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INTRODUCTION

La famille des Bunyaviridae regroupe des virus transmis par des arthropodes qui
partagent des propriétés communes morphologiques et antigéniques. Cette famille
compte plus de 350 virus animaux et végétaux classés en cinq genres : Orthobunyavirus,
Hantavirus, Nairovirus, Phlébovirus et Tospovirus. Les virus des genres
Orthobunyavirus, Nairovirus et Phlebovirus sont pathogenes pour I’homme. lls sont
responsables d’arboviroses pouvant aller d’un syndrome grippal a une ficvre
hémorragique (FH). Les Hantavirus sont surtout en cause dans des atteintes pulmonaires
survenant a la suite d’un contact avec un animal réservoir tandis que les Tospovirus sont
des virus des plantes.

L’importance des Bunyaviridae en République Centrafricaine (RCA) est mal connue et
mérite des études complémentaires afin de caractériser avec précision les especes en
cause pour (i) pouvoir mettre en place un diagnostic fiable, (7)) mieux caractériser les
vecteurs et, (iii) identifier les réservoirs animaux qui restent souvent inconnus. Jusqu’a
présent leur identification repose sur des criteres sérologiques. Du fait de communautés
antigéniques et de réactions croisées au sein d’'un méme genre, cette identification est
parfois difficile. L’identification compléte n’est possible qu’a la condition d’avoir des
anticorps monoclonaux spécifiques ou de pratiquer de séroneutralisation si 1’on dispose
de I’ensemble des immun-sérums. L’étude de leurs génomes parait donc indispensable
pour vérifier et/ou affiner leur classification. La caractérisation génomique est
actuellement I’outil le plus commode soit par hybridation en utilisant des amorces
spécifiques de groupe soit par séquengage de segments encadrés par des amorces

consensus pour un diagnostic d’espéce. Les régions les plus conservées du génome des



Oorthobunyavirus sont le segment S, du fait des deux cadres ouverts et chevauchants de
lecture ainsi que de la complémentarité des séquences terminales (environ 19 nt),
communes aux 3 segments d’ARN. Un nombre limité de séquences nucléotidiques est
actuellement disponible dans les banques de données et concerne surtout les virus isolés
en Amérique et en Asie/Océanie. La taxonomie moléculaire des Bunyaviridae qui
circulent en RCA n’est pas envisageable, dans un premier temps, pour caractériser
I’ensemble des souches de Bunyaviridae qui circulent en RCA. Aussi les
Orthobunyavirus seront-ils étudiés dans un premier temps et la démarche mise en place
sera appliquée aux Nairovirus et Phlebovirus également isolés dans le pays.

Le génome des Orthobunyavirus est un acide ribonucléique (ARN) de polarité négative
composé de trois segments de tailles différentes appelés L pour large, M pour medium et
S pour small. Les réservoirs d’Orthobunyavirus sont les vertébrés mais la transmission
est effectuée par des arthropodes : le plus souvent il s’agit de moustiques mais certaines
especes sont transmises par les Culicoides ou les Tiques. Actuellement 47 espéces
d’Orthobunyavirus sont caractérisées et elles regroupent environ 150 souches différentes.
Elles sont présentes partout dans le monde, principalement dans les régions inter-
tropicales.

En RCA, 11 espéces d’Orthobunyavirus ont été isolées entre les années 60 et 94 a
I’Institut Pasteur de Bangui (IPB), le plus souvent, a partir des moustiques et de quelques
vertébrés. L’espéce principale est le virus Bunyamwera. Seul un petit nombre d’isolats
humains (12 souches) est rapporté. Leur identification repose sur des critéres
sérologiques.

Les souches africaines ont, dans I’ensemble, été peu étudiées. La RCA est située au cceur
d’une zone ou plusieurs virus responsables de pathologies souvent mortelles, sont

endémiques, émergents ou ré-émergents. Ils circulent a bas bruit et sont susceptibles



d’émerger a tout moment du fait de modifications écologiques mettant en contact
I’homme, les vecteurs et les réservoirs.

Le but de ce travail était :

(i) d’effectuer une caractérisation moléculaire des différents

Orthobunyavirus isolés en RCA,

(ii) de réaliser une analyse phylogénétique des isolats étudiés avec ceux
isolés dans d’autres régions du monde dont les séquences sont

disponibles dans GenBank.

Une telle étude, originale du fait du petit nombre de travaux menés en Afrique,
permettrait non seulement de disposer de séquences nucléotidiques des souches
africaines mais surtout de mettre au point les outils moléculaires pour le diagnostic
ultérieur et I’identification des Orthobunyavirus responsables d’infections humaines.
Ainsi il est loisible de mieux connaitre ’importance des arboviroses a Bunyaviridae en
RCA, leur distribution dans le pays et leur impact en santé publique. En effet I’isolement
de ces virus en pathologie humaine est rarement obtenu, car la période de virémie au
cours de I’infection est trés courte et les symptdmes souvent non caractéristiques. La
mise a disposition d’outils moléculaires permettrait également de les rechercher dans les

vecteurs et les réservoirs animaux.
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CHAPITRE 1
LES ORTHOBUNYAVIRUS
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Le virus Bunyamwera a été isolé a 1’origine a partir de lots de moustiques de type Ae. (S)
en Ouganda au cours d’une enquéte de surveillance de la fievre jaune en 1943
(Smithburn, 1946). Cet événement apparemment insignifiant allait ouvrir la voie a la
découverte et la caractérisati.on d’une grande famille de virus: la famille des’
Bunyaviridae. Apres I’isolement du virus Bunyamwera, plusieurs autres arbovirus ont été
découverts. Ces virus, clairement, n’appartenaient pas au groupe antigénique classique
des arbovirus formant les genres Alphavirus et Flavivirus des Togaviridae (Casals,
1963). Au cours des décennies qui ont suivi, la découverte d’autres virus et I’association
des analyses sérologiques, biochimiques et morphologiques ont conduit a la notion de
« sérogroupe ». Le sérogroupe est ainsi constitué de virus apparentés pouvant étre
regroupés par de faibles réactions sérologiques croisées (Murphy et al., 1973).

La famille des Bunyaviridae compte aujourd’hui plus de 350 virus répartis dans le monde
et impliqués dans plusieurs maladies importantes chez I’homme, le bétail et les plantes.
La plupart de ces virus a ’exception des Hantavirus, sont maintenus dans la nature par
I’existence d’un réservoir constitué¢ du couple vertébré / arthropode le virus se répliquant
griace a un cycle alternant sa réplication chez ces deux composants. Les vecteurs varient
selon les virus. Bien que les moustiques soient les plus fréquents, les phlébotomes et
tiques sont également en cause. Des transmissions transovariennes ont ¢té prouvées pour
nombre de ces virus chez leurs hotes arthropodes. Ces virus généralement non
cytopathogenes pour les cellules d’insectes, peuvent réduire la synthése de
macromolécules et produire un effet cytopathogene (ECP) chez des cellules sensibles de
vertébrés. La distribution géographique et I’histoire naturclle des vertébrés ou des
arthropodes hétes, jouent un réle important dans la détermination de la distribution des

virus et I’épidémiologie de la maladie.
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1.1 CLASSIFICATION DES BUNYAVIRIDAE

La classification des virus au sein de la famille des Bunyaviridae a bénéficié¢ des
méthodes moléculaires qui ont permis de mieux caractériser ces virus en particulier les
Hantavirus, trés difficiles a cultiver sur lignée cellulaire. Des efforts de classification de
virus en particulier les espéces, ont entrainé des révisions dans le catalogue des virus de
la famille des Bunyaviridae. Le septiéme rapport du 7° Comité International de
Taxonomie sur la classification et la nomenclature dés virus décrit :

- 47 espéces et 4 tentatives d’espéces dans le genre Orthobunyavirus,

- 22 especes dans le genre Hantavirus,

- 7 espéces dans le genre Nairovirus,

9 especes dans le genre Phlebovirus et 16 non groupeés,

8 especes dans le genre Tospovirus et cing tentatives d’especes.

Van Regenmortel et al. (2000). Puisque les critéres de classification changent parmi les
genres, aussi bien qu’au sein des familles de virus, il est certain que la taxonomie de la

famille des Bunyaviridae continuera d’évoluer.
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Tableau I : Classification des Bunyaviridae

Genre Maladie

Orthobunyavirus Encéphalite a virus La Crosse

Phlebovirus Fi¢vre de la vallée du Rift

Nairovirus Fievre hémorragique de Crimée-Congo

Hantavirus Fiévre hémorragique a syndrome rénal
Fievre hémorragique a syndrome pulmonaire

Tospovirus Virus de plantes
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1.2. LES PRINCIPAUX GENRES DE BUNYAVIRIDAE

1.2.1 LE GENRE ORTHOBUNYAVIRUS

Le genre Orthobunyavirus compte actuellement plus de 150 virus repartis dans le monde
entier a I’exception de I’Australie (Tableau II). Ces virus sont transmis par des

moustiques et infectent différents mammiferes (Figure n° 1).
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Figure n° 1 : Cycle de transmission du virus La Crosse.

Apres I’isolement de la premiére souche de virus Bunyamwera en Ouganda, ce virus a
€t¢ retrouvé partout en Afrique, en particulier en Afrique subsaharienne, souvent associé
a des cas de syndromes fébriles chez ’homme (Gonzalez et Georges, 1988). Pendant
plusieurs décennies, un grand nombre de virus membres du sérogroupe Bunyamwera ont

été isolés a partir de lots de moustiques en Amérique.
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Le virus type, California encephalitis virus a été isolé en 1941 en Californie au cours
d’enquéte classique de surveillance de la circulation des arbovirus. Son implication dans
trois cas d’encéphalite a été prouvée (Hammon et Reeves, 1952) et depuis lors, il est
régulierement isolé aux USA (Figure n° 2). On\retrouve généralement les virus du
sérogroupe California dans de vastes zones écologiques situées entre les régions
tropicales tempérées (virus Guaroa et Lumbo) et les zones arctiques (virus Inkoo et

Snowshoe hare).
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Figure n° 2 : [solement du virus CE a partir de cas cliniques et de lots de moustiques dans 1’état de New
York de 1969 a 2005.
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Plusieurs virus appartenant au sérogroupe Simbu ont également été isolés dans la méme
période a travers le monde. Parmi ceux-ci, le virus Oropouche au Trinidad en 1955,
Akabane au Japon en 1959 (Anderson et al., 1961 ; Inaba ef al., 1975) et Ingwavuma en
Afrique (Tableau II). L’isolement de plusieurs souches virales ayant de propriétés
différentes a abouti a la séparation du genre Orthobunyavirus en 14 sérogroupes (Tableau

n).
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Tableau 11 : Principaux virus membres du genre Orthobunyavirus

Sérogroupe Principaux virus Origine Principaux Maladie
géographique vecteurs

Bakau Bakau Asie Moustique
Nola Afrique Moustique

Bunyamwera Bunyamwera Afrique Moustique Homme
Birao Afrique Moustique
Bozo Afrique Moustique
Cache Valley Amérique du Nord Moustique Homme, Ovin, Bovin, Equin
Fort Sherman Amérique du Sud Moustique Homme
Germiston Afrique Moustique Homme
Ilesha Afrique Moustique Homme
Kairi Amérique du Sud Moustique Homme
Main drain Amérique du Nord Moustique Homme
Shokwe Afrique Moustique Homme
Wyeomyia Amérique du Sud Moustique Homme
Xingu Amérique du Sud Moustique Homme

Bwamba Bwamba Afrique Moustique Homme
Pongola Afrique Moustique Homme

Groupe C Apeu Amérique du Sud Moustique Homme
Caraparu Amérique Sud/Nord Moustique Homme
Itaqui Amérique du Sud Moustique Homme
Madrid Amérique du Nord Moustique Homme
Marituba Amérique du Sud Moustique Homme
Murutucu Amérique du Sud Moustique Homme
Nepuyo Amérique Sud/Nord Moustique Homme
Oriboca Amérique du Sud Moustique Homme
Ossa Amérique du Nord Moustique Homme
Restan Amérique du Sud Moustique Homme

California California enc. Amérique du Nord Moustique Homme
Guaroa Amérique Sud/Nord Moustique Homme
Inkoo Europe Moustique Homme
Jamestown Canyon Amérique du Nord Moustique Homme
La Crosse Amérique du Nord Moustique Homme
Snowshoe hare Amérique du Nord Moustique Homme
Tahina (Lumbo) Europe/Afrique Moustique Homme

Guama Catu Amérique du Sud Moustique Homme
Guama Amérique du Nord Moustique Homme

Koongol Koongol Australie Moustique Homme

Minatitlan Minatitlan Amérique du Nord Moustique Homme

Nyando Nyando Afrique Moustique Homme

Olifantsvlei  Olifantsviei Afrique Moustique

Patois Patois Amérique du Nord Moustique
Estero Amérique du Nord Tique

Simbu Akabane Afrique, Asie, Australie Moustique Bovin
Ingwavuma Afrique, Asie Moustique Porcin
Oropouche Amérique du Sud Moustique Homme

Tete Bahig Afrique, Europe Tique

Turlock M'Poko Afrique Moustique
Turlock Amérique Sud/Nord Moustique
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1.2.2. LE GENRE PHLEBOVIRUS

Les virus du genre Phlebovirus sont présents a travers le monde, a4 ’exception de
I’Australie, et les arthropodes vecteurs sont trés divers. Les Phlebovirus sont
généralement transmis par des phlébotomes desquels le genre a tiré son nom (Tableau
III). Le virus de la fievre de la vallée du Rift (FVR) est essentiellement transmis par
des moustiques de type Ae. Stegomya (S). C’est un virus important en Afrique en termes
médical et pastoral.

Le virus FVR a été isolé en 1930 par Daubney et collaborateurs a partir d’'un agneau
infecté, au cours d’une grande épizootie qui a entrainé des avortements et des mortalités

parmi des troupeaux de moutons comme le montre la Figure n° 3 (Daubney e? al.,1931).

Figure n° 3 : Produit d’avortement des animaux en gestation au cours d’infection par le virus de la fievre

de la vallée du Rift.

19



De grandes épizooties a FVR ont été rapportées dans différentes régions d’Afrique
subsaharienne (Fig. n°4) et, de fagon rétrospective, des ¢pidémies cliniquement
comparables ont été identifiées autour des années 1912 (Duchin et al., 1994). Depuis

lors, des séries d’épidémies sont réguliérement enregistrées (Figure n°4).

Y Epidémies majeures

Pays a risque

1993-4 t Extension de FVR
Q2
rable Saoudite, Yemen
>

2000

omalle 1997-8

Kenya 1930-1, 1968, 1997-8

Egypt 1977-8,

Mauritanie
1387, 1998

Tanzanie 1997-8

Zimpabwe 1955, 1957, 196%-70, 1978 Mozamlyyque 1969

Madagascar 1990-1

Namibie 1955, 1974-6
PYAfrigque du Sud 1950-1, 1974-5

Figure n° 4 : Principales €épidémies a FVR en Afrique.
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Les virus de la fiévre a phlébotome de Sicile et de Naples ont été isolés pour la
premiére fois chez des militaires des troupes américaines engagées dans la bataille de
Monte Cassini qui présentaient des syndromes fébriles dans la région de Palerme en

Sicile (Italie en 1943) et Naples (Italie en 1944).

Tableau 111 : Principaux virus du genre Phlebovirus.

Sérogroupe Virus Répartition Vecteur Maladie
Candiru Amérique du Sud ? Homme
Chagres Amérique du Nord Phlébotome, Moustique
Punta Toro Amérique du Sud/Nord  Phlébotome
Homme
Fi¢vres & phlébotome FVR Afrique Moustique Bovin
Fiévre de Naples Afrique, Europe, Asie Phlébotome Homme
Fiévre de Sicile  Afrique, Europe, Asie Phlébotome Homme
Toscana Europe Phlébotome Homme
Uukuniemi Uukuniemi Europe Tique Oiseau marin
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1.2.3 LE GENRE NAIROVIRUS

Le genre Nairovirus a ainsi €t¢ nommé apres I’isolement du virus de le Maladie du
mouton de Nairobi (NSD), a Nairobi au Kenya en 1910, apres I’inoculation de sang
d’un mouton atteint de gastroentérite aigu€¢ a d’autres moutons sains (Montgomery,
1917). Les Nairovirus sont presque exclusivement transmis par des tiques, mais un petit
nombre d’isolements a été obtenu a partir de moustiques. Plusieurs sérogroupes ont été
définis mais les plus importants sont :

- le groupe de la Fiévre hémorragique de Crimée-Congo (CCHF), avec les virus

CCHEF et Hazara,

- le groupe de virus NSD, avec les virus NSD et Dugbe (Tableau IV).

Tableau 1V : Principaux virus du genre Nairovirus

Sérogroupe Virus Répartition Vecteur Maladie
FH de Crimée-Congo CCHF Afrique, Asie, Europe Tique Homme
Hazara Asie Tique Homme
Homme
Maladie du mouton de Nairobi NSD Afrique, Asie Tique, moustique  Bovin
Homme
Dugbe Afrique Tique, moustique Bovins
Dera Ghazi Khan DGK Asie Tique
Hughes Hughes Amérique Sud/Nord Tique Oiseau
Qalyub Qalyub Afrique Tique
Sakhalin Sakhalin Asie Tique
Thiafora Thiafora Afrique ?
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Le virus CCHF a été identifié pour la premiére fois dans la péninsule de Crimée vers les
années 1940, quand une grande épidémie de FH est survenue chez des agriculteurs. Elle a
touché plus de 200 personnes avec un taux de mortalité d’environ 10 % (Chumakov,
1963). D’autres cas de maladies similaires ont été rapportés dans toute 1’Europe, I’ Asie

du centre, I’ex-URSS, la Roumanie et la Bulgarie (Figure n°® 5).

Figure n° 5 : Fi¢vres hémorragiques Crimée-Congo dans le monde. Source OMS.

Cependant, le virus n’a été isolé pour la premiére fois qu’en 1956 dans la région de
Kisangani, en République Démocratique du Congo, chez un patient fébrile (Simpson et

al., 1967 ; Woodall et al., 1967).
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1.2.4 LE GENRE HANTAVIRUS

La découverte des Hantavirus remonte a 1951-1953 quand les troupes des Nations Unies
ont été déployées au cours des conflits frontaliers entre les Corées du Nord et du Sud.

Parmi 3000 cas de fievres aigués, un tiers environ présentait des manifestations
hémorragiques et une mortalité¢ de 5 % a 10 % a été enregistrée (Lee, 1989 ; Smadel,
1959). La maladie initialement appelée fievre hémorragique de Corée, est aujourd’hui
nommée fiévre hémorragique a syndrome rénal (FHSR). Malgré des efforts
considérables, il a fallu attendre environ 25 ans pour que le rongeur, Apodemus agrarius

(Figure n° 6), fit identifié comme réservoir et le virus isolé.
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Figure n° 6 : Apodemus agrarius, réservoir du virus Hantaan.

Ce fut une grande surprise de constater que ce virus transmis par des rongeurs partage les
caractéristiques des arbovirus de la famille des Bunyaviridae. 11 a été nommé Hantaan
virus du nom de la riviere a proximité de laquelle les premiers cas ont été identifiés en

Corée (Tableau V) et ensuite devenu le prototype du genre Hantavirus (Lee et al., 1982).
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Tableau V : Principaux virus du genre Hantavirus.

Sérogroupe Virus Répartition Vecteur Maladie
Hantaan Hantavirus Dans tout le monde  Apodemus agrarius FHSR
Dobrava/Belgrade Balkans Apodemus flavicollis  FHSR
Séoul Dans tout le monde  Rattus norvegicus FHSR
Puumala Puumala Europe, Asie C. glareolus FHSR
El Moro Canyon USA, Mexique R. megalotis nd
Khabarosk ex-URSS Microtus fortis nd
Thottapalayam prospect Hill USA, Canada M. pennsylvanicus nd
Thailand Thailande Bandicota indica nd
Thottapalayam Inde Suncus murinus nd
Tuta Europe Microtus arvalis nd
Andes USA Peromyscus leucopus  SPH
Araraquara USA Bolomys lasiurus SPH
Bayou USA Oryzomys palustris SPH
Black Creek Canal  USA Sigmodon hispidus SPH
Sin Nombre Castelo dos Sonhos  USA ? SPH
Choclo USA O. fulvescens SPH
Juquitiba USA ? SPH
Laguna negra USA Ca. laucha rodents SPH
Sin Nombre USA, Canada, Mex.  P. maniculatus SPH

FHSR = Fiévres hémorragiques a syndrome rénal; SPH= Hantavirus & syndrome pulmonaire ;
C = Clethrionomys ; R = Rethrodontomys ; M = Microtus ; O = Oligoryzomys ; Ca = Calomys ;
P = Peromyscus ; Mex = Mexique

Actuellement 4 espéces de Hantavirus sont décrites (Tableau VI). L’événement majeur

dans l’histoire des Hantavirus fut la découverte en Amérique en 1993, de virus

responsable de maladie qui progresse rapidement vers une sévére défaillance respiratoire

avec des

infiltrations

pulmonaires

bilatérales.

Cette découverte entrainera

la

différenciation de virus Hantaan a syndrome pulmonaire (HSP) des Hantavirus

responsables de FHSR (Nichol et al., 1993).
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Tableau VI : Rongeurs réservoirs des Hantavirus

\Virus prototype | Maladie
Maladie classique

Hantavirus sévére a
hantavirus.

|

i
Maladie classique

'Dobravavirus Bovare
hantavirus
néphropathique

Virus Seoul ng }}rop athie
épidémique

.I

Virus Puumala T'\Je.p}}ro.pathle
épidémique

Virus Sin imonaire &

Nombre E .
Ihantavirus.

{Aire géo_g_raphique [

Chine, URSS
orientale, Corée du
Sud.

Asie Balkan

Chine, Japon,
Russie occidentale,
USA et Amérique du
Sud

|France, Royaume
[Unis, Russie
loccidentale et
Scandinavie, Balkan

USA, Canada,
Mexique

. ot g hﬂm\‘ o LA ~
Clethrionomys glareolus
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1.2.5 LE GENRE TOSPOVIRUS

Les Tospovirus sont des virus de plantes qui se propagent par I’intermédiaire des thrips,
petits insectes qui vivent en groupe et qui sont de redoutables ravageurs des cultures
d’oignons, de poireaux (Wijkamp,er al., 1993). Les thrips constituent [’ordre des
Thysanopteres (Thysanoptera). L’histoire des Tospovirus remonte a 1915, avec la
reconnaissance des feuilles de tomates fanées tachetées en Australie (Brittlebank, 1919).
Huit especes de thrips sont recensées comme vecteurs de ces virus, 5 dans le genre
Frankliniella et 3 dans le genre Thrips (Tableau VII). L’importance de ces virus en
agriculture est maintenant reconnue (Prins et Goldbach, 1998). On retrouve les
Tospovirus dans les zones agricoles de régions tropicales, mais aussi dans les cultures de
serres en régions tempérées.

Tableau VII : Principaux virus du genre Tospovirus.

Distribution
Sérogroupe Virus géographique Vecteur
Tomate tachetée fanée Ubiquitaire Frankiniella sop
Tache nécrosée balsamine Frankiniella occidentalis
Bourgeon d'arachide nécrosé Thrips palmi

A

Figure n° 7 : Tobacco necrosis necrovirus.

27



1.3. LES ORTHOBUNYAVIRUS

1.3.1. EPIDEMIOLOGIE ET ECOLOGIE

Les virus du sérogroupe California sont responsables d’environ 60 a 130 cas
d’encéphalites rapportés par an, bien qu’un nombre de cas trés important n’est
probablement pas signalé du fait des difficultés de diagnostic et de nombreuses formes
peu ou pas symptomatiques.

Le virus La Crosse est le plus important des virus du sérogroupe "California
encephalitis” en terme de santé publique aux Etats-Unis. Le vecteur principal est le
moustique Ae.(S) triseriatus dont I’habitat est en forét ou il se reproduit dans les trous
d’arbre. On retrouve ce vecteur dans tout le Nord, le Centre QOuest et le Nord-est des
Etats-Unis. Le virus est maintenu chez le moustique par transmission transovarienne, ce
qui permet son hibernation dans les ceufs (Watt et al., 1974). Pendant I’été, les €cureuils,
les tamias, les reﬁards et les marmottes d’Amérique deviennent virémiques a la suite

d’infection par le LCV et sont des hotes amplificateurs importants (Thompson, 1983).

Le virus Jamestown Canyon et le virus apparenté Jerry Slow sont aussi d’importantes
causes d’encéphalite a arbovirus aux Etats-Unis. Ces virus sont transmis par des Culex
inornata ainsi que plusieurs espéces d’Ae. ou Stegomya (S) présents sur une grande partie
de I’Amérique du Nord. La transmission verticale de ce virus a été démontrée par Hardy

et al., (1993) chez plusieurs especes d’Ae. (S).
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Le virus Bunyamwera est présent a travers toute 1’ Afrique subsaharienne et semble étre
une cause importante de fiévre aigué chez I’homme. Plus récemment, un virus
Bunyamwera recombinant a été isolé chez des patients présentant des FH en somalie et
au Kenya (Bowen et al., 2001). L’isolement du virus chez plusieurs espéces d’Ade. (§) a

permis de les impliquer comme vecteurs principaux (Kokernot, 1957).

Le virus Cache Valley est retrouvé a travers les Etats-Unis, le Canada et le Mexique. 11
est fréquemment isolé de Culex inornata. Le virus infecte souvent les moutons et
probablement tous les ruminants. L’infection est associée a la mort de I’embryon et du
feetus, ainsi qu’a diverses malformations congénitales chez le mouton (Edwards ef al.,

1989 ; McConnell et al., 1987).

Les virus du sérogroupe Simbu sont présents partout dans le monde et transmis par
piqire d’insectes du genre Culicoides. Depuis le premier isolement du virus Oropouche
chez un patient fébrile au Trinidad en 1950, son importance en Amérique du Sud et
Centrale croit régulicrement (Mercer et al., 2005). 11 a ét¢ impliqué dans plusieurs
épidémies avec un taux d’attaque supérieur a 83 % (Rosa et al., 1996). La plupart de ces
épidémies sont relativement limitées en zone urbaine, laissant supposer qu’il y a
probablement une séparation entre le cycle urbain et le cycle sylvatique (Dixon et al.,
1981). Le taux élevé de prévalence des anticorps dans les populations des zones
d’endémie suggere que l’infection humaine peut étre a bas bruit dans de telles régions
(Baisly et al., 1998). Le principal vecteur en zone urbaine au Brésil serait le Culicoides

paraensis (Pinheiro et al., 1981).
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Le virus Akabane cst largement distribué a travers 1’ Australie et 1’Asie (Japon, Corée,
Taiwan), le Moyen-Orient (se prolongeant occasionnellement au Nord comme la
Turquie) et I’Afrique subsaharienne (Taylor et Mellor, 1994 ; Wells er al. 1997). Chez
I’animal le virus est responsable d’épizooties ’sporadiques d'avortements, naissances
prématurées, mort-nés, anomalies congénitales caractérisées par une raideur articulaire
congénitale, hydrocéphalie ou microanencéphalie chez le bétail, les moutons et les

cheévres. La maladie n’a jamais été décrite chez I’homme.

1.3.2. L’AGENT INFECTIEUX

1.3.2.1 Structure du virus

Comme les autres Bunyaviridae, Le génome des Orthobunyavirus est un acide
ribonucléique (ARN) de polarit¢ négative composé de trois segments (Fig. n° 8B)
appelés L pour large (6900 nt), M pbur medium (4500 nt) et S pour small (960 nt). Ils
codent respectivement I’ARN polymérase ARN dépendante virale (protéine L : 259 kDa)
dans le segment L ; deux glycoprotéines d’enveloppe (protéines G1 : 108 kDa-120 kDa
et G2: 29 kDa-41 kDa) produites a partir d’un peptide précurseur qui est clivé au
moment de la traduction et une protéine non structurale (NSm : 15 kDa-18 kDa) dans le
segment M ; une nucléoprotéine de capside (protéine N : 19 kDa-25 kDa) et une protéine
non structurale (NSs) d’environ 11 kDa dans le segment S. Les cadres ouverts de lecture
(ORF) des protéines N et NSs sont chevauchants. Les virions sont des particules
sphériques d’environ 80-120 nm de diameétre, entourées d’une enveloppe lipoprotéique

(Figure n°® 8A, Figure n°® 12).
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A B <+ 80-120 nm —»

Figure n° 8. Structure des virus du genre Orthobunyavirus.

A : L’examen par microscopie électronique révéle que les RNP des Bunyaviridae sont circulaires. B : Les
trois segments de I’ARN génomique (S, M et L) sont associés a la protéine de la nucléocapside pour former
une structure de ribonucléocapside. La nucléocapside (N) et I’ARN polymérase ARN dépendante (L) sont
regroupés a l’intérieur d’une enveloppe lipidique qui porte les glycoprotéines virales Ge (G1) et Gn (G2).
(Source : Dr. Elke Miihlberger, Institut fiir Virologie, Marburg).

L’enveloppe lipidique est acquise par bourgeonnement au niveau des vésicules de
I’appareil de Golgi. A la surface, se greffent les spicules. Les particules sont constituées
de quatre protéines structurales : la protéine N, la protéine L, et les deux glycoprotéines
Gce et Gn. Les protéines N, Ge et Gn représentent les antigénes majeurs.

Les trois ARN monocaténaires L, M et S qui constituent le génome sont associés a de
nombreuses molécules de nucléoprotéine et quelques copies de protéine L formant des
ribonucléoprotéines (RNP). En microscopie électronique (ME), ces RNP apparaissent
sous forme circulaire, du fait des séquences complémentaires inversées qui forment des
structures en « queue de poéle » aux extrémités 3’ et 5’ de chaque ARN (Fig. n° 8B). La
taille du génome et des protéines varie d’un virus a |’autre, et surtout d’un genre a 1’autre.
L’organisation du génome des virus de la famille des Bunyaviridae est schématisée

comme le montre la Figure n®9.
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Figure n° 9 : Organisation du génome des Bunyaviridae.

