, ou Murinae. En ciblant des génes
plus conservés comme celui codant la polymérase, il est méme pos-
sible d’élargir encore le spectre de détection a 'ensemble des han-
tavirus de rongeurs (ordre Rodentia) ou de soricomorphes (ordre
Soricomorpha). Au-dela, les développements récents du séquen-
cage A haut débit permettent d’espérer une image complete du
microbiome présent dans un échantillon humain ou un réservoir

animal. A cette échelle, la difficulté se déplace au niveau de lana-
lyse bioinformatique pour 'identification des séquences d’intérét.
La complexité de I'analyse et le cofit font que ces méthodes ne
peuvent pas encore étre utilisées en routine a 'échelle de I'échan-
tillon. A mi-chemin de cette complexité, les puces & ADN peu-
vent représenter des alternatives intéressantes.

Le principe général des puces 2 ADN repose sur 'hybridation entre
’ADN provenant d’'un échantillon biologique et un ensemble de
sondes ADN spécifiques immobilisées sur un support solide.
Dans le cas de virus 8 ARN (comme les hantavirus), il est néces-
saire d’effectuer préalablement une transcription inverse des
ARNs purifiés a partir du prélévement biologique en ADN com-
plémentaire (ADNCc). Apres Pamplification de ces ADNc, une
hybridation spécifique permet de détecter et d’identifier la
séquence recherchée parmi un mélange de séquences provenant
d’autres microorganismes ou de 'hote. Il existe plusieurs types de
puces 2 ADN ciblant en paralléle d’'une dizaine 4 plusieurs cen-
taines d’agents pathogénes. Les plus classiques utilisent des
sondes spécifiques et identifient 'agent présent dans 'échantillon
sur la base de son profil d’hybridation. D’autres sont basées sur le
principe de séquencage par hybridation et sont appelées pour cela
« puces de reséquencage ». Clest le cas de la plateforme PathogenID
développée a I'Institut Pasteur en collaboration avec la Société
Affymetrix (figure 4). Son principe repose sur l'utilisation de courtes
sondes spécifiques de 25 nucléotides présentes a haute densité (a
plus d’'un million) sur le support solide. Chaque séquence de réfé-
rence d’'un pathogeéne potentiel est criblée de sondes spécifiques
selon la logique suivante : la premiére sonde couvre la région 1-
25 de la séquence de référence, la seconde sonde la région 2-26
et ainsi de suite par pas de un, jusqu’au balayage complet de la
séquence de référence (environ 400 nucléotides). Afin de détec-
ter les éventuelles mutations par rapport a cette séquence, chaque
sonde est synthétisée sous quatre versions, avec sa base centrale
(position 13) déclinée selon les quatre nucléotides possibles : A,
T, Cet G. La sonde, parmi les quatre, qui s’hybride le plus inten-
sément a I"échantillon permet de déterminer 'identité de la base
en position centrale. La succession des lectures permet ainsi non
seulement de détecter, mais aussi de déduire la séquence exacte
de Iéchantillon, ce qui assure une résolution au nucléotide prés.
Méme si une partie seulement des 400 nucléotides testés peut étre
exactement déterminée, la séquence partielle obtenue est soumise
A une analyse bio-informatique ultérieure (logiciels Blast) pour
approfondir I'identification par comparaison aux banques de
données. Ainsi, la puce PathogenIDv.3 offre non seulement la pos-
sibilité de détecter plus de 600 virus humains, zoonotiques ou ani-
maux, mais aussi d’en découvrir de nouveaux ou d’identifier plus
finement des variants portant des mutations ponctuelles ou
SNPs (pour Single nucleotide polymorphisms). Son évaluation
antérieure sur un bunyavirus émergent distinct des hantavirus (le
virus de la Fievre Hémorragique de Crimée-Congo, un nairovirus
transmis par les tiques) a démontré la possibilité de détecter des
especes virales ayant jusqu’a 15-20% de divergence par rapport
a la séquence de référence (Filippone et al. 2013).

La puce PathogenlIDv.3 porte environ 50 séquences de référence
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de hantavirus couvrant de la maniere la plus compléte possible
’espace séquentiel de ce genre viral. Son utilisation en com-
binaison avec celle des RT-PCR a large spectre a permis de
détecter la présence de nouveaux hantavirus circulant chez les
rats (Rattus rattus) sur I'tle de Mayotte (résultats non publiés).
Ces virus sont distincts mais apparentés aux hantavirus de
Muridae circulant dans 'océan indien (Madagascar) jusqu’en
Asie du Sud-Est (Thailande, Singapour, Indonésie, Philippines).
Pour le moment, aucun cas humain n’a été détecté a Mayotte
mais leur présence chez ce réservoir animal potentiel invite a
une recherche et une vigilance plus ciblées.

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Alors que les hantavirus transmis par les rongeurs ont été décou-
verts initialement en raison de leur pouvoir pathogéne chez
I’homme, les progres technologiques ont permis un nouvel élan vers
I'exploration des réservoirs animaux, révélant I'existence de nou-
veaux hantavirus, possiblement plus proches des virus ances-
traux, chez les soricomorphes et les chauves-souris. Notons que ces
trois ordres regroupent A eux seuls environ 70% des especes
connues de mammiferes. La découverte de ces nouveaux hanta-
virus pose de nombreuses questions aux chercheurs. Pourquoi les
hantavirus de soricomorphes ou de chauves-souris ne sont-ils pas

&  Hyvridation, Lavage. Révelation

DMNA Microarray
3 > 600 viru

Figure 4 : Principe de 'utilisation d'une « puce
de reséquencage » pour la détection, la détermi-
nation de la séquence et la caractérisation d’'un
hantavirus présent dans un tissu de rongeur.

a lorigine de maladies humaines ? Ne sont-ils pas capables d'in-
fecter ’homme ou en ont-ils simplement moins 'opportunité que
les hantavirus de rongeurs ! D’autre part, pourquoi certains han-
tavirus de rongeurs sont-ils pathogeénes une fois transmis 2 ’homme
et ne le sont-ils, du moins ostensiblement, chez leur réservoir ? Est-
ce que la réponse réside dans la comparaison des interactions des
protéines virales avec les effecteurs des réponses innée et/ou
adaptative des différents hotes ? Enfin, 2 échelle de la France, pour-
quoi le virus Puumala n’est pas transmis 2 ’homme dans certaines
régions alors qu'il semble y circuler de maniére équivalente chez
le campagnol ? Est-ce dii & une sensibilisation différente du corps
médical face a une affection modérée, la « nephropathia epidemica
» 1 Serait-ce parce que le comportement forestier des habitants
d’Orléans est différent de celui des habitants de Charleville-
Meézieres ? Faut-il plutdt rechercher explication dans des différences
entre variants viraux ou dans la capacité des rongeurs a excréter
le virus, suite a l'effet immuno-dépressif de coinfections ou de coin-
festations ? Une modélisation du systtme homme-virus-rongeur en
région endémique, péri-endémique et non endémique devrait per-
mettre de mieux comprendre les relations entre la dynamique des
populations des campagnols, le modele de dissémination virale et
la contamination de ’homme et a terme, de mieux prédire les
risques pour la Santé publique selon les régions.
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