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LISTE DES ABREVIATIONS

6K : Protéine de 6kDa
ADN : Acide désoxyribonucléique
ADNc : ADN complémentaire
Ae. : Genre Aedes
ARN : Acide ribonucléique
ARN(+)/(-): ARN de polarité positive/ARN de
polarité négative
ARNi : ARN intérence
ARNm : ARN messager
ATP : adénosine triphosphate
°C : degré Celsius
CDC : Center for Disease Control and
Prevention
CMH : Complexe majeur d'histocompatibilité
CSE: Conserved sequence element
Cter: Carboxy-terminal
Da, kDa : dalton, kilodalton
Db: Double brin
DEET ; NNDB: N, N-diéthyl-m-toluamide,
également appelé N, N'-diéthyl-3-
méthylbenzamide
DMSO : diméthylsulfoxyde
E.coli : Escherichia coli
ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay
g, mg, µg, ng : gramme, milligramme,
microgramme, nanogramme
GFP : green fluorescent protein
h : heure
HEK-293 : Human Embryonic Kidney 293 cells
HZ1 : (6-bromo-4-(diméthylamino)-5-hydroxy-
1-méthyl-2-(phenylsulphonylmethyl)-1H-
indole-3-carboxylate)
HZ2 : Arbidol
HZ3 : (6-bromo -4-diméthylamino)-5-hydroxy-
1-méthyl-2-(methylphenylsulphoxyde)-1H-
indole-3-carboxylate)
IC : clone infectieux
IFN : interferon
IF : Immunofluorescence Indirecte
Ig: Immunoglobuline
IL : interleukine
IMAC : immobilized-metal ion affinity
chromatography
IRF : interferon regulatory factor
KBR3023 : icaridine également connu sous le
nom picaridine.

L, mL, µL, nL : litre, millilitre, microlitre,
nanolitre
M, mM, µM, nM : molaire, millimolaire,
micromolaire, nanomolaire
min : minute
MRC5 : (fibroblastes humains)
MS/MS : tandem mass spectrometry
NLS : nuclear localization sequence
nm : nanometre
nsP: Non structural protein
NTP : nuléoside triphosphate
NTPase : nucleoside triphosphatase
Nter: Amino-terminal
NTR: Non translated region
nts: Nucléotides
ORF : Open-reading frame
PLO : phase de lecture ouverte
pb : paire de bases
PBS : phosphate buffer saline
pC : Protéine de capside
PM : poids moléculaire
polyA : Polyadénylé
q-PCR : Quantitative chain polymerization
reaction
RE : réticulum endoplasmique
RER : réticulum endoplasmique rugueux
RIG : retinoic acid inducible gene
RNC : région non-codante
RT-PCR : Real time chain polymerization
reaction
s : seconde
SVF : sérum de veau fœtal
STAT : Signal transducers and activators of
transcription
TATase : Terminal Adénylyltransférase
TCID50 : Dose50 Tissue Culture Infectieuse
TLR : Toll-like receptors
VERO : Cellules rénales de singe vert africain

Virus:
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Les abréviations des noms des virus sont
conformes aux recommandations du Comité
international pour la taxonomie des virus
AURAV : Aura virus
BFV/BF : Barmah forest virus/Barmah forest
complex
CMV : Cytomegalovirus
CHIKV : Chikungunya virus
DENV : virus de la dengue
EEEV : virus de l'encéphalite équine de l’est
FVV : French viscerotropic virus
HBV : virus de l'hépatite B
HCV : virus de l’hépatite C

HSV : virus herpes simplex
HIV : virus de l’immunodéficience humaine
ONNV : virus O'nyong-nyong
RRV : virus du Ross River
RSV : virus respiratoire syncitial
SFV : virus de la forêt de Semliki
SINV : virus Sindbis
SRASV : virus du syndrome respiratoire aigu
sévère
VEEV : virus de l'encéphalite équine du
VenezuelaWEEV : virus de l’encéphalite
équine de l’ouest

Les acides aminés

Alanine A Ala

Arginine R Arg

Asparagine N Asn

Aspartate ou acide aspartique D Asp

Cystéine C Cys

Glutamate ou acide glutamique E Glu

Glutamine Q Gln

Glycine G Gly

Histidine H His

Isoleucine I Ile

Leucine L Leu

Lysine K Lys

Méthionine M Met

Phénylalanine F Phe

Proline P Pro

Sérine S Ser

Thréonine T Thr

Tryptophane W Trp

Tyrosine Y Tyr

Valine V Val
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I Les Alphavirus

Les Alphavirus  sont des virus à ARN enveloppés, d’un diamètre de 70 nm, à structure
icosaédrique à symétrie de type T=4 (Choi et al. 1991; Cheng et al. 1995; Garoff et al. 2004).
Ces virus, dont la répartition est mondiale, sont capables d’infecter une grande variété d’animaux
vertébrés (mammifères, oiseaux, poissons). Ces virus sont des arbovirus, c’est-à dire des virus
transmis par des arthropodes hématophages, dans le cas des Alphavirus, la vectorisation est faite
par des moustiques appartenant à plusieurs espèces.
A ce jour, 29 espèces d’Alphavirus ont été identifiées, dont au moins 6 sont pathogènes pour
l’Homme. Chez l’Homme, certains Alphavirus sont responsables d'encéphalites, d'arthrites, de
fièvres, d'éruptions cutanées et peuvent être fatals (Thiruvengadam et al. 1965; Pialoux et al.
2006).
Le premier Alphavirus isolé fut l'Encephalite Equine de l'Ouest (WEE), en 1930 (Meyer et
al. 1931). Les virus de l'encéphalite de l'Est (VEE) et le virus de l'Encephalite Equine du
Vénézuéla (VEEV) furent isolés respectivement en 1933 et 1938 (Gibbs EP. 1976 ; Beck et
al. 1938 ; Kubes et al. 1939). Le Virus Sindbis isolé en Egypte en 1952 (Taylor et al. 1955),
fut le premier Alphavirus responsables d’arthrites à être isolé. La mise en évidence de
l'existence du CHIKV se fera 1952 en Tanzanie (Robinson 1955) (Lumsden 1955).
Suivent alors les découvertes de l'ensemble des autres Alphavirus. Le South Elephent Seal
virus (SESV), identifié en 2000 sur l'île australienne de Macquarie a été récemment identifié, le
virus de la maladie du pancréas du saumon (SPDV) est à l’heure actuelle le dernier Alphavirus
découvert.
Tableaux 1.1;1.2

Famille Genre Virus Acide nucléique
Bc:bicaténaire

Mc:monocaténaire

Capside
Symétrie

Nombre de
capsomères

Enveloppe Taille
(nm)

Adenoviridae Mastadenovirus Adénovirus
(42 types)

ADN Bc Icosaédrique
252

(-) 70 à90

Hepadnaviridae (VHB) ADN Bc
(circulaire)

Icosaédrique (+) 42

Herpesviridae
αHerpesvirinae

βHerpesvirinae

γHerpesvirinae

(HSV-1)
(HSV-2)
(VZV)
(CMV)

(HHV-6)
(HHV-7)
(EBV)

(HHV-8)

ADN Bc Icosaédrique
162

(+) 150
A

200

Parvoviridae Parvovirus (B19) ADN Mc Icosaédrique
32

(-) 25

Papillomaviridae Papillomavirus (VPH)
(120 Types)

ADN Bc
Superenroulé

Icosaédrique (-) 45
A
55

Polyomaviridae Polyomavirus (BK,JC) ADN Bc
Superenroulé

Icosaédrique (-) 40 à 50

Poxviridae Orthopoxvirus Variole Vaccine
Cowpox

Monkeypox

ADN Bc (+) 200
A

300X100
Tab. 1.1
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Famille Genre Virus Acide nucléique
Bc:bicaténaire

Mc:monocaténaire

Capside
Symétrie

Nombre de
capsomères

Enveloppe Taille
(nm)

Arenaviridae Arenavirus
(CML)

Fièvre de Lassa
Junin

Mchupo
Tascaribe

Sabia

ARN Mc
Segmenté Hélicoïdale (+)

80
à

150

Bunyaviridae
Bunyavirus

Nairovirus

Phlebovirus

Bunyamwera
California

Tahyna
Hataan

Crimée-Congo
Fièvre à

phlébotomes
Rift

ARN Mc
Segmenté

Hélicoïdale (+)
90
à

100

Coronaviridae Coronavirus Coronavirus
Entériques

229 E
SARS

ARN Mc Hélicoïdale (+)

80
à

120

Filoviridae Filovirus Marburg
Ebola

ARN Mc Hélicoïdale (+) 800
à

1000X80
Flaviviridae

Flavivirus

Rubivirus

Fièvre jaune
(DEN 1,2,3,4)

(WN)
(SLE)
(JE)

(VHC)
(VHG)
Rubéole

ARN Mc Icosaédrique (+) 40

Orthomyxoviridae Influenzavirus InfluenzaA
InfluenzaB
InfluenzaC

ARN Mc
Segmenté

Hélicoïdale (+) 80 à20

Paramyxoviridae Paramyxovirus

Morbillivirus
Pneumovirus

Parainfluenza
1,2,3,4

Oreillons
Rougeole

(VRS)
Métapneumovirus

ARN Hélicoïdale (-)
150

à
300

Picornaviridae Entérovirus
Poliovirus 1,2,3
Coxsckie A(23)
Coxsckie B(6)