Le segment S des Orthobunyavirus a deux cadres ouverts de lecture chevauchant sur le

brin antigénomique (Figure n°10).

L 3 L-Gen 5 (-)sense

L-mRNA

Moo EEETEE Nen EETEEE S () sense

s I 5 ()sensc

N, NSs-mRNA 3

| e =] ORF N
fi—u=:] ORF NSs

Figure n°® 10: Organisation du génome des virus du genre Orthobunyavirus (Source: Dr. Elke
Miihlberger, Institut fiir Virologie, Marburg). En I’absence de protéine de matrice, il est vraisemblable que
la nucléoprotéine interagit avec le domaine cytoplasmique des glycoprotéines humaines.
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1.3.2.2 Propriétés biochimiques et biophysiques

Le virus Uukuniemi (Phlebovirus) est composé de 2 % d’ARN, 58 % de protéines, 33 %
de lipides et 7 % d’hydrates de carbone (Obijeski et Murphy, 1977). Le coefficient de
sédimentation des virions se situe entre 400 et 500 S, et leur densité de flottaison en
saccharose varie de 1,16 a 1,18 g/cm3, eten CsClde 1,204 1,21 g/cm3. Le traitement par
les solvants des lipides ou les détergents non ioniques détruit I’enveloppe virale et aboutit

a la perte compléte du pouvoir infectant [Mathews, 1982 ; Obijeski et Murphy, 1977].

1.3.3. Multiplication du virus

1.3.3.1 Animaux sensibles

Chaque virus a un spectre d’hdte particulier, mais tous ont en commun la capacité
d’infecter le souriceau et souvent la souris. L’inoculation intracérébrale (IC) du souriceau
nouveau né (SNN) a longtemps été la méthode de choix pour I’isolement de ces virus.
Les arbovirus infectent également leurs hotes invertébrés, d’abord dans le tube digestif,
puis les glandes salivaires et les ovaires, ce qui permet la transmission transovarienne. La
méthode classique pour isoler les Orthobunyavirus est, soit I’inoculation par voie IC a
des SNN (Figure n° 11), soit I’infection des cellules sensibles comme le clone E6 de

cellules Vero (cellules de rein de singe).
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Figure n° 11 : Coupe ultra mince de cerveau de souris infecté par le virus Bunyamwera 6 jours apres
infection. Les virions sont accumulés dans un espace limité entre les neurones par bourgeonnement de la
membrane intracytoplasmique (Golgi). Certains virions sont encore localisés dans la lumiére de la vésicule
golgienne. Source : Murphy, School of Veterinary Medicine, University of California, Davis (x 40 000).

B
g 27 T8

Figure n° 12 : Virus La Crosse observé au microscope électronique.
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1.3.3.2 Cycle réplicatif
Toutes les étapes du cycle viral ont lieu dans le cytoplasme (Figure n° 13). L’absorption,

la pénétration et la décapsidation ont été peu étudiées.
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(
3. Transcription primaire
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et sortie

Figure n° 13. Cycle de réplication des Orthobunyavirus. (Fields Virology Volume 2, 4° édition).

Comme pour tous les virus a ARN négatif, le cycle de synthése des ARN viraux se
déroule en deux étapes. La transcription primaire qui permet la synthése des ARNm
grace a la protéine L associée aux particules infectantes, et la transcription secondaire au
cours de laquelle les matrices de réplication sont synthétisées. Les mécanismes de
transcription-réplication des Orthobunyavirus ont de grandes similitudes avec ceux des

virus de la famille des Orthomyxoviridae : la transcriptase amorce la synthése des ARNm
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par un mécanisme de capture de coiffe. Les ARNm possédent en effet de courtes
séquences additionnelles non virales a I’extrémité 5°, qui correspondent a I’amorce
cellulaire utilisée pour débuter la transcription. De plus, les messagers ne sont pas des
copies complétes du génome : il manque une partie de la séquence virale a I’extrémité 3°,
car la transcriptase reconnait un site de terminaison situé a une courte distance (60-120
nucléotides) avant la fin de la matrice. Le signal de terminaison ne semble pas contenir
de séquence consensus, ni de structure secondaire particuliecre. Les ARNm ne sont pas
polyadénylés a I’extrémité 3.

D’une fagon générale, chaque segment contient une phase ouverte de lecture exprimée a
partir d’'un ARNm monocistronique, sauf le segment S qui code deux protéines (N et
NSs). L’ ARNm transcrit du segment S est bicistronique, les deux protéines N et NSs
étant traduites dans des cadres de lecture différents. Dans un deuxiéme temps
(transcription secondaire), le génome est copié en une molécule strictement
complémentaire, |’antigénome, qui sert de matrice pour la synthése de I’ARN
génomique. Cette étépe est régulée par la nucléoprotéine qui s’associe a I’ARN néo-
synthétisé pour former des RNP.

Les glycoprotéines associées a I’enveloppe sont clivées de fagon co-traductionnelle. Les
particules virales se forment par bourgeonnement et sont libérées dans la lumiére des
vésicules de Golgi. Celles-ci migrent a la surface et libérent les particules virales dans le

milieu extracellulaire.
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1.3.4 PHYSIOPATHOLOGIE DES INFECTIONS

L’infection de I’homme par les virus California encephalitis, La Crosse ou Jamestown
Canyon débute par la piqire d’un moustique infecté lors d’un repas sanguin (Figure n°
14). Le virus se réplique d’abord a proximité du point d’inoculation, dans le muscle
squelettique qui est le principal site de réplication. Il diffuse dans le plasma sans doute
par la voie lymphatique, gagne le myocarde au sein duquel il se réplique. Le virus gagne
le systeme nerveux central (SNC) par voie sanguine et il se multiplie dans les neurones et
les cellules gliales. Les cellules nerveuses sont détruites et la mort survient dans les 3 4 4

jours qui suivent I’infection.

1. Contamination:
salive du moustique

2. Replication:
organes cibles

3. Infection:
cellules
mononuclées
et tissus
lymphatiques

4. Virémie:
libération de
virus et
circulation dans
le sang

Figure n° 14 : Physiopathologie des infections & Orthobunyavirus.
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L’infection expérimentale de moustiques avec les virus du sérogroupe California a été
étudiée en détail (Beaty er al., 1982 ; Tesh, 1983 ; Thompson et Beaty, 1978). Le
moustique s’infecte en absorbant le sang d’une personne en phase virémique. Le virus est
entrainé avec le sang ingéré vers I’cesophage aboutissant dans 1’estomac ou il résiste aux
sucs digestifs du moustique. Les particules virales franchissent la paroi du tube digestif,
pour rentrer dans une phase intense de réplication dans les cellules de I’épithélium
intestinal. Au bout d’une a deux semaines, le virus gagne les cellules des glandes
salivaires et le moustique devient infectieux. Lors d’une nouvelle piqgire, la femelle
injecte systématiquement de la salive qui joue a la fois un role d’anesthésiant, de
lubrifiant des pie¢ces buccales mobiles, d’anticoagulant et de produit de digestion qui
contient le virus. L’infection des ovaires serait nécessaire pour assurer le maintien du
virus dans la population de moustiques par transmission transovarienne et infection des

ceufs (Watts et al., 1973).
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1.3.5 CARACTERISTIQUES CLINIQUES ET TRAITEMENT

Les virus du sérogroupe California, La Crosse, Jamestown Canyon et California
encephalitis, sont responsables d’encéphalites chez I’homme (Rust et al., 1999). Du fait
des réactions sérologiques croisées, un grand nombre des premiers cas de maladies
attribués au California encephalitis seraient probablement dus aux Jamestown Canyon ou
La Crosse puisqu’on sait maintenant que le California encephalitis est peu fréquent en

Amérique (Campbell et al., 1992 ; Deibel et al., 1983 ; Srihongse et al., 1984).

La période d’incubation varie entre 3 et 7 jours. La plupart des patients rapportent un
brusque début de fiévre, suivi d’une raideur du cou, de maux de téte, nausées et
vomissements, puis, les symptdmes disparaissent vers le 7° jour. Plus de la moitié des
patients (60 %) présentent une méningite d’emblée, avec a la fois des cellules
mononuclées et des polynucléaires polymorphes dans le liquide céphalorachidien (LCR).
Des symptomes neurologiques modérés non persistants sont souvent présents a la
libération des patients. La séquelle la plus importante est I’épilepsie qui est observée
chez environ 10 % a 15 % des enfants, souvent des patients qui ont eu des attaques au
cours de la phase aigué de la maladie.

En dehors des infections a virus Lassa et Crimée-Congo, pour lesquelles un traitement
par la ribavirine est efficace, a condition de l'initier le plus tot possible, il n'existe pas, a
ce jour, de traitement spécifique de ces infections. Le traitement est surtout
symptomatique : surveillances des paramétres vitaux et neurologiques, nutrition

parentérale et ventilation assistée si nécessaire, administration d’antiépileptiques.
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1.3.6 DIAGNOSTIC

Une grande variété de tests sérologiques a été utilisée pour le diagnostic des infections a
Orthobunyavirus, y compris les réactions de fixation du complément (FC), d’inhibition
de I’hémagglutination (IHA), de neutralisation (NT), immunoenzymatique recherchant
les IgM, Capture Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ou ELISA (Calisher et Bailey,
1981 ; Charles, 1994 ; Dykers, 1985 ; Grimstad et al., 1987 ; Kuno et al., 1996; Sexton et

al., 1997).

Le diagnostic de I’infection par les virus du groupe California est principalement basé sur
les méthodes sérologiques parce que ces virus sont généralement absents du sang ou des
sécrétions au cours de la phase d’invasion du systéme nerveux central (SNC). Le test
d’IHA est plus sensible pour le diagnostic de ces virus que la FC. Cependant, le test de
neutralisation et la RT-PCR sont nécessaires pour I’identification des sérotypes et la
confirmation des virus. L’immunocapture des IgM permet le diagnostic de la plupart des
infections par les Orthobunyavirus mais est peu utilisée faute d’anticorps monoclonaux
disponibles (Seymour et al., 1983 ; Duchin, 1994).

L’isolement des Orthobunyavirus est obtenu soit par inoculation par voie intracérébrale
de souriceaux nouveau-nés, soit en culture cellulaire en utilisant des cellules sensibles
comme le clone E6 de cellules Vero (cellules de rein de singe). Une recherche directe

dans les prélévements par amplification génique est également possible.
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1.3.7 LUTTE ET PREVENTION

La lutte contre les moustiques vecteurs de virus des sérogroupes California et
Bunyamwera est difficile du fait de leur présence importante dans I’environnement. La
maladie de ’homme et du bétail survient de maniére le plus souvent sporadique ce qui
rend difficile I’évaluation de I’importance du vecteur. La large utilisation des insecticides
pour contrdler la population de moustique est abandonnée pour des raisons écologiques.
L’utilisation de moustiquaires imprégnées et de répulsifs contenant du diethyltoluamide
(DEET) est hautement recommandée dans les régions ou le risque de piqlire par un

moustique infecté est éleve.
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CHAPITRE 2

MATERIELS ET METHODES
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2.1

2.1.1 Souches virales

MATERIELS

Les arbovirus isolés a 1’Institut Pasteur de Bangui (IPB) de 1965 a 1995 par inoculation

intracérébrale de souriceaux nouveaux-nés (SNN) ou culture cellulaire, ont été identifiés

dans un premier temps. Ensuite, ils ont été adressés au CRORA (Centre de Référence

OMS de Recherche pour les Arbovirus), sis a 1’ Institut Pasteur de Dakar (Sénégal), pour

des tests complémentaires de confirmation et de classification par des méthodes

sérologiques. Environ 241 souches ont ¢été identifiées et classées dans le genre

Orthobunyavirus. Plus de la moitié (133 isolats) ont été isolées a I'[PB en RCA. Parmi

celles-ci, 12 appartenant aux principaux sérogroupes du genre Orthobunyavirus qui

circulent dans le pays ont été incluses dans cette étude. Six appartiennent au sérogroupe

Bunyamwera, 1 au sérogroupe Simbu, 1 au sérogroupe Turlock, 1 au sérogroupe Bakau,

1 au sérogroupe Nyando, 1 au sérogroupe Bwamba,

VIID).

Tableau VIII : Les souches virales étudiées.

Référence

ArB28215
ArB 29051
ArB 2198
ArB 13529
ArB 16282
HB 80P125
AnB 2633d
ArB 365
ArB 2882
ArB 16055
ArB 28851
AnB 1292

Virus

Bunyamwera
Bunyamwera
Birao

Bozo

Itesha

Tlesha
Ingwavuma
M’Poko
Nola

‘Nyando

Pongola
Batama

Année

1991
1994
1969
1979
1980
1980
1971
1965
1970
1980
1994
1970

Origine

Ae. (S) africanus
Mansonia uniformis
An. pharoensis

Ae. (S) opok
Anopheles gambiae
Homme

Estrilda melpoda
Culex sp

Culex perfuscus
Anopheles funestus
Ae. circumluteolus
Euplectes afra

Lieu de capture

Bozo
Kolongo
Birao
Bozo
Bouboui
Bangui
Bangui
M’Poko
Barya-Nola
Bozo '
Bangui

La Landjia

et 1 au sérogroupe Tete (Tableau

Sérogroupe

Bunyamwera

Bunyamwera

Bunyamwera

Bunyamwera

Bunyamwera

Bunyamwera
Simbu
Turlock
Bakau
Nyando
Bwamba
Tete
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2.1.2 Produits chimiques et tampons

- Trousse d’extraction, QIAamp® Viral RNA Mini Kit (50), QIAGEN,

- Trousse de purification, QI1Aquick® Gel Extraction Kit (50), QIAGEN,

- Trousse de séquengage BigDye® Terminator vi.1 de Applied Biosystems, ABI
PRISM® 3100-Avant,

- SuperScriptTM 11 reverse transcriptase (EC 2.7.7.45) Invitrogen, Life
technologies,

- SuperScript™ II RT, 5X First-Strind Buffer with 250,0 mM Tris JHCI ;

15,0 mM MgCl, pH = 8,3 (Invitrogen, Life technologies),

- Expand Long Template PCR System (Roche),

- Tampon Expand Long Template 10X with 17,5 mM MgCl, pH = 8,3 (Roche),

- Dithiothreitol (DTT) 0,1 mM (Invitrogen, Life technologies),

- RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor 40,0 U/uL (Invitrogen, Life
technologies),

- [dATP, dTTP, dCTP, dGTP] PCR Grade (Roche),

- Tampon Borate DJEDTA pH = 8,0 (CHU NANCY, Laboratoire Central de
Biochimie),

- Ethidium TrisOJAcetate 125 mM (CHU NANCY, Laboratoire Central de

Biochimie),

- Agarose LM-MP : Multi purpose agarose, low melting point (Roche),

- BET : LC-FastStart DNA Master Hybridizationn Probes (Roche),

- Bleu de dépét : Gel loading Buffer, 10X Bleu Juice™ (Invitrogen),

- Acétate de sodium 3 M, pH = 5,6 (CHU NANCY, Laboratoire Central de

Biochimie),

- Ethanol 70 % et 95 % (Merck).
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2.1.3

2.14

Equipement

Thermocycleur : 2720 THERMAL CYCLER (Applied Biosystems),
Centrifugeuse réfrigérée : CL-ALLEGRA™ 64R (Beckman),

Micro-onde : MICRO-CHEF FM 2935, 900w (Moulinex),

Générateur a électrophoreése : POWER PAC 3000 (Bio-Rad),
Spectrophotometre UV : BIOBLOCK Scientific (67403 Illkirch Cedex),
Photographie de gels : High Performance CCD Imaging System™ (Appligene),
Pompe a vide : DNA Speed VAC, DNA 110 (Savant),

Etuve : CO; Incubator (Sanyo),

Microscope optique inversé : OLYMPUS CKX41 (OLYMPUS),

Séquenceur : ABI PRISM 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Petit matériel

Flacons de culture cellulaire de 25 et 75 mL Falcon® (Becton Dickinson,
Drogheda, Ireland),

Pipettes 1, 2,5, 10 et 25 mL Falcon® (Becton Dickinson, le Pont De Claix,
France),

Tubes de PCR : MicroAmp® (Applied Biosystems),

Tubes polypropyléne fond conique 15 mL BLEU MAX® Jr. (Becton Dickinson,
Drogheda, Ireland),

Tubes polypropyléne fond conique 50 mL BLEU MAX® (Becton Dickinson,
Drogheda, Ireland);

Tubes eppendorf 1,5 mL (Eppendorf AG, Hamburg, Allemagne).
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2.15

2.1.6

Milieu de culture cellulaire

Le milieu essentiel minimum (MEM) est enrichi avec sels de Earle et
GlutaMAX™ (Gibco Invitrogen, Cergy Pontoise, France), NaHCO; (2,2 g/L),
avec 10,0 % (v/v) de veau feetal (Eurobio, Les Ullis, France) pour le milieu de
croissance, ou avec 2,0 % (v/v) pour I’entretien des lignées de cellules Vero E6.
Un g/L d’une solution d’antibiotiques est ajoutée : amikacine dosée a 8,0 mg/mL
(Merck, Lyon, France), amoxicilline a 64,0 mg/mL (Clamoxyl®,
GlaxoSmithkline, Marly-le-Roi, France) et un antifongique a raison de 0,05 %
(v/v) d’amphotéricine B dosée a 2,5 mg/mL (Fungizone®, Bristol-Myers Squibb,

Puteaux, France).

Amorces pour la RT-PCR

Les séquences d’oligonucléotides ont été choisies dans les régions qui présentent
une forte similitude, aprés alignement de la séquence compléte des segments S et
M de la souche de référence Bunyamwera NC_001927 (GenBank, Bethesda,
Etats Unis) avec d’autres séquences d’Orthobunyavirus extraites de GenBank.
Les oligonucléotides synthétisés et purifiés par le Service Commun de Biologie
Moléculaire du CHU de Brabois sont repris dans de 1’eau sans RNAse a une
concentration de 25,0 pmol/uL. Les séquences sont celles définies par Bowen et
al., (2001), ainsi que celles que nous avons définies nous méme par (i) la
méthode de marche sur le génome et (i) a partir des séquences de génomes

d’Orthobunyavirus disponibles (Tableau IX).
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Tableau IX: Amorces définies dans notre laboratoire et publiées par Bowen et al.

(2001).
Amorce Séquence des bases (5’ 4 3°) Position (nt) Région
amplifiée
Couple d’amorces (S)
BUNS274C  CTTAACYTTGGGGGCTGGA 272-290 320-540
BUNS957R  CCCCIACCACCCACCC 874-889
Bowen ez al, 2001 BUNYAI GTCACAGTAGTGTACTCCAC 5-20 20-750
BUNYA2 CTGACAGTAGTGTGCTCCAC 946-961
BUNSI AGTAGTGTACTCCACACTACAAACT 1-25 1-300
BUNS3 TCGTCAGGAACTGGGTTGTTCCGG 325-348
Définies dans notre BUNSI AGTAGTGTACTCCACACTACAAACT 1-25 106-380
laboratoire BUNS9 AGGAATCCACTGAGGCGGTGGAGG 358-381
BUNS4 CTGGCAACCGGAACAACCCAGTT 319-341 401-750
BUNSS GAGACAACTGTCAGTGCAGACTGAA 687-711
BUNSI0 TCAGTCTGCACTGACAGTTGTCTC 688-711 730-961
BUNS2 AGTAGTGTGCTCCACCTAAAACTTA 937-961
Couple d’amorces (M)
Bowen et al, 2001 MI14C CGGAATTCAGTAGTGTACTACC 141-162 4-617
M619R GACATATGYTGATTGBAGCAAGCATG 556-590
BunM1 AGTAGTGTACTACCGATACATCACA [-25 1-401/700
BunM619R  GACATATGYTGATTGAAGCAAGCATG 556-590
BunM3 TAAGTCTAAAGCATCTGTTACTCT 497-520 2228-2400
BunM4 TAGGGTAGTTTGTGAGAGTCCCTT 1045-1068
Définies dans notre pypMs ABGGGACTCTCACAAACTACCCTA 1045-1068 830-1190
laboratoire BunM2 AGTAGTGTGCTACCGATAACAAAAC 4434-4458
BunM6 ATGCTGAAAATGTGGAGATATTGG 1633-1656 4128-4476
BunM2 AGTAGTGTGCTACCGATAACAAAAC 4432-4458
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22 METHODES

2.2.1 Culture virale

Les souches virales lyophilisées ont été reconstituées avec de I’eau d’¢lution (10 mM
TrisUHCI, pH = 8,5) sans RNAse et remises en culture sur le clone E6 de cellules Vero
(rein de singe) dans du milieu d’entretien. Les cultures ont été observées une a deux fois
par jour. D¢&s I’apparition de 50 % a 75 % d'effet cytopathogéne soit 1 a 3 jours selon les
souches, le mélange tapis cellulaire et surnageant de culture a été soumis a une série de

congélations-décongélations. Les suspensions obtenues ont été utilisées pour I’extraction

de I’ARN viral.

2.2.2 Extraction d’ARN viral

L’extraction de I’ARN viral a été réalisée avec Ql4damp® RNA Mini Kit (50), Qiagen. La
suspension de cellules infectées est traitée par du tampon AL reconstitué avec de
I’éthanol 100 % en présence de protéinase K (EC 3.4.99.45). Les lysats sont ensuite
déposés dans la colonne contenant un gel de silice. Apres centrifugation, la colonne est
lavée avec 2 tampons (AW1 et AW2). L’ARN est élué avec du tampon AE ou de I’ecau

distillée et conservé a -80°C.
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2.2.3 Amplification génique

Synthése de ’ADNc

Le mélange composé de 1,0 ug d’ARN, de 25,0 pM de chaque amorce sens (BUNS274C,
BUNYAI!, BUNSI, BUNS4, BUNSI10) pour I’amplification du segment S ou
(BUNM614C, BUNMI1, BUNM3, BUNMS, BUNM7) pour le segment M et 9,0 pL
d’eau a été porté a 65°C pendant 10 min, puis refroidi rapidement dans la glace fondante
pendant 5 min. Un second mélange constitué de : 50 U de SuperScript™ transcriptase
inverse (EC 2.7.7.45, Roche), 10,0 mM de DTT, 5X de tampon RT, 20 U d’inhibiteur de
RNAse (EC 2.7.7.17), 10,0 mM de chaque dNTP pour un volume final de 20,0 pL, est
ajouté au premier. La synthése de ’ADNc a été réalisée en portant successivement le

mélange final a 25°C pendant 10 min, 42°C pendant 50 min et 72°C pendant 15 min.

Apres la synthése d’ADNc P’amplification génique a ¢té réalisée dans un volume
réactionnel final de 50,0 pL constitué de :

- 0,2 mM de dNTPs,

- 25,0 pM d’amorces sens et antisens (Tableau IX),

- 2,6 Ude (Expand high ﬁa’elitym) Taq polymérase (EC 2.7 .7.7, Roche),

- 10X de tampon (Expand Long Template plus 17,5 mM MgCl,),

- 2,0 uL de ’ADNC,

- eau distillée stérile, pH = 8,3.

L’ensemble a ét¢ soumis a différents cycles de dénaturation, hybridation et élongation

dans un thermocycleur (2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems) :
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- dénaturation a 95°C 10 min 1 cycle

- dénaturation a 95°C 1 min
- hybridation a 55°C 1 min 35 cycles
- €longation a 72°C 2 min
- élongation a 72°C 10 min 1 cycle

Les fragments d’ADN amplifiés sont séparés par électrophorése sur un gel d’agarose
(Low MeltingTM) 0,8 % en tampon TBE, pH = 8,3 contenant du bromure d’éthidium
(BET : LC-FastStart DNA Master Hybridization Probe, Roche). Les brins d’ADN

d’environ 500 a 700 pb sont détectés aux UV.

2.2.4 Séquengage de ’ADN

L’ADNc amplifié est extrait du gel avec la trousse QIAquick® Gel Extraction (50)
(Qiagen) selon les instructions du fabriquant. La trousse BigDye® Terminator vi.1 de
Applied Biosystems, ABI PRISM® 3100- a ét¢ utilisée pour déterminer les séquences
sens et antisens des ADN purifiés. Le milieu réactionnel contenait : 2,0 pL. de Ready
Reaction Premix 2,5X ; 1,0 uL tampon sequencing SX (BigDye Terminator V1.1/V3.1) ;
3,2 pmol d’amorce, 30 ng de matrice et d’eau bi distillée. Ce mélange a été soumis a 25
cycles d'amplification de 96°C, 10 sec (dénaturation) ; 50°C, S sec (hybridation) et 72°C,
4 min (élongation) dans un thermocycleur (GeneAmp PCR System 2400, Applied
Biosystems). Le produit amplifié a été purifié par précipitation avec acétate de sodium
3,0 M ; EDTA 125,0 mM, pH = 5,6 et éthanol 95 % (v/v), puis le reste de tampon
évaporé a I'aide d’une centrifugation a vide (Speed VAC™). Les séquences
nucléotidiques ont ensuite été déterminées avec le séquenceur ABI PRISM 3100 Avant

Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
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2.2.5. Analyse des séquences obtenues

2.2.5.1 Alignement multiple

Les séquences nucléétidiques obtenues a I’aide de chaque couple d’amorcesl, soit une
séquence avec I’amorce sens et ’autre avec I’amorce antisens, ont été alignées pour
comparaison avec le logiciel MultAlin aprés inversion de la séquence antisens sous
(INVCOMP disponible sur P’ancien site d’INFOBIOGEN) afin de vérifier leur
complémentarité et spécificité. Toutes les séquences nucléotidiques obtenues a I’aide des
différents couples d’amorces ont €té alignées entre elles (pour chaque virus étudié), puis
comparées a celles de la souche de référence Bunyamwera (NC_001927, GenBank) pour
le segment S et Bunyamwera (NC_001926, GenBank) pour le segment M. Les séquences
alignées ont été corrigées et il en a résulté une séquence consensus qui cbrrespond ala
séquencevnucléotidique de la souche étudiée. De cet alignement rﬂultiple nous avons pu
déduire le pourcentage de similitude, d’identité ou de divergence entre différentes

souches.
2.2.5.2 Analyse phylogénétique

Les séquences nucléiques des isolats de RCA ont été¢ complétées avec celles de 19 autres
virus (isolés en Amérique, Europe et Asie) du genre Orthobunyavirus, tirées de
GenBank. Toutes ces séquences ont été traduites au format Fasta puis alignées avec le
logiciel CLUSTALW EBI (http://www2.ebi.ac.uk/clustalw). Les régions des séquences
mal alignées ou présentant une ambiguité ont été¢ éliminées avec le logiciel GBLOCKS
(http://molevol.ibmb.csic.es/Gblocks_server) afin d’avoir des séquences homologues

devant permettre de reconstruire les relations évolutives entre les virus. Ces relations
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évolutives peuvent étre représentées par des arbres phylogénétiques. Un arbre
phylogénétique est un graphique composé de nceuds et branches ou une seule branche
connecte deux noeuds adjacents. Les nceuds représentent des unités taxonomiques et les

branches définissent les relations de parenté entre les unités taxonomiques.

La méthode de maximum de vraisemblance (Maximum Likelihood : ML) a été appliquée
pour la construction de l’arbre phylogénétique. C’est une méthode qui estime la
probabilité d’observer les données étant donné un arbre et un modéle d’évolution. Il
utilise toutes les informations du jeu de données et tous les arbres possibles, tient en
compte un modele explicite d’évolution et produit des hypothéses sur I’évolution des
caracteres. Le ML est recherché avec le programme PHYML (Guindon et Gascuel, 2003)
selon le modéle dit General time-reversible (GTR). Les valeurs statistiques placées sur
les nceuds sont calculées par le bootstrap, ce qui correspond a I’estimation de la
robustesse de I’arbre et des branches, en comparant cent fois la séquence de chaque
souche a celles des autres. Si un arbre est robuste, c'est-a-dire fortement soutenu par les
données, alors sa variabilité sera faible. Par contre si un arbre est peu robuste il aura une
grande variabilité. Ainsi, une valeur de bootstrap de 100 % est équivalente a un nceud

vrai ou robuste.
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CHAPITRE 3

RESULTATS ET DISCUSSION
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31 ANALYSE DU SEGMENT S

3.1.1 Séquencage

Toutes les souches virales lyophilisées ont été reconstituées en eau distillée, filtrées sur
filtre Nalgéne 0,22pm, puis 200 pL de filtrats ont ét¢ ajoutées sur une monocouche de
cellules Vero E6 en culture. La lecture quotidienne des boites ensemencées a été faite au
microscope inversé pour rechercher des modifications morphologiques de cellules, ou
effets cytopathogenes (ECP). Apres 72 heures d’observation, environ 75 % des cellules
infectées ont présenté un ECP (Tableau X). La souche M’Poko ArB365 avait donné
100 % d’ECP au bout de 24 heures d’incubation. Les anomalies suivantes ont été
observées : réfringence des cellules, attaque uniforme du tapis cellulaire et rétraction du
cytoplasme induisant un maillage du tapis cellulaire donnant un aspect en "filet de

péche.”

Tableau X : Délai d’apparition des effets cytopathogénes.

Virus 75 % I’ECP
ArB28214 Bunyamwera 4 jours
ArB29051 Bunyamwera 3 jours
ArB2198 Birao ~ 2jours
ArB2882 Nola 4 jours
ArB13529 Bozo 3 jours
ArB16282 Ilesha 3 jours
HB8OP125 Ilesha 3 jours
ArB2633d Ingwavuma 4 jours
ArB365 M’Poko 1 jour (100 % d’ECP)
ArB16055 Nyando 3 jours
ArB28851 Pongola S jours
AnB1292 Batama 4 jours
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Trois méthodes d’extraction de I’ARN viral ont été testées : I’extraction au TrizolTR,
phénol-chloroforme et par la trousse Ql4amp® RNA Mini Kit (50). Les rendements étant
comparables, la méthode d’extraction au Qiagen, simple a mettre en oeuvre, rapide
(environ 15 minutes) et moins colteuse a été retenue. Aprés extraction des ARN viraux,
plusieurs optimisations ont été effectuées sur le protocole d’amplification décrit par
Bowen et al. (2001) ce qui a permis d’obtenir un amplicon de la taille attendue. La
réaction de transcription inverse a été optimisée au thermocycleur par la séquence : 25 °C
/ 10 min, 42 °C / 50 min, 72 °C / 15 min au lieu de 42 °C /1 h selon le protocole décrit
par Bowen et al. (2001). La température d’hybridation a également été portée a 55 °C au
lieu de 42 °C afin de réduire les bandes non spécifiques.

Le couple d’amorces BUNYAI1 / BUNYAZ2 (segment S), décrits par Bowen et al. (2001),
est spécifique des virus des sérogroupes California et Bunyamwera, tandis que le couple
d’amorces BUNS274C/BUNS957R est spécifique des régions fortement conservées du
segment S des virus du sérogroupe Bunyamwera. Ces amorces ont été utilisées en
premiére intention dans une réaction de RT-PCR, afin de vérifier 1’identification des
souches isolées en RCA. Cette réaction d’amplification génique avait permis d’obtenir un
segment d’ADN de taille attendue (500-700 pb) pour le segment S comme le montre un
exemple de 6 souches sur 12 (Figure n° 15). En réalité, nous avons pu ainst amplifier
10 souches sur les 12 sélectionnées au départ. Les souches Batama et Pongola ne pouvant

pas étre amplifiées par ces amorces.
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Imiege 10! S0OCI3-OODEM P 1 A T

Figure n°® 15 : Contrdle de purification d’amplicons de différentes souches, obtenus a 1’aide du couple
d’amorce BUNS274C/BUNS957R.

Ligne 1 : Bunyamwera ArB28215 ; 2 : Birao ArB 2198 ; 3 : Pongola ArB28851 ; 4 : Bozo ArB13529; 5:
Bunyamwera ArB29051 ; 6 : Ilesha HB80P125 ; M : marqueur de taille.

Apres ﬁne purification des amplicons a 1’aide de QIAquick® Gel Extraction Kit (50), une
premiere réaction de séquencage a ¢été réalisée avec les amorce sens (BUNS274C) et
antisens (BUN957R). 1l a ainsi été obtenu une séquence nucléotidique partielle du
segment S des souches de RCA. L’utilisation des couples d’amorces définis dans notre
laboratoire, dont BUNS1/BUNS3, a également permis de compléter la séquence de ce

segmeni S (Figures n° 16a, et n° 16b).
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Figure n° 16a : Résultat de séquencage du segment S de la souche Nola ArB2882, réalisé avec 1’amorce
sens BUNSI (séquence nucléotidique et chromatogramme).
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Figure n° 16b : Résultat de séquengage du segment S de la souche Nola ArB2882, réalisé avec I’amorce
antisens BUNS3 (séquence nucléotidique et chromatogramme).
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Les séquences nucléotidiques obtenues a 1’aide des amorces sens et antisens ont €té

alignées entre elles (Figure n° 17).
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Comparaison sur MultAlin de séquences nucléiques de la souche Nola ArB2882, aprées

inversion de la séquence antisens (NolaS1 : séquence sens ; NolaS3 séquence antisens inversée).

Apres vérification de la qualité des séquences nucléotidiques de chaque souche, celles-ci

ont été alignées avec la séquence complete du segment S de la souche de référence

Bunyamwera NC_001927 afin de déterminer leur similitude et la longueur du segment

amplifiée. Cette comparaison avait permis de montrer que les séquences nucléotidiques

de chacun des virus étudiés avaient une grande homologie avec celle du virus

Bunyamwera NC 001927, virus prototype du genre Orthobunyavirus (Figure n° 18).
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Figure n° 18 : Comparaison de la séquence partielle de Nola ArB2882 (amorce BUNS274C/BUNS957R)
a celle de la souche de référence Bunyamwera NC_001927 (GenBank).

Les Orthobunyavirus isolés en RCA n’avaient jamais été séquencés, et les amorces

décrites par Bowen er al. 2001 (BUN274C/957R) n’ont permis d’obtenir qu’une

séquence nucléotidique partielle du segment S de ces souches. Par conséquent, plus de

275 réactions de séquengage ont été réalisées avec les jeux d’amorces définis au

laboratoire, a raison de 18 a 25 séquengages par virus. Puis un alignement multiple des

différentes séquences nucléotidiques partielles a été réalisé avec le programme MultAlin.

Les éventuels artéfacts d’insertion ou de délétion des bases liés au logiciel de 1’ABI

Prism™ ont été corrigés a I’aide d’une 3¢, voire 4° séquence sens ou antisens de la zone

intéressée. Cette combinaison des séquences nucléotidiques partielles corrigées a

finalement permis d’obtenir une séquence compléte du segment S de dix virus sur douze

étudiés (Tableau XI).
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Les virus Pongola ArB28851 et Batama AnB1292 isolés a I’Institut Pasteur de Bangui
(RCA) et classés par les méthodes sérologiques dans les sérogroupes Bwamba et Tete
respectivement n’ont pu étre amplifiés avec ces différents jeux d’amorces. Des séquences
terminales conservées d’environ 11 nucléotides (spécifiques des Orthobunyavirus) ont
également été utilisées pour tenter d’amplifier ces deux derniéres souches (Pongola
ArB28851 et Batama AnB1292). Une bande visible sur gel d’agarose d’environ 250 pb a
été observée. Malheureusement, aprés purification, celle-ci s’est révélée résulter d’un
« tricotage des amorces ». Ces virus sont néanmoins en cours de séquengage avec les

amorces décrites et suggérées par Kuno et al., (1996 et communication personnelle).

L’analyse de 1’alignement de toutes les séquences (Figure n° 19), a permis de connaitre

pour chaque position la variabilité en bases. Cet alignement servira aussi a produire une

séquence consensus et une table de fréquence des éléments constitutifs de la séquence.
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Figure n°® 19 : Alignement de différentes séquences nucléotidiques complétes du segment des isolats de
RCA et de la souche référence NC_001927 pour recherche de similitude.
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3.1.2 Caractéristiques du segment S

La taille du segment S des dix isolats de RCA varic entre 894 et 961 bases (Tableau X1).
L’organisation du segment S de ces souches est comparable a celle des virus de
sérogroupes Bunyamwera, California et Simbu, autrement dit, des virus du genre
Orthobunyavirus comme I’avait décrit Elliott (1989 et 1990) avec ses deux cadres
ouverts de lecture (ORF : Open Reading Frame) chevauchant qui codent les protéines N
et Ns. Le plus grand ORF correspond a la protéine N et mesure environ 648 a 723 bases
(Tableau XI). Cette protéine N débute aux positions 80 a 86 en 5°, et se termine en
position 785 a 808 en 3’ selon les virus. La séquence correspondante d’acides aminés de
la protéine N de toutes les souches est caractérisée par la présence d’une seule

méthionine initiale (Figure n° 20).

L’ORF de la protéine NSs mesure de 252 a 306 nucléotides. Quelle que la souche, il
débute en 5’ au nt 105 et se termine en 3’ entre les nt 356 et 440. Le début de toutes les
séquences correspondantes d’acides aminés est caractérisé par la présence de deux
méthionines a I’exception de celle de la souche Birao ArB2198 (Fig. n® 21). La région
codante est flanquée de deux régions non codantes ou NCR « Non Coding Region » de
79 a 85 bases en 5° et 150 a 181 bases en 3’ (Tableau XI). Elles contiennent des

séquences complémentaires inversées comme cela avait été décrit par Dunn et al.,

(1994).
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Tableau XI : Composition en bases et acides aminés du segment S de I’ARN des Orthobunyavirus isolés en RCA.
Séquences de bases du segment S Séquences d’acides aminés
Sérogroupe Virus Année Origine Longueur A+U (%) | Protéine N Protéine NSs Protéine N Protéine NSs
Total 5’NCR  3’NCR (% identité / Pr) (% identité / Pr) (% identité / Pr) (% identité / Pr)
Bunyamwera NC_001927 1991 Ae. (8) africanus 961 85 174 58.17 » 702 306 233 101
Bunyamwera ArB28215 1994 Ae. (S) africanus 956 82 172 59.83 702 (84.4) 306 (92.9) 233 (91.8) 101 (93.1)
Bunyamwera ArB29051 1969 Mansonia uniformis | 961 85 174 59.00 702 (94.6) 306 (99.7) 233 (99.6) 101 (100.0)
Bunyamwera
Birao ArB2198 1979 An. pharoensis 894 | 85 107 58.95 702 (36.8) 303 (94.2) 233 (93.1) 100 (91.1)
Bozo ArB13529 1980 Ae. (S) opok 961 85 174 57.96 702 (88.2) 306 (93.3) 233 (87.1) 101 (91.1)
llesha ArB16282 1980 Anopheles gambiae | 961 85 174 58.79 702 (84.9) 330 (94.6) 233 (87.6) 109 (86.2)
Ilesha HB80P125 1971 Human 961 85 174 58.79 702 (83.2) 252 (94.9) 233(94.4) 83(77.2)
Bakau Nola ArB2882 1965 Culex perfuscus 961 85 174 58.69 702 (89.0) 306 (96.4) 233 (96.1) 101 (9{. 1)
Turlock M’Poko ArB365 1970 Culex sp. 955 85 147 58.17 723 (81.9) 288 (75.7) 240 (71.1) 95 (60.4)
Simbu Ingwavuma ArB2633d 1980 Estrilda melpoda 958 83 227 59.19 702 (59.9) 294 (92.6) 233 (89.1) 97 (86.1)
Nyando Nyando ArB16055 1994 An. funestus 959 79 178 59.54 702 (86.4) 306 (93.1) 233 (92.3) 101¢92.1)
Bwamba Pongola ArB28851 1970 Ae. circumluteolus Non amplifiées
Tete Batama AnB1292 1991 Euplectes afra

NCR: région non codante (non coding region); Pr: prototype; Protéine N: protéine de la nucléocapside; Protéine NSs: protéine non structurale.
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La comparaison des séquences nucléotidiques complétes du segment S des souches de RCA
avec celle de la souche de référence Bunyamwera NC 001927 montre une différence variant
de 5% a 15 % entre les bases de la souche de référence et celles des souches de RCA

étudides.

3.1.3 Protéine de la nucléocapside

La comparaison des séquences d’acides aminés de la protéine N des souches de RCA et de la
souche de référence NC_001927, montre une divergence qui varie de 0,4 % a 29,0 % selon
les virus (Tableau XII, premiére ligne / moitié supérieure). La protéine N de la souche
M’Poko a le taux de substitution d’acides aminés le plus élevé soit 29 % de substitution
(Figure n° 20). Les divergences obtenues entre les séquences de cette souche et celles des
autres souches de RCA varient de 29,0 % a 43,0 % (Tableau XII, moitié supérieure, colonne
10). Cependant, des petites régions fortement homologues correspondent aux codons 77-
80, 202-209, 211-218 et 220- 232 (Figure n° 20). Par contre la comparaison des 9 autres

souches entre elles montre une grande similitude (Figure n° 21).

67



89

LT6100 DN RIdmWeAUNE 2YoNOS B[ 3P ][0 92AB Y)Y 9P SI1B[0SI $9p N 2uijoid ] op spurure sapioe,p saouanbgs sap juswauSiy (g o¥ AN

s9[qissod vy ¢ . snguofew v | . sanbnuap! vv .

AITAS | LM Se3TD$RIbIM NI Uk IbAYATETCgdA SN 319 T1IHISOAI4STR{II00°MIIT  Snsuasuo)
: ALHASA LHNUEIDDHNADD AT TAAIAIASAANATIIY TdAAS LI 1AM L ITISNNIIIFONINIY  GIEB-HOd0d W
BSAALTHSTIIL TASALHSSUT TOHAN T TIAD4ANT 108 1O0A IO d 1dA HA LI TIMISId 445 TAATIOONNLTT  62GETE-IHOZog
: MATOSTLHISAITOISHON TIAT TIAIHINGDADAIITUHAA SO0 LI TIHISTASISTAATIIOANLTIT 282918 HeYSaT]
: AISANSA LHSSHT TOHAA=AH AT TANJOHINADANAIOIN 1dA 4419 714HISOd 445 TAATIVONNLIT  £€92dyeuUnaenduy
4SAALTHSHADL TASALHSSHITOHANDAH LATIANIHINADANATITY 1dA D419 TIHISTd A4S TAATIVONNLIE  ST2828-yeJanuefiung
: AU DASTIHLSHI TOUAADARIAT TANIIHINABANATITY TdA AL 9 TIHISDA 45 TAATIDONLIT  S2TO8GHPYSATL
BSAALTHSHAISANSALHLSHI TIHAGDAH AT TANJOHTADANATIIH 1A A J1914HISTA44ST1AATIONNLID 86128 HoRJTY
JILERLEREY DL L BSAALTHSHATL DISALHLSHITIHAADAHLATIANdIHINADAAATOTH 1A D HLITIHISIA IS TAATIVONNLID 288284 TON
9440140460 HSAALTHSTAIL TASA LHLBYI TOHANDAH LAT TAAdIHINADANATITY 1dA AL 9T 4HISTdA4STAATIOANNLIT  TS0629-1yeanuefiung
; BSAALTUSTAIL TISALNLBYI TOHASDEHINT TANTIHINADANATIIH 1dA A1 T TIHISIA A4S TAATIDONKLID  £26T00 INe2nufiung

002 067 081 0LT 091 05T obT TET

LURAQTHN3YUT | ASHISINETSINTIIBNTASTAIYOAS T9ILHI ¥ JUHAUATJOXLISS WHRAQYAITR|H  Shsuasuo)
LA0YINAS09 TAA LAFHIL LA LS LANMEA-ATIATHOAS TO LIHAMIDNUAUAIJOA LSSHOU-AOHATAIIN  GIEGIHOAOd H
ANAALTIHO9 TH TLATHISDIU IS IATISONIA ATATHOAL 19 LIHAWIJNUABYIJ0ALSS INHUAONATTIIH  625€TE-Hoz0g
LHAASTANIS TN ILATHISHAU IS IATIAOATA STATHOAN TONLHIUA SNBAUAIAOA1SSINULAOHAIT1IIN 282318 HeYsaTT
LHAABANMIT TN TLATHISHIU IS IATFAONTASTHINGAS TONLHTAA INUAUATJO LSS INBUAOHAITOAH  ££928yeunaenduy
LNAABIINGT TNLLATNISHAS ISANTIADNTAITITHOAS 19 LLHANN INUAUYIJOISSSINAVAONIT1IIN  GT2828-yesanuefiung
THAATANOT THTLAIHASDIB IS INT FHIATA ATATHOAN TONLHT A INUAUASO 1SS INHLAOHAT1IIH  G2Td0BEHeYSSTI
IHAABAAHOT TN TLATHIASDAU IS INTFHONTAATITHOAS TIN LHTAI INBABATAO 1SS INHBAHHATT1IIN  86T2d-1yoeJTq
LINAALTAHO9 TN TLATHASHAU TS AT FHONIA ATATNOAS TI L LHT I ANUAUATJOALSSINUBAOHATTIIN  28828-HeTON
INAALTAND9 TN TLATHISHIN IS INTIIINTA STHTHOAS 19 L LHANA INUABATJOS1SSINUUAOHATTIIN  TS0628 e sanuefiung
INAALTAHO9 TN ILATHISWAU IS INIFIIATA STHTHOAS T 11HMDI:II'I:IJ-BhEIdI]:llSSlHHI:Ia‘IUH:B'IEIIIiI £26T00~JNeJanufiung
0f 09 0S op o€ 0c o1 T

AU TAUTDASHIL D doSMI$HR TTRIR 43S TIYT L TI00dAdNY
NXFYIDHS DASHIT TAIAISAAODA TTAS TN TN LdDO019dN
NAFU TS LIISAIT PIIdUSAA THAI TISHU149344H 11 1900dSdNN
MU TAHIDASATI TAIAISAN THAT TTAYU 1495 THH 11 1900dAdNN
MAFUHANITASATII TAOdISA-THLATISHH 1495 THH 1L 1900dAdNN
HATH TINIIAUALL IAIISHA THIT TR0 1495 TIH 1L 1900dAdSN
AU TANIDASATIDNIAISAN THIT TIIAUTADS TAH 1L 1900dAIHN
HAFU NI DIIT TAIdISAA THIT TTASU 19SS TIH 1L 1900dAdNN
WAFUINI AT TASdISAA THAI TTASU 189S TIH 1L 1900dAdNN
NEHTANIDISATI DI3dISTATHAI TIASY 1495 THH 11 1900dA NN
AU TINIDISATI DIIdISAN THAI TTAYY 1495 TAH 1L 1900dAdNN
i 3 % $ ¢

0ET o2t o1t 00T 06




1 10 20 30

| § = "
HIELEFHDYARNTSSTFDPEYAYANFKRYH
HIELEFHDYAANTSSTFDPEYAYANFKRYH
HIELEFHDYAANTSSTFOPEVAYANFKRIH
HIELEFHHY! TSSTFDPEVAYANFKRIH
HIELEFHDVTANTSSTFOPEVYAYANFKRIH
HIELEFNDYTANTSSTFDPEYAYANFKRIH
HIELEFNDYAVNTSSSFDPERAYANFKRYH
HVYGIEFHDY TSSTFDPEVAYANFKRIH
HIELEFHDYTANTSSTFDPEVAYANFKRIH
HIELEFNDY TSSTFDPERRYANFKRYH
NH!elEFhDVaaNTSSLFDPEVAYANFKR!H
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230233

> & + & + + 3 7 == |
GITHN BEEWLSFFPGEEHFLGTFRF‘I’PLHIGITK'.'IJRKEI‘IEPKTLEKTHRQR‘I‘HGLERHTHT\'SKLTE\'QSRI.W?ﬁﬁ"KKTWﬁﬁﬂﬂRﬂﬁLHKFEIIII'I
GITHNRGEEYYLSFFPGHEMFLGTFRFYPLATGIYKVYORKEHEPKYLEKTHRORYHGLERRTHTYSKL TEVQSALTYYSGLGHKK THYSARARDALAKF GINM
EMFLGTFKFYPLAIGIYKVOQRKEMEPKYLEKTHRORYHMGLEASTHTYSKLTEYQSAL TYYSQLGHKKTNYSARAREAFAKFGINKY
EMFLGTFKFYPLAIGIYKYQKKEMDPKYLEKTHRQRYHGLEASTHTYSKYSEYQSAL TYVSLGHKKTNY TARARDAFAKFGINN

60 70 80 90 100 110 120 130

> + + 4 % + 1
VYNTNFPGNRNNPYPDDGLTLHRLSGFLARYLLEKHLKYSEPEKLITKSKITNPLAEKN
YYNTNFPGNRNNPYPDDGL TLHRLSGFLARYLLEKHLKLSEPEKLIIKSKITNPLAEKN
YYNTHFPGNRNMPYPDDGLTLHRLSGFLARYLLEKHLKYSEPEKLITKTKIINPLAEKN
VYNTHFPGNRNNPYPDDGL TLHRLSGFLARYLLEKHLKVYSEPEKLITKTKITNPLAEKN
YYNTNFPGNRNNPYPDDGL TLHRLSGYLARCLLEKHLKYSEPEKQIIKSKITHPLAEKN
YYNTNFPGNRNNPTPODGL TLHRLSGFLARFLLEKHLKYSEPEKLTTKTKTTINPLAEKN
YYNTHFPGNRNSPYPDDGLTLHRLSGFLARFLLEKHLKMSEPEKLTIKAKTIINPLAEKN
YYNTHFPGNRNNPYPDDGL TLHRLSGFLHKSLLOTHL-YSEPDKLITKSKITINPHAEKN
YYNTKFPGNRNNPYPDDGL TLHRLSGFLARYLLEKHLKYSEPEKLITKSKITNPLAEKN
VYNTNFPGNRNNPSPDDGL TLHFFCGFLAKSLLEKHLKYSAPEKLITKSKITSPLAEKN

RSEHEYT1NLGGHK 'aYYNTnFPGNRNnPvPDDGLTLHr1sGFLar . LL #kHLkvSeP $KLIIKsKI inP$AEKN

BunynwueralC_001927
BunyanwerafrB29051
HolaArB2882
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IleshafrB16282
BozoRrB13529
Consensus

Bunynwerahl(C_001927
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Figure n° 21 : Alignement des séquences d’acides aminés de la protéine N des Orthobunyavirus de RCA avec celle de la souche Bunyamwera NC 001927 sans la séquence
de la souche M’Poko ArB365 montrant de grandes similitudes.
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L’alignement d’un court fragment permet de déduire qu’au cours de I’évolution des
substitutions se sont produites entre les résidus glutamate (E) et glycine (G) du codon 3 ;
alanine (A) et thréonine (T) au codon 10 ; thréonine (T) et sérine (S) du codon 16 ; valine (V)
et alanine (A) au codon 21, et finalement qu’il .s’est produit une délétion du codon 10 de la

souche M’Poko (Figure n° 20).

1

:
BunynuweraNC_001927 HEELEFHD YAl
BunyanweraArB29051 HEELEFHD YAl
NolafArB2882 HEE EFHD YAl
BiraoArB2198 HIELEFHH YAl
IleshaHB80P125 HIELEFHD YAl
BunyanwerafArB28215 HJIELEFND YAl
InguwavunafArB2633 HYGIEFHD YAl
IleshafArB16282 HIELEFHD YAl
BozoArB13529 HEELEFND YAl
H PokoArB365 HIEMEFHD YAl
Consensus HfelEFhD Y

Figure n° 20 : Alignement des séquences d’acides aminés de la protéine N des isolats de RCA avec celle de la
souche Bunyamwera NC_001927. : :

Par ailleurs, d’un point de vue stérique et physicochimique, pour les codons 11 et 21 la valine
est proche de ’alanine, et pour le codon 16 la thréonine a les mémes propriétés que la sérine.
En conséquence, la substitution d’une valine par une alanine ou d’une thréonine par une
sérine n’a généralement aucune incidence sur la fonction de la protéine. De telles substitutions
sont dites conservatives et sont relativement fréquentes au cours de 1’évolution car elles

modifient peu le phénotype protéique et offrent donc peu de prise a la sélection naturelle.
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Plusieurs résidus sont hautement conservés comme par exemple, les résidus 5 a 6, 14 a 24,

27 a 31 etc. Y aurait-il une relation entre ces résidus et les épitopes correspondant aux sites de
fixation du complément responsables des réactions croisées que 1’on observe au cours des
tests sérologiques pour les différents virus du genre Orthobunyavirus? La détermination des
structures tertiaires de ces €pitopes par analyse in silicio et leur synthése devraient permettre

de vérifier cette assertion.

1 10

| +
BunynueraNC_001927 HIELEFHDYAAN
BunyanuerafArB29051 HIELEFHDVAAN
NolaArB2882 HIELEFHDVAAN
BiraofirB2198 HIELEFHHVARN
IleshaHB80P125 HIE|LEFHDYTAN
BunyanverafArB28215 HIELEFNDYAYH
IngwavunafrB2633 HYGLEFHDVARN
IleshafArB16282 HIELEFHDVTAN

BozoArB13529 HIELEFNDYAAN
N PokoRArB365 HIEVEFHDY-AD
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FY
FY
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FY
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| Y
FY

o i o 5 05 R0 P e g g |

NN=ZNNEENNAOWN

Consensus H!e]lEFhDYaA#

Figure n° 20 : Alignement des séquences d’acides aminés de la protéine N des isolats de RCA avec celle de la
souche Bunyamwera NC_001927. Encadrés, les résidus hautement conservés.
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3.1.4 Protéine non structurale

La comparaison des séquences de la. protéine NSs des différentes souches a celle de la
référence montre également des substitutions ou différences entre les séquences d’acides
aminés de 6 % a 40 % (Tableau XII, moitié¢ inférieure, Figure n°l 22). Le plus fort taux de
substitution d’acides aminés a été observé avec la séquence de la souche M’Poko (40 %).
Cette divergence a été d’autant plus importante (40 % a 49 %) lorsque la séquence de la
souche M’Poko a été comparée a celle des 9 autres souches (Figure n°® 22). Il est d’ailleurs
remarquable de souligner que la souche M’Poko posseéde outre (i) une délétion pour la
protéine N, (ii) cette variabilité¢ importante de la protéine non structurale et (iii) la capacité a
induire I’ECP en 24 heures sur les cellules Vero. Ces constatations sont peut-étre liées et
devraient étre étudiées plus en détail car elles conférent un avantage prolifératif et évolutif a

M’Poko.
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BunyanweralC_001927
BunyanwerafrB29051
IleshafrB16282
NyandoRrB16055
BiraofirB2198
NolaRrB2882
BunyanwerafrB28215
BozofArB13529
IngwavunafirB2633
IleshaHB80P125

H PokoArB365
Consensus

. AA identiques

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 109
| + & & & & 2 % & & - |
HHSLLTPAVLLTORSHTLTLSVSTPLGLYHTTYESSTLKDARLKLYSQKEYNGKLHLTLGAGRLLYITIRIFLATGTTQFLTHVLPSTASYDSLPGTYLRAC
HHSLLTPAYLLTORSHTLTLSYSTPLGLYHMTTYESSTLKDRRLKLYSGKEYNGKLHLTLGAGRLLYITRIFLATGTTQFLTHYLPSTASYDSLPGTYLRAC
HHSLLTPAYLLTORSHTLTLSYSTPHGLTTTTYESSTLKDRRLKLYSOKEVNGRLHLTLGAGRFLYIIRNFLATGTTOFLTHVLPSTDSYDSLPGTYLRACLKSYNRKN
HHSLLTPAYLLTORSHTLTLSYSTPHGLTTTTYESSTLKEERLKLVSOKEYNGRLHLTLGAGRLLYIIRIFLATGTTAFLTHYLPSTASYDSLPGFYLKHC
HSLLTPAYLLTORSHHLTLSYSTPHGLYHT TYESSTLKDRRLKLYSYREYNGRLHL TLGAGRLLYTIRIFLATGT TOFL THYLPSTASYDSLPGIYLKKC
HHSLLTPAYLLTORSHHLTLSYSTPLGLYHTTYESSTLKDARLKLYSUREYHGRLHLTLGAGRLLYIIRIFLATGTTOFLTTYLPSTASYDSLPGIYLRKC
HHSLLTPAYLLTQRQHTLTLSYSTPLGLYTTTYESSTLKGERLKLYSOKEYNGKLOLTLGAGRLLYITRIFLATGTAQFLTHYLPSTASYDSLPGSYLRRC
HHSLLTPAVLLTORQHTLTLSYSTPLGLLHTTYESSTLKGRRLKLYSOKEYNGKLHLTLGAGRLLYIIRIFLATGTTQYLTHYLPSTSFYDSLPSPYLKRC
HHSLLTPAYLLTQRSHMLTLSYSTPHGLYHTTYESSTLKDAR| KLYSOREVNGRLHLTLGAGRLLYTIRIFLATGTTAFLTTVLPSTASYDSYTSPY

HHSLLTPAVLLTQRSHTLTLSYSTPHGLTTTTYESSTLKD!
HHSLIR-AYLHTQRSHTQNKSYSTPLGLYHTTYESST-KD
HHSL1tpAYLSTORsHE 1L 1SYSTPS$GLYnTTYESST1Kd

. 1 AA majoritaire

YNGRLHLTLGAGRLPYIIRIFLATGTTOFLTHY
IONGNEQSHLGTGRTQQTKRIFRATAKTOEP THYQPPTASGKPFPGTY
fvNGrlhltlGaGR11yiiRIF1ATgt TOf1TnV1lpstasvdslpg.yll Jc

. 2 AA possibles

Figure n° 22 : Alignement des séquences d’acides aminés de la protéine NSs des isolats de RCA avec celle de la souche Bunyamwera NC_001927. Substitution entre deux
acides aminés basiques (Arginine = R en Lysine = K) sans conséquence majeure (codons : 42, 49, 99, 100).
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Malgré toutes ces divergences de séquences en acides aminés de la protéine NSs, la
plupart des substitutions d’acides aminés observées entre les séquences de la protéine
NSs de différentes souches étudiées sont conservatives notamment aux codons 5, 42, 45,
49, 56, 61, 75, 77, 80, 90‘ etc. (Figure n°® 22). D’autre part, la séquence d’acides aﬁinés
de la protéine NSs de la souche Bunyamwera ArB29051 est identique (100 % d’identité)

a celle de la souche de référence NC_001927 (Tableau XII, colonne 1).

1 10 20 30 40 50 60

AVLLTORSHTLTLSYSTPLGLYHTTYESSTLKDARLK OKEYHGKLHLTL
AYLLTORSHTLTLSYSTPLGLYHTTYESSTLKDARLKL FSOKEVNGKLHLTL!
AVLLTQRSHTLTLSYSTPHGLTTTTYESSTLKDARLE OKEFNGRLHLTL
AYLLTORSHTLTLSYSTPHGLTTTTYESSTLKEERLKL FSQKENNGRLHLTL
AYLLTORSHHLTLSYSTPHGLYHTTYESS TLKDARLKL YGAREFNGRLHLTL
AYLLTORSHHLTLSYSTPLGLYHTTYESSTLKDARLKL FSQREFNGRLHLTL
AYLLTORQHTLTLSYSTPLGLYTTTYESSTLKGERLKL VSOKEFNGKLALTL
AYLLTORQHTLTLSYSTPLGLLHTTYESSTLKGARLKL PSAKENNGKLHLTL
AYLLTORSHHLTLSYSTPHGLYHTTYESSTLKDARL ORENNGRLHLTL
AVLLTORSHTLTLSYSTPHGLTTTTYESSTLKDARLA OKEYNGRLHLTL
AYLHTORSHTONKSYSTPLGLYHTTYESST-KDRKTRPYQOKOANGNEQSHNL!
AYLSTORsHE1L1SYSTP$GLYnTTYESST1Kdar 1K1YV <0k #NGr1h1tL

BunyanweraNC_001927 HiS
BunyanuwerafArB29051 K¢
IleshafArB16282 HHY
NyandofArB16055 HHS
BiraofArB2198 H
NolaArB2882 HHY
BunyanuwerafRrB28215 HHY
BozoRArB13529 HHY
IngwavunaArB2633 MY
IleshaHB80OP125 HHY

H PokoArB365 HHY
Consensus HiY

Figure n° 22 : Alignement des séquences d’acides aminés de la protéine NSs des isolats de RCA avec celle
de la souche Bunyamwera NC_001927.