Entérovirus 68 à 71

ARN Mc Icosaédrique (-) 20 à 30

Reoviridae Rotavirus Rotavirus humains ARN Bc Segmenté Icosaédrique double
32

(-) 70 à 80

Retroviridae Oncornavirus
Lentivirus

HTLV-I,HTLV-II
HIV-1,HIV-2

ARN Mc+Transcriptase
inverse

(core) (+) 100

Togaviridae Alphavirus
CHIK

WEE,EEE
ONN

ARN Mc Icosaédrique (+) 40 à80

Tab. 1.2
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A Taxonomie

Les Alphavirus peuvent être divisés en deux groupes: les Alphavirus de l'Ancien Monde, dont
le prototype est le virus Sindbis (SINV), responsables d'arthrites et d'éruptions cutanées et les
Alphavirus du Nouveau Monde responsables d'encéphalites et répartis en deux complexes de
l'encéphalite équine de l'Est (EEEV) et de l'encéphalite équine du Venezuela (VEEV) sont
les représentants (Weaver et al. 1997). Ces virus transmis par des arthropodes étaient
initialement regroupés parmi les Arbovirus du groupe A (Porterfield 1986). Cette
classification, fondée sur les réactions croisées à la suite des tests d'inhibition
d'hémagglutination (Casals et al. 1954), laissera place à une classification reposant sur les
caractéristiques fondamentales des virus et de leurs génomes.

La famille des Togaviridae contient également le genre des Rubivirus qui ne compte qu’une
seule espèce (Westaway et al. 1985 ; Powers et al. 2001; Weaver et al. 2005; Gould E.A. et
al. 2009) et genre Alphavirus sont actuellement 29 les espèces connus. Sur la base de
l’analyse comparative des séquences, les Alphavirus transmis par les arthropodes partagent un
minimum d'environ 40% d'identité en acides aminés dans la plus divergentes des protéines de
structure et 60% dans les protéines non structurales, laissent la place à une classification
reposant sur les caractéristiques fondamentales des virus et de leurs génomes (Fig1).

Fig.1 Arbre phylogénétique des Alphavirus taxons viraux indiqués en noir, à côté de leur aire de
répartition réservoir hôte probable (en rouge) (Kitchen A. et al. 2010)
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B Distribution géographique

Différents études ont été réalisées pour expliquer la distribution géographique des
Alphavirus à travers le monde. Plusieurs hypothèses sont fondées sur l'évolution des
Alphavirus et tentent d'expliquer cette large diffusion. En 1988, la comparaison des
séquences nucléotidiques a révélé que plusieurs Alphavirus résultaient de la recombinaison
entre différents virus. Par exemple le WEEV est un virus recombinant entre les formes
ancestrales des EEEV et SINV (Hahn et al. 1988). La suite des analyses phylogénétiques a
confirmé cette interprétation (Levinson et al. 1990) et il a été estimé que la recombinaison
avait eu lieu avant la divergence des EEEV pour produire les lignées Sud américaines
(Weaver et al. 1993). Ces observations ont une grande importance dans notre compréhension
des Alphavirus, et leur diversité. Elles soulèvent une question intéressante concernant l'origine
géographique des arbovirus dans le genre Alphavirus. Les arbres phylogénétiques basés sur
des séquences qui incluent les protéines d'enveloppe (E1, E2) sont congruentes avec celles qui
sont fondées uniquement sur la séquence des gènes non-structuraux. Tous les arbres basés sur
la région E1 montrent que la séquence SINV, un virus de l'Ancien Monde, diverge avec le
WEEV virus complexe, soit la Nouvelle-virus du monde, alors que l'autre Nouveau Monde
virus encéphalite équine, i.e. EEEV et VEEV divergent indépendamment de la WEEV/SINV
complexes et aussi indépendamment des virus autochtones du Vieux Monde qui comprennent
le Semliki Forest virus (SFV), le virus Ross River (RRV) et CHIKV. Selon les études de
gènes non structuraux, SINV et AURAV divergent indépendamment du WEEV complexe
virus qui sont aujourd'hui considérés comme ayant divergé avec VEEE et VEEV. Une autre
observation importante est que les arbres sur la base soit E1 ou des gènes non-structurels
montrent que le Nouveau Monde Alphavirus, virus Mayaro (MAYV) et le virus de Una
(VNU), toujours avec le cluster Alphavirus Vieux Monde, RRV, SFV, GETV dans le SFV
complexe antigénique, confirmant que les introductions transocéaniques des Alphavirus ont
eu lieu, comme proposé précédemment (Powers et al. 2001; Weaver et al. 1997). Dans le cas
de MAYV la supposition d’introductions transocéaniques est également appuyée par la
preuve que le Nouveau Monde virus provoque une maladie arthritique chez l'homme, comme
cela est caractéristique de l’Ancien Alphavirus mondial, plutôt que la maladie encéphalique,
comme celles relatives aux virus du Nouveau Monde, et VEEE VEEV (Poidinger et al. 1997;
Russell, 1998 ;Weaver et al. 1997) a proposé que ces Alphavirus les patrons de dispersion
pourrait être plus facile à expliquer si l'origine de ces virus était le Nouveau Monde.
Toutefois, afin d’appuyer cet argument, il a été nécessaire de proposer plusieurs traversées
océaniques (au moins trois) doit avoir eu lieu, dans les deux directions, vers l'ouest et vers
l'est (Powers et al. 2001). En outre, il a été estimé que la recombinaison, comme on l’observe
avec le WEEV et les virus descendants étroitement liés, est susceptible d'avoir eu lieu entre
1300 et 1900 ans (Weaver et al. 1997). Ce virus serait alors à la rencontre d'un virus ancestral
VEEE lié au même habitat écologique dans le Nouveau Monde et donc susceptible de
produire des infections mixtes chez les rongeurs ou autres espèces animales comme les
oiseaux. Enfin, il faut prendre en compte la répartition géographique des différents vecteurs
hématophages qui transmettent ces virus et qui, en fonction de leur répartition
territoriale, jouent aussi un rôle dans la distribution des Alphavirus (Calisher et al. 1988a ;
b). Les principaux vecteurs des Alphavirus étant les moustiques, cela explique qu'ils
soient généralement retrouvés de manière abondante dans les régions tropicales.
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C Organisation du génome des Alphavirus

Le génome des Alphavirus se compose d'un simple brin d'ARN à polarité positive. La
longueur totale du génome varie entre 11000 et 12000 nucléotides, et il dispose d'une coiffe à
l’extrémité 5' de l’ARN et d’une queue poly (A) à l’extrémité 3'. Il existe deux cadres ouverts
de lecture (ORF) dans le génome, Le premier encode les 4 proteines non structurales
nécessaires à la transcription et à la réplication de l'ARN viral. La second encode quatre
protéines de structure: la protéine C de la capside, la glycoprotéine d'enveloppe E1, la
glycoprotéine d'enveloppe E2 et la glycoprotéine d'enveloppe E3 (Simmons et al. 1972;
Strauss et al. 1984) (Fig2). L'expression de ces protéines et la réplication du génome viral se
déroulent dans le cytoplasme de la cellule hôte (Strauss et al. 1986). C’est à partir du
promoteur subgénomique que va être transcrit l'ARN subgénomique. Les protéines traduites à
partir de cet ARN constituent les unités structurales des nouveaux virions (Strauss et al.
1986).

Fig2 schéma génome Alphavirus

1 Les régions non traduites du génome (NTR)
Les régions 5'NTR et 3'NTR ont une taille variable dans le genre Alphavirus . Pour
le virus Sinbis SINV (Strauss et al. 1994), les NTR ils ont une taille de 59 nts et 322 nts
respectivement, la 5’NTR et la 3’NTR sont des régions importantes pour la réplication virale
(Ou et al. 1983; Pfeffer et al. 1998). Par comparaison au SINV, la région 5'NTR du CHIKV
est composée de 76 nts et la région 3'NTR de 526 nts (Khan et al. 2002). Ces deux regions
contiennent des éléments impliqués dans la régulation de la transcription et la réplication du
génome.
La région 3' NTR a des éléments répétés (RSEs). Ces RSEs en 3' du génome des
Alphavirus constituent des éléments d'ancrage de protéines virales et cellulaires qui diffèrent
d'un type cellulaire à l'autre ce qui explique les différents phénotypes observés (Kuhn et al.
1990; Pardigon et al. 1992; Fayzulin et al. 2004).
Les éléments de séquences nucléotidiques conservées (CSE) ou « cis-acting » sont été
identifiés au niveau de la 5' NTR appelé CSE1et la CSE2, 3' NTR la CSE3 et de la région
jonction la CSE du génome des Alphavirus (Fig.11) (Ou et al. 1981 ; 1982 ; 1983; Pfeffer et al.
1998). Quatre de ces régions ont été montrées comme très conservées chez les Alphavirus.
Ces régions sont attribuées à des fonctions très importantes dans la réplication virale.
Une séquence de 19 nts CSE3 hautement conservés précède la queue poly(A) en 3' du
génome (SINV, SFV et le virus de Middelburg MIDV). Cette séquence constituerait un site
de reconnaissance pour l'initiation de la synthèse du brin d'ARN(-), et donc un site d'initiation
pour la réplicase virale. Un rôle dans l'encapsidation de l'ARN viral est aussi proposé (Ou et
al. 1981; Kuhn et al. 1990), (Fig.3).
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Fig.3 Localisation des séquences CSE et NTR dans le génome des Alphavirus.