Substitution entre deux acides aminés sans conséquence majeure : Arginine = R en Lysine = K : codon 49 ;
Leucine en Isoleucine : codon 5.
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Tableau XII: Pourcentage d’identité entre les séquences de la protéine N (moitié supérieure du tableau) et NSs (moitié inférieure) des isolats de RCA et la souche

NC_001927.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Bunyamwera | Bunyamwera | Birao Bozo Nola [lesha Ilesha Nyando |M'Poko Hngwavuma

NC 001926| ArB28215 |ArB29051 |ArB2198|ArB13259| ArB2882 {HB8OP125| ArB16282 | ArB16055 | ArB365 | ArB2633d
NC 001926 91.8 99.6 93.1 87.1 96.1 94.4 87.6 B3 F1] 89.3
ArB28215 |93.1 91.8 88.0 85.0 91.0 89.3 82.4 91.0 64.9 85.0
ArB29051 [100.0 93.1 92.7 86.7 95.7 94.0 87.1 91.8 07 88.1
ArB2198  |91.1 85.1 91.1 81.5 95.3 91.8 85.4 91.0 66.5 91.0
ArB13259 |91.1 89.1 91.1 85.1 85.4 84.1 79.4 84.5 61.6 81.1
ArB2882  |94.1 88.1 94.1 95.0 86.1 93.6 87.6 92.7 68.2 89.7
HB8OP125 (77.2 73.3 77.2 75.2 74.3 75.2 89.3 93.1 66.9 88.8
ArB16282 [86.2 81.7 86.2 81.7 79.8 86.2 73.4 86.7 60.7 81.5
ArB16055 |92.1 91.1 92.1 90.1 88.1 89.1 79.2 86.2 66.1 87.6
ArB365 60.4 554 60.4 56.0 53.5 56.4 51.5 514 54.5 64.5
ArB2633d |86.1 80.2 86.1 90.1 82.2 90.1 78.4 77.1 84.2 56.7
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3.1.5 Analyse phylogénétique

Les séquences nucléotidiques de la protéine N des dix isolats des RCA ainsi que 19

autres extraits de GenBank, ont été alignées sur le programme CLUSTALw. Les régions

présentant une ambiguité ont été supprimées a I’aide du programme GBLOCKS (cf.

matériel et méthodes). Les séquences corrigées ont servi a la construction de 1’arbre

phylogénétique (Figure n° 23).
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Figure n°® 23 :
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Alignement des séquences nucléotidiques de la protéine N des Orthobunyavirus de RCA et

d’autres extraits de GenBank.
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Apres construction de I’arbre phylogénétique avec les séquences nucléiques du gene N

(Figure n° 24), trois groupes de séquences peuvent étre individualisés:

(i) le groupe de séquences ou sérogroupe Bunyamwera contenant la souche
prototype Bunyamwera NC 001927 et les souches apparentées,
(ii) le sérogroupe California,

(iii)  le sérogroupe Simbu.
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Figure n°® 24 : Arbre phylogénétique non enraciné obtenu a I’aide des séquences nucléotidiques de la
protéine N par la méthode du maximum de vraisemblance. L’échelle des barres représente le pourcentage
de substitution par site. Les nombres sur les nceuds sont les valeurs de Bootstrap et les valeurs inférieures
a 50 % ont été supprimées. La leur longueur des branches traduit la vitesse évolutive entre espéces.
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Les dix isolats de RCA sont regroupés a l’intérieur du cluster I formé par les virus
membres du sérogroupe Bunyamwera (Figure n° 24). Ce cluster est bien séparé des deux
autres constitués de virus des sérogroupes California et Simbu. Ce résultat est robuste
avec une valeur de bootétrap de 100 %. Bien qu’a I’intérieur du sérogroupe Bunyaﬁlwera,
les valeurs du bootstrap entre les différents nceuds ne soient pas toutes élevées (ex. 50 %
entre ArB28215 Bunyamwera et ArB13529 Bozo), ce groupe forme un clade (ensemble
regroupant probablement des especes issues d’un ancétre commun) qui exclut le virus
Nyando. Cependant ce groupe est fortement relié (valeur de bootstrap 97 %) aux trois
sous-unités taxonomiques formées au bas du clade formé par les virus Ilesha 80P125,
[lesha 16282 et Mboke AY593727, nceud soutenu par un bootstrap de 100 %, M’Poko
ArB365, NC 001927 et Bunyamwera ArB29051, nceud soutenu par un bootstrap de 96
%, et enfin, Ingwavuma AnB2633d, Birao ArB2198 et Nola ArB2882, noéud soutenu
par un bootstrap 100 %. |

La présence du virus Ingwavuma ArB2633d dans le Cluster 1 formé par les virus du
sérogroupe Bunyamwera est surprenante. Cette souche était classée a I’[PB et confirmée
au CRORA par les méthodes sérologiques dans le sérogroupe Simbu. Les
caractéristiques moléculaires du segment S des virus Ingwavuma ArB2633d et Birao
ArB2198 du sérogroupe Bunyamwera démontrent une forte relation (valeur de bootstrap
100 %) et excluent le virus Nola ArB2882 (sérogroupe Bakau). Le virus Ingwavuma
ArB2633d isolé en RCA se trouve trés ¢loigné des autres virus du groupe Simbu
regroupés dans le cluster III. Cette remarque est valable pour les virus classés
initialement dans les sérogroupes Turlock (M’Poko ArB365), Bakau (Nola ArB2882) et
Nyando (Nyando ArB16055). Ceux-ci sont aussi fortement reliés aux virus du

sérogroupe Bunyamwera (valeur de bootstrap de 97 %).
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Les deux autres clusters formés par les virus membres des sérogroupes California et
Simbu sont également séparés avec un haut degré de confiance traduite par une valeur
¢levée de bootstrap (100 %) preuve de la solidité du phylogramme. La formation des
clusters recoupe parfaitement le sérogroupage quelle que soit ’origine géographique des

différentes souches. Cet arbre est donc monophylétique.
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3.2 ANALYSE DU SEGMENT M

3.2.1 Séquencage

La séquence nucléotidique du segment M de la souche de référence Bunyamwera
NC 001926, GenBank mesure 4458 bases. La détermination des séquences
nucléotidiques du segment M des isolats de RCA a été réalisée sur le méme principe que
celui utilisé pour la détermination des séquences nucléotidiques du segment S. Le couple
d’amorces M14C/M619R décrit par Bowen et al. (2001) a ét¢ utilisé en premiére
intention et a permis d’obtenir un segment d’ADN ayant la taille attendue de 600 a 700

pb (Figure n° 25).

Snpnoanan
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Figure n° 25 : électrophorése sur gel d’agarose 1 % de produits d’amplification du segment M des souches
de RCA.
(M) : marqueur de poids moléculaire ; (1 a 4) : Bunyamwera ArB29051 [1: MI4C/M619R, 2: M1/M619R,
3: M3/M4, 4: M6/M2] ; (5 4 8) : Bunyamwera ArB28215 [5: MI4C/M619R, 6: MI/M619R, 7: M3/M4, 8:
M6/M2]
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Un amplicon d’environ 500 pb visible sur gel d’agarose a également été obtenu avec la
souche Pongola ArB28851, alors qu’au niveau du segment S ’ARN de cette souche n’a
pu étre amplifiée. Le séquengage a été réalisé avec les couples d’amorces spécifiques du
segment M définis au cours de cette étude (MI/M619R ; M3/M4 ; M5/M2 ; M6/M2).
Des séquences nucléotidiques d’environ 300 a 600 pb ont ét¢ obtenues avec chaque
couple d’amorces. Il a ainsi été possible de déterminer les séquences d’acides aminés
d’une partie de la protéine M. Ce travail n’a cependant pas encore fait I’objet d’une

publication.
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Figure 26 A : Séquence sens (amorce M14C) et chromatogramme de la souche M’Poko ArB365.
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Figure 26 B : séquence antisens (amorce M619R) et chromatogramme de la souche M’Poko.
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Les séquences nucléotidiques obtenues a 1’aide des amorces sens et antisens ont €té

alignées (Fig. n° 27).
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Comparaison sur MultAlin de séquences nucléotidiques de la souche M’Poko ArB365,

apres inversion de la séquence antisens.

M’PokoM 14C :

séquence sens, M’PokoM619R séquence antisens inversée.

La combinaison des séquences obtenues a permis d’obtenir la séquence nucléotidique
compléte du gene de la glycoprotéine Gn et une séquence nucléotidique partielle de la
protéine non structurale (NSm) des souches ArB28215 Bunyamwera,
ArB29051 Bunyamwera, ArB2198 Birao, ArB13529 Bozo, ArB2882 Nola, ArB16282
Ilesha, HB8OP125 Ilesha, ArB2633d Ingwavuma et ArB16055 Nyando. Une séquence
nucléotidique partielle du gene de la protéine Gc située entre les bases 1431 a 4358 a

également été obtenue pour huit d’entre elles (Tableau XIII).
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Tableau XIII : Longueur des séquences nucléotidiques obtenues du segment M des souches de

RCA et de la souche de référence.

Protéine Gn Protéine NSm Protéine Ge
Sérogroupe Virus Total 5°’NCR 3’NCR Début  Fin Début  Fin Début  Fin
Bunyamwera NC 001927 | 4458 56 103 57 1037 1038 1430 1431 4358
Bunyamwera ArB28215 4461 56 57 815 816 925 1410 1688
1899 2087
Bunyamwera ArB29051 1247 56 57 554 623 670 NS NS
Birao ArB2198 4012 56 57 638 NS NS 2233 2602
2735 2952
Bunyamwera  Bozo ArB13529 2248 56 57 698 NS NS NS NS
Ilesha ArB16282 3724 56 57 740 860 943 NS NS
Ilesha HB8OP125 2512 56 57 722 NS NS 1554 2126
Bakau Nola ArB2882 2719 56 57 634 1199 1289 1798 1891
2021 2042
Turlock M’Poko ArB365 2075 85 86 631 NS NS 1457 1616
Simbu Ingwavuma ArB2633d 2536 203 204 641 906 1176 1935 2266
Nyando Nyando ArB16055 2147 56 57 701 NS NS 1457 1616
Bwamba Pongola ArB28851
Tete Batama AnB1292 } Non séquenceés

Seule une séquence nucléotidique partielle de la protéine Gn de M’Poko, longue de 546
bases s’étendant des nucléotides 86 a 631 a été obtenue a 1’aide du couple d’amorces
M14C/M619R. Par ailleurs, les couples d’amorces définis au cours de cette étude n’ont
permis d’obtenir qu’une séquence nucléotidique partielle du géne de la protéine Gce
correspondant a 159 bases (nt 1457 a 1616). En outre, une séquence nucléique d’environ
480 bases a été obtenue pour la souche ArB28851 Pongola dont le segment S n’a pu étre
amplifié. Cependant, la traduction en acides aminés de la séquence nucléotidique de la
souche Pongola ArB28851 a révélé qu’elle ne correspondait a aucune protéine structurale
ou non structurale connue. Par contre, ’ARN du segment M de la souche Batama

AnB1292, n’a pu étre amplifié¢ avec aucun des couples d’amorces testés.
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3.2.2 Caractéristiques des segments M

Le geéne codant la polyprotéine du segment M de la souche de référence NC_001926
débute a I’extrémité 5’ par le géne Gn (nt 57 & 1037) suivi de la protéine NSm (nt 1038 a
1430) et fini par le géne Gc (nt 1431 a 4358, Tableau XIV). Puisque la séquence
nucléotidique compléte de segment M de souches étudiées n’a pas été obtenue, seules les

1040 premiéres bases en 5’ ont été considérées pour I’analyse phylogénétique.
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Tableau X1V : Caractéristiques des séquences nucléotidiques du gene Gn du segment M des souches isolées en RCA.

Séquence nucléotidique Séquence AA
Longueur (% identité/Prototype)
Sérogroupe Virus Total 5’NCR 3’NCR Gn Gn
Bunyamwera Bunyamwera NC_001927 4458 56 103 57a 1037 =961 328
Bunyamwera ArB28215 4461 56 57 a815=759 (91.6%) 253 (88.4%)
Bunyamwera ArB29051 1247 56 57 4 554 = 498 (95.8%) 166 (96.4%)
Birao ArB2198 4012 56 57 a 638 = 582 (96.7%) 194 (96.9%)
Bozo ArB13529 2248 56 57 2 698 = 642 (96.7%) 214 (96.7%)
Ilesha ArB16282 3724 56 57 a 740 = 684 (97.7%) 228 (96.5%)
[lesha HB80OP125 2512 56 57 a 722 =666 (95.5%) 222 (92.3%)
Bakau Nola ArB2882 2719 56 57 a4 634 =578 (95.6%) 146 (91.9%)
Turlock M’Poko ArB365 2075 85 86 a2 631 = 546 (60.4%) 183 (58.1%)
Simbu Ingwavuma ArB2633d 2536 203 204 a 641 =438 (90.0%) 146 (91.9%)
Nyando Nyando ArB16055 2147 56 574701 = 645 (88.3%) 215 (87.7%)
Bwamba Pongola ArB28851
Tete Batama AnB1292 } Non séquencées

RNC : régions non codantes.
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3.2.3 Géne Gn

Les séquences nucléotidiques des souches d’Orthobunyavirus de RCA présentent une
différence de 3,3 % a 42,2 % par rapport a la souche de référence (Tableau XV). Comme pour
le segment S, la s€équence nucléotidique de la souche ArB365 M’Poko est la plus divergente
(42,2 % de différence). La séquence nucléotidique du géne Gn de la souche ArB2882 Nola
débute par le nucléotide 57 en 5’ et celle de la souche ArB2633d Ingwavuma le nucléotide
204 en 5’. Les séquences nucléotidiques de ces deux souches montrent une divergence de 15
%, mais les séquences correspondantes d’acides aminés sont identiques. Il en est de méme

pour les souches ArB28215 Bunyamwera et ArB29051 Bunyamwera.
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Tableau XV : Comparaison des séquences nucléotidiques (moitié supérieure du tableau) et d’acides aminés (moitié inférieure du tableau) du
géne Gn des différentes souches étudiées.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 11 10
Bunyamwera | Bunyamwera | Birao Bozo Nola Ilesha Ilesha Nyando |Ingwavuma M'Poko

NC 001926 |ArB28215 |ArB29051 |ArB2198[ArB13259 [ ArB2882 | HB80P125| ArB16282 | ArB16055 | ArB2633d  ArB365
NC_001926 88.1 93.9 95.6 96.1 93.1 93.7 96.7 86.2 84.9 57.8
ArB28215 |88.1 99.6 933 922 96.4 91.1 9.4 86.4 84.5 58.1
ArB29051 |96.4 100.0 95.7 94.5 99.0 96.6 95.6 97.8 87.8 57.5
ArB2198 (96.4 95.3 97.6 95.3 92.9 95.9 94.9 89.4 85.0 59.0
ArB13259 |(96.7 92.9 96.4 96.4 933 93.9 94.3 85.9 85.4 58.7
ArB2882 | 88.0 89.4 94.0 88.1 88.0 94.2 94.4 91.2 85.0 58.4
HB8OP125 (92.4 89.2 97.0 95.9 93.8 88.8 94.4 86.4 85.0 58.7
ArB16282 |[96.1 91.3 95.8 94.9 95.2 88.7 91.9 86.9 85.1 57.9
ArB16055 |86.6 84.3 97.6 91.8 86.1 88.1 85.1 83.0 80.0 56.9
ArB2633d [88.0 89.4 94.0 88.1 88.0 100.0 88.8 88.7 88.1 59.9
ArB365 52.7 54.3 53.8 532 53.7 59.9 53.2 532 533 64.5
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Les séquences nucléotidiques du segment M des souches sont proches de celle de la souche
de référence sauf celle qui concerne la souche M’Poko (Figure n® 28). Pour les autres
souches, la plupart de substitutions d’acides aminés observés sur ce dernier alignement sont

conservatives.
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Figure n° 28 : Alignement des séquences du gene Gn des souches de RCA et celle de la souche de référence NC 001926, GenBank. Exemple de substitutions
conservatives la sérine et la thréonine (codons 131, 140, 144, 146).



3.2.4 Analyse phylogénétique du segment M

Sur [’arbre phylogénétique construit a partir des séquences de souches

d’Orthobunyavirus disponibles, trois groupes sont individualisés (figure n°® 29) :

(i) sérogroupe Bunyamwera ou cluster I,
(ii) sérogroupe Simbu ou cluster II,
(iii) sérogroupe California ou cluster III.

Toutes les souches de RCA sont regroupées dans le cluster I contenant la souche de
référence NC_001926 avec un haut degré de confiance (valeur de bootstrap 100 %). La
souche M’Poko quant a elle, se trouve fortement rattachée (valeur de bootstrap 100 %)
au sérogroupe California. Cependant, tout en ¢tant solidement liée .au cluster 11
(sérogroupe California), elle se détache et forme une branche distincte a la base de celui-
cl.

Les virus Oropouche NC_ 005775 et Guaroa AY380581, appartenant au sérogroupe
Simbu (cluster 1) ont été rattachés au virus Bozo AY593739 et Germiston M21951 du
sérogroupe Bunyamwera. Le rattachement du cluster II (sérogroupe Simbu) au cluster 1
(sérogroupe Bunyamwera) est un artéfact de construction de I’arbre di a la longueur de
la branche ainsi qu’a la grande divergence de la souche M’Poko ArB365. Cet artéfact
rend [’arbre phylogénétique non monophylétique puisque le cluster I, qui regroupe les
virus du sérogroupe Bunyamwera, inclut le cluster II formé par les virus du sérogroupe
Simbu (Figure n° 29). L’élimination de la séquence de M’Poko restitue la monophylie
des trois clusters (Figure n® 30) et est comparable a celui qui a été déterminé pour le

segment S (page 77).
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Le virus Ingwavuma ArB2633d (sérogroupe Simbu) se détache du sous-groupe des virus
isolés en RCA (Ia). Toutefois, ce virus reste éloigné du cluster II qui regroupe les virus
du sérogroupe Simbu. Les autres virus membres du sérogroupe Bunyamwera isolés en
Afrique et en Amérique forment le sous groupe (Ib, Figure 29). Le regroupement des
virus ArB2633d Ingwavuma, ArB16055 Nyando et ArB2882 Nola isolés en RCA dans le
sérogroupe Bunyamwera confirme les résultats obtenus avec le segment S. Ceci renforce
I’hypothése d’une erreur de classification par les méthodes sérologiques. Des études
complémentaires sont indispensables pour clarifier ce point, notamment le séquengage
complet du segment M. Les virus du sérogroupe California forment un cluster bien
individualisé (cluster III). Il convient de noter que les deux arbres phylogénétiques
construits a 1’aide des séquences nucléotidiques de la protéine N (Fig. n° 24) et Gn (Fig.
n° 29) ne sont pas congruents du fait de I’absence de monophylie de I’arbre construit

avec la séquence du géne Gn.
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3.3 APPLICATIONS BIBLIOMETRIQUES

L’analyse bibliométrique, une nécessité de [’¢re post-génomique, se définit comme
I’extraction automatique de données de la littérature biomédicale. Elle permet
l'exploitation statistique des publications, descripteurs, images .... Cette analyse permet
de rendre compte de l'activité des producteurs (chercheur, laboratoire, institut...) ou des
diffuseurs (périodique, éditeur...) de l'information scientifique, tant d'un point de vue
quantitatif que qualitatif. Les publications, pour une grande part, sont référencées dans
des bases de données bibliographiques, aujourd’hui informatisées, ce qui permet des
recherches rapides, selon des critéres multiples, sur d'importants volumes de

références.

Un outil, appelée DILIB® pour Documentation Information LiBrary et fruit d’une
coopération entre INIST (Institut de l'Information Scientifique et Technique) et le
LORIA (Laboratoire Lorrain de Recherche en Informatique et ses Applications) permet
I’analyse bibliométrique automatique en connectant les bases de données disponibles sur
Internet et la création de serveurs d’investigation. DILIB représente un ensemble de
logiciels en langage C, qui permet la récupération et la conversion de documents au
format XML. 1l autorise (/) la génération des index et l’analyse statistique des
associations et des clusters de descripteurs, (ii) I’¢laboration de serveurs pour la

navigation hypertexte et (iii), in fine, la génération d’une bibliothéque électronique.

Les bases interrogées sont Medline, Genbank, Gene Ontology, KEGG ou autres. Durant
cette étude, un serveur « BIBLIO GENE Bibliographic Mining in Genomics » a été
développé et amélioré par nous-méme sous 1’égide d’Alain Zasadzinski (INIST) et du Pr.

Bertrand Rihn (UHP). Cette base de donnée permet la recherche multivariée
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d’informations sur les Bunyaviridae. Les références qui y sont regroupées sont
sélectionnées selon des critéres variables, en fonction des buts visés et des publics
auxquels elles sont destinées. Ainsi les 1269 notices Medline au 7 janvier 2006, les 1769
notices de Genbank et les 710 notices Swissprot concernant tous les Bunyavirus décrits
dans ces 3 bases de données ont été rassemblées dans ce serveur a 1’adresse URL
(http://veille-

srv.inist.fr/%7Egenomique/bunyavirus/Server/EN.Bunyavirus.index.html).  Outre
les termes du MeSH (Medical Subject Headings), les titres, les résumés, les Registry
Numbers (RN), comme les numéros CAS des produits chimiques et E.C. des enzymes
peuvent étre accessibles et recherchés dans la littérature sur les Bunyaviridae. Par
exemple ’utilisasion de ribavirine peut étre recherchée en méme temps que la séquence
de la souche de Bunyavirus sur laquelle elle a été testée... Mais d’autres champs peuvent
étre utilisés avec profit: Organisms, Diseases, Biochemicals and Drugs, Biological
Phenomena. Ceci permet par exemple de déterminer si une souche de Bunyavirus a été
impliquée dans un phénomeéne d’apoptose touchant des cellules Vero. En quelque sorte
I'information est mise en forme pour une meilleure accessibilité pour le chercheur qui
peut se poser tout probléme biologique et voir si une réponse a déja €té apportée ou si le
concept débouche sur un champ de recherche vierge. La Figure | montre la page de
garde et tous les champs de Medline, Genbank et Swissprot relevant de I’étude des
Bunyavirus. La Figure 2 montre les fréquences des références concernant les
« phénomeénes génétiques et les entités » ou il est loisible de constater qu’il existe 12
publications traitant des régions non transcrites des Bunyavirus. En cliquant sur ces
références, il est méme possible de connaitre directement (avec le lien GenBank

automatique) les séquences de ces régions.
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Finalement le concept de bibliomique (Rihn et al, 2003) a été appliqué aux

Bunyaviridae, ce qui correspond a :

- une analyse d’un grand nombre de documents,

- un classement et la comparaison de corpus de descripteurs,

- la mise en relations entre les descripteurs pour aboutir a des concepts,

- I’apport d’une plus-value biologique et l’orientation de la recherche qui

devrait en étre facilitée dans le domaine des Bunyaviridae. ..
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3.4 DISCUSSION

Le génome des virus du genre Orthobunyavirus isolés en Centrafrique n’a jamais été
étudié, et les données sur les Orthobunyavirus isolés en Afrique sont trés parcellaires. Ce
mémoire présente la premicre contribution a la caractérisation moléculaire des isolats de
la RCA. Les souches isolées et lyophilisées au cours des années 1965 a 1994 ont
facilement pu étre remises en culture sur monocouche de cellules Vero E6 malgré le
temps de conservation. Bien que la lyophilisation ne soit plus considérée comme
classique, elle est donc un bon moyen de conservation en Afrique de souches virales
enveloppées, donc fragiles.

Le séquengage a montré la variabilité des séquences nucléotidiques des segments S et M
du génome des Orthobunyavirus isolés en RCA qﬁi n’est pas surprenante pour des virus
a ARN. La présence de régions conservées permet I’amplification des segments S et M
de la majorité des souches étudiées qui appartiennent a la famille des Bunyaviridae et la
plupart au sérogroupe Bunyamwera. Les souches Ingwavuma ArB2633d (sérogroupe
Simbu), M’Poko ArB365 (sérogroupe Turlock), Nola ArB2882 (sérogroupe Bakau) et
Nyando ArB160S5 (sérogroupe Nyando) sont apparentées mais distinctes des virus des
sérogroupes Bunyamwera et California, cependant elles ont été amplifiés par les amorces
spécifiques des virus des deux sérogroupes. Par contre, les deux souches Pongola
ArB28851 et Batama AnB1292, qui n’ont pu étre caractérisées au cours de cette étude
méritent des études complémentaires pour préciser leur place dans la taxonomie. Ceci a
son importance si on veut mener une étude des arbovirus circulant en RCA. Suite a une
communication personnelle de Mr Kuno du Center of Disease Control, le génome de ces

deux souches sera amplifié¢ et étudié avec les amorces déterminées par Kuno ez al.,

(1996).
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La détermination des séquences par la méthode de marche sur le génome a été privilégiée
dans le but de transférer la technologie facilement réalisable dans les pays en voie de
développement. Cette méthode évitant le clonage, a permis de déterminer la séquence
compléte du segment S et une séquence partielle du segment M (gene Gn) des souches
étudiées. En effet, le plateau technique des laboratoires de nombreux pays d’Afrique, ne
leur permet pas aujourd’hui d’envisager le développement des techniques de clonage,
plus complexes et délicats a mettre en ceuvre pour déterminer les génomes viraux.

Les méthodes de caractérisation sérologiques et génomiques mesurent des propriétés
différentes, il est donc évident que les résultats de ces deux méthodes sont utilisables.
Toutefois, il serait plus raisonnable de privilégier la méthode moléculaire dans la
classification des virus afin de contourner le probléme de réactions croisées fréquemment
rencontrées dans les tests sérologiques qui rendent difficile la différenciation des virus
d’un méme genre. Si I’on s’en tient uniquement aux résultats obtenus de cette étude, nous
pourrions émettre I’hypothése que les virus Nola ArB2882, Ingwavuma ArB2633d et
Nyando ArB16055 seraient probablement d’autres espéces de virus Bunyamwera
classées par erreur dans les sérogroupes Bakau, Simbu et Nyando respectivement. Dans
ce cas, la caractérisation moléculaire pourrait entrainer la révision de la classification de
ces virus. A ce jour, aucune séquence nucléique de virus des sérogroupes Turlock, Bakau
et Nyando ne sont disponibles dans les banques de données des génomes. Il a donc été
impossible de réaliser une comparaison afin de déterminer les variabilités respectives des
souches M’Poko, Nola et Nyando.

Les protéine NSs des souches de RCA débutent toutes par deux méthionines a
I’exception de celle de la souche ArB2198 Birao qui elle, débute par une seule. Cette
particularité (présence d’une seule méthionine au début de séquence de protéine NSs) est

également retrouvée en début de séquence de la protéine NSs d’autres Orthobunyavirus
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tels que Germiston M 19420, Buttonwillow AF362398, Oropouche AY993912 et Tinaroo
ABO000819, isolés en Amérique et Asie. Parmi les souches étudiées, la souche M’Poko
ArB36S était apparu plus divergente par son infectivité (100 % d’ECP en 24 heures) ainsi
que la distance avec les autres virus (fort taux de substitution des acides aminés
constituant ses différentes protéines). Seul le couple d’amorces M14C/M619R  (Bowen
et al. 2001) a permis d’obtenir une séquence partielle du gene Gn de M’Poko. Les
amorces que nous avons définies dans notre travail n’ont permis d’obtenir qu’une
séquence partielle de la glycoprotéine Ge de la souche M’Poko. Ce virus pourrait donc
étre un recombinant, probablement une recombinaison génétique entre deux souches
virales ayant co-infecté le moustique vecteur dans lequel le virus M’Poko a été isolé
(Bowen et al., 2001). Notons que la plupart des substitutions d’acides aminés observé sur
les séquences des protéines N, NSs et Gn du virus M’Poko sont des substitutions entre
acides aminés de propriétés différentes, ce qui renforce la thése d’une souche tres
éloignée des autres.

Compte tenu de la distance observée sur I’arbre phylogénétique entre la souche
Ingwavuma ArB2633d isolée en RCA et des autres virus du sérogroupe Simbu, la
séquence de la protéine N du virus ArB2633d Ingwavuma avait été comparée a celle du
virus An4165 Ingwavuma (AF362395, GenBank). Cette comparaison avait montré une
différence de 42 % entre les séquences d’acides aminés des deux souches. Cette
différence serait en faveur de I’hypothése d’une probable erreur de classification. Des
études complémentaires telles que, le se’duengage complet du segment M de Ingwavuma
ArB2633d, la reprise de la détermination des caractéristiques par les méthodes
esérologiques, la détermination des relations structurales avec des propriétés

physicochimiques particuliéres seront nécessaires pour élucider I’éloignement de la
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souche Ingwavuma ArB2633d des autres virus du sérogroupe Simbu qui forment un
cluster bien distinct.

Au vu des séquences homologues, il devrait étre possible de reconstruire les relations
évolutives entre séquences, par conséquent entre les organismes qui les portent. Toutes
les divergences observées entre les souches devraient se traduire au niveau d’un arbre
phylogénétique. Nous avions remarqué dans I’arbre phylogénétique construit a I’aide des
séquences nucléotidiques du géne Gn que M’Poko émergeait a la base du sérogroupe
California et rendait ’arbre non congruent avec celui obtenu avec les séquences
nucléotidiques du segment S. L’éloignement de la souche M’Poko dans I’arbre pourrait
étre le produit d’un artefact de construction induit par 1’attraction de la longue branche,

mais aussi au nombre de substitutions par site, mesure de distance génétique.

Les deux souches Pongola ArB28851 et Batama AnB1292 (sérogroupe Bwamba et Tete
respectivement) n’ont pu étre amplifiées avec les différents jeux d’amorces spécifiques
des. Cela confirme la spécificité de ces amorces pour les sérogroupes California et
Bunyamwera, en particulier celles décrites par Bowen et al.,, (2001). En I’absence
d’amplification de I’ARN de ces deux souches par les différentes amorces, il est
impossible de définir des amorces consensus pour le diagnostic d’un plus grand nombre

d’Orthobunyavirus qui circulent en RCA.

106



3.5 CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Malgré toutes les limites de cette étude, nous avons obtenu pour la premiere fois de
séquences nucléotidiques complétes du segment S des Orthobunyavirus isolés en
RCA, en particulier celles de virus M’Poko, Nola, Bozo et Nyando. Pour cette raison,
les séquences des souches étudiées ont ét€¢ déposées sur « EMBL Nucleotide
Sequence Database UK » et enregistrées sous le numéro d’acceés: Bunyamwera
ArB28215 # AM711130; Birao ArB2198 # AM711131; Bozo ArB13529 #
AM711132; M’Poko ArB365 # AM711133; Nola ArB2882 # AMT711134;
Bunyamwera ArB29051 # AM709778 ; llesha HB80OP125 # AM709779 ; Ilesha
ArB16282 # AM709780 ; Nyando ArB16055 # AM709781 ; Ingwavuma ArB2633d
# AM709782 ; Bunyamwéra ArB29051 # AM709778; llesha HB8OP125 #
AM709779 ; llesha ArB16282 # AM709780 ; Nyando ArB16055 # AM709781 et
Ingwavuma ArB2633d # AM709782.

Les résultats de I’analyse phylogénétique ont relevé une discordance entre la
classification des virus par les méthodes sérologiques et moléculaires. Les souches
Nola ArB2882, Nyando ArB1605S, Ingwavuma ArB2633d et M’Poko ArB365,
initialement classées par les méthodes sérologiques dans le sérogroupes Bakau,
Nyando, Simbu et Turlock respectivement, sont regroupées dans un cluster avec les
virus du sérogroupe Bunyamwera solidement reliées. D’ou, I'important de continuer
la caractérisation moléculaire du génome des virus isolés en RCA. Cette
caractérisation moléculaire devra s’étendre a toutes les souches d’Orthobunyavirus
disponibles a I’Institut Pasteur de Bangui, ainsi qu’aux virus des genres Phlebovirus
et Nairovirus réguliérement isolés dans le pays qui, sous I’action de la déforestation

pourraient représenter un réel probléme de santé publique les années a venir.
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Les souches Pongola (ArB28851) et Batama (AnB1292) initialement classés dans les
sérogroupes Bwamba et Tete respectivement (genre Orthobunyavirus), dont le
génome n’a pu étre amplifié au cours de cette étude seront traitées en priorité en
utilisant les amorces spécifiques de virus appartenant au sérogroupe Bwamba tel que
défini par Kuno (1996). Dans le cas ou aucun amplicon n’aurait été obtenu, ces
souches seront testées avec les amorces spécifiques de virus des genres Phlebovirus
et Nairovirus afin de rechercher d’éventuelles erreurs de classification. En dernier
ressort, des amorces plus dégénérées définies a partir des séquences déja obtenues,
des amorces internes de différents virus de la famille des Bunyaviridae devraient
alors permettre d’amplifier le segment S et classer ainsi ces deux virus.

Les séquences nucléotidiques complétes du segment S et partielles du segment M du
génome de la souche M’Poko ArB365 sont tres divergentes par rapport a celles des
autres Orthobunyavirus isolées en RCA. Puisque le segment M porte les
glycoprotéines de surface, site d’interaction entre le virus et ’hte vertébrés, structure
en général tres variable, la détermination de la séquence nucléotidique compleéte de ce
segment (protéines Gn compléte, non structurale et Gc) permettrait de mieux définir
la position du virus M’Poko dans I’arbre phylogénétique, car la divergence de cette
souche a produit une incongruence des arbres phylogénétiques. La séquence compléte
du segment M nous permettra peut-€tre, soit de conclure a une espéce
d’Orthobunyavirus trés divergente, soit de décider s’il s’agit d’un virus recombinant.
Il est notoire que la faune de forét et savane de la RCA est régulierement infectée par
des arbovirus (E. Nakouné, cas de fiévres jaunes, résultats non publiés). Puisque les
amorces nouvellement définies ont permis d’amplifier le génome de certaines especes
d’Orthobunyavirus, la recherche et la caractérisation du génome des Orthobunyavirus

vont s’étendre a différents animaux afin d’identifier le réservoir de ces virus.
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The genus Orthobunyavirus is composed of segmented, negative-sense RNA viruses that are
responsible for mild to severe human diseases. To date, no molecular studies of bunyaviruses in
the genus Orthobunyavirus from central Africa have been reported, and their classification relies
on serological testing. Four new primer pairs for RT-PCR amplification and sequencing of the
complete genomic small (S) RNA segments of 10 orthobunyaviruses isolated from the Central
African Republic and pertaining to five different serogroups have been designed and evaluated.
Phylogenetic analysis showed that these 10 viruses belong to the Bunyamwera serogroup. The
S segment sequences differ from those of the Bunyamwera virus reference strain by 5-15% at
the nucleotide level, and both overlapping reading frames, encoding the nucleocapsid (N) and
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non-structural (NS) proteins, were evident in sequenced genomes. This study should improve
diagnosis and surveillance of African bunyaviruses.

The genus Orthobunyavirus is composed of segmented,
negative-sense, single-stranded RNA viruses that are
responsible for mild to severe human diseases. Their
genome is composed of three segments [small (S), medium
(M) and large (L), encoding the nucleocapsid (N) and the
non-structural (NSs) proteins, the virion surface glycopro-
teins Gl and G2 and the non-structural protein NSm,
and the replicase/transcriptase L protein, respectively].
The genus Orthobunyavirus includes 18 serogroups
(Soldan & Gonzalez-Scarano, 2005). One of the largest
is the Bunyamwera serogroup, named after the prototype
member of the family Bunyaviridae, isolated from mosqui-
toes collected in Uganda in 1943 (Smithburn et al., 1946).
Most viruses belonging to this serogroup have been
isolated from arthropods, such as mosquitoes and culicoid
midges, as well as from vertebrate hosts. The classification
of the Bunyamwera serogroup is based upon antigenic
relationships, determined by plaque-reduction neutraliza-
tion, haemagglutination-inhibition, complement-fixation
and radial-immunodiffusion tests (Shope & Causey,
1962; Calisher & Karabatsos, 1988). Although serological
immunoassays are available for antigen detection of a
few viruses, cross-reactions are common and may impair
their identification (Artsob et al, 1984; Hildreth et al,
1982). Molecular diagnosis of orthobunyavirus species
would facilitate surveillance of vectors and reservoirs, as

well as laboratory diagnosis. Positive samples can be
submitted to further investigations to identify species
and subtypes.

Until now, orthobunyaviruses from the Central African
Republic (CAR) have been exclusively classified serologic-
ally, and molecular characterization of circulating viruses is
lacking. Developing specific molecular tools for African
viruses is thus essential for improving virological surveil-
lance in arthropod populations in endemic areas, as well as
for clinical diagnosis. For this purpose, it would be of
interest to have primers that allow detection of all circulat-
ing viruses, using as few separate reaction mixtures as
possible. Here, we have isolated 133 strains of orthobunya-
virus that have been classified by using serological assays:
complement-fixation, haemagglutination-inhibition and
neutralization tests in the Centre de Référence OMS de
Recherche pour les Arbovirus (Dakar, Senegal) from
samples obtained in CAR from mosquitoes and/or blood
of symptomatic forest workers (Shope & Causey, 1962;
Calisher & Karabatsos, 1988). Twelve of these strains were
selected for determination of their complete S segment
sequences. The purpose of this study was to determine
whether it is possible to design specific primers for the
detection of most African orthobunyavirus strains from
samples or after cell culture.
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Twelve strains of orthobunyavirus from the 133 strains of
the collection of the Institut Pasteur de Bangui (CAR),
classified as belonging to the Bunyamwera, Bakau, Turlock,
Simbu and Nyando serogroups, were selected. They were
grown on VeroE6 (green monkey kidney) cells in Eagle’s
minimum essential medium (Sigma) supplemented with
2% fetal bovine serum (Gibco-BRL) and antibiotics
(penicillin/streptomycin; Sigma-Aldrich). To prevent any
cross-contamination, each virus was grown individually.
Cell layers and supernatants were harvested when approxi-
mately 75 % of cells were exhibiting cytopathic effect (CPE)
and centrifuged at 880 g (Heraeus Megafuge 1.0R, rotor
BS4402/A). RNA was extracted from the supernatant by
using a QIAamp viral RNA mini kit (Qiagen) according to
the manufacturer’s instructions.

Using the obtained purified RNA extracts, the S segment
was amplified by using primers specific for the Bunyam-
wera and California virus serogroups: BUNYAL, 5'-GTCA-
CAGTAGTGTACTCCAC-3’, and BUNYA2, 5'-CTGACA-
GTAGTGTGCTCCAC-3'; and primers corresponding to
the highly conserved terminal sequences of the S segment
of Bunyamwera virus (GenBank accession no. NC_001927):
BUNS274C, 5'-CTTAACYTTGGGGGCTGGA-3’, and
BUNS957R, 5'-CCCCIACCACCCACCC-3' (Dunn et al,
1994; Bowen et al., 2001).

As only partial sequences of the S segment could be
obtained with the above sets of primers, four new set of
primers (A, B, C and D) were designed on the basis of the
GenBank NC_001927 S RNA segment, as follows: set A,
BUNSI (5'-AGTAGTGTACTCCACACTACAAACT-3') and
BUNS3 (5'-TCGTCAGGAACTGGGTTGTTCCGG-3'); set B,
BUNSI (5'-AGTAGTGTACTCCACACTACAAACT-3') and
BUNS9 (5'-AGGAATCCACTGAGGCGGTGGAGG-3";set C,
BUNS4 (5'-CTGGCAACCGGAACAACCCAGTT-3") and
BUNS5 (5-GAGACAACTGTCAGTGCAGACTGAA-3'); set
D, BUNSIO (5-TCAGTCTGCACTGACAGTTGTCTC-3')
and BUNS2 (5"-AGTAGTGTGCTCCACCTAAAACTTA-3’).

Complete S segment sequencing was performed by genome
walking. Reverse transcription was performed by incuba-
tion (65°C, 10 min) of the RNA extract (1.0 ul) in the
presence of 25 pmol of the appropriate forward primers
(BUNS274C and BUNYAI1) in RNA-free H,O in a total
volume of 10.5 pul. The mixture was quenched immediately
in an ice~water bath to prevent the reannealing of the
RNA with the forward primer. Reverse transcription mix
(9.5 ul), composed of 5x First-Strand buffer, 10 mM
dithiothreitol, 10 mM each dNTP, 20 U RNasin and 50 U
SuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen), was
added to the first components. cDNA was synthesized at
25°C for 10 min, 42°C for 50 min and 72°C for 15 min.
The amplification mix was composed of 2.0 pl cDNA,
5.0 ul 10x Expand Long Template buffer (1.75 mM
MgCl,), 0.2 mM each dNTP, 25 pmol each primer and
2.5 U Expand Long Template buffer (Expand Long Tem-
plate PCR System; Roche) in a total volume of 50.0 pl in
autoclaved distilled water. Amplification was carried out by

using a cycle of melting at 95 °C for 15 min, followed by
35 cycles of melting at 95 °C for 1 min, annealing at 55°C
for 1 min and extension at 72°C for 2 min. The thermal
cycling was terminated by a final extension step at 72 °C for
10 min.

Amplified products were detected by staining with ethi-
dium bromide following electrophoresis in a 1% agarose
gel in Tris/borate/EDTA buffer (pH 8.0). DNA bands of the
expected size were located by UV transillumination, sliced
from the gel and purified by using a QIAquick gel extrac-
tion kit (Qiagen), following the manufacturer’s instructions.
The sequences of amplified products were determined by
using ABI PRISM BigDye Terminator v1.1 cycle sequencing
ready reaction kits with AmpliTaq DNA Polymerase FS
(Applied Biosystems), 3.2 pmol each primer and 30 ng
amplified cDNA. Nucleic acid sequences were obtained by
using an ABI PRISM 3100 Avant Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Each sequence was determined twice to
demonstrate reproducibility.

To examine the phylogeny of orthobunyaviruses, N open
reading frame (ORF) nucleotide sequences of CAR strains
were aligned with the corresponding ones from the
Bunyamwera strain (GenBank accession no. NC_001927)
and from 18 additional viruses of the Bunyamwera,
California and Simbu serogroups that were retrieved from
GenBank by using CLUSTAL_w at the European Bioinforma-
tics Institute (http://www.ebi.ac.uk/clustalw). Unfortunately,
sequences from the Bakau, Turlock and Nyando serogroups
were not available at the time of testing. From the result-
ing alignment, 689 unambiguously aligned positions were
selected and a maximum-likelihood (ML) tree was con-
structed by using PHYML (Guindon & Gascuel, 2003), using
the general time-reversible model including an estimation of
base frequencies and a correction for rate heterogeneity
among sites (four rate categories and an estimation of the
alpha parameter describing the gamma distribution of rates).
Statistical support at nodes was calculated by bootstrap from
100 resamplings of the original dataset.

CPE was observed at 3 days after inoculation on average
with orthobunyavirus strains, except for M’Poko virus, for
which 100% CPE was observed after 24 h. The primers
designed for the California and Bunyamwera serogroups
(Bowen et al., 2001) allowed amplification of the genome
of 10 of the 12 strains selected. These primers allowed the
amplification of part of the S RNA sequences corresponding
to approximately nt 320-800 of the Bunyamwera prototype
genome (GenBank accession no. NC_001927). Combination
of the published and designed primers allowed determina-
tion of complete S segment sequences of 10 of the 12 selected
orthobunyaviruses (Table 1), but was unsuccessful for
Pongola (Bwamba) and Batama (Tete) viruses. Moreover,
attempted amplification using the terminal conserved 11 nt
sequence generated only faint bands of approximately 250 bp
as seen in agarose gel (data not shown).

The size of the amplified S segments ranged from 894 to
961 nt (Table 1). Their organization was identical to that of
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Table 1. Characteristics of the S segments of 10 CAR orthobunyaviruses compared with the Bunyamwera prototype strain

(GenBank accession no. NC_001927)

Abbreviations: NCR, non-coding region; Na, not amplified.

Serogroup/virus Nucleotide sequence Amino acid sequence
Length (nt) A+Ucontent N ORF* NSs ORF* N proteint NSs proteint
(mol%)
Total 5’ NCR 3 NCR
Bunyamwera
Bunyamwera prototype 961 85 174 58.17 702 306 233 101
NC_001927
Bunyamwera ArB28215 956 82 172 59.83 702 (84.4) 306 (92.9) 233 (91.8) 101 (93.1)
Bunyamwera ArB29051 961 85 174 59.00 702 (94.6) 306 (99.7) 233 (99.6) 101 (100.0)
Birao ArB2198 894 85 107 58.95 702 (86.8) 303 (94.2) 233 (93.1) 100 (91.1)
Bozo ArB13529 961 85 174 57.96 702 (88.2) 306 (93.3) 233 (87.1) 101 (91.1)
Ilesha ArB16282 961 85 174 58.79 702 (84.9) 330 (94.6) 233 (87.6) 109 (86.2)
Ilesha HB80P125 961 85 174 58.79 702 (83.2) 252 (94.9) 233 (94.4) 83 (77.2)
Bakau
Nola ArB2882 961 85 174 58.69 702 (89.0) 306 (96.4) 233 (96.1) 101 (94.1)
Turlock
M’Poko ArB365 955 85 147 58.17 723 (81.9) 288 (75.7) 240 (71.1) 95 (60.4)
Simbu
Ingwavuma ArB2633d 958 83 227 59.19 648 (59.9) 294 (92.6) 213 (89.1) 97 (86.1)
Nyando
Nyando ArB16055 959 79 178 59.54 702 (86.4) 306 (93.1) 233 (92.3) 101 (92.1)
Bwamba
Pongola ArB28851 NA NA NA NA NA NA - -
Tete
Batama AnB1292 NA NA NA NA NA NA - -

*Values are lengths in nt (percentage identity with prototype sequence).
tValues are lengths in aa (percentage identity with prototype sequence).

viruses of the Bunyamwera, California and Simbu sero-
groups of the genus Orthobunyavirus (Elliott, 1989, 1990)
with two overlapping ORFs, predicted to encode the N and
NSs proteins, respectively (Dunn et al., 1994). The larger
ORFs, encoding the N protein, consisted of 648-723 nt (nt
80/86—785/808) and were initiated by a methionine codon,
whilst the smaller ORFs, encoding the NSs protein, con-
sisted of 252-330 nt (nt 105-357/435) and began with two
methionine codons, except for the Birao strain, which had
only one. The coding regions were flanked by terminal non-
coding regions (designated 5' and 3’ NCRs) of 79-85 nt at
the 5’ end and of 107-227 nt at the 3’ end (Table 1) with
complementary sequences. The S segment showed 5-15%
difference at the nucleotide level from the Bunyam-
wera virus sequence (GenBank accession no. NC_001927).

Alignment of the amino acid sequences of the N protein
(213-240 aa) from 10 CAR viruses (Fig. la) showed
sequence divergence of 4-27% with respect to the
Bunyamwera virus prototype. However, a number of con-
servative amino acid substitutions were observed that
replace an amino acid with another amino acid of similar
properties and structure, and may have no effect on protein

function (Fig. la). Several regions were highly conserved
and may contain the complement-fixation site that cross-
reacted in serological tests within viruses of the genus
Orthobunyavirus. The N protein of the M’Poko ArB365
strain was the most divergent when compared with the
Bunyamwera strain (GenBank accession no. NC_001927;
26 % amino acid variation). Similarly, the NSs sequence
of the M’Poko ArB365 strain appeared highly divergent
(37-43% dissimilarity) compared with other analysed
viruses, but some conservative substitutions could be seen.

On the unrooted ML tree, three groups of sequences could
be distinguished: (i) the Bunyamwera prototype virus and
related strains; (ii) the California serogroup; and (iii) the
Simbu serogroup (Fig. 2). The ten CAR viruses (indicated
by A) grouped within the Bunyamwera cluster with high
statistical confidence (100% bootstrap value). The two
other groups, corresponding to the Simbu and California
serogroups, were also each supported by a 100 % bootstrap
value. Although not all nodes within the Bunyamwera
group are supported strongly, the ten CAR strains clustered
at a bootstrap-support level of 97 % with the Bunyamwera
and Mboke viruses (GenBank accession nos NC_001927

http://vir.sgmjournals.org
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Fig. 1. Alignment of (a) N and (b) NSs amino acid sequences from the 10 CAR viruses and from the prototype strain of

Bunyamwera virus.

and AY593727, respectively). Surprisingly, the ArB2633
Ingwavuma strain, which was classified in the Simbu
serogroup by serological methods, clustered confidently
with two Bunyamwera serogroup viruses and stood far
from the other Simbu serogroup sequences. Alignment
of the amino acid sequence of the N protein from the
Ingwavuma ArB2633 strain showed sequence divergence of
42 % with respect to the published Ingwavuma strain
An4165 (GenBank accession no. AF362395). Similarly, the
strains assigned to the Turlock (ArB365), Bakau (ArB2882)
and Nyando (ArB16055) serogroups clustered confidently
within the Bunyamwera group (Fig. 2).

African orthobunyavirus strains have seldom been studied
and this paper represents the first contribution to mole-
cular characterization of the S segment of CAR strains.
Despite their classification within the Bunyamwera sero-
group, attempts to amplify the S segments of two CAR
strains, Bwamba (Pongola virus) and Tete (Batama virus),
using either the previously described set of primers or the
ones that we designed, were unsuccessful. Either these
strains may have been misclassified, or the variability of
orthobunyaviruses is greater than expected. Further studies
will be attempted to clarify this point. Sequencing of the
genomes of orthobunyavirus strains that were initially
grouped by serological methods in the Simbu (ArB2633d

Ingwavuma), Turlock (ArB365 M’Poko), Bakau (ArB2882
Nola) and Nyando (ArB16055 Nyando) serogroups (Table 1)
confirms the fact that they belong to the genus Ortho-
bunyavirus. However, it remains to be determined which
method (serological or molecular) is more appropriate for
definition of the different groups of orthobunyaviruses. In
fact, serogrouping based on serological analysis and genome
sequencing produced very different results, making their
comparison difficult. In addition, no S RNA segment
nucleotide sequences of the Turlock (M’Poko virus), Bakau
(Nola virus) and Nyando (Nyando virus) serogroups were
available in GenBank and their exact taxonomic positions
remain to be determined. Regarding the amino acid sequence
variation between the two Ingwavuma strains, it would be
interesting to determine whether the Ingwavuma ArB2633
strain from CAR was initially misclassified in the Simbu
serogroup.

The presence of two successive AUG codons at the begin-
ning of the NSs ORF is a characteristic of viruses belonging
to the California and Bunyamwera serogroups (Bowen
et al., 1995; Huang et al., 1996). The presence of a unique
AUG codon in the NSs ORF solely in the Birao strain is not
surprising, as this characteristic is present in other strains
(Germiston, GenBank accession no. M19420; Button-
willow, accession no. AF362398; Oropouche, accession
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Fig. 2. Unrooted ML tree of N nucieotide sequences. Numbers at nodes are bootstrap values (see text for a detailed

description of tree reconstruction). Bar, 0.2 substitutions per site.

no. AY993912; and Tinaroo, accession no. AB000819).
Although it retains the main characteristics of Bunyamwera
group viruses, the M’Poko strain appears as an outlier by
its greater sequence divergence. M'Poko also showed a
higher divergence in G2 protein sequence. Moreover, it
emerged at the base of the Bunyamwera serogroup in a
phylogenetic tree constructed with G2 protein sequences
that was inconsistent with the tree built by using the N
sequences (data not shown). However, this placement may
be the product of an artefact of phylogenetic reconstruc-
tion induced by the presence of very long branches.
Furthermore, in this tree, the Bunyamwera serogroup
was not monophyletic, as it also included the Simbu
serogroup.

Our study allowed the identification of primer sets suitable
for detection of complete S RNA fragment sequences of
most Bunyamwera serogroup viruses isolated from CAR in
a single RT-PCR step. These primer sets have been shown
to be effective in detecting the most serologically distinct
viruses in the complex (M’Poko, Nyando, Ingwavuma and
Nola viruses). Further studies are necessary to better char-
acterize the two viruses (Pongola and Batama) that were
not amplified by using the primer sets described above.
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Résumé. Le virus Chikungunya (CHIKV), un arbovirus du genre Alphavirus
représente un véritable probléme de santé publique dans les régions tropicales
de I’Asie du sud-est et d’Afrique. Ce virus est transmis 2 I’homme par des
moustiques du genre Aedes. L’arbovirose (ou Chikungunya) est caractérisée
par une fievre, une éruption et des arthralgies invalidantes. Une surveillance
accrue en zones tropicale et sub-tropicale est nécessaire, d’autant que ’on
constate I’émergence de nouvelles infections dans des régions ol la maladie
n’avait jamais existé. Le contexte épidémique est d’une grande importance
diagnostique. 11 est trés important de connaitre les caractéristiques cliniques de
I"infection a virus Chikungunya, afin de détecter les formes rarement ou jamais
décrites auparavant. Le maintien d’un plateau technique opérationnel dans les
laboratoires spécialis€s permettra de poser un diagnostic spécifique et différen-
tiel rapide. La connaissance de la chaine épidémiologique de transmission, du
réservoir - qui est pour le moment inconnu - 3 I’hdte permet de se protéger en
limitant les risques & la source quand cela est possible. Puisqu’il n’existe aucun
traitement antiviral efficace 2 ce jour, et, en I’absence de vaccin, les seules
mesures de prévention concernent la protection individuelle contre les pigires
de moustiques et la lutte antivectorielle.

Mots clés : arbovirose, alphavirus, Chikungunya, vecteur Aedes

Abstract. Chikungunya virus (CHIKV), a member of the Alphavirus genus,
represents a real public health problem in tropical regions of the Southeast Asia
and Africa. It is transmitted to the man by Aedes mosquitoes and the illness,
known as Chikungunya, is characterized by fever, eruptions and invalidating
arthralgia. An increased surveillance in tropical and subtropical areas is neces-
sary, as far as we have noticed recently the emergence of this new disease in
regions where it had never existed before. The epidemic context is of a high
importance for diagnosis. It is very important to know the clinical characteris-
tics of the infection, to detect forms rarely or never described previously.
Permanence of a highly technical core in specialized laboratories will allow,
fast, specific and differential diagnosis. The knowledge of the epidemiological
chain of transmission from reservoir, still unknown, to the host aims to protect
populations by limiting the risks of exposure when it is possible. The only
prevention measures available are individual protection against mosquitoes and
antivectorial fight, in the absence of specific antiviral treatment and vaccine.

Key words: arbovirus disease, alphavirus, Chikungunya, Aedes mosquitoes

merci de vérifier les capitales et les italiques dans tout  Chikungunya (CHIKV). Ce virus a été isolé en 1953 chez
I’article Le chikungunya est une arbovirose due au virus  des moustiques des genres Aedes spp. et Culex spp. et a
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été rattaché aux arbovirus du groupe A [1]. Il est responsa-
ble d’une maladie bénigne dans la majorité des cas mais
qui peut devenir invalidante du fait des douleurs violentes
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qui I’accompagnent et pour laquelle un diagnostic diffé-
rentiel avec la Dengue peut se poser. Cette infection est
présente dans la bande intertropicale et sévit surtout en
Afrique, dans le Sud-Est Asiatique et les pays de I’Océan
Indien.

Le virus

CHIKY appartient a la famille des Togaviridae et au genre
Alphavirus. Les Alphavirus sont des arbovirus (arthropod-
borne virus), virus dont la transmission d’un héte vertébré
contaminé & un hote sain se fait via un vecteur arthropode
infecté. Les Alphavirus sont présents sur tous les conti-
nents, a ’exception de I’antarctique. Ce sont des virus a
ARN simple brin, de polarité positive (I’ARN est infec-
tieux) enveloppés. Le genre Alphavirus est divis€¢ en 26
sous-groupes sur des critéres sérologiques mais peut €tre
divisé en 3 groupes principaux et un groupe recombinant
sur des criteres génomiques (tableau 1) [2]. Chaque sous-
groupe réunit un nombre variable de souches ou de

Tableau 1. Titre .

variants géographiques. CHIKV appartient au groupe
Semliki Forest, il est présent en Afrique et en Asie du
Sud-Est.

Structure du virus

Comme les autres alphavirus CHIKV est un petits virus 2
ARN, enveloppé. La particule virale est sphérique, de 60 2
70 nm de diametre. La nucléocapside est icosaédrique et
composée de 240 capsomeres formés de 2 peptides. Elle
renferme un brin unique d’ARN. L’enveloppe porte
240 spicules, chacune composée de 3 hétérodimeres de
2 glycoprotéines majeures El et E2. Des spicules, dites
mineures, en plus petit nombre, formées par la glycopro-
téine E3 et un polypeptide 6K, peuvent étre présents. Le
génome des alphavirus est constitué d’un seul brin ’ARN
monocaténaire de 11-12 kb, linéaire, de polarité positive
et non segmenté. Les génes codant les protéines structura-
les correspondent au tiers du génome et sont situés a
I’extrémité 3°. Les deux tiers restants correspondent aux
protéines non structurales. Ces virus sont stables a pH
compris entre 7 et 8, mais sont rapidement inactivés a pH

Groupe Nom du virus Abréviation Distribution
VEE/EEE Encéphalite équine de I'Est EEEV Amérique du Nord Amérique du Sud
Encéphalite équine du VEEV Amérique du Sud Amérique Centrale
Venezuela
Everglades EVEV Floride
Mucambo MUCK Brésil, Pérou
Pixuna PIXV Brésil
Semliki Forest Semliki Forest Afrique, Eurasie
Middelburg Afrique
Chikungunya CHIKV Afrique, Asie du Sud-Est
O'Nyong-Nyong Afrique
Ross River Australie, Océanie
Barmah Forest Australie
Getah Australie, Asie
Sagiyama Japon
Bebaru Malaisie
Mayaro Amérique du Sud
Una Amérique du Sud
Sindbis Sindbis SINV Afrique, Asie, Europe, Scandinavie, Australie
Aura AURAV Brésil, Argentine
Whataroa WHAV Nouvelle Zélande
Babanki BABV Afrique de I'Ouest
Kyzylagac KYZV URSS
Virus recombinants ou de groupe incertain  Encéphalite équine de I'Ouest WEEV Amérique du Nord
Amérique du Sud
Highlands HJV Est des USA
Fort Morgan FMV Ouest des USA
Non groupés Ndumu NDUV Alrique
Buggy Creek Ouest des USA
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acide [3]. A 37 °C, les virus ont une demi-vie d’environ
7 jours, ils sont rapidement inactivés a 58 °C. Ils sont
sensibles aux solvants organiques et aux détergents.