A. structure du CSE1, B. structure du CSE2, C séquence nucléotidique de la région « jonction » et D.
organisation du 31\ITR du CHIKV ; adapté de George et al. 2000.

La région de jonction la CSE est une séquence de 24 nts, révélée par l'équipe du Dr.
Strauss, en 1982, proche de la région de jonction et dans laquelle il a été retrouvé le site
d'initiation de l'ARN 26S. Cette séquence qui correspond au promoteur pour la transcription
de l'ARN subgénomique, permettrait donc l'initiation de la transcription de l'ARN
subgénomique (Weaver et al. 1988; Levis et al. 1990).
La CSE2 située en 5' possède une taille de 51 nts. (Ou et al. 1983). Elle correspond à une
séquence pouvant former deux boucles en épingle à cheveux. Les phénotypes associés aux
mutations opérées au niveau de cette séquence indiquent un rôle dans la réplication de
l'ARN et notamment au niveau de l'étape de cyclisation (Niesters et al. 1990b; Frolov et al.
2001). Par ailleurs, des travaux récents visant à déstabiliser la structure secondaire de
l'extrémité 5' du SINV ont permis de préciser la fonction de cette séquence de 51 nts. Son
rôle dans la réplication diffère en fonction du type cellulaire (vertébré ou non vertébré). Une
grande adaptabilité de réplication découle de ces séquences et des phénotypes qui y sont
associés (George et al. 2000; Fayzulin et al. 2004).
La dernière région de 44 nts située en 5' du génome du SINV a été identifiée. Au cours de la
réplication virale, cette région est capable de former une boucle en épingle à cheveux
nécessaire à l'initiation de la synthèse du brin d'ARN(+) à partir du brin d'ARN(-)
complémentaire (Ou et al. 1983). Les travaux menés par l'équipe du Dr. Strauss sur l'étude
de délétions dans la région 5' NTR du SINV confirment l'importance de cette région dans la
réplication virale (Niesters et al. 1990a).

2 Les protéines non structurales
Quatre protéines non structurales (NSP1, 2, 3 et 4), correspondant aux quatre domaines
résultant de la maturation de la polyprotéine, sont associées au complexe de réplication du
virus. Elles sont synthétisées sous forme d'une polyprotéine courte nsP1234 (ou P123).
Différentes activités protéolytiques aboutiront à la formation des divers intermédiaires
de clivage, eux-même à l'origine de chacune des nsP (Kaariainen et al. 1978; Keranen et al.
1983; Strauss et al. 1994).
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a). nsP1
La nsPl est indispensable à la formation du complexe de réplication des Alphavirus. Elle
permet l'ancrage membranaire du complexe de réplication au niveau des vacuoles
endosomales et possède une activité methyltransferase (Froshauer et al. 1988; Peranen et al.
1995; Kujala et al. 2001; E.A. Gould et al. 2009). Dans un premier temps, l'attachement aux
membranes cellulaires s'effectue par l'intermédiaire d'un segment peptidique amphipathique
au centre de la protéine (acides aminés 245 à 264). Cette étape est nécessaire pour
l'activation de l'activité enzymatique de la nsPl (Spuul et al. 2007). La deuxième étape
consiste en la palmitoylation de la nsP1. Le nombre de sites de palmitoylation va être
différent en fonction des Alphavirus. Les palmitoylations vont rendre la nsP 1 hydrophobe et
donc resserrer l'association aux membranes cellulaires (Laakkonen et al. 1996). Une
autre fonction est attribuée à la nsPl. C’est sa capacité à moduler l’activité protéinase de la
nsP2 lorsqu'elle est présente au sein de la polyprotéine (de Groot et al. 1990).

b). nsP2
La région N-terminale du gène de la nsP2 code pour l'hélicase (Gorbalenya et al. 1988). Des
tests in vitro ont montré que pour le SFV nsP2 a une activité triphosphatase utilisant de l'ATP
et le GTP (Rikkonen et al. 1994). La nsP2 pourrait donc agir au moins à deux étapes dans la
cellule infectée. D'abord, comme la protéine NS3 des flavivirus, la triphosphatase nsP2
nucléotidique peut produire 5 diphosphate ARNm, l'accepteur final attendu de la nsP1
réaction catalysée par la médiation guanylyltransferase nsP1 (Vasiljeva et al. 2000).
Deuxièmement, l'activité ATPase nsP2 est considérée comme nécessaire pour stimuler
l'activité de l' hélicase (Strauss et al. 1992; Vasiljeva et al. 2001). L’analyse structurale de la
région C-terminale nsP2 dans le VEEV a révélé deux domaines distincts (Russo et al. 2006).
Le premier a deux résidus catalytiques, une cystine et une histidine, que sont situées dans le
sous-domaine N-terminal. Le second domaine est important en particulier pour l'action de la
protéase (Pastorino et al. 2008; Russo et al, 2006). Les effets cytopathiques observés lors
d'infections par certains Alphavirus ont été attribués en partie à la nsP2, ces effets sont à
rapprocher de l'inhibition de la transcription/traduction induite par la nsP2 dans les cellules
infectées (Gorchakov et al. 2005; Garmashova et al. 2006; Mayuri et al. 2008), au moins
chez les Alphavirus de l'Ancien Monde (Garmashova et al. 2007). De fait, les effets
toxiques qui en découlent ainsi que de la réponse antivirale (Frolova et al. 2002; Breakwell et
al. 2007) expliquent la présence d'une séquence de localisation nucléaire sur cette protéine
(Peranen et al. 1990) chez des virus dont le cycle est exclusivement cytoplasmique (Tarnm
et al. 2008). Les symptômes comme la neurovirulence déclenchée chez les patients infectés
par le SFV dépendent aussi de cette localisation nucléaire (Fazakerley et al. 2002).

c). nsP3
La région N-terminale de nsP3 a été initialement décrite comme un domaine conservé avec
une fonction inconnue (X de domaine) dans les grandes protéines de réplication des
Alphavirus, des Coronavirus et des Rubivirus (Gorbalenya et al. 1991). La nsP3 est une
phosphoprotéine constituée de trois domaines distincts. Le domaine Nter de cette protéine
présente des séquences conservées retrouvées chez les Coronavirus et les Rubivirus
(Gorbalenya et al. 1991; Koonin et al. 1993; Pehrson et al. 1998). Le deuxième domaine de la
nsp3 est un domaine conservé chez les Alphavirus. La fonction de ces deux premiers
domaines reste encore inconnue. Le dernier domaine de la nsp3, situé au niveau Cter de la
protéine, présente une séquence hypervariable où ont été identifiés des résidus sérine et
thréonine phosphorylables (Li et al. 1990; Peranen 1991; Vihinen et al. 2000). La fonction de
ces phosphorylations reste encore peu connue mais un rôle potentiel au niveau de l'ARN 26S
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du brin d'ARN(-) et du complexe de réplication est proposé du fait de son affinité pour les
membranes (Hahn et al. 1989; Lemm et al. 1994; Wang et al. 1994; Vihinen et al. 2001). De
plus, un rôle dans la virulence chez le SFV est envisagé (Tuittila et al. 2003; Galbraith et al.
2006).

d). nsP4
Le nsP4 Alphavirus contient un motif canonique GDD et il est considéré comme l'ARN
polymérase ARN-dépendante (RdRp) (Kamer et Argos, 1984). L'extrémité Nter de la nsP4
dans laquelle se situe le motif GDD présente un rôle au niveau du complexe de réplication et
dans la synthèse du brin d'ARN(-) (Fata et al. 2002) en interagissant avec la risP1 (Merits et al.
2001), Très récemment, l’activité RdRp a été démontrée in vitro (Rubach JK. et al. 2009).
Enfin, chez de nombreux Alphavirus, il a été découvert la présence d'un codon opale entre
les nsP3 et nsP4 au sein de la polyprotéine P1234 (Shirako et al. 1990). La translecture de
ce codon qui est efficace de 5 à 20% aboutit à la formation d'une polyprotéine P1234 cette
derniér est synthétisée lorsque le codon stop intervient (de Groot et al. 1990; Shirako et al.
1994). La présence de ce codon régule la quantité de nsP4 traduite lors de l'infection (Myles et
al. 2006).