Multiplication du virus et cycle viral

Comme les autres Alphavirus, CHIKV peut &tre cultivé
sur différents types cellulaires provenant de leurs hotes
naturels (mammiferes, hommes, moustique), 2 des tempé-
ratures variant de 25 a 41 °C. Leur multiplication est intra-
cytoplasmique (figure I). Apres fixation des spicules
d’enveloppe sur des récepteurs cellulaires non identifiés,
le virus est internalisé, la nucléocapside est libérée par
fusion entre la vacuole d’endocytose et I’enveloppe virale.
Des I'entrée, I’ARN viral sert d’ARN messager pour la
syntheése des protéines non structurales. Un polypeptide
précurseur est clivé par une protéase virale pour produire
les 4 protéines non structurales (nsP1, nsP2, nsP3 et
nsP4). Celles-ci (hélicase, protéase, ARN polymérase)
assurent la syntheése d’ARN de polarité négative complé-
mentaire de I’ARN génomique. A leur tour, ces derniers
permettent la synthese d’ARN génomiques (+) et sous-
génomiques pour la traduction des protéines structurales
ce qui permet la reconstitution de la particule virale.
L’encapsidation des ARN s’effectue dans le cytoplasme et
les virions néo-formés sont produits par bourgeonnement
de la membrane cytoplasmique sur laquelle se sont fixées
les glycoprotéines de [’enveloppe. Dans les cellules de
moustique, aprés une courte phase initiale productive, une
infection persistante a faible niveau s’établit, sans lyse
cellulaire. Dans les cellules de vertébrés sensibles (cellu-
les Vero, BHK21 ou fibroblastes d’embryon de poulet),
I’infection est rapidement trés productive, maximale en
4 heures a 40 °C ou 6 heures a 30 °C puis elle conduit a la
lyse cellulaire. Ces observations sont 2 rapprocher de
I’infection in vivo : les insectes restent infectés toute leur
vie sans affection apparente alors que I'homme fait des
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Figure 1. Multiplication du virus et cycle viral.
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infections symptomatiques et courtes. Le CHIKV comme
beaucoup d’arboviroses infecte I’homme de maniere acci-
dentelle. Le réservoir est un animal (qui n’est pas identi-
fié) et le virus circule au sein de cette population grice au
couple animal/moustique qui assure ainsi la persistance du
virus. L’animal infecté n’est en général pas malade. A la
faveur de modification climatique ou environnementale, le
moustique est amené a piquer I’homme. Si la population
de diptere est importante, I’homme peut devenir une cible
préférentielle et 2 ce moment une épidémie peut s’instal-
ler. La réplication chez le moustique est nécessaire pour
assurer la transmission du virus. 1l convient de rappeler
que les femelles piquent car elles ont besoin de sang pour
assurer la production d’ceufs. Aprés un repas le virus se
réplique dans I’intestin puis gagne les glandes salivaires.
L’injection de la salive au moment de la piqfire assure la
pénétration du virus dans I"hote.

Caractéristiques cliniques
de I'infection A virus Chikungunya

Selon ’OMS, le Chikungunya est une forme de Dengue,
bien que les autorités sanitaires préferent en général éviter
cette appellation afin de préserver le tourisme. Chikungu-
nya signifie « marcher courbé ou qui brise les os» en
langue makondé (et non swahili comme cela est noté fré-
quemment) car Marion Robinson qui, la premiere, a indi-
vidualisé ’entité clinique a repris un terme du plateau
Makondé ot le peuple Swahili n’étaient pas prédominant
en 1950 [4]. Cette appellation a un lien direct avec les
arthralgies invalidantes (douleurs articulaires), qui sont
I’'un des symptdmes prédominants de cette maladie. Lors-
que les malades ressentent des douleurs aigués, ils ont
parfois du mal 3 marcher ou 2 effectuer leurs taches quoti-
diennes.

Tableau clinique usuel

La période d’incubation silencieuse est de 4 a 7 jours
aprés la piqlire de moustique infectante. La maladie se
déclare généralement par une tres forte fievre d’apparition
brutale, parfois au-deld des 40 °C, sur environ 3 jours.
Cette figvre est suivie d’un érythéme, de courbatures tres
douloureuses, et d’arthralgies durant 5 jours ou plus, qui
touchent les extrémités des membres (poignets, chevilles,
phalanges). S’y associent, des céphalées, des dorsalgies,
mais surtout une éruption cutanée morbilliforme parfois
prurigineuse dans pres de la moitié des cas. Celle-ci peut
toucher le visage, le cou, le tronc ou les membres mais
surtout le thorax. Elle peut étre associée a un cedeéme
facial. Chez I’enfant I’éruption peut étre bulleuse avec
d’importants décollements cutanés et des hémorragies
bénignes 2 type d’épistaxis et de gingivorragies peuvent

3
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étre observées [5, 6]. Au début, les symptdmes peuvent
évoquer une crise de paludisme. La guérison est la regle,
mais la convalescence s’accompagne d’une asthénie
importante. Les arthralgies persistantes, peuvent entrainer
une incapacité de plusieurs semaines, voire de plusieurs
mois.

Le cas particulier des arthralgies et arthrites

Les arthralgies 8 CHIKV ont été décrites des les années
1930-1950 en Australie sous le nom de epidemic poly-
arthritis [7]. Mais celles-ci n’ont fait I’objet que de des-
criptions peu nombreuses et peu précises. En particulier
entre arthralgies simples ou arthromyalgies d’une part, et
arthrites vraies d’autre part, la distinction n’apparait pas
clairement. De méme, le mécanisme de ces atteintes n’est
pas bien connu et la présence du virus dans le liquide ou le
tissu synovial est discutée [8, 9]. Par contre, les arthrites
causées par des alphavirus voisins, et notamment par le
Ross River virus, sont plus documentées [7-11]. L’atteinte
articulaire survient chez 90 % des sujets infectés, aprés un
bref épisode de fievre éruptive. Elle est constituée d’une
polyarthrite vraie a début aigu, d’intensité variable, symé-
trique, et touchant avec une fréquence particuliere les poi-
gnets. La radiographie montre des atteintes non destructri-
ces. Les épanchements correspondent 4 un liquide
synovial inflammatoire (> 1 000 éléments/mm?) riche en
lymphocytes. Les inflammations articulaires chroniques
entrainent une géne fonctionnelle importante et peuvent
étre invalidantes et persister plusieurs mois, voire années.
Cependant le pronostic fonctionnel reste bon [8].

Formes rares et graves du chikungunya de I'adulte
observées a La Reunion

L’infection 2 CHIKYV est réputée ne pas mettre en jeu le
pronostic vital ; ainsi en Asie, d’ol proviennent ]Ja majo-
rité des informations disponibles, ni déces ni forme clini-
que de particuliere gravité n’avaient été rapportés [7, 12].
Pourtant, lors de I’épidémie réunionnaise, chez les sujets
avec infection & CHIKV biologiquement confirmée,
I’[nstitut national de veille sanitaire (InVS) a la date du
14 mars 2006, a comptabilisé 96 patients 4gés de plus de
28 jours (sept patients de 28 jours & 15 ans, 79 patients
agés de plus de 15 ans, sex-ratio M/F 1,4), ayant nécessité
un séjour en réanimation avec 39 déces. Les rtableaux
suivants ont €té observés et directement liés a |’infection :
— huit cas d’encéphalite avec des séquelles dans trois cas,
cing cas de syndromes de Guillain-Barré dont deux néces-
sitant I’assistance ventilatoire ;

~ huit hépatites graves avec indication de greffe ;

— quelques cas de myocardite et péricardite.

Des complications iatrogénes aux morphiniques (sur
insuffisance rénale), aux AINS, au paracétamol (hépatite
toxique) ont été notées. Enfin des surinfections bactérien-
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nes ont été diagnostiquées : septicémie & Listeria, abces
hépatique a pyogeéne, pneumonies, chocs septiques. En
général prés de la moitié des cas graves résultaient de la
décompensation d’une maladie chronique sous-jacente
(sujets agés, éthylisme, prise de paracétamol ou de dextro-
propoxypheéne a forte dose).

Epidémiologie et histoire naturelle
des infections au virus du Chikungunya
(CHIKV)

Les premiéres épidémies

Les premiéres atteintes de chikungunya ont été observées
en 1952 au Tanganyika et ont permis les premieres des-
criptions de sa clinique [4] et de son épidémiologie {13].
Une deuxieme épidémie a été décrite en Ouganda [14].
Depuis, les épidémies n’ont été€ observées qu’en Afrique
de I’Est, en I’Asie du Sud-Est et dans le sous-continent
indien. Les populations cibles sont différentes en Afrique
ol les ruraux sont plus atteints, en comparaison de I’ Asie
ol les zones urbanisées sont touchées [15].

L’épidémie de La Réunion

L’épidémie de la Réunion est singuliere dans le sens ol
c’est la premiere épidémie touchant une région dont les
infrastructures sont identiques 2 celles des pays occiden-
taux. Des le 15 avril 2005, un dispositif de vigilance a été
mis en place a la Drass de La Réunion. En effet, une
importante épidémie avait touché au début de I’année
2005 les Comores et les premiers cas « importés » des
Comores avaient été décrits fin avril alors que les premiers
cas autochtones ont été documentés dés le 9 mai a La
Réunion. Trés vite donc les médecins du groupe Grog ont
ét¢ mis a contribution pour notifier les cas suspects et
confirmés et des instructions ont ét¢ données aux labora-
toires d’analyses biologiques et médicales de La Réunion
[15, 16]. Un pic épidémique a été relevé mi-mai
(~ 450 cas/semaine) avec un nombre de cas avoisinant les
3 000, suivi d’une recrudescence deés le mois d’octobre
2005 et surtout depuis décembre 2005 (~ 300 cas/
semaine), alors que cette derniere recrudescence de
I’épidémie, lors de I’é1é austral, n’avait pas eu lieu aux
Comores [15]. Un autre pic épidémique a été atteint, la
2° semaine de février 2006, mais I'occurrence a baissé
fortement jusqu’a mi-mars ol le nombre de cas semblait
se stabiliser. Cependant le nombre de personnes présen-
tant des signes compatibles avec une infection 8 CHIKV
pourrait étre beaucoup plus important, puisqu’une projec-
tion mathématique estime le nombre total de cas &
266 000 (dont 254 déces imputables au CHIKV) pour
770 000 habitants soit un taux d’attaque qui serait 2 envi-
ron 30 % [17-19]. La maladie s’est étendue aux autres
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pays riverains de I’Océan Indien avec des épidémies aux
Seychelles, a I’lle Maurice, en Malaisie, aux Comores 2
Madagascar et surtout en Inde. L’épidémie de la Réunion
est en nette décroissance, car on compte 20 cas sporadi-
ques par semaine début janvier 2007, alors qu’a pareille
époque - il y a I an - le nombre de cas était de
7 400/semaine [18].

Une des caractéristiques de 1’épidémie de La Réunion est
la survenue vraisemblable de transmissions materno-
feetales du virus avec 37 infections de nouveau-nés de
moins de 10 jours [20]. L’autre originalité est le nombre
de formes graves (neurologiques et hépatiques notam-
ment) qui représentent plus de 120 personnes. Une micro-
évolution du génome de CHIKYV, unique dans les iles de
I’Océan Indien, a été décrite avec une apparition de muta-
tions, notamment de la glycoprotéine E1 (A223V), qui
pourrait conférer une meilleure adaptation du virus a son
vecteur ainsi que des mutations additionnelles sur nsP1
(T3011), nsP2 (Y642N) ou nsP3 (AE460) dans une souche
isolée d’un LCR [21].

Vecteurs, réservoir de virus

Le virus est transmis par les moustiques du genre Aedes
(en fait Stegomyia, nouvelle appellation officielle) notam-
ment aegypti, albopictus, polynesiensis. Il a é¢ montré
par Turell et al. [22] qu’Aedes albopictus, I’espéce domi-
nante sur I’ile de La Réunion qui réapparait massivement
pendant la saison des pluies, véhiculait plus facilement le
virus du singe vers le souriceau que A. aegypti. Le réser-
voir animal du CHIKV n’est pas connu mais 5,2 % des
sérums d’animaux domestiques ont des anticorps inhibant
I’hémagglutination [23]. Seul Konstantinov [24] a montré,
lors d’un imposant travail, qu'une tique (Ixodes) sur
96 167 isolées en République de Guinée, hébergeait le
CHIKYV qui, par ce vecteur, pourrait étre transmis aux
animaux sauvages et domestiques.

Le diagnostic biologique de I'infection A
CHIKV

Le diagnostic d’une arbovirose est difficile et nécessite la
recherche directe du virus dans le sang du malade quand
cela est possible ainsi que la recherche d’anticorps spécifi-
ques dans le sérum. Il est réservé aux laboratoires spéciali-
sés.

Diagnostic direct

Isolement viral

C’est le diagnostic de certitude et de référence a partir du
sang d’un patient fébrile, la phase virémique s’étendant de
J1 aJ5. 1l peut étre réalisé par inoculation (intracérébrale)
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au souriceau nouveau-né ou par culture cellulaire sur cel-
lules Vero ou cellules C6/36 d’Aedes albopictus [25].
L’effet cytopathogéne est observé apres 2 2 3 jours [26]. 11
consiste en un arrondissement, une augmentation de la
réfringence et détachement du support dans le milieu de
culture. A la coloration, des inclusions cytoplasmiques
sont visibles. Le virus est identifi€é par des techniques
sérologiques ou moléculaires. Cette technique est sensible
et permet de disposer de la souche.

Diagnostic moléculaire

La recherche du virus par amplification génique est plus
aisée et une RT-PCR utilisant deux couples d’amorces
choisies dans les génes de la protéine non structurale 1
(nsP1: CHIK/nsP1-S: 5’-TAGAGCAGGAAATTGAT
CCC et CHIK/msPI-C: S’-CTTTAATCGCCTGGTGG
TAT) et de la glycoprotéine E1 (E1 : CHIK/E1-S : 5’-TCA
CCATTCATGTGGGGC / CHIK/E1-C : 5’-GCCTTTGTA
CACCACGATT) [27]. Une RT-PCR combinée a une PCR
nichée a été décrite par Pfeffer et al. [28]. Cette technique
amplifie un fragment de 427 pb du géne E2 de tous les
Alphavirus et la PCR nichée permet d’amplifier spécifi-
quement un fragment de 172 pb de CHIKV.

Détection rapide d’antigéne viral directement

a partir des produits biologiques

Le diagnostic direct, pratiqué a I’aide d’anticorps monos-
pécifiques, est largement utilisé car c’est une technique
rapide, évitant les aléas de la culture cellulaire. Cet
immuno-cytodiagnostic est effectué sur sécrétions
muqueuses, frottis de Iésions ou sang.

Diagnostic indirect

Sérologie spécifique

1 convient de se limiter principalement a la recherche de
deux types de marqueurs : les IgM par test Elisa en immu-
nocapture [29] pour faire preuve d’une infection aigué,
active ou d’une infection néonatale. Les [gM sont mis en
évidence par un prélévement postérieur au cinquiéme jour.
Elles persistent plusieurs jours 2 trois semaines. Les [gG
sont recherchées par Elisa ou agglutination de particules
sensibilisées [30]. Il existe une probabilité de faux-positifs
par réaction croisée avec les IgM de la dengue, du fait
d’une stimulation antigénique polyclonale. Par ailleurs,
des réactions croisées avec d’autres Alphavirus comme
Sindbis, O’nyong nyong, et le Ross River virus peuvent
survenir.

La réaction de séro-neutralisation

C’est la réaction de référence car les anticorps neutrali-
sants sont parmi les plus spécifiques étant donné qu’ils ne
présentent pas ou peu de réactions croisées entre les espe-
ces d’'une famille virale. Cependant, cette recherche est
délicate et longue a mettre en ceuvre et nécessite de possé-
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der les souches virales contre lesquelles on recherche les
anticorps présents dans le sérum du patient.

Diagnostic différentiel

Les régions ol CHIKYV circule sont également des zones
de forte activité des virus de la dengue et d’autres alphavi-
roses comme Sindbis, O’nyong nyong, Mayaro. Dans un
contexte ol deux épidémies circuleraient simultanément,
il serait trés difficile de porter un diagnostic purement
clinique. Il peut y avoir des réactions croisées avec le virus
O’nyong nyong, que Calisher [31] a classé comme sous-
type du CHIKV. Il existerait une possibilité de faux posi-
tifs avec les IgM de la dengue, par stimulation polyclo-
nale. Les principaux diagnostics différentiels sont donc la
Dengue, une infection a virus O’nyong nyong ou virus de
Ross River.

Aussi la recherche des principaux arbovirus doit étre pri-
vilégiée quand elle est possible, soit par culture ou par
amplification génique [32, 33]. Pour ce faire il est impéra-
tif d’obtenir un préleévement sanguin précoce.

Conduite pratique a tenir lors d’une suspicion
de cas de chikungunya

Le diagnostic clinique est rapidement évoqué dans un
contexte €épidémique bien qu’il faille aussi garder a
Iesprit les autres causes de fievre. Ce diagnostic peut étre
confirmé par sérodiagnostic & partir de réactifs fournis par
le Centre national de référence des arboviroses : les IgM
sont identifiés en moyenne 2 partir du cinquieme jour
apres 'apparition des signes cliniques. Un diagnostic plus
précoce peut aussi étre obtenu par amplification génique
ou RT-PCR (figure 2). Dans le cas de la Réunion, ces
examens sont réalisés par les laboratoires hospitaliers
d’immunologie du Centre hospitalier de Saint-Denis et de
Saint-Pierre, qui ont passé une convention avec le Centre
national de référence des arboviroses.

Pour la population générale les sérodiagnostics seront
adaptés aux différentes situations :

—en zone épidémique il n’est pas recommandé une sérolo-
gie de CHIKYV systématique devant une symptomatologie
clinique évocatrice. Par contre, en cas de doute diagnosti-
que, les sérologies de CHIKV et du virus de la Dengue

19G
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Figure 2. Stratégie du sérodiagnostic et d'un diagnostic précoce
par RT-PCR d'une infection & virus Chikungunya.
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sont recommandées compte tenu de la
co-circulation des deux virus ;

—en zone non épidémique la sérologie de CHIKV et du
virus de la Dengue doivent étre systématiques pour les
« premiers cas suspects » compte tenu de la possible
co-circulation des deux virus, sans conditionner I’inter-
vention de la lutte antivectorielle au résultat.

possible

Chez les femmes enceintes asymptomatiques, il est
conseillé de ne pas réaliser de sérologie de CHIKV. Par
contre, elle est vivement préconisée chez les femmes
symptomatiques sans cause infectieuse évidente ou habi-
tant dans une zone de circulation active du virus. La PCR
est recommandée chez les femmes présentant un Chikun-
gunya aigu au cours du dernier mois de grossesse. Lors-
que les malades sont hospitalisés il est également recom-
mandé¢ de pratiquer une PCR ou sérologie de CHIKYV pour
les formes graves mettant en jeu le pronostic vital et pour
les formes ” émergentes “, c’est-a-dire présentant une
symptomatologie clinique non encore décrite dans la litté-
rature internationale.

Le traitement

La prise en charge thérapeutique d’un chikungunya banal
repose essentiellement sur la prescription d’anti-
inflammatoires non stéroidiens afin de soulager les dou-
leurs, I'évolution spontanée de la maladie étant presque
toujours favorable. En effet, en I’absence d’un traitement
antiviral spécifique, la prise en charge est centrée sur la
surveillance et les traitements symptomatiques : antalgi-
ques, antipyrétiques, maintien des fonctions essentielles.
11 s’agit aussi d’étre attentif aux effets iatrogeénes des thé-
rapeutiques prescrites, notamment en ce qui concerne les
risques d’abus et de dépendance aux opiacés. 1l est
conseillé de prescrire le plus tdt possible le traitement
symptomatique pour soulager la douleur et la fievre. Le
clinicien peut aussi prescrire, si nécessaire, une kinésithé-
rapie a des fins antalgiques (massage, cryothérapie, cha-
leur locale...), avec mobilisation précoce apres la phase
fébrile. Il convient également d’expliquer a I’entourage du
patient les mesures de protection pour éviter la transmis-
sion vectorielle.

La recherche de la survenue éventuelle de complications
propres a la maladie : forte fievre, formes cutanées
vésiculo-bulleuses ou extensives... ou de formes graves
avec des symptdmes d’atteinte cérébrale (signes de
méningite ou d’encéphalopathie) est indispensable. Les
soignants se doivent de surveiller tout effet indésirable 1ié
au traitement, notamment les décompensations de comor-
bidités : insuffisance cardiaque, insuffisance hépatique,
insuffisance coronaire, diabete, insuffisance rénale
chronique...
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Le virus Chikungunya

Les mesures de prévention

Le Chikungunya est une maladie & déclaration obligatoire
et la prévention est trés importante. La lutte anti-
vectorielle communautaire, mécanique, chimique et biolo-
gique, est surtout basée sur des épandages massifs et
nocturnes d’insecticides type organophosphorés, méthyl-
pyrimiphos, théméphos, fénitrothion qui ne sont pas sans
poser des problemes écologiques. Certains insecticides
employés jusqu’alors a La Réunion ont été remplacés par
un larvicide, le BTI ou la toxine « cristal » de Bacillus
thuringiensis israelensis. A La Réunion, des actions de
lutte contre le moustique Aedes ont été menées de fagon
intensive ; elles consistaient 2 : 1) réduire le nombre de
gites larvaires par suppression de toutes les réserves d’eau
stagnante dans et a proximité des maisons et, lorsque cette
suppression n’est pas possible, appliquer des traitements
larvicides ; 2) en zone infectée et période épidémique,
lutter contre le vecteur adulte par épandage aérien d’insec-
ticide. Leur efficacité dépend de I'implication de la popu-
lation a leur mise en ceuvre. Auprés des personnes mala-
des, il convient aussi d’insister sur 1’utilisation de répulsifs
cutanés ou d’une moustiquaire imprégnée, afin d’éviter la
transmission du virus a un nouveau moustique et donc, a
d’autres personnes. Dans la métropole et particulierement
dans les Alpes-Maritimes et en Haute-Corse, en raison de
I’implantation avérée d’Aedes albopictus, 1'InVS
demande a ce que tout cas suspect de Chikungunya soit
signalé au médecin inspecteur de santé publique de la
Direction départementale des affaires sanitaires et sociales
(Ddass) de ces départements.

Au niveau individuel, la prévention de la pigiire de mous-
tique passe préférentiellement par I’utilisation de moyens
de protection physique : vétements longs, qui peuvent €tre
imprégnés d’insecticides (perméthrine par exemple),
chaussures fermées, moustiquaires, diffuseurs d’insecti-
cide... L’utilisation de répulsifs est recommandée, avec
des précautions & respecter, chez la femme enceinte et
I’enfant de moins de 12 ans. Chez le nouveau-né de moins
de trois mois, il convient de ne pas utiliser de produit
répulsif et de privilégier ’emploi de moustiquaires impré-
gnées d’insecticides pyréthrinoides (perméthrine, delta-
méthrine) ; I'usage du diéthyltoluamide (DEET) est
contre-indiqué. Chez les enfants de trois mois & deux ans,
il est conseillé de limiter I’application d’un répulsif a une
fois par jour et d’éviter les muqueuses et les mains des
enfants. Une information sur les répulsifs anti-moustiques
proposés en pharmacies est disponible sur le site Internet
www.sante.gouv.fr [rubrique chikungunyal.

Conclusion

Dans un contexte d’atteinte isolée, le diagnostic d’un épi-
sode est rarement obtenu dans le cas d’une infection béni-
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gne 2 virus Chikungunya ou alors c’est le plus souvent un
diagnostic rétrospectif qui est demandé. Par contre, dans
un contexte épidémique une bonne coordination entre le
clinicien et le laboratoire permet d’obtenir des préleve-
ments précoces, au moment des pics fébriles et ainsi de
faire rapidement le diagnostic de I’infection dans de bon-
nes conditions. Il faudra attendre d’autres épisodes
d’infection pour savoir si les cas graves observés a la
Réunion correspondent & une évolution du virus ou bien si
c’est un phénomene isolé du fait de I’isolement de I'lle.
merci de préciser les noms des auteurs, éditeurs si
besoin, la ville d’édition, la maison d’édition et
I’année
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INTRODUCTION

Actuellement le continent africain subit de profondes
mutations écologiques et démographiques (construction
de barrages, exploitation forestidre, concentration de
population dans les grandes métropoles) qui concourent
A I'émergence ou 2 la ré-émergence de virus pathogenes
powr homme et l'animal. Les arbovirus (Arthropod
Borne Virus), sont des virus transmis par les arthropodes
piqueurs hématophages (insectes, tiques, efc.) entre
vertébrés. [ls présentent des phases de multiplication tant
chez les vecteurs que chez leurs hétes vertébrés. Plus de
500 arbovirus ou virus apparentés ont été décrits dans le
monde, formant un ensemble trés hétérogene du point de
vue de leur taxonomie. Au moins 168 espaces différentes
ont déja été isolées en Afrique (Centre de Référence OMS
de Recherche pour les Arbovirus, Dakar). Parmi eux, une
quarantaine sont pathogénes pour I'homme.

A Texception de la dengue dont le réservoir de virus est
I'homme, les arboviroses sont des zoonoses: maladies
d’animaux sauvages et/ou domestiques pouvant infecter
I'homme chez lequel les tableaux cliniques sont variables
(Tableau 1), pouvant aller de la fidvre isolée aux syndromes
hémorragiques aigus gravissimes. Les infectons
inapparentes sont trés fréquentes. Les arbovirus nécessitent
pour leur transmission un arthropode. La transmission
directe entre vertébrés est exceptionnelle. Une transmission
verticale est possible chez l'arthropode. Les arthropodes
sont des moustiques, des phlébotomes, des culicoides,
des tiques, etc., qui demeurent infestants toute leur vie.
Etant donné l'existence de réservoirs formés du couple
arthropode/animal sauvage, tout changement climatique
et écologique peut entrainer des modifications de l'aire
d’extension de ces maladies ainsi qu'éventuellement des
changements de vecteur ou d’héte.

1. LES PRINCIPAUX ARBOVIRUS PATHOGENES
POUR L'HOMME ET L’ANIMAL

Tous ces virus sont 2 ARN et enveloppés. Ils appartiennent
pour la plupart A la famille des Togaviridae pour les
Alphavirus, Flaviviridae pour les Flavivirus et Bunyaviridae

pour les Bunyavirus,
a) Alphavirus

Ce sont des virus sphériques (d’environ 70 nm de diamatre),
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leur enveloppe dérive d'une membrane cellulaire. Ce sont
des virus 3 ARN simple brin de 10 & 12 kb A polarité
positive.

Chikungunya virus

Il est endémo-épidémique en Afrique subsaharienne, avec
la survenue de grandes épidémies (au Sénégal en 1996 et
1997 ; en République Démocratique du Congo en 1999-
2000). On observe des formes hémorragiques pétéchiales
mais sans hémorragie digestive ni collapsus.

O'Nyong-Nyang virus

Il a été isolé pour la premidre fois en 1959 en Ouganda
lors d'une vaste épidémie qui s’était propagée jusqu’en
République Centrafricaine (2 millions de personnes
atteintes). Depuis il a fait une ré-émergence épidémique en
1996-1997 dans la méme zone (Ouganda et Tanzanie) apres
35 ans de silence.

b) Flavivirus

Ce sont des virus & ARN simple brin, enveloppés de 40 a 60
nm de diamtre. Leur ARN est de polarité positive et code
pour une polyprotéine qui est secondairement clivée en
donnant !'ensemble des protéines virales.

West Nile virus

Il se maintient dans la nature par transmission par les
moustiques du genre Culex entre les oiseaux. L’Afrique
constitue le foyer enzootique principal. L’homme ou le
cheval sont des hétes sensibles au virus mais ne participent
pas A l'amplification biologique puisque la virémie est
bréve et faible. Des atteintes ont été observées depuis
1996 chez l'homme (Zeller, 1999), le cheval et les oiseaux
au cours d’'épidémies en Afrique du Nord, Afrique noire,
Madagascar.

Wesselsbron virus

Son nom vient de la région d’Afrique du Sud o il a
été identifié en 1955 pour la premitre fois (Weiss ef al.,
1956). C’est un virus atteignant le bétail, transmis par les
moustiques (Aedes, Anopheles, Culex). Chez les ovins et les
capring (Baba ef al., 1989), il est responsable d'affections
fébriles souvent mortelles et d’avortements.
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Tableau 1: Classification des arbovirus

Taux de
Famille Genre Viros __Syndreme Tr jsal Incubsti mortalité Réserveir Répartition géographiqy
Togaviridae  Alphavirus  Chikungunya Rash, arthrsigie Aedes aegypti 4-7 jours singes Afrique subsaharienne
O'Nyong-Nyong  Rash, arthralgj: Anopheles gambic 4.7 jours thomme Ouganda, Tanzanic
Seraliki Forest Fiévre vue Aedes aegypti 4-7 jours iconau Afrique équatoriale
Sindbis Fiévre nue Aedes acgypti 4-7 jours inconnu Afrique équatoriale
Flaviviridae  Flavivirus ~ Fidvre jaune Fidvre, ictére, Aedes aegypu 1 semaine 5% singes, animaux sauvages Afrique ¢atre 20°N et 20°S
Fiévre hémormagique
Denguc Fiévre, myalgies Aedes aegypti faible homme Bande intertropicale
Denguc bé i Aedes albopi. 237jours  5-10% Afrique de VEst, Kenya, Tchad, Egypte
Mauritanie, Madagascar, Djibouti
West-Nile Fiévre, encéphalitc Culex sp. 3-7 joums mammiféres, oieaux Afrique équatoriale, Madagascar
é&ruption
Zika Fidvre, méningite Aedes aegypri 3-7 jours mammifares Afrique subsaharienne
Anopheles gambiae szuvages et
Weaselsbron Fiévre, splénomégalie  Aedes aegypti 3.7 jours domestiques Afrique suhssharienne
_ Aedes africamus :
B iridae B virus Bumy Fidwre une Aedes aegypti 4-7 jours snimanx sanvages Afrique dquatoriale,
Tlesha Fidvre nue Aedes ocgypti ’ République Centrafricaine
Fidvre de Ia
Phlebovirus Vallée du Rift Fidvre, rayalgies Aedes aegypti, 4.8 jours animsux domestiques Atrique do I'Est et du Sud

Fidvre hémorragique  Culex 5p.