3 Les protéines structurales
Les protéines structurales des Alphavirus sont traduites à partir de l'ARN subgénomique.
Après la traduction, des étapes de protéolyse permettent la formation de quatre protéines : pC,
6K, El, et PE2 qui sera ensuite clivée en E2 et E3 (Melancon et al. 1987; Strauss et al.
1994). Les pC s'associent dans le cytoplasme, et interagent avec l'ARN viral permettant
l'encapsidation (Weiss et al. 1989). Les pC vont alors interagir avec les glycoprotéines
d'enveloppe (Skoging et al. 1996) qui, après avoir subi des modifications post
traductionnelles (Sefton 1977; Bonatti et al. 1989) au niveau du réticulum endoplasmique
(RE) (Garoff et al. 1978), se retrouvent enchâssées dans la membrane plasmique de la
cellule hôte. C'est à ce niveau que les nouveaux virions matures vont pouvoir bourgeonner
(Owen et al. 1997).

a) . La proté ine  de  caps ide
La première protéine est la pC au sein de la polyprotéine à être clivée. Ce clivage,
moprotéolytique est permis par une activité de type sérine protéase de la pC elle-
même (Aliperti et al. 1978). Elle est constituée deux domaines, Nter, Cter. La taille de la
pC varie en fonction des Alphavirus.
Le domaine Nter cette séquence varie au sein des Alphavirus (Rice et al. 1981; Dalgarno
et al. 1983) à l'exception de 18 acides aminés (dans l'hélice I) qui facilitent
l'oligomérisation des monomères de pC (Perera et al. 2001). En outre, un particulier
motif est le M113-X-I115 mis en évidence chez le SFV est impliqué dans l'assemblage des
pC. Ce domaine est riche en lysines et en arginines ce qui lui confère une charge positive
permettant des interactions électrostatiques avec l'ARN viral. Enfin une séquence
spécifique d'encapsidation de l'ARN viral y est retrouvée (Weiss et al. 1989; Weiss et al.
1994). Le domaine Cter de la pC, a l'activité sérine protéase (Hahn et al. 1990; Choi et
al. 1991)et posséd un motif conservé chez les Alphavirus qui est identifiable, il s'agit
du domaine KPCiKRQRLMALKLEAD. Ce domaine permet une interaction avec la grosse
sous-unité des ribosomes (Wengler 1984; Wengler et al. 1992), qui jouent alors un rôle
au niveau de la décapsidation (Singh et al. 1992). Ce domaine est aussi proposé comme
impliqué dans des interactions pC-pC pour former la nucléocapside constituée de 240
monomères de pC (Fuller 1987).



15

b). Les glycoprotéines d'enveloppe
Après l'autoprotéolyse de pC, la présence d'un signal spécifique (site d'attachement d'un
carbohydrate sur l 'asparagine en position 13) va initier la translocation de la
polyprotéine PE2-6K-E1 (Bonatti et al. 1984; Garoff et al. 1990). Dans le RE, une
signalase catalyse le clivage entre PE2 et 6K libérant ainsi un second signal de
translocation qui est suivie du clivage de 6K-E1 (Fig.4) (Melancon et al. 1987; Liljestrom
et al. 1991b).
Les hétérotrimères PE2-E1 formés dans le RE (Ziemieeki et al. 1978; Rice et al. 1982) vont
migrer dans le Golgi après avoir subi différentes modifications post-traductionnelles
telles que des glycosylations (Sefton 1977; Schlesinger 1975) et des palmytoylations
(Bonatti et al. 1989). Ce n'est que sous la forme d'hétérodimères PE2-El, que
les plycoprotéines d'enveloppe des Alphavirus vont être exportées jusqu'à la
membrane plasmique de la cellule hôte (Strauss et al. 1994).

Site de clivage par la furine

↔ Site de clivage par la signalase

Fig.4 Modèle de production par clivage des protéines PE2 et E1 des Alphavirus. (Strauss et Strauss 1994)

Au niveau de la membrane plasmique, une furine cellulaire va permettre le clivage de PE2
en E2 et E3 (de Curtis et al. 1988). Les hétérodimères El -E2 enchâssés dans la
membrane seront retrouvés sous forme de 80 spicules trimériques (von Bonsdorff et al.
1975; von Bonsdorff et al. 1978) associés ou non avec E3 (Presely et al. 1989; Presley et
al. 1991) à la surface des virions.
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Le rôle principal des glycoprotéines d'enveloppe est l'attachement au niveau des
récepteurs cellulaires de la cellule hôte (Mukhopadhyay et al. 2006). Les glycoprotéines
d’enveloppe, p62 et E1, suivent la voie sécrétoire au cours de laquelle elles vont se
dimériser et être maturées. La protéine p62 est clivée en deux protéines E2 et E3. La
protéine E3 n’est retrouvée que dans certaines souches de SFV. Parallèlement, la forte
production de protéines de capside entraîne leur multimérisation et l’association avec les
dimères E1E2. Cette interaction se fait par le biais du domaine intracytoplasmique de la
protéine E2 et de la poche hydrophobe du domaine protéase de la protéine de capside.
L’assemblage de la particule s’effectue par liaison de la nucléocapside aux glycoprotéines
E2. Ce modèle d’assemblage est confirmé par la persistance d’une production de particules
virales lors de l’utilisation d’une protéine de capside amputée de son domaine de
dimérisation (Forsell K. et al. 1996 ; Nieva et al. 2004).
Les glycoprotéines d’enveloppe E1-E2, associées à la capside, sont adressées à la membrane
sous forme de complexes de prébourgeonnement. En l’absence de capside ou lors de
l’utilisation d’une protéine de capside amputée du motif d’interaction avec E2, les
glycoprotéines d’enveloppe ne s’accumulent plus à la membrane cellulaire, ce qui indique
un rôle d’adressage des glycoprotéines par la protéine de capside. S’il est classiquement
décrit un bourgeonnement des particules virales à la membrane, les résultats de Griffiths
mise en évidence une colocalisation de la protéine de capside et des glycoprotéines
d’enveloppe dans un compartiment dérivant des endosomes, les CPVII. Le SFV complète
ainsi la liste des virus enveloppés à assemblage intracellulaire (Basyuk E. et al. 2003).
Les protéines non structurales jouent un rôle prépondérant au cours de la réplication. La
protéine nsP1 est constituée de 537 acides aminés (aa). Elle possède deux activités
enzymatiques, une méthyltransférase et une guanylyltransférase, impliquées dans la coiffe
des ARN viraux qui peuvent alors être traduits par la machinerie cellulaire. La protéine nsP1
possède deux motifs d’interaction avec les membranes cellulaires. Le premier est un triplet
de cystéines (418-420) qui est un motif de palmitoylation. Le second est une séquence de 20
acides aminés hydrophobes (245-264) (Ahola T. et al. 1999). L’ancrage membranaire du
complexe de réplication est nécessaire à l’activité enzymatique de la protéine nsP1
(Ahola T. et al. 1999). La protéine nsP2, 798 aa, est constituée de deux domaines. Le
domaine N-terminal possède trois activités : nucléoside phosphatase, ARN hélicase et ARN
phosphatase. Le second domaine est caractérisé par son activité protéase à cystéine.
L’analyse de cellules infectées montre qu’environ 50 % des protéines nsP2 sont localisées
dans le noyau. Cette localisation résulte de la présence d’un signal d’adressage nucléaire
(NLS) constitué d’une proline et d’un triplet d’arginines P647RRR. La nsP3 est une protéine
de 482 aa structurée en trois domaines. Les deux premiers sont conservés chez les
alphavirus, le troisième est variable et contient des sites de phosphorylation. La protéine
nsP3 augmente la spécificité de la protéase nsP2 pour le clivage nsP3/nsP4. La protéine
nsP4, constituée de 614 aa, possède un motif GDD caractéristique des ARN polymérases
(Kamer G et al. 1984).

c). Protéine 6K
La 6K est une protéine de 6kDa riche eu cystéines. Elle est acylée avec des acides gras
(Gaedigk-Nitschko et al. 1990a). Dans l’interaction avec les protéines d’enveloppe E1 et
E2, pendant le clivage protéolytique, il apparaît que la 6K forme des canaux ioniques au
niveau de la membrane plasmique (Melton et al. 2002), ces canaux sont nécessaires au
bourgeonnement et à la maturation virale (Waite et al. 1970a; b).
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Enfin, le rôle d'une autre petite protéine de 8 kDa identifiée depuis de nombreuses années a
récemment été proposé. Cette protéine est issue d'un décalage du cadre de lecture (Gaedigk-
Nitschko et al. 1990a; Ivanova et al. 1995) qui s'effectue avec une efficacité allant de 5 à
40% en fonction de l'espèce virale (Firth et al. 2008). La protéine de 8 kDa incorporée dans
les virions serait impliquée dans leur composition structurale et donc dans la morphologie des
virions lorsqu'elle est incorporée (Fig.5) (Schlesinger et al. 1993).

Fig.5 Production des différentes protéines virales des Alphavirus à partir de l’ARN génomique et
subgénomique
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D Cycle réplicatif des Alphavirus

Le cycle réplicatif des Alphavirus (Fig.6) est exclusivement intracytoplasmique. Il
commence par l'attachement/fusion des particules virales à la membrane de la cellule hôte.
A ce jour peu de récepteurs cellulaires pour les Alphavirus (qui possèdent un tropisme large)
ont été clairement identifiés. Bien qu'ils aient certains mécanismes d'entrée communs, des
différences significatives sont observées en fonction de l'Alphavirus considéré. Suite à
l'entrée et à la décapsidation, le génome, directement codant, va être traduit pour former les
nsP nécessaires à la réplication et à la synthèse des sP. L'interaction ARNm viral et pC
s’effectue dans le cytoplasme, avant que le complexe ne migre à la membrane où les
virions matures vont bourgeonner.

Fig.6 Cycle réplicatif des Alphavirus adapté du Fields 5éme édition

1 Mécanismes d'entrée dans la cellule hôte

a). Récepteurs viraux
Les Alphavirus ont un large tropisme. Plusieurs récepteurs potentiels du SINV sont envisagés.
Les récepteurs aux héparanes sulfates sont proposés dans les types cellulaires THP1 et CHO
(Jan et al. 1999). Une bonne affinité entre les héparanes sulfates avec les glycoprotéines de
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l'enveloppe virale est décrite pour de nombreux virus comme le HIV, le DENV, le Virus
Herpès (HSV) ou celui de l'Hépatite C (HCV). De plus, trois mutations adaptatives identifiées
sur la glycoprotéine E2 (en position 1, 70 et 114) augmentent de manière indépendante
l'affinité aux héparanes sulfates (Klimstra et al. 1998). En 1991, deux protéines de cellules de
neuroblastorne murin ont été proposées comme récepteurs du SINV : une de 110 kDa et l'autre
de 74kDa.
Enfin la présence d'une protéine de 63kDa dans les cellules embryonnaires de poulet, (Wang
et al. 1991) est proposée comme récepteur potentiel. Le récepteur de haute affinité de
67kDa et le récepteur de 32kDa sont clairement identifiés comme récepteurs du SINV dans
les cellules de rein de hamster (Wang et al. 1992; Byrnes et al. 1998) et du VEEV dans les
cellules larvaires C6/36 de moustique (Ludwig et al. 1996). Récemment, il s'est avéré que les
récepteurs de type lectine (DC-SIGN et L-SIGN) présents notamment sur les cellules
dendritiques (DCs) permettraient l'attachement d'Alphavirus (au moins chez le SINV)
avec une efficacité plus marquée pour les virus produits dans les cellules de
moustiques (Klimstra et al. 2003), probablement due aux glycosylations. Ces
observations sont à confronter à celles qui sont faites sur le CHIKV qui est montré comme
n'infectant pas les DCs (Sourisseau et al. 2007). Cependant le CHIKV ni infecte pas le DCS.

b). Mécanismes d'attachement
L'attachement spécifique des Alphavirus à un récepteur donné, n'est pas clairement défini et
des différences sont observées en fonction des espèces. Dans le cas du SFV, il est considéré
que l'attachement à un récepteur membranaire n'est pas nécessaire pour assurer la fusion à la
membrane plasmique, et que dans ce cas, il pénètre dans les cellules uniquement par fusion
passive. D'autre part, dans le cas du SVF, il est démontré que l'entrée des particules
virales est facilité par un réarrangement des glycoprotéines d'enveloppe El et E2, par
réduction des ponts disulfures, mais sans fusion. L'attachement avec la membrane
cellulaire, détermine un changement conformationnel dans la structure des
glycoprotéines d'enveloppe El et E2 s'effectue en laissant disponible de nouveaux épitopes
(Flynn et al. 1990). L'un d'entre eux est caractérisé. Il s'agit d'une région de la glycoprotéine
E2 en position 200-202 de la protéine (Meyer et al. 1993). Ce changement conformationnel
semble important dans l'efficacité de l'infection. Pendant l’entrée dans la cellule hôte, les
particules virales suivent la voie des endosomes. Après ce passage dans les vacuoles
intracytoplasmiques que va avoir lieu la fusion qui conduit à la libération de la nucléocapside
dans le cytoplasme. La fusion est dépendante de la glycoprotéine El, du pH et de la composition
des membranes en cholestérol (Kielian et al. 1984).

c). Fusion
La glycoprotéine El des Alphavirus est une protéine de fusion de classe II. Les
alphavirus sont caractérisés par une composition prédominante en feuillets β
contenant le peptide de fusion ainsi qu'une seconde protéine permettant la stabilisation du
complexe (Kielian 2006). L'entrée des Alphavirus commence par un mécanisme de
préfusion qui nécessite une exposition des hétérodimères de El-E2 à un pH faible (White et al.
1980; Hammar et al. 2003). Ce pH entraîne : 1 la déstabilisation du complexe, et 2 un
changement conformationnel des glycoprotéines d'enveloppe E1 et de E2 aboutissant à
l'exposition du peptide de fusion (Wahlberg et al. 1992b; Ahn et al. 1999a). Ce peptide
possède un domaine conservé situé sur l'extrémité distale de la glycoprotéine El en position
83-100 (Lescar et al. 2001). Suite à la trimérisation de la glycoprotéine El, la fusion se
poursuit alors (Klimjack et al. 1994) de manière dépendante du pH et du cholestérol
(Wahlberg et al. 1992a; Gibbons et al. 2000).
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Différentes études font état de cette dépendance au cholestérol nécessaire à la fusion. Il en
ressort que les domaines constitués de sphingolipides (Moesby et al. 1995; Waarts et al.
2002) et de stérols du groupe 3P-hydroxyl (Corver et al. 1995; Stiasny et al. 2003) sont
indispensables à la fusion. Ces structures correspondent aux radeaux lipidiques (Chazal et al.
2003).
La formation d'hétérotrimères de la glycoprotéine El permet l'insertion du peptide de
fusion dans la membrane cible (Gibbons et al. 2003). Il s'ensuit la déformation des
membranes puis, leur perméabilisation par la formation d'un pore nécessitant des contacts
protéine-protéine au sein des trimères (Gibbons et al. 2004a ; b; Wengler et al. 2004). Lorsque la
fusion est terminée, il y a la libération de la nucléocapside dans le cytoplasme.

d). Décapsidation
La nucléocapside des Alphavirus as un diamètre de 45nm. Elle est constituée de 240 pC et
protège le génome viral. Après la fusion membranaire, la décapsidation virale
(Helenius et al. 1980). Mais il est possible qu'une étape d'amorçage de la décapsidation ait
lieu avant la libération complète de la nucléocapside dans le cytoplasme.
Différents modèles de décapsidation ont été proposés. Un premier modèle propose que la
décapsidation soit réalisée via les ribosomes. Plusieurs expériences de saturation des
ribosomes avec des pC ou des expériences d'incubation de nucléocapsides avec des lysats
cellulaires infectés ou non infectés (Singh et al. 1992) ont mis en évidence, in vitro, que les
pC interagissent avec la sous unité 60S des ribosomes. Les ribosomes entraînent une
décapsidation rapide, mais dans des proportions moindres qu'in vivo (seulement 20% contre
80% in vivo) (Ulmanen et al. 1976; Ulmanen et al. 1979). Le composant actif de cette sous-
unité 60S est l'ARNr 28S. La région de liaison entre les pC, présumée comme impliquée dans
l'association avec la sous-unité 60S des ribosomes, est identifiée. Il s'agit d'une séquence
conservée chez les Alphavirus, elle est située entre la lysine en position 94 et la méthionine
en position 106 (Wengler et al. 1992) chez le SINV et identifiée entre les positions 98 et 112
chez le CHIKV (souche africaine 37997 ; GenBank: AY726732.1).
Le second modèle est basé sur la formation de pores perméables aux ions. Les flux ioniques
entraîneraient une modification du pH dans les particules virales aboutissant à l'activation d'un
clivage protéolytique dans la séquence de liaison pC-pC. Cette hypothèse suggére que les
glycoprotéines d'enveloppe des Alphavirus sont aptes à former des pores perméables aux
ions dans les membranes où elles sont enchâssées (Schlegel et al. 1991) ou au niveau des
endosomes, suite à la fusion, créant un microenvironnement avec un pH faible (Wengler
2002; Koschinski et al. 2003; Wengler et al. 2003).
Les études effectuées sur le clivage protéolytique indiquent que 5% des
nueléocapsides sont clivés, et que ce clivage est dû à une réactivation de l'activité protéase de
la pC de manière dépendante du pH (Schlegel et al. 1993; Mrkic et al. 1997).
Le troisième modèle est basé sur la formation de pores perméables aux ions. Dans ce cas, la
diminution du pH entraînerait des modifications conformationelles des pC démasquant alors le
site de liaison aux ribosomes (Lanzrein et al. 1994). Ces modèles montrent une probable
implication des ribosomes dans la décapsidation des Alphavirus via la séquence de liaison
aux ribosomes et de facteurs cellulaires.