Yellow fever virus (virus amaril)

Le virus amaril infecte des singes dans la forét ol persiste un
cycle moustique-singe-moustique (cycle sylvatique) dans
lequel 'lhomme n’est qu’un héte accidentel. Mais des cycles
urbains, spécifiquement humains, se sont mis en place A
partir de ce réservoir. L' Afrique est de loin le continent le
plus touché avec 95% des cas recensés dans le monde et,
d‘apres 'OMS, 200 000 cas et 30 000 décés enregistrés par an
(Digoutte, 1999 ; Cornet ef al., 1977). Les épidémies, surtout
a l'ouest du continent, et les cas isolés sont en régulitre
augmentation depuis les années 90 (Lepiniec et al., 1994).

Dengue virus

Ce virus a un réservoir uniquement humain et est présent
dans toute la zone intertropicale.

En Afrique, les cas de dengue causés par les quatre souches
de virus ont beaucoup augmenté depuis 1980. La plupart
de ces cas ont été recensés au Sénégal (Traore-Lamizana et
al. 1990 ; Zeller et al., 1992), au Kenya (Johnson et al.,1990),
au Mozambique (Gubler et al., 1986), au Burkina Faso
(Gonzalez et al.,1985), a Djibouti (Saleh et al., 1985 ; Hyams
et al., 1986 ; Rodier et al.,1995) et au Cameroun (Krippner et
von Laer, 2002). Aucune épidémie de dengue hémorragique
n’a été signalée en Afrique en dehors de quelgues cas isolés
au Mozambigque et 2 Djibouti.

¢} Bunyavirus

Ces virus enveloppés de 80 a 120 run de diametre ont
un génome constitué de 3 segments d’ARN de polarité
négative avec une nucléocapside A symétrie hélicoidale.

Bunyamwera, llesha et Batai virus

[Is sont responsables d‘infections inapparentes ou bénignes
s'accompagnant de céphalées. Des cas d'infections 2
Bunyavirus ont été recensés au Kenya et en Somalie (Bowen
et al., 2001), en Guinée (Butenko, 1996), au Soudan (Nashed
et al., 1993), en Ouganda (Rodhanin et al., 1989), au Nigeria
(Fagbami et Fabiyi, 1975), en République Centrafricaine
(résultat non publié).

1L EPTIDEMIOLOGIE

Les arboviroses surviennent par bouffées épidémiques
entrecoupées par des intervalles libres plus ou moins longs.
Le réservoir de virus est composé par le couple animal
sauvage/vecteur. Ces animaux sensibles sont surtout
les rongeurs, les singes et les oiseaux. Les arthropodes
hématophages (moustiques: Culex, Aedes ; Psycodidae :
phlébotome) s’infectent lors de leur repas sanguin. Le virus
se multiplie chez le vecteur sans Yaffecter. Ce dernier reste
infecté et donc contaminant toute sa vie. Il transmet le virus
aux animaux lors des repas suivants. L’homme peut se
contaminer de deux facons :

- accidentellement par pénétration dans la région ol se
déroule Je cycle animal-arthropode (chasseurs, forestiers),
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— par déplacement du vecteur ou du réservoir (ciseaux
migrateurs) soit naturellement soit 2 l'occasion d'une
perturbation écologique (grands travaux de défrichement
par exemple).

III. PHYSIOPATHOLOGIEDES INFECTIONS
ARBOVIRALES

A la suite de I'injection de salive lors de la piqtire d'un
arthropode infestant, le vertébré réceptif va développer
une infection. Tout d’abord le virus se réplique & proximité
du point d'inoculation puis il gagne les ganglions
lymphatiques correspondants : a partir de 13, il se produit
une virémie avec dissémination dans I’organisme jusqu’aux
organes cibles.

IV. CLINIQUE
1l existe trois grands types de formes cliniques :
a) les états fébriles indifférenciés

- une fievre d’apparition brutale,

- des algies intenses (céphalées, myalgies, arthralgies)
avec des signes associés (photophobies, vomissements,
éruptions) ;

b) les formes hémorragiques

- hépatonéphrite
muqueuses ;

avec hémorragies viscérales ou

<) les formes neurologiques

- elles associent des signes méningés (raideur de nuque,
etc.) et des signes encéphalitiques (troubles de la conscience,
troubles végétatifs, troubles neurologiques périphériques).

V. DIAGNOSTIC

Le diagnostic des arboviroses est uniquement biologique.
1 doit cependant étre orienté par la clinique mais aussi
par les conditions de survenue, le nombre de cas, l'origine
géographique (Tableaux 1 et 2).

V.1. Le diagnostic virologique

V.1.1. Prélévements
Quels que soient Jes tests réalisés avec les échantillons,
les précautions d’asepsie sont essentlelles pour éviter la
contamination accidentelle du technicien.
Préle¢vement sanguin
[l est réalisé A partir de sérum ou de plasma.

Pour un bon isolement viral, il faut respecter des
conditions strictes:

- le prélevement doit étre effectué précocement dans les
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3 jours qui suivent le début des symptomes (3 premiers
jours) car la virémie diminue tr2s rapidement ;

- il doit étre conservé (sans limitation de temps) dans
un congélateur a -70°C ou dans l'azote liquide (ou
éventuellement dans la glace carbonique).

Liquide céphale-rachidien

Les signes neurologiques étant souvent retardés par
rapport au début de la maladie, le diagnostic virologique
est peu sensible a partir de ce prélévement.

Organes

En dehors des prélevements de peau préconisés pour
le diagnostic des fievres hémorragiques virales, les
prélevements internes sont réalisés post-mortem. Les
prélevements d’organes cibles ol le virus persiste aprés
la fin de la virémie peuvent permettre un diagnostic
virologique précis.

Prélévements chez 1’animal

Le diagnostic chez I’animal est utile pour la recherche dun
réservoir en cas d‘épidémie importante. Dans ce cas, il peut
permettre d’orienter le diagnostic d’infections humaines.
Le prélevement de sang peut 8tre fait sur I'animal vivant
(bétail en particulier) mais bien souvent il est réalisé sur
I'animal mort ou en pré-mortem immédiat. Dans ce cas,
différents organes peuvent dtre prélevés (cerveau, cceur,
rate, foie et reins).

V.1.2. Conditionnement des échantillons

Le prélevement doit etre acheminé le plus rapidement
possible vers le laboratoire. Les arboviroses survenant
souvent dans des régions difficiles d'accés comme en
Afrique, les délais d’acheminement peuvent étre trés
longs. De plus, dans la plupart des cas, les formations
sanitaires ne disposent pas d’équipements permettant
la bonne conservation des préléevements, c’est pourquoi
le diagnostic virologique des arboviroses est rarement
effectué en routine.

V.1.3. La mise en culture

Isolement du virus 2 partir de vertébrés (homme inclus) et
invertébrés (insectes)

Les sérums sont inoculés soit sans dilution soit dilués a
1:10 dans une solution phosphatée tamponnée (pH 7,2),
contenant de I'albumine bovine 4 0,75% et des antibiotiques,
apres centrifugation (800 g, pendant 10 minutes).

Les visceres sont broyés, dilués a4 10 % (p/v) dans le
diluant ci-dessus puis la suspension est centrifugée comme
auparavant.

Inoculation au souriceau nouveau-né

Le surnageant de chaque suspension est inoculé par voie
intracérébrale A six souriceaux Swiss nouveau-nés (0,02

4

mL / animal). Les animaux sont observés réguli¢rement
pendant deux a trois semaines. Ceux qui montrent des
signes de maladie font )'objet d’un prélévement de cerveau
pour des tests immunologiques ou des inoculations.

Cultures cellulaires

Différentes lignées cellulaires continues sont utilisées
pour la culture des arbovirus. [l peut s’agir de cellules
de moustiques Aedes pseudoscutellaris (lignée AP61) ou de
Culex (C636). Ces cellules de moustiques sont sensibles
2 la plupart des arbovirus. La lignée cellulaire d’origine
simienne Vero E6 a l'avantage de présenter un effet
cytopathogéne caractéristique (lésions lytiques avec
destruction plus ou moins compléte du tapis cellulaire).

Identification du virus

Quel que soit le systeme utilisé, l'identification des virus
est réalisée de maniere identique. Le cerveau de souriceau
est recuellli pour réaliser des empreintes sur lames. Les
cellules sont déposées sur lames apres observation d'un
effet cytopathogene.

La révélation se fait alors au microscope a fluorescence
en utilisant des anticorps monoclonaux spécifiques.
BEtant donné les nombreuses réactions croisées entre les
arbovirus, les anticorps polyclonaux ne permettent qu'une
approche de l'identification. Cependant, de plus en plus,
l'identification des virus est obtenue par les techniques de
biologie moléculaire.

V.1.4. Diagnostic des arboviroses par réaction de
polymeérisation en chaine (PCR)

Ce diagnostic peut 8tre réalisé & partir des mémes
prélévements que ceux utilisés pour I'isolement viral, apres
extraction de I'’ARN et une étape de transcription inverse.
Pour augmenter la sensibilité on proceéde en général A une
PCR nichée ou semi-nichée.

Des protocoles ont été¢ mis au point pour les principaux
arbovirus. Leur sensibilité est souvent supérieure & celle
de la culture. L'utilisation d'amorces spécifiques d'especes
permet en général l'identification (Tableau 2). L'emploi
d'amorces spécifiques de groupe ou de sous-groupe
nécessite |'analyse de la séquence amplifiée pour réaliser
une identification complete. Cependant pour pouvoir
développer une telle approche diagnostique, une étude
exhaustive de |'ensemble des génomes d’arbovirus doit
8tre menée.

V.1.5. Mise en évidence directe des antigénes
viraux

La mise en évidence d’antigénes peut tre faite directement

A partir du prélevement. Les méthodes immuno-
enzymatiques sont moins sensibles que les précédentes.
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Tableau 2 : Diagnostic virologique des arbovirus

Gesre  Virm Préidvement  Disgoestic pécifigee __Disprastic meoléculaire Référence
Hasebe et af, 2002
Chikungunya Sang Sérologie, culture CIK/asPI-S : tagageaggasatigatcce
CHIK/nsPI-C : cittasicgociggtpgtat
CHIK/E1-S : tcaccaticagtgggc
CHIK/EI-C : goctttgtacaccacgalt
O'Nyong-Nyng ~ Sang Sérotogie, calture Omy31ic : 5" geategggragacecagtggia-3 (nt 311-332)0 Lanciott et ., 1998
Alphavires Ony276 : 5" gegeaccagetaggaggatgatyec-3° (at 276-300)
Seliki Foreet Smng Sérologie, culture SFV: 5-gpasatatinasasccastiprazatazaata-3' (ot 11442-11410} White et al., 1958
SFV: 5" siggcgpmpigtgacarcaciac-3' ( 1-25)
Sindbis Sang Sérologie, culture Sind: 5'-gesttactaccategecatoc-3' Homandez ot al., 2004
__Sind: 5'canaggtaipracancigg-3’
Fidvre jaune asng Sérologie, culture YFVs: 5'ctg gioc-3' non codante 3 yaok et al, 2003
YFVas : 5'-aatgettectitcccaant-3°
EMF: 5'-tggatgacsackgargayalg-3' (s=c.g; k=g, ma.g; y=c.0)
Flavivines VDS: §™-2zxh tag-3
Dengue Sang Sérologie, culture DVI (+): $-gprackieaggwtctee-3' Seabetal,, 1995
DSP1 (-): 5*-agtticttricctanacaccteg-3' (at $067-5045)
DSP2 (-): 5’-ccggigtgeicrgeycigat-3° (nt 5278-5260)
DSP3 (-): 5™-magagtycrtasgegletotte-3' (mt 5174-5152)
__ DSP4(:): 5"-ectggtigatgacaanagroitp-3' (nt 5342-5320)
West-Nile Sang Sérotogie, culture WN: S-geattperggregtegatggpe-3’ etal, 2004
WN: 5'-gactegageggocgocteaptg-3'
Zika Sang Sérologie, culture Non décrit
Wesselst Sang Sérologie, cutt Noa déerit
Segmeat (S) : BUNSISTR (5° 1 20cc-3) [ = Bowen et af., 2001
Bunyavirus | Bunysmwera sang Sérologie, culuae BUNS274C (5" dﬂl:(dt)w -3%)
Segment (M): M14C (5'-cggasticagnagtgtactacc-3")
MG619R (5°-gacatatg(cAXgnttgasgeaageatg-3)
Segmest{L): M13CBUNLC(S"-gtansacgacggecagtagtg! -3"}
BUNLGOSR (5’-agtgangtefocatgige-3'); [ =

* nt = pucléotide




V.2. Dlagnostic indirect

C'est le diagnostic le plus souvent pratiqué. La sérologie
est sensible et spécifique. Les IgM sont détectées entre
quatre et huit jours aprés le début des symptémes. Ce sont
des méthodes par immunocapture. Les antigénes utilisés
pour la révélation sont préparés a partir de surnageants de
culture cellulaire.

V.2.1. Détection des anticorps totaux

LLa recherche des anticorps totaux peut se faire par méthode
immunoenzymatique, par immunofluorescence indirecte
ou encore par inhibition de I'hémagglutination. Elle est
utile pour des enquétes séro-épidémiologiques. Pour le
diagnostic, seule la comparaison du titre d'IgG sur deux
sérums (un précoce, et un tardif) peut permettre, en cas de
séroconversion, de conclure A une infection récente.

V.2.2. Immunofluorescence (IF)

L‘usage de I'IF comme test diagnostique ou lors d‘enquétes
séro-épidemiologiques est trés utile mais il tend & étre
abandonné au profit des méthodes immunoenzymatiques.

VI. PREVENTION ET TRAITEMENT
1) Traitement symptomatique

En cas de syndrome fébrile, des traitements antipyrétiques
et antalgiques suffisent. Les signes de gravité imposent
I'hospitalisation en soins intensifs (perfusion, transfusion,
alimentation entérale ou parentérale).

2) Prophylaxie

La prévention des arboviroses par la lutte contre le réservoir
est presque impossible puisque, pour la plupart des virus,
c’est un réservoir sauvage difficilement accessible.

Les moustiquaires ne sont efficaces que sur les vecteurs
a activité noctutne, et elles n‘empéchent pas les piqlres
d’Aedes aegypti qui ont une activité au crépuscule. Elles
permettent cependant de protéger les nourrissons.

La protection par la vaccination n’est disponible que pour
quelques arboviroses : fievre jaune, virus de 'encéphalite
japonaise ou de l'encéphalite a tiques (ces deux dernieres
ne sont pas présentes en Afrique).

CONCLUSION

Les arboviroses sont pour la plupart des zoonoses sévissant
surtout dans les régions intertropicales. Cependant
les changements climatiques, les déplacements de
populations provoquent Ja modification de leur répartition
géographique. Les connaissances acquises sont en constante
augmentation mais de nombreux travaux pour améliorer
leur prise en charge thérapeutique et leur prévention sont
encore A effectuer. La vaccination représente en particulier
l'espoir principal pour lutter contre les infections les plus

graves et les plus fréquentes (la dengue par exemple} du
fait des échecs de la lutte antivectorielle et de la difficulté de
prise en charge des formes graves de ces maladies.
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/translation="MIELEFHHVAANTSSTFDPEVAYANFKRIHTNGLSYDNIRIFYIK

ET

GREIKTSLAKRSEWEVTLNLGGWKVAVYNTNFPGNRNNPVPDDGLTLHRLSGFLARYLL

FT

EKMLKVSEPEKLIIKTKIINPLAEKNGITWKDGEEVYLSFFPGSEMFLGTFKEFYPLAIG

FT

IYKVQKKEMDPKYLEKTMRQRYMGLEASTWTVSKVSEVQSALTVVSSLGWKKTNVTAAA
RDFFAKFGINM"

FT

XX

SQ

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

894
/7

Sequence 894 BP;

agtagtgtac
acagaaggtc
caccagcagt
tgggcttagt
tctcgcaaag
atacaatacg
ccaccgcctce
accagagaaa
cacatggaaa
aggaacttte
ggatccaaaa
ttggacagtt
ctggaagaaa
catgtaaaca

gggcaatagc

291 A;

173 C;

194 G;

236 T;

0 other;

tccacactac aaacttgcta ttgttgaaaa tcgctgtgcet

attaaaggct
acttttgacc
tatgacaaca
agaagtgaat
aattttcctg
agtggattcc
ttgattatta
gacggagaag
aaattctacc
tatctggaaa
agtaaagtct
accaacgtta
ggtttagtta

aaccacaaca

ctttaatgat
cagaggtcgce
tacgaatctt
gggaggttac
gcaaccggaa
ttgccaggta
agacaaaaat
aagtttactt
cacttgcaat
agacaatgcg
cagaagttca
ctgctgcagc
ttgaatctgg

atagcagctg

tgagttggaa
atatgctaac
ctacattaaa
acttaacctt
caacccagtt
tctacttgaa
aataaatcca
atctttcttc
cggcatctac
gcagcgctat
gagtgcttta
tcgggacttce

ctaaaaattt

cttgggtggg

tttcatcatg
tttaagcgta
ggacgcgaga
gggggctgga
cctgacgatg
aaaatgctga
ttggctgaaa
ccggggtcag
aaggttcaaa
atggggttag
acagttgtct
tttgctaaat
ctactttaaa

tgtgtgggga

attaaatcca
tcgctgctaa
tccacaccaa
ttaaaactag
aggttgctgt
gtcttaccct
aagttagtga
aaaatggcat
aaatgttctt
agaaggaaat
aagcatccac
caagcttagg
tcggaataaa
ttggcaaaaa

caga



EBI Dbfetch

961 BP.

ridae;

C, fwd seq:

BUNSS57R,

rev_seq:

ID AM711132; SV 1; linear; genomic RNA; STD; VRL;

XX

AC AM711132;

XX

DT 11-MAY-2007 (Rel. 91, Created)

DT 11-MAY-2007 (Rel. 91, Last updated, Version 1)

XX

DE Bozo virus segment S, complete sequence, strain ArB13529
XX

KW gpl gene; nucleocapsid protein.

XX

0S Bozo virus

oC Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Bunyavi
Orthobunyavirus.

XX

RN [1]

RP 1-961

RA Nakoune Yandoko E.D.R.;

RT ;

RL Submitted (23-APR-2007) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases.
RL Nakoune Yandoko E.D.R., Central Africa, Institut Pasteur De
Bangui,

RL CAR/923/236, CENTRAL AFRICAN REPUBLIC.

XX

RN [21]

RA Nakoune Yandoko E., Finance C., Le Faou A., Rihn B.H.;
RT "Molecular Characterization of African Orthobunyaviruses";
RL J. Gen. Virol. 88:0-0(2007).

XX

RN [3]

RA Nakoune Yandoko E.;

RT "Molecular Characterization of African Orthobunyaviruses";
RL Thesis (2007), Department of Medical School, Nancy University,
Nancy,

RL France.

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1..961

FT /organism="Bozo virus"

FT /segment="3"

FT /strain="ArB13529"

FT /isolate="Feb-1980"

FT /mol type="genomic RNA"

FT /country="Central African Republic:Bozo"
FT /isolation_source="Anopheles sp."

FT /collected by="JP Digoutte"

FT /collection date="Nov-1979"

FT /identified by="JP Digoute"

FT /virion

FT /PCR _primers="fwd name: BUNS274

FT cttaacyttgggggctgga, rev_name:

FT ccccnaccacccacce”

FT /db_xref="taxon:273349"

FT CDS 86..787

FT /gene="gpl"

FT /product="nucleocapsid protein"

FT /protein id="CAMS97977.1"



FT

/translation="MIELEFNDVAANTSSTFDPEAAYANFKRVHTTGLTYDHIRIFYIK

ET

GSEIKTSLAKRSEWEVTLNLGGWKITVYNTNFPGNRNNPSPDDGLTLHFFCGFLAKSLL

FT

EKMLKVSAPEKLIIKSKITSPLAEKNGITWNDGEEVYLSFFPGSEMFLGTFHFYPLPIG

FT

IYQGLRRDLEPKYFGKTLRLMYMGLEASSWTVSKLTEGQSALTVVSGLGWKKTNVSAAA
RDFLAKFGINM"

FT

XX

SQ

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

961
/7

Sequence 961 BP;

agtagtgtac
agagaagtga
caccagcagt
tgggcttact
tctcgcaaaa
atataatacg
ccacttcttt
accggagaaa
cacttggaat
aggtacattt
ggaaccaaaa
ctggactgtg
ctggaagaaa
catgtaagta
gggtttttaa
atgggttcat

t

293 n;

190 C;

214 G;

264 T;

0 other;

tccacactac aaacttgcta ttgttgaaaa atgcgaatct

atttgaggct
acttttgacc
tatgaccaca
agaagtgaat
aattttcctg
tgtggattcc
ttgattataa
gatggagagg
catttctacc
tactttggga
agtaaattga
accaatgtta
tggacacttt
acccaacaaa

tcaacatttt

ccccaatgat
cagaggcagc
tacgaatctt
gggaagttac
gcaaccggaa
ttgccaagtc
aatcaaaaat
aggtttatct
ctttgccaat
aaacactgcg
ctgaagggca
gtgctgcagc
tttaatctgg
ataacagcat

gattttaatg

tgagttggaa
atacgctaac
ctacattaaa
acttaacctt
caacccaagt
cttacttgaa
aaccagccct
ctctttcttce
tggaatctac
gctgatgtac
gtctgcactg
cagagacttc
caaaattcta

attgggtggg

gatatataag

tttaatgatg
tttaagcgtg
gggagcgaga
gggggctgga
cctgacgatg
aagatgctga
ttggctgaaa
cctggctcag
caagggctcc
atgggactag
acagttgtct
ctggctaagt
caatcttaat
tggttgggga

ttttaggtgg

actagagaca
tcgctgctaa
tccacaccac
ttaaaactag
agattactgt
gtcttaccct
aggtcagtgc
agaatgggat
agatgttcct
gcagagactt
aagcatcatc
ctggcttagg
ttggcatcaa
caggctaaaa
cagaaagaca

agcacactac



EBI Dbfetch

ID AM711133; SV 1; linear; genomic RNA; STD; VRL; 955 BP.

XX

AC AM711133;

XX

DT 11-MAY-2007 (Rel. 91, Created)

DT 11-MAY-2007 (Rel. 91, Last updated, Version 1)

XX

DE M'Poko virus segment S, complete sequence, strain ArB365
XX

KW gpl gene; nucleocapsid protein.

XX

0OS M'Poko virus

oC Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Bunyaviridae;
Orthobunyavirus.

XX

RN [1]

RP 1-955

RA Nakoune Yandoko E.D.R.;

RT ;

RL Submitted (23-APR-2007) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases.
RL Nakoune Yandoko E.D.R., Central Africa, Institut Pasteur De
Bangui, 923,

RL CAR/923/236, CENTRAL AFRICAN REPUBLIC.

XX

RN [2]

RA Nakoune Yandoko E., Finance C., Le Faou A., Rihn B.H.;

RT "Molecular Characterization of African Orthobunyaviruses";
RL J. Gen. Virol. 88:0~-0(2007).

XX

RN [3]

RA Nakoune Yandoko E.;

RT "Molecular Characterization of African Orthobunyaviruses";
RL Thesis (2007), Department of Medical School, Nancy University,
Nancy,

RL France.

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1..955

FT /organism="M'Poko virus"

FT /segment="35"

FT /strain="ArB365"

FT /isolate="23-10-1968"

FT /mol type="genomic RNA"

FT /country="Central African Republic:Ouango”
FT /isolation_source="Anopheles sp."

FT /collected by="JP Digoutte"

FT /collection date="17-0ct-1968"

FT /identified by="JP Digoute”

FT /virion

FT /PCR_primers="fwd name: BUNS274C, fwd seq:
FT cttaacyttgggggctgga, rev_name: BUNS957R, rev_seq:
FT ccccnaccacccaccec”

FT /db xref="taxon:442712"

FT CDS 86..808

FT /transl table=1

FT /gene="gpl"

FT /product="nucleocapsid protein"




FT
FT

/protein id="CAMS7978.1"

/translation="MIEVEFHDVADKSSTYDPEVAYAKQKRVHTTGLSYDHIRILYKRR

FT

KNKTSPTKTTEWERTVKLGDGKNTADKTNFPGNSKNPGTDDGPTPNRLRKTLPRYLLKK

E'T

KMKVSEPEKLIIKSKISNQGAEKNGINGKDGEEINNSFIPGTEMFLGTFRVYPLAIGIY

FT

KVKSKEREPKYLEKTKRQRNMGOKAANWTVSKWTEVQSALTVVSSLGWKKTNVSAAARD
FLAKFGINIKAGMHFESS"

FT

XX

SQ

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

955
/7

Sequence 955 BP;

363 A;

194 C;

210 G;

188 T;

0 other;

agtagtgtac tccacactac aaacttgcta ttgttgaaaa tcgctgtgct

aaagaaactc
gagcagtact
gcttagttat
aaaaacaaca
aacgaatttt
cctcaggaaa
gaaattgatt
gaaagatgga
tttcagagtc
aaaatacctt
tgttagtaaa
gaaaaccaac
agcagggatg
gttcaaccca

taaatcaaca

attaaagcaa
tatgacccag
gaccacatac
gaatgggaac
ccgggcaaca
acccttccca
attaaatcaa
gaggaaataa
taccccttag
gagaaaacaa
tggacagaag
gttagtgcag
cattttgaat
caaaataaca

gtaaaccgtc

ccttaatgat
aggtcgcata
gaatcctcta
gaacagtcaa
gcaaaaaccc
ggtacctact
aaataagcaa
ataactcttt
caatcggaat
aaaggcagag
ttcagtctgce
ctgccaggga
cgagctaaag
gccgcttggg

aatggtatgt

agaggtggaa
cgcaaaacaa
caaaagacgc
acttggggac
aggaaccgac
aaagaaaaag
ccaaggggct
catcccagga
ctacaaagtt
aaacatggga
actgacagtt
cttccttgct
tcatctgttt
tgggtgattg

caagttgaag

tttcatgatg
aagcgtgtcc
aaaaacaaaa
gggaagaaca
gatggtccaa
atgaaagtca
gaaaagaatg
acagagatgt
aagagcaaag
caaaaagcag
gtctctagcet
aaattcggaa
taatttggct

gggacagaaa

gtggagcaca

agtaaatcca
tcgctgataa
acaccactgg
ccagtccaac
cagcagacaa
cccccaaccg
gtgaaccaga
ggatcaatgg
tcttaggaac
aaagggaacc
caaattggac
taggctggaa
tcaacattaa
aaaagggtag

gacaccgggce

ctact



EBI Dbfetch

ID AM711134; SV 1; linear; genomic RNA; STD; VRL; 961 BP.

XX

AC AM711134;

XX

DT 11-MAY-2007 (Rel. 91, Created)

DT 11-MAY~2007 (Rel. 91, Last updated, Version 1)

XX

DE Nola virus segment S, complete sequence, strain ArB2882

XX

KW gpl gene; nucleocapsid protein.

XX

0S Nola virus

ocC Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Bunyaviridae;
Orthobunyavirus.

XX

RN [1]

RP 1-961

RA Nakoune Yandoko E.D.R.;

RT ;

RL Submitted (23-APR-2007) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases.
RL Nakoune Yandoko E.D.R., Central Africa, Institut Pasteur De
Bangui, 923,

RL CAR/923/236, CENTRAL AFRICAN REPUBLIC.

XX

RN [2]

RA Nakoune Yandoko E., Finance C., Le Faou A., Rihn B.H.;

RT "Molecular Characterization of African Orthobunyaviruses";
RL J. Gen. Virol. 88:0-0(2007).

XX

RN [3]

RA Nakoune Yandoko E.;

RT "Molecular Characterization of African Orthobunyaviruses";
RL Thesis (2007), Department of Medical School, Nancy University,
Nancy,

RL France.

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1..961

FT /organism="Nola virus"

FT /segment="S"

FT /strain="ArB2882"

FT /isolate="29-07-1970"

FT /mol type="genomic RNA"

FT /country="Central African Republic:Nola"
FT /isolation source="Anopheles sp."

FT /collected by="JP Digoutte"

FT /identified by="JP Digoute"

FT /virion

FT /PCR_primers="fwd name: BUNS274C, fwd seq:
FT cttagcyttgggggctgga, rev_name: BUNSY957R, rev_seq:
FT ccccnaccacccacce”

FT /db_xref="taxon:442713"

FT CDS 86..787

FT /transl table=1

FT /gene="gpl"

FT /product="nucleocapsid protein"

FT /protein_ id="CAMS97979.1"



FT

/translation="MIELEFHDVAANTSSTFDPEVAYANFKRIHTTGLSYDNIRIFYIK

FT

GREIKTSLAKRSEWEVTLNLGGWKITVYNTNFPGNRNNPVPDDGLTLHRLSGFLARYLL

FT

EKMLKVSEPEKLIIKTKIINPLAEKNGITWKDGEEVYLSFFPGSEMFLGTFKEYPLAIG

FT

IYKVQRKEMEPKYLEKTMRQRYMGLEASTWTVSKLTEVQSALTVVSGLGWKKTNVSAAA
REFFAKFGINM"

FT

XX

SQ

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

961
/7

Sequence 961 BP;

agtagtgtac
tcagctggtc
caccagcagt
tgggcttagt
tctcgcaaag
atataatacg
ccaccgcctc
accagaaaaa
aacttggaaa
aggaacttte
ggaaccaaaa
ttggactgtt
ctggaagaaa
catgtaaaca
gggcaatttc
gctggctaaa

t

tccacactac
attaaatgcc
acttttgacc
tatgacaaca
agaagtgaat
aattttcctg
agtggattcc
ttgattataa
gatggagagg
aaattctacc
tatctggaaa
agcaaattga
accaacgtta
agtgagcata
accccacatt

tcaccattat

310 A;

190 C;
aaacttgcta

ctttaatgat
cagaggtcgce
tacgaatctt
gggaggttac
gcaaccggaa
ttgccaggta
aaacaaaaat
aagtttactt
cactagcaat
agacaatgcg
cagaagttca
gtgctgctge
ttgaatctgg
ctagcagctt

ccggttacca

207 G;

ttgttgaaaa
agagttggaa
atatgctaac
ctacattaaa
acttaacctt
caacccagtt
tctacttgag
aataaaccca
atcattcttc
tggcatctac
gcagcggtat
gtctgcatta
ccgtgaattc
ctaaaaacat

ttagggtggg

gtattttaag

254 T;

0 other;
tcgctgggcet

tttcatgatg
tttaagcgta
ggacgcgaga
gggggctgga
cctgacgacg
aaaatgctga
ttggctgaaa
ccgggttcag
aaggttcaac
atggggctag
acagttgtct
tttgctaaat
ctacttgaat

tggttgggga

ttttaggtgg

attaaagcaa
tcgctgctaa
tccacaccac
ttaaaactag
agattactgt
gtcttaccct
aagttagtga
aaaatggcat
aaatgttctt
ggaaagaaat
aagcatcaac
caggcttagg
tcggaataaa
ttggcaaaaa
cagacggaca

agcacactac



EBI Dbfetch

1D AM709778; SV 1; linear; genomic RNA; STD; VRL; 961 BP.
XX

AC AM709778;

XX

DT 16-MAY-2007 (Rel. 91, Created)

DT 16-MAY-2007 (Rel. 91, Last updated, Version 1)

XX

DE Bunyamwera virus S segment, complete sequence, genomic RNA, strain
ArB29051

XX

KW complete viral segment; nucleocapsid protein; sSgpl gene.
XX

0S Bunyamwera virus

ocC Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Bunyaviridae;
Orthobunyavirus.