2 La réplication
La réplication commence après la traduction des nsP I, nsP2, nsP3 et nsP4 à partir de
l 'ARN génomique. L'assemblage a l ieu à niveau des membranes endosomales/
lysosomales pour former le complexe de réplication, ou réplicase (Froshauer et al. 1988).
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C'est la disponibilité des nsP et le clivage de la P1234 qui vont réguler la synthèse de trois
types d'ARN : l'ARN(+) génomique, l'ARN(-) complémentaire de l'ARN(+) génomique
et l'ARN subgénomique (Lemm et al. 1993; Lemm et al. 1994). Différents intermédiaires
de clivages sont présents (Fig.7). La présence de sites préférentiels de clivage permettant
d'obtenir ces intermédiaires est directement liée à la régulation de la réplication (de Groot et
al. 1990).
Des facteurs cellulaires interviennent pendant la réplication, l'extrémité 3' du brin d'ARN
(-) est capable de lier des protéines qui interagiraient avec le complexe de réplication et
semblent indispensables à la transcription de l'ARN(+) en ARN(-) (Kuhn et al. 1990; George
et al. 2000; Frolov et al. 2001 ; Pardigon et al. 1992; Pardigon et al. 1993).

Fig.7 par White and Fenner. Medical Virology: Fourth edition, 1994.

a). La transcription de l'ARN(+)
L'initiation de la synthèse du brin d'ARN, par l'extrémité 3' de l'ARN(+) (George et al. 2000),
est le début de la réplication. Cependant, la séquence CSE de 51 nts présente en 3' ne semble
importante que pour la transcription dans les cellules de moustiques (Fayzulin et al. 2004).
Les séquences 5'NTR jouent un rôle dans l'initiation de la synthèse du brin d'ARN(-) et du
brin d'ARN(+) (Frolov et al. 2001).
Le complexe de transcription de l'ARN(+) en ARN(-) qui se fixe sur le 3`CSE est constitué de
la polyprotéine P123 associée à la nsP4 (Lemm et al. 1993; 1994; Shirako et al. 1994). Ces
protéines sont majoritairement retrouvées suite à l'infection (Fig.15). L'initiation de la
transcription est alors très rapide à la suite de l'infection. La synthèse de l'ARN(-) est régulée
et cesse dès 4h post-infection cependant la quantité d'ARN(+) ne cesse d'augmenter (Sawicki
et al. 1980). La régulation est probablement liée à la présence d'une quantité limitée de
partenaires cellulaires impliqués dans le complexe de réplication. Les protéines non
structurales qui sont toujours traduites durant la synthèse du brin d'ARN(-) ne semblent donc
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pas limitantes (Sawicki et al. 1986b). Cependant, la régulation est dépendante du clivage
protéolytique de la P123 dont le clivage induit l'arrêt de la synthèse du brin d'ARN(-) (Hardy
et al. 1989; Shirako et al. 1990; Strauss et al. 1992; Shirako et al. 1994).
A l'inverse, la synthèse d'ARN(+) à partir de l'ARN(-) néo synthétisé est permise par le
clivage de la P 123. La synthèse de l'ARN(+) commence au niveau de l'extrémité 3' du brin
d'ARN(-) par un complexe de réplication formé des risPl, nsP2, nsP3 et nsP4. La protéine
nsP4 est indispensable à la synthèse de l'ARN(+) (Shirako et al. 1994).
Il semble que deux complexes de transcriptions permettaient la réplication : l'un (P123 +
nsP4) pour la synthèse de l'ARN(-), l'autre (nsP1 + nsP2+ nsP3+ nsP4) pour l'ARN(+). Deux
hypothèses sont proposées pour tenter d'expliquer la relation entre le clivage de P123 et le
passage du complexe de réplication de la synthèse d'ARN(-) à celle du brin d'ARN(+). La
première propose que le clivage de P1234 entraîne la perte de partenaires cellulaires associés
nécessaires à la synthèse du brin d'ARN(-) mais pas ceux nécessaire au brin d'ARN(+).
La deuxième décrit le fait que le clivage entraîne un changement conforrmationnel du
complexe de réplication ne permettant plus la synthèse du brin d'ARN(-) (Sawicki et al.
1986a; Sawicki et al. 1990).

b). Transcription de l'ARN subgénomique
C’est un promoteur interne compris entre les positions -98 et +14 qui contrôlent la synthèse
de l'ARN subgénomique par rapport à la position de départ de la synthèse de cet ARN. Bien
que la séquence comprise entre -19 et +5 semble suffisante pour permettre la synthèse de
l'ARN subgénomique, la quantité d'ARN synthétisé à partir de cette séquence est inférieure de 6
fois de manière comparative avec la région comprise entre -98 et +14 (Raju et al. 1991). Des
mutations réalisées au niveau des régions 3'CSE et 5'NTR dans le promoteur
subgénomique entraînent des effets différentiels en fonction du type cellulaire (cellules de
mammifères ou cellules de moustiques). Ces effets impliquent que des interactions avec des
partenaires cellulaires soient possibles au niveau du promoteur de l'ARN subgénomique
(Hertz et al. 1995b; Hertz et al. 1995a; Wielgosz et al. 2001). Après la réplication virale,
l'ARN subgénomique va être traduit en différentes sP du virus. La polyprotéine pC-PE2-
(E2+E3)-6K-E1 est maturée par le biais de différents clivages. Les protéines pC sont
retrouvées dans le cytoplasme et les glycoprotéines d'enveloppe seront enchâssées
dans la membrane plasmique de la cellule. L'ARN génomique se lie de manière
spécifique à une ou plusieurs pC grâce à la présence d'un signal d'encapsidation (Weiss et
al. 1989; Weiss et al. 1994). L'assemblage des particules virales débute par un événement de
nucléation avec une pC ou un petit assemblage de pC. A la suite de l'initiation, des pC
supplémentaires se lient au complexe probablement par l'intermédiaire d'interactions
électrostatiques non spécifiques dues à la charge fortement positive du Nter des pC
(Wengler 1987) et d’interactions dues à la charge négative de l'ARN. Ces interactions
électrostatiques sont importantes par le fait qu'elles empêcheraient la formation de
nucléocapsides vides et donc de particules virales dépourves de génome. Des interactions
latérales spécifiques au niveau du Cter ont lieu et sont à l'origine de la structure de type
icosaédrique de la nucléocapside. Ces interactions se font via la séquence conservée
KPGKRQRLMALKLEAD (Fuller 1987). De plus, une séquence de 18 nts située dans le
domaine terminal joue aussi un rôle dans ces interactions pC-pC (Perera et al. 2001).
Les pC sont toujours retrouvées associées avec de l'ARN, sauf pour le virus Aura
(AURAV), l'encapsidation d'ARN subgénomique a été observée, ce qui suggère la
présence d'un signal d'encapsidation spécifique présent sur cet ARN (Rumenapf et al.
1994). Les particules qui encapsident l'ARN subgénomique sont de taille inférieure et
présentent une symétrie d'ordre T=3 (triangulation).
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Aussi le motif M-X-I identifié sur la pC intervient dans les interactions pC-pC et semble
nécessaire à l'assemblage et au bourgeonnement viral (Skoging-Nyberg et al. 2001). Après
l'interaction avec l'ARN génomique et l'assemblage/préassemblage des
nucléocapsides qui diffusent librement dans le cytoplasme, celles-ci migrent jusqu'à la
membrane plasmique de la cellule hôte pour bourgeonner. Pour cela, elles vont devoir
interagir avec les glycoprotéines d'enveloppe et plus particulièrement avec le domaine
intracytoplasmique de la glycoprotéine E2 et ce, de manière spécifique (Suomalainen et
al. 1992). Deux modèles sont établis pour définir ces interactions entre les pC et
les protéines d'enveloppe.Historiquement, le premier modèle fait état d'un assemblage
complet des pC dans le cytoplasme qui migrent alors à la membrane, où le contact avec
les glycoprotéines d’enveloppe permet le bourgeonnement (Garoff et al. 1974). Ce premier
modèle repose sur l’observation de nombreuses structures équivalentes à des nucléocapsides
(Laine et al. 1973). Plus récemment, le second modèle implique une interaction avec les
glycoprotéines d'enveloppe et une nucléocapside qui n'est pas complètement assemblée.
Cette interaction permet de finaliser l'assemblage des nucléocapsides avant de
bourgeonner. Ce modèle est basé sur l'observation d'une implication directe des
glycoprotéines d'enveloppe dans la conformation icosaédrique des nucléocapsides
d'Alphavirus (Forsell et al. 2000) ainsi que leurs interactions latérales (von Bonsdorff et
al. 1978). Le point commun entre ces deux modèles est l'interaction entre les pC et les
glycoprotéines d'enveloppe et plus précisément avec la glycoprotéine E2.
Le domaine intracytoplasmique de la glycoprotéine E2 des Alphavirus, d'une longueur de
33 acides aminés (chez le RRV), présente 12 résidus conservés dont un domaine Y-X-L,
capable d'interagir avec la poche hydrophobe retrouvée en Cter de la pC (Zhao et al.
1994; Lee et al. 1996). Trois cystéines sont présentes parmi ces 12 résidus ainsi qu'un
tripeptide TPY. Les trois cystéines ont été montrées comme étant palmitoylées (Ivanova
et al. 1993) chez le SINV et le tripeptide TPY semble être à l'origine des
phosphorylations présentes sur la glycoprotéine E2 (Skoging et al. 1996). Ces résidus sont
impliqués respectivement dans le bourgeonnement et le contact E2-pC.
Comme indiqué précédemment, la protéine 6K est aussi impliquée dans le processus de
formation des virions et le bourgeonnement (Gaedigk-Nitschko et al. 1990b; Liljestrom et
al. 1991a). Si l'on considère que la 6K est apte à former des canaux ioniques (Melton et al.
2002) et que les flux ioniques sont importants dans le bourgeonnement du SINV (Ulug et
al. 1989), pourrait être que la 6K joue un rôle important dans le bourgeonnement des
Alphavirus. Enfin, la présence de cholestérol membranaire semble jouer un rôle au niveau
du bourgeonnement (Lu et al. 1999).
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II Le virus Chikungunya

Les Arbovirus (sont du virus transmis par des arthropodes). Les Togaviridae sont une famille
de virus à ARN, comprenant les Alphavirus et Rubivirus. Le virus Chikungunya (CHIKV) qui
signifie « qui se recourbe, qui se recroqueville » a été isolé pour la première fois en 1952-
1953 lors d'une épidémie de fièvre qui sévissait sur le plateau du Makonde dans la province de
Newala au Tanganyika (actuelle Tanzanie) (Pialoux G. 2007).
Des études phylogénétiques portant sur des virus isolés de différents pays ont permis de
montré que les virus se répartissaient dans 3 clusters distincts (Powers et al. 2000). Jusqu’à
l’épidémie de 2005, ces clusters étaient corrélés avec la répartition géographique des souches
(Fig.7).
Le CHIKV est stable à pH 7-8, et il est inactivée à pH 5, le CHIKV est sensible aux
ultraviolets, il est inactivée par des températures supérieures à 58°C, des détergents et
solvants organiques, sa durée de demi-vie est de 7 jours à 37°C en milieu liquide (Nakoune et
al. 2007).

a b

Fig.7 a) Représentation des différentes couches d’un virion de CHIKV (Lancet Infect Dis. 2007 7: 319-327)

b) Photo de microscopie électronique de particules virales de CHIKV (Institut Pasteur et INSERM)
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A Les épidémies de CHIKV

1 L’Afrique

Le Chikungunya a été caractérisé pour la première fois en 1952-1953 lors d'une épidémie de
fièvre qui sévissait sur le plateau du Makonde dans la province de Newala au Tanganyika
(actuelle Tanzanie). Depuis la description initiale en Tanzanie, le virus Chikungunya a été
régulièrment à l’origine de petites poussées épidémiques cycliques en milieu rural,
principalement en Afrique australe et de l’Est, l’Afrique du Sud et an Afrique Centrale. Dans
les années 1964-1970, le virus s'est répandu au Niger (Moore et al. 1974 ; al. 1975) puis
dans tout l'Ouest de l’Afrique, et plus particulièrement au Sénégal avec plusieurs vagues
épidémiques en 1966 (Roche et al. 1967), 1982 (Saluzzo et al. 1983), 1996 et 1997 (Diallo et
al. 1999; Thonnon et al.1999) ainsi qu'en République Démocratique Congo en 2000. En
Afrique le virus est maintenu au sein d’un cycle forestier faisant intervenir des
primates et des moustiques sylvatiques (Ae. luteocephalus, Ae. furcifer ou Ae. taylori).
Plus récemment des épidemies ont eu lieu Afrique de l'Est (au Kenya en 2004), en
Afrique centrale : Congo en 2004 (Muyembe-Tamfum et al. 2003), Cameroun en 2006
(Peyrefitte et al. 2007) et au Gabon en 2006-2007 (Peyrefitte et al. 2008; Pages et al.
2009) où 5000 cas sont suspectés.

3 L’Inde et Asie
Dans les années 1960 et 1970, l’alphavirus du chikungunya a été responsable de nombreuses
épidémies en Inde de grande ampleur en milieu urbain. Les principales ont eu lieu en 1963-
1965 à Calcutta, en 1964 à Pondichéry et dans le Tamil Nadu (400 000 cas), en 1965 dans
l’Andhra Pradesh, le Madhya Pradesh et le Maharastra, et en 1973 dans le Maharastra (taux
d’attaque de 37,5 %) (Myers et al. 1965; Thiruvengadam et al. 1965; Carey et al. 1969).
L’agent responsable de ces épisodes était une souche asiatique du virus du chikungunya.
Quelques rares cas de complications neurologiques avaient été observés. La surveillance du
chikungunya n’a pas été maintenue en Inde, mais il ne semble pas y avoir eu d’autres
épidémies importantes au cours des 30 ans qui ont suivi. Lors d’une étude sérologique menée
en 1995 à Calcutta, seules 4,37 % des 389 personnes testées présentaient des anticorps dirigés
contre le virus du chikungunya, et principalement dans la classe des 51-55 ans (12,5 %).
Depuis 2000, des cas sporadiques sont notifiés dans le Maharastra (Padbidri et al. 1979).
Dernier épidémie a débuté en décembre 2005 dans l’Etat d’Andhra Pradesh jusqu'à le 2008 en
Inde sont signalé des épidémies.
En Asie du Sud, la présence du CHIKV enregistrée dans les années 1960 et touchant la
Birmanie (Ming et al. 1974), le Vietnam, le Cambodge (Chastel 1964) ou le Sri Lanka
(Obeyesekere et al. 1972), jusqu'aux épidémies de 2009 :
Thaïlande en 2009, une importante épidémie de chikungunya touche les régions du sud,
dont certaines zones touristiques en particulier l’île de Phuket. Entre le 2001 et le 2006, plus
de 24 000 cas ont été notifiés dans 36 provinces. L’épidémie semble se diffuser rapidement
des provinces du sud vers le nord du pays. Des cas confirmés sont maintenant rapportés
dans les provinces centrales, du nord et du nord est.
Malaise entre le 2001 et le 2009, plus de 2 500 ont été reportés en Malaisie. En semaine 20
de 2009, 475 cas ont été identifiés principalement dans la province de Kedah (Apandi Y.et
al.2010).
Singapour entre le 2001 et le 2009, 275 cas de chikungunya ont été identifiés (28 cas
importés et 247 cas de transmission autochtones); En mars 2009, un cas de chikungunya
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avait été identifié chez un patient français revenant d’un court séjour à Singapour (Ho K. et
al. 2011).

3 L'épidémie de 2005-2006
Après la réémergence du CHIKV sur la côte Est de l'Afrique, l'épidémie de l'Océan
Indien a débuté aux Comores avec près de 5000 cas identifiés début 2005 (InVS 2005 ;
Paquet et al. 2006; Sergon et al. 2007). La population de l'Océan Indien étant une
population non immune pour ce virus (Fontenille et al. 1988; Zeller 1998), l'épidémie
s'est alors étendue aux Seychelles, à Mayotte (Sissoko et al. 2010; Sissoko et al. 2008a ;
2008b) et à l'île Maurice avec plusieurs milliers de cas enregistrés (InVS 2006). Après
quelques cas importés sur l'île de La Réunion, les premiers cas autochtones ont clairement
été identifiés le 9 mai 2005.
Le premier foyer a été déclaré en mai 2005 avec 450 cas par semaine, jusqu'à, en Février 2006
où le pic épidémique est arrivé à 22000 cas. Au éstime que le 30% de la population totale fut
touchè. L’extension rapide de l’aire de répartition des souches originaires d’Afrique, ces
souches ont ainsi atteint l’Inde où elles ont été responsables de plusieurs épidémies avec 6421
cas dans l'état d'Andhra Pradesh et plus de 75000 cas à Bangalore (Saxena et al. 2006).
L'épidémie a atteint avec plus de 151 millions de personnes infectées (DGHS 2007).
De manière concommitante à ces épidémies de nombreux cas importés ont été dècouvert en
2005/2006 en France métropolitaine, principalement dans le sud de la France en région
Provence-Alpes-Côte d'Azur (Cordel et al. 2006; Hochedez et al. 2006).
En 2007 en Italie (Emilia Romagne) sont été enregistré 277 cas autochtones du CHIKV
importé par un touriste infecté au cours d'un voyage en Inde, la présance connue de son vécteur
Ae. albopictus sur le territoire peuvent avoir contribué à la difusion du virus (Charrel RN et al.
2008 ; Angelini P. et al. 2007a; Angelini P. et al. 2007b; Rezza et al. 2007).
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Fig.8 Répartition mondiale du CHIKV

4 Phylogenie du CHIKV

La phylogénétique des souches de Chikungunya permet d’identifier des clades différents pour
les souches d’Afrique de l’Est, de l’Ouest ou d’Asie, et l’analyse phylogénétique est très
proche du O’Nyong-Nyong (Powers et al. 2000), (Fig.9).
Le séquençage de différents isolats de l’épidémie de 2005, a permis de mettre en évidence
chez certains d’entre eux une mutation dans la glycoprotéine de l'enveloppe plus précisément
dans la protéine d’enveloppe E1, (Schuffenecker et al. 2006). Cette mutation entraine la
substitution d'une arginine en position 226 au lieu d’une valine (A226V). Cette mutation est
dècrite comme une adaptation du virus au nouveau vecteur l’Ae. albopictus (Tsetsarkin et al.
2007). Cette mutation a ensuite été retrouvée en Inde en 2007. (Arankalle et al. 2007; Kumar
et al. 2008; Santhosh et al. 2008).
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Fig.9 Représentation de 3 clades du CHIKV