XX

RN [1]

RP 1-961

RA Rihn B.H.;

RT ;

RL Submitted (02-MAY-2007) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases.

RL Rihn B.H., Meurthe et Moselle, CHU de Nancy Brabois and INSERM 525,
30 Rue

RL Lionnois, 54003 Nancy, FRANCE.

XX

RN [2]

RA Nakoune Yandoko E., Finance C., Le Faou A.E., Rihn B.H.;
RT "Molecular characterization of African Orthobunyaviruses";
RL J. Gen. Virol. 88:1761-1766(2007).

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1..961

FT /organism="Bunyamwera virus"

FT /segment="5"

FT /specific_host="Mansonia uniformis"

FT /strain="ArB29051"

FT /isolate="12-09-94"

FT /mol type="genomic RNA"

FT /country="Central African Republic:Kolongo"
FT /collected by="Jean Vincent"

ET /collection date="08-Sep-1994"

FT /identified by="Jean Vincent"

FT /virion

FT /PCR_primers="fwd name: BUNS274C, fwd seq:
FT cttaacyttgggggctgga, rev_name: BUNS957R, rev_ seq:
FT ccccnaccacccacce”

FT /db_xref="taxon:35304"

FT CDS 86..787

FT /gene="sSgpl"

FT /product="nucleocapsid protein"

FT /protein id="CAM98679.1"

FT

/translation="MIELEFHDVAANTSSTFDPEVAYANFKRVHTTGLSYDHIRIFYIK
FT
GREIKTSLAKRSEWEVTLNLGGWKITVYNTNEPGNRNNPVPDDGLTLHRLSGFLARYLL
FT
EKMLKLSEPEKLIIKSKIINPLAEKNGITWNDGEEVYLSFFPGSEMFLGTFREYPLAIG



FT

IYKVQRKEMEPKYLEKTMRQRYMGLEAATWTVSKLTEVQSALTVVSSLGWKKTNVSARA
RDFLAKFGINM"

FT

XX

SQ

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960

961
//

Sequence 961 BP;

308 A;

187 C;

207 G;

agtagtgtac tccacactac aaacttgcta ttgttgaaaa

acagaaagtc
caccagcagt
tgggcttagt
tctcgcaaaa
atataatacg
ccaccgcctc
accagaaaaa
cacttggaat
aggaactttc
ggaaccgaaa
ttggactgtt
ttggaagaaa
catgtaagca
gggttgtttc
gcggactaaa

t

attaaaggct
acttttgacc
tatgaccaca
agaagtgaat
aattttcctg
agtggattcc
ttgatcatca
gatggggagg
agattctacc
taccttgaaa
agtaaattga
actaatgtta
gggaagcatt
aacccacaaa

ttaacattac

ctttaatgat
cagaggtcgc
tacgaatctt
gggaagttac
gcaaccggaa
ttgccaggta
aatcaaaaat
aagtttatct
ccttagcaat
agacaatgcg
cagaagttca
gtgcagctgc
tctaatcggg
ataacagctg

attattaata

tgagttagaa
atacgctaac
ctacattaaa
acttaacctt
caacccagtt
cctacttgag
aatcaatcca
ctcctttttce
tgggatctac
gcagaggtac
gtctgcactg
cagggacttc
ctaaaatcat

tttgggtggg

gtattttaag

259 T;

0 other;
tcgctgtgcet

tttcatgatg
tttaagcgtg
ggacgcgaga
gggggctgga
cctgacgatg
aagatgctaa
ttggctgaaa
ccaggatcag
aaagtccagc
atgggactag
acagttgtct
cttgctaaat
cagttttaat
tggttgggga

ttttaggtgg

atcaaattta
tcgctgctaa
tccacaccac
ttaaaactag
agattactgt
gtcttaccct
aactcagtga
aaaatgggat
aaatgttcct
gcaaggaaat
aagcagcaac
ccagcttggg
ttggaattaa
ttggctaaaa
cagaaagaca

agcacactac



EBI Dbfetch

ID AM709779; SV 1; linear; genomic RNA; STD; VRL; 961 BP.
XX

AC AM709779;

XX

DT 16-MAY-2007 (Rel. 91, Created)

DT 16-MAY-2007 (Rel. 91, Last updated, Version 1)

XX

DE Ilesha virus S segment, complete sequence, genomic RNA, strain
HB80OP125

XX

KW complete viral segment; nucleocapsid protein; sSgpl gene.

XX

0s Ilesha virus
ocC Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Bunyaviridae;

Orthobunyavirus.
XX

RN [1]

RP 1-961

RA Rihn B.H.:;
RT ;

RL Submitted (02-MAY-2007) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases.

RL Rihn B.H., Meurthe et Moselle, CHU de Nancy Brabois and INSERM
525, 30 Rue

RL Lionnois, 54003 Nancy, FRANCE.

XX

RN [2]

RA Nakoune Yandoko E., Finance C., Le Faou A.E., Rihn B.H.;
RT "Molecular characterization of African Orthobunyaviruses”;
RL J. Gen. Virol. 88:1761-1766(2007).

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1..961

FT /organism="Ilesha virus"

FT /segment="8"

FT /specific host="human"

FT /strain="HB80P125"

FT /isolate="26-11-80"

FT /mol types="genomic RNA"

FT /country="Central African Republic:Bangui"
ET /collected by="JP Digoutte"

FT /collection date="19-Nov-1980"

FT /identified by="JP Digoutte"

FT /virion

ET /PCR_primers="fwd name: BUNS274C, fwd seq:
FT cttaacyttgggggctgga, rev _name: BUNS957R, rev_seq:
FT ccccnaccacccacce”

FT /db_xref="taxon:273341"

FT CDS 86..787

FT /gene="sSgpl"

FT /product="nucleocapsid protein"

FT /protein_id="CAM98680.l"

FT

/translation="MIELEFHDVTANTSSTFDPEVAYANFKRIHTNGLNYDHIRIFYIK
FT
GREIKTSLAKRSEWEVTLNLGGWKIAVYNTNFPGNRNNPVPDDGLTLHRLSGYLARCLL
FT
EKMLKVSEPEKQIIKSKIINPLAEKNGITWDDGEEVYLSFFPGSEMFLGTFRFYPLAIG



FT

IYKVORKEMEPKYLEKTMRQRYMGLEASTWT ISKLAEVQSALTVVSGLGWKKTNVSAAA
RDFLAKFGINM"

FT

XX

SQ

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

961
//

Sequence 961 BP;

agtagtgtac
atagaagatc
caccagcagt
tgggcttaac
tctcgcaaaa
atataatacg
ccaccgccte
accggaaaaa
aacttgggat
agggactttt
ggaaccgaaa
ctggaccatc
ctggaagaaa
catgtaagca
gggttggttc
gccagcttcce

g

tccacactac
atcttgaact
acttttgacc
tacgaccaca
agaagtgaat
aattttcctg
agtggatacc
caaattatca
gatggtgaag
agattctacc
taccttgaaa
agcaaattgg
actaatgtta
gaaaaacaat
aacccgcaaa

ccttccataa

319 A;

198 C;
acacttgcta

ctttaatgat
cagaggtcgc
tacgaatctt
gggaggttac
gcaaccggaa
ttgccaggtg
aatcaaaaat
aagtttactt
cattggcaat
aaacaatgag
cagaagtaca
gtgctgcagc
ttcaatcggg
ataacaggtt

cttcttccat

198 G;

ttgctgaaaa
tgaattagag
atacgctaac
ctacattaaa
acttaacctt
caacccagtt
cctacttgag
tattaaccca
atctttcttc
tggaatctac
acaaagatac
atcagcctta
tagagacttc
tgaaaattca

attgggtggg

gtctcccgag

246 T;

0 other;
ttattatgac

tttcatgatg
tttaagcgta
ggacgcgaga
gggggctgga
cctgacgatg
aagatgctaa
ttggcagaaa
cctggttctyg
aaagtccaac
atgggcttgg
acagtggtct
cttgctaaat
aaaataaaat

tggttgggga

gttaaagtgg

atctattcca
tcactgctaa
tccacaccaa
ttaaaactag
agattgccgt
gtctaaccct
aagtcagtga
aaaacggaat
agatgttctt
gcaaagagat
aagcatcaac
ctggcttggg
ttggaatcaa
ttggctaaaa
caggaaaaca

aaactacatc



EBI Dbfetch

ID AM709780; SV 1; linear; genomic RNA; STD; VRL; 961 BP.
XX

AC AM709780;

XX

DT 16-MAY-2007 (Rel. 91, Created)

DT 16-MAY-2007 (Rel. 91, Last updated, Version 1)

XX

DE Ilesha virus S segment, complete sequence, genomic RNA, strain
ArB16282

XX

KW complete viral segment; nucleocapsid protein; sSgpl gene.
XX

0s Ilesha virus

oC Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Bunyaviridae;
Orthobunyavirus.

XX

RN [1]

RP 1-961

RA Rihn B.H.;

RT ;

RL Submitted (02-MAY-2007) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases.

RL Rihn B.H., Meurthe et Moselle, CHU de Nancy Brabois and INSERM
525, 30 Rue

RL Lionnois, 54003 Nancy, FRANCE.

XX

RN [2)

RA Nakoune Yandoko E., Finance C., Le Faou A.E., Rihn B.H.;
RT "Molecular characterization of African Orthobunyaviruses";
RL J. Gen. Virol. 88:1761-1766(2007).

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1..961

FT /organism="Ilesha virus"

FT /segment="8"

E'T /specific _host="Anopheles gambiae"

FT /strain="ArB16282"

FT /isolate="Feb 81"

FT /mol type="genomic RNA"

FT /country="Central African Republic:Bouboui”
FT /collected by="JP Digoutte"

FT /collection date="Nov-1980"

FT /identified by="JP Digoutte"

FT /virion

FT /PCR_primers="fwd name: BUNS274C, fwd seq:
FT cttaacyttgggggctgga, rev_name: BUNS957R, rev_seq:
FT ccccnaccacccaccec"”

FT /db_xref="taxon:273341"

FT CDS 86..787

FT /gene="sSgpl"

FT /product="nucleocapsid protein"

FT /protein id="CAM98681.1"

FT

/translation="MIELEFHDVTANTSSTFDPEVAYANFKRIHTNGLNYDHIRIFYIK
FT
GREIKTSLAKRSEWEVTLNLGGWKISVYNTKFPGNRNNPVPDDGLTLHRLSGFLARYLL
FT
EKMLKVSEPEKLIIKSKIINPLAEKNGITWYDGEEVYLSFFPGSEMCLGTQDFYPMAIE



FT

FYQVORKEMEPKFLEKTLKQRSLGLEPSTWTISQLVKLQSALTVVSGLGWKKTNVGAAA
RNFLAKFGINM"

FT

XX

SQ

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

961
/7

Sequence 961 BP;

agtagtgtac
atagaaaatc
caccagcagt
tgggcttaac
tctcgcaaaa
atataatacg
ccaccgactc
accggaaaaa
cacttggtat
ggggacccaa
ggaaccgaaa
ctggaccatc
ttggaagaaa
catgtaagga
gggtggattc

actggcttaa

g

tccacactac
atcttgaact
acttttgacc
tacgaccaca
agaagtgaat
aaatttcctg
agtggattcc
ttaattatta
gatggagagg
gatttctacc
ttccttgaaa
agccaattgg
actaatgtag
gggaaacaat
aacccgcgaa

ccttaaatat

324 A;

199 C;
aaacctgcta

ctttaatgat
cagaggtcgc
tacgaatctt
gggaggttac
gcaaccggaa
ttgccaggta
aatcaaaaat
aagtttacct
ccatggcaat
aaacattgaa
tgaagttaca
gtgctgcagce
ttcaatcagg
ataacagcca

gtgcttcata

197 G;

acgctgagaa
tgaattagag
atacgctaac
ctacattaaa
acttaacctt
caacccagtt
cctacttgag
aatcaaccct
ctctttcttce
tgaattctac
gcaaagatcc
atcagcccta
taggaacttc
taaaaaaaat
tacagatggg

atgaatttag

241 T;

0 other;
tcactatgac

tttcatgatg
tttaagcgta
ggacgcgaga
gggggctgga
cctgacgatg
aagatgctta
ttggcggaaa
cctggctcectg
caagtccaac
ttgggactag
acagtggtct
cttgctaaat
aaaataaaat

tggcttgggg

gttaaagtgg

atctaatcca
tcactgctaa
tccacaccaa
ttaaaactag
agatttctgt
gtcttaccct
aagtcagtga
aaaacgggat
agatgtgcct
gcaaagaaat
aaccttcaac
ctggcttggyg
ttggaatcaa
ttggctaaaa
acgagaaaaa

aaactacatc



EBI Dbfetch

ID AM709781; SV 1; linear; genomic RNA; STD; VRL; 959 BP.

XX

AC AM709781;

XX

DT 16-MAY-2007 (Rel. 91, Created)

DT 16-MAY-2007 (Rel. 91, Last updated, Version 1)

XX

DE Nyando virus S segment, complete sequence, genomic RNA, strain
ArB16055

XX

KW complete viral segment; nucleocapsid protein; sSgpl gene.
XX

0s Nyando virus

oC Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Bunyaviridae;

Orthobunyavirus.
XX

RN (1]

RP 1-959

RA Rihn B.H.;
RT ;

RL Submitted (02-MAY-2007) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases.

RL Rihn B.H., Meurthe et Moselle, CHU de Nancy Brabois and INSERM
525, 30 Rue

RL Lionnois, 54003 Nancy, FRANCE.

XX

RN [2]

RA Nakoune Yandoko E., Finance C., Le Faou A.E., Rihn B.H.;
RT "Molecular characterization of African Orthobunyaviruses";
RL J. Gen. Virol. 88:1761-1766(2007).

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1..959

FT /organism="Nyando virus"

FT /segment="8"

FT /specific host="Anopheles funestus"

FT /strain="ArB16055"

FT /isolate="Feb 81"

FT /mol type="genomic RNA"

FT /country="Central African Republic:Bozo"
FT /collected by="JP Digoutte"

FT /collection date="27-0Oct-1980"

FT /identified by="JP Digoutte"

FT /virion

FT /PCR primers="fwd name: BUNS274C, fwd seq:
FT cttaacyttgggggctgga, rev_name: BUNS957R, rev_seq:
FT ccccnaccacccaccc”

FT /db_xref="taxon:35316"

FT CDS 80..781

FT /gene="sSgpl"

FT /product="nucleocapsid protein"

FT /protein id="CAM98682.1"

FT

/translation="MIELEFNDVTANTSSTFDPEVAYANFKRIHTNGLNYDHIRIFYIK
FT
GREIKISLAKRSEWEVTLNLGGWKIAVYNTNFPGNRNNPIPDDGLTLHRLSGFLARFLL
ET
EKMLKVSEPEKLIIKTKIINPLAEKNGITWNDGEEVYLSFFPGAEMFLGTFKFYPFAIG



FT

IYKVQSKEMEPKYLEKTMWQRYMGLEASSWTVSKLTEVQSALTVVSGLGWKKTNVSAAA
RDFLAKFGINM"

FT

XX

SQ

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

959
/7

Sequence 959 BP;

agtagtgtac
gatcatcttg
cagtactttt
taactacgac
aaaaagaagt
tacgaatttt
cctcagtgga
aaaattgatt
gaatgatgga
attcaaattc
aaaatatctt
agttagcaaa
gaagaccaat
atctgggata
tttaaaccta

taactcaact

tccacactac
ggttctcaaa
gacccagagg
cacatacgaa
gaatgggagg
cctggcaaca
ttccttgcceca
ataaagacaa
gaagaagttt
tacccatttg
gagaaaacaa
ttgacagaag
gttagtgctg
tgtgttcaat
caatataaca

ttctgatttyg

317 A;

182 C;
aaacttttcg

tgattgaatt
tcgcatacgc
tcttctacat
ttacacttaa
ggaacaaccc
ggtttctact
aaataatcaa
acttgtcatt
caattggaat
tgtggcagag
ttcagtctgce
cagccagaga
ctggccaaaa
gcataatagg

gtactcaagt

206 G;

ttgcgaagtt
agaattcaat
taactttaag
taaaggaaga
ccttgggggc
aattcctgac
tgaaaagatg
tccattggct
cttccctggt
ctacaaggtt
gtacatgggg
actgacagtt
cttcctggcet
tattaatatt
ttggcggttyg

tgaggtggag

254 T;

0 other;
acattataaa

gatgtcactg
cgtatccaca
gagattaaaa
tggaagattg
gatggtctta
ctgaaagtta
gaaaaaaatg
gcagaaatgt
caaagcaaag
ctagaagcat
gtctctggct
aaatttggca
ttatctggcet

gggacggaaa

cacctacggg

taaaatagaa
ctaacaccag
ccaatgggct
ttagtctcgc
ctgtatataa
ccctceccaccyg
gtgaaccaga
gcataacatg
tcttaggaac
aaatggaacc
ccagttggac
tgggctggaa
tcaacatgta
aaaagggtgg
gacaacggaa

gcccectecce



EBI Dbfetch

strain

ID AM709782; SV 1; linear; genomic RNA; STD; VRL; 958 BP.

XX

AC AM709782;

XX

DT 16-MAY-2007 (Rel. 91, Created)

DT 16-MAY-2007 (Rel. 91, Last updated, Version 1)

XX

DE Ingwavuma virus S segment, complete sequence, genomic RNA,
ArB2633d

XX

KW complete viral segment; nucleocapsid protein; sSgpl gene.
XX

0S Ingwavuma virus

oC Viruses; ssRNA negative-strand viruses; Bunyaviridae;
Orthobunyavirus.

XX

RN [1]

RP 1-958

RA Rihn B.H.;

RT ;

RL Submitted (02-MAY-2007) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases.
RL Rihn B.H., Meurthe et Moselle, CHU de Nancy Brabois and INSERM
525, 30 Rue

RL Lionnois, 54003 Nancy, FRANCE.

XX

RN [2]

RA Nakoune Yandoko E., Finance C., Le Faou A.E., Rihn B.H.:;
RT "Molecular characterization of African Orthobunyaviruses";
RL J. Gen. Virol. 88:1761-1766(2007).

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1..958

FT /organism="Ingwavuma virus"

FT /segment="8"

FT /specific_host="Estrilda melpoda"”

FT /strain="ArB2633d"

FT /isolate="17-02-72"

FT /mol type="genomic RNA"

FT /country="Central African Republic:Bangui"
FT /collected by="JP Digoutte”

FT /collection date="29-Dec-1971"

FT /identified by="JP Digoutte"

FT /virion

FT /PCR _primers="fwd name: BUNS274C, fwd seq:
FT cttaacyttgggggctgga, rev _name: BUNS957R, rev_ seq:
ET ccccnaccacccacec”

FT /db_xref="taxon:159145"

FT CDS 84..785

FT /gene="sSgpl"

FT /product="nucleocapsid protein"

FT /protein_id="CAM98683.1"

FT

/translation="MVGIEFHDVAANTSSTFDPEVAYANFKRIHTNGLSYDNIRIFYIK

FT

GREIKTSLAKRSEWEVTLNLGGWKVAVYNTNFPGNRNNPVPDDGLTLHRLSGFLHKSLL

FT

DTMLLVSEPDKLIIKSKIINPMAEKNGITWNDGEEVYLSFFPGSEMFLGTFREYPLAIG



FT

IYKVQKKEMDPKYLEKTMRQRYMGLEASSWTVSKVSEVQSALTVVSGLGWKKTNVSAAA
REFLAKFGINM"

FT

XX

SQ

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

958
//

Sequence 958 BP;

agtagtgtac
gctggctcat
ccagcagtac
ggcttagtta
tcgcaaagag
acaatacgaa
accgcctcag
cagataaatt
cttggaacga
gaacattcag
atccaaaata
ggacagtgag
ggaagaaaac
tgtaaacaaa
gcaatagcgc

agcaaaattt

tccacactac
ttcttgectt
ttttgaccca
tgacaacata
aagtgaatgg
ttttcctgge
tggattccta
gattattaaa
cggagaggaa
attctaccca
tctggaaaag
caaagtctca
taacgtcagt
ttgagtaatt
caccaacttt

atcacattat

308 A;

188 C;
aaacttgcta

taaatggtag
gaggtcgcat
cgaatcttct
gaggttacac
aaccggaaca
cacaagtcct
tctaaaataa
gtttatctct
cttgcaattg
acaatgaggc
gaagttcaga
gctgcagctc
gaatctggct
agtctttgtt

atcagtattt

204 G;

ttgatacaaa
gaatagaatt
atgctaactt
acattaaagg
ttaaccttgg
acccagttcc
tactagatac
tcaacccaat
ctttcttccc
gcatctacaa
agcgctatat
gtgctttaac
gtgaattctt
aaaaatttct
ttttagggta

taaaagtttt

258 T;

0 other;
tccgtaacgg

tcatgatgtc
taagcgtatc
acgcgagatt
gggctggaag
tgacgacggt
aatgctgtta
ggctgaaaag
gggatcagaa
ggttcaaaag
ggggctagaa
agttgtctca
ggcaaaattc
acttgaattt
aatgagggcc

acggtggagce

agggtccaga
gctgctaaca
cacaccaatg
aaaactagtc
gttgctgtat
cttaccctcc
gtcagtgaac
aatgggatca
atgttcttag
aaagaaatgg
gcatccagtt
ggcttaggct
ggaataaata
ggcaaaaagg
tgaggatatc

acactact



ANNEXES 3
PRINCIPES GENERAUX DES METHODES ET
TECHNIQUES UTILISEES



Principe de I’amplification de virus 3 ARN

Afin d’étudier un fragment d’ADN particulier et dont la séquence est au moins partiellement connue, il est
nécessaire de faire une réplication enzymatique de ce fragment (amplification) qui permettra de disposer de
quantités manipulables d’ADN pour le caractériser. La RT-PCR a ét¢ mise au point pour utiliser les ARN
comme matrice d'amplification au cours de la PCR. La synthése d'ADNc est catalysée par des transcriptases
inverses ou reverse transcriptase RT. Ces enzymes sont des ADN polymérases ARN dépendantes, capables

d'utiliser un brin d'ARN comme matrice pour catalyser la synthése du brin ' ADNec.

Principe de séquencage d’ADN

Pour connaitre la séquence des ADN, on fait synthétiser un brin d’ADN par une enzyme spécifique. L’enzyme
commence son travail & partir de I’extrémité 3’ ou d’une sonde hybridée qui sert d’amorce. Elle ajoute des
nucléotides complémentaires de ceux du brin qu’elle copie. Elle a pour substrat des désoxynucléotides
triphosphates normaux mélangés avec des désoxynucléotides sans la fonction alcool secondaire en 3’ ce qui
empéche la synthése de se poursuivre au-dela. Les didésoxynucléotides incorporés en dernier sont marqués
spécifiquement par des molécules fluorescentes : ddATP (lié au fluorochrome JOE = vert), ddCTP (lié au
fluorochrome 5-FAM = bleu), ddGTP (lié au fluorochrome TAMRA = jaune) et ddTTP (lié¢ au fluorochrome
ROX = rouge). L’incorporation de ces didésoxynucléotides marqués va interrompre la synthése de fagon
aléatoire mais toujours au niveau de base complémentaire de la séquence. Les fragments néo-synthétisés sont
ensuite séparés dans un champ électrique (électrophorése : les ADN sont des anions, ils vont vers le pole +), en
fonction de leur longueur (les plus petits sont les plus rapides). Le logiciel détermine aprés balayage laser les
différents polyméres identifiés par leur couleur, permettant de lire la séquence.

Principe de la recherche par similitude

La recherche de séquences homologues de nucléotides dans les banques de données constitue une étape
essentielle de notre travail. [l nous parait donc important de faire ici le point sur la méthodologie de la recherche
de similitude dans les banques de séquences. Le domaine d'application de la recherche de similitude ne se limite
pas a I'évolution moléculaire et a la phylogénie. La recherche de relations évolutives est également un moyen le
plus simple et le plus efficace pour obtenir des indices sur la fonction d'un géne nouvellement séquencé : si deux
genes dérivent d'un ancétre commun, il est probable qu'ils aient une fonction et une structure similaires. Cette

approche donne souvent des résultats intéressants car désormais, la taille des banques de données est telle



u'environ 30 % a 60 % des séquences nouvelles est homologue a des génes ou fragments de génes déja
q q g 8 g )

identifiés (Bork P. and Koonin E.V., 1994).

Principe de I’alignement multiple

Les programmes de comparaison de séquences ont pour but de repérer les endroits ol se trouvent des régions
identiques ou trés proches entre deux séquences et d'en déduire celles qui sont significatives et qui leur conférent
un sens et une pertinence biologiques. En général les algorithmes fonctionnent sur des segments de séquences
(on parle de fenétres, de motifs ou de mots) sur lesquels on regarde s'il existe ou non une similitude significative.
Si on ne prend en compte que des analogies entre sous-séquences sans traiter la possibilité d'insertion ou de
délétion, on parlera alors de segments similaires. Ainsi I'équation se résume uniquement a l'expression de la
somme des scores élémentaires. On distingue pour cette catégorie deux classes précises de similitude : la
ressemblance parfaite ou identité et la ressemblance non parfaite que I'on qualifie de similitude. La similitude
entre deux séquences est mesurée en sommant le long de l'alignement, les scores attribués a chaque paire de

résidus et aux "indels" (insertion-délétion).
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Résumé

La famille des Bunyaviridae regroupe plus de 350 virus transmis par des arthropodes, classés
en cinq genres. La prévalence de ces virus en République Centrafricaine est mal connue et
mérite des études moléculaires afin mettre en place un diagnostic fiable, de mieux caractériser
les vecteurs et d’identifier les réservoirs qui sont le plus souvent inconnus. Etant donnée la
diversité de ces virus, seuls les virus du genre Orthobunyavirus ont été caractérisés dans cette
étude. La caractérisation génomique de Bunyaviridae a été réalisée par le séquengage de
segments encadrés par des amorces consensus pour un diagnostic d’espece. Parmi les
orthobunyavirus isolés a 1’Institut Pasteur de Bangui (RCA), 12 souches classées dans six
sérogroupes ont été incluses dans cette étude. Des couples d’amorces définies dans notre
laboratoire ont permis d’amplifier et d’obtenir une séquence compléte du segment S de dix
souches virales. Une séquence partielle de la glycoprotéine G2 (segment M) de ces souches a
également été obtenue. L’organisation génétique du segment S de ces souches de RCA
recoupe celle des. sérogroupes Bunyamwera, California et Simbu. Leur génome est constitué
de deux cadres ouverts et chevauchants de lecture qui codent une protéine de la nucléocapside
et une protéine non structurale. La comparaison des séquences nucléiques du segment S et de
la protéine G2 des souches de RCA a celle de la souche de référence Bunyamwera
NC_001927 montre une différence de 5 % a 15 % et 3,3 % a 42,2 % respectivement.
Les séquences des protéines N et G2 de la souche M’Poko ArB365 ont été les plus
divergentes (15 % et 42,2 % de différence respectivemént). L’arbre phylogénétique construit
avec les séquences de la protéine N est monophylétique tandis que celui obtenu avec les
séquences de la protéine G2 ne I’est pas.

Mots clés

Orthobunyavirus, séquencage des segments S et M, phylogénie, République Centrafricaine.

Summary

The Orthobunyavirus genus is composed of segmented negative sense RNA viruses that are
responsible for mild to severe human diseases. To date, no molecular studies of Bunyaviridae
of the genus Orthobunyavirus from Central Africa have been reported, and their classification
relies on serological testing. We have designed and evaluated four new primer pairs for
amplification by RT-PCR and sequencing of the complete genomic small (S) RNA segments
of ten Orthobunyavirus viruses isolated from Central African Republic (CAR) and pertaining
to 5 different serogroups. Phylogenetic analysis showed that these 10 viruses belong to the
Bunyamwera serogroup. The S segment sequences differ from those of the Bunyamwera virus
reference strain by 5-15 % at the nucleotide level, and both overlapping reading frames
encoding nucleocapsid (N) and non-structural (NS) protein were evident in sequenced
genomes. Partial sequencing of M segment was also performed and inversely to the S
fragment, the obtained phylogenetic tree was not monophyletic as M’Poko strain was highly
divergent. This study should improve diagnosis and surveillance of African bunyaviruses.

Key words

Orthobunyaviruses, S and M segments sequencing, phylogeny, Central African Republic.