B.Les insectes vecteurs du virus Chikungunya

Le CHIKV est vectorisé par des moustiques du genre Aedes ; à ce jour, 2 epèces, Aedes
aegypti et Aedes albopictus ont été à ce jour identifiés comme vecteurs épidémiques, à cause
de leur adaptation aux zones d'habitat humain. Ces mêmes espèces sont également impliquées
dans la transmission d'autres arbovirus: dengue, fièvre dengue hémorragique (DHF), fièvre
jaune, etc.
D’autres espèces de moustiques du genre Aedes peuvent être infectées par le CHIKV ;
certaines de ces espèces seraient impliquées dans la circulation du virus par de cycle
sylvatique. Les vecteurs sont un élément essentiel dans le cycle de transmission des
Alphavirus. Ce sont eux qui font le lien entre le cycle forestier, où l'on retrouve les virus
chez leur hôte réservoir, et le cycle urbain, où le vecteur va transmettre le virus à l'homme. Il
est important de considérer ces vecteurs, car ce sont leur répartition géographique et leur
capacité à transmettre les virus qui, de manière directe ou indirecte, sont à l'origine de
l'émergence ou de la réémergence de nombreuses arboviroses.
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Fig.6 Schéma du cycle général de transmission urbain et selvatique du CHIKV en Afrique de l’Ouest.
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1 Vecteurs et cycles de transmission du CHIKV

En Afrique, le cycle de transmission du virus est du type sylvatique. Les principaux vecteurs
identifiés sont les Aedes furcifer, Aedes luteocephalus et Aedes Taylori (Diallo et al. 1999). La
seule espèce de moustiques retrouvée associée au CHIKV dans les habitations concerne Aedes
aegypti (Fontenille et al. 1997) qui serait donc à l'origine du cycle urbain (de manière
sporadique). Aedes aegypti est impliqué dans plusieurs épidémies et notamment au Niger
(Moore et al. 1974). Deux cycles de transmission sont envisageables en Afrique de l'Ouest le
cycle sylvatique et le cycle urbain.
Le cycle sylvatique serait entretenu par les moustiques simioanthropophiles et les singes. Après
l'immunisation les singes, à cause des déplacements pourraient permettre la transmission à
d'autres espèces immunologiquement naïves, ceci peut aussi expliquer la périodicité de la
recrudescence des cas de 3 à 4 ans. Le cycle urbain serait entretenu par les rongeurs et les
oiseaux chez qui des anticorps spécifiques contre le CHIKV ont été retrouvés. Ce cycle a
permis le maintien du virus dans des régions endémiques où les singes sont immunisés
(Diallo et al. 1999).
En Asie, le cycle de maintien du CHIKV est urbain et les vecteurs fréquemment rencontrés et
infectés par le CHIKV sont Aedes Aegypti et Aedes Albopictus, des moustiques
péridomestiques (Tesh et al. 1976; Turell et al. 1992). Aucun réservoir vertébré, ni cycle
selvatique n'a été observé en Asie. Ceci est probablement dû au fait que le CHIKV,
originaire d'Afrique, a été exporté en Asie (Powers et al. 2001).
Pendant l'épidémie de CHIKV qui a sévi en 2005 et 2006, dans l'Océan Indien, le principal
vecteur identifié est le moustique Aedes albopictus (Enserink 2006; Schuffenecker et al.
2006). Du fait d'une compétence vectorielle moindre par rapport à Aedes aegypti, un autre
moustique impliqué lors d'arboviroses sur le territoire de l'île de la Réunion, Aedes
albopictus était considéré comme un vecteur secondaire (Tsetsarkin et al. 2007). Cependant des
essais de compétence vectorielle réalisés en laboratoire, la micro-épidémie localisée en Italie
en 2007 a confirmé et mis en évidence  d'un cycle entre Aedes albopictus et l'homme (Seyler et
al. 2008).

a) Les réservoirs du CHIKV

Les réservoirs du CHIKV sont principalement les singes comme le Macaca identifié
en Malaisie (Marchette et al. 1978) et aux Philippines (Inoue et al. 2003) mais aussi le
Cercophithecus aethiop pygerythrus en Afrique du Sud et le Bornean à Bornéo (Wolfe et
al. 2001). Autres réservoirs ont été proposés comme le cheval (Olaleye et al. 1989) et
les oiseaux migrateurs comme le montrent les expériences de transmissions du virus à la
souris par des parasites nidicoles (Sixl al. 1988). En 1974 une étude sérologique indique que
de nombreuses espèces d’oiseaux migrateurs sont séropositives pour le CHIKV (Sidenko et
al. 1982). En 1978 une deuxième étude au Sénégal, a confirmé l'importance des oiseaux
migrateurs comme reservoir potentiel du CHIKV (Renaudet et al. 1978).

b) L'infection virale chez le moustique
Le temps mis par EEE depuis l'ingestion sous forme de repas sanguin jusqu'à la
dissémination dans les glandes salivaires du moustique est rapide et ne dépasse jamais 7 jours
(Scott et al. 1984a). Au début de l'infection, le virus provoque une phase de virémie chez son
hôte vertébré. Le premier site d'infection chez le moustique est au niveau des cellules
épithéliales (au niveau des microvillosités), dans la partie postérieure du mésantéron (Scott et
al. 1984b; Weaver et al. 1990) (Fig.7). L'épithélium du mésantéron représente une
barrière critique dans l'infection du virus. C'est à cette étape du cycle viral qu'il y a
interaction entre les glycoprotéines d'enveloppe des Alphavirus avec leurs récepteurs
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spécifiques de manière à infecter les cellules épithéliales de l'intestin (Houk et al. 1990;
Myles et al. 2003). Deux protéines de 60 kDa et de 38 kDa ont été identifiées comme
potentiels récepteurs pour le CHIKV pour l'infection des cellules épithéliles de Aedes
aegypti (Mourya et al. 1998).
Il est important dire que chez les moustiques, les stérols ne sont obtenus que par apportde sang
lors des repas sanguins. Ainsi l'indépendance des virus au cholestérol pour leur
mécanisme d'entrée permettrait une meilleure infection/réplication. Par exemple c'est le cas
par SFV dont les mutants indépendants du cholestérol se répliquent mieux dans Aedes
albopictus que les virus de type sauvage (Ahn et al. 1999b).

Fig.7 Anatomie interne du moustique et les principaux sites de réplication du CHIKV;

M=microvillosités, BL=Lame basale, H=Hemocèle, SG= Glandes salivaires, BR=Labyrinte

basal, NU=Noyau.

Les virus se réplique avant de si disséminer dans les espaces intercellulaires du moustique
entre la lame basale et la couche épithéliale. Le virus se dissémine alors, via l'hémolymphe,
dans les organes du moustique, où il se réplique avant de rejoindre les glandes salivaires.
Dans les glandes salivaires, une phase intense de réplication est réalisée. Le virus, accumulé
dans les canaux salivaires, sera transmis à l'hôte par la salive du vecteur lors d'un repas de
sang (Scott et al. 1984a; Scott et al. 1984b; Scott et al. 1989). Le temps nécessaire au virus
pour se répliquer et se disséminer dans les glandes salivaires de moustique dépend de la
température ambiante (Turell 1993). Durant les saisons sèches ou inappropriées au
développement des moustiques, une transmission verticale, transovarienne ou après
fertilisation des œufs est possible dans certains cas (Lindsay et al. 1993; Dhileepan et al.
1996). Pour cela, le virus doit infecter les oocytes au début de leur développement (Weaver et
al. 1981; Bowers et al. 1995). Une possibilité verticale est envisagée dans le cas de l'épidémie
de CHIKV sur l'île de La Réunion (Delatte et al. 2008).

c) Pathogenèse chez le moustique
Après l’infection chez le moustique il y a une réponse immunitaire humorale et
cellulaire, activées par une série de réactions de cascades protéolytiques induisant la
coagulation et la mélanisation du sang avec production de peptides antimicrobiens (Tzou et al.
2002). Il est possible de citer la voie de Toll, les voies du déficit immunitaire (Imd) (De
Gregorio et al. 2002) enfin la voie des JAK/STAT (Agaisse et al. 2004). Un autre mécanisme
de défense est la synthèse d’ARNi (Campbell et al. 2008). Est le principal mécanisme de
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défense qui va moduler l’infection par les Alphavirus. Par exemple l’infection par ONNV
étudié dans des expériences par la répression de l'expression de gènes qui participent à la
d'ARNi chez Anopheles gambiae indiquent une augmentation de la réplication virale
(Keene et al. 2004). Les virus ont développé des techniques pour contourner le système
immunitaire, par exemple après l’infection de cellules Aedes albopicius par le SFV,
l'expression des gènes cellulaires est considérablement diminuée, ce qui entraîne
l'absence d'une réponse efficace de l'hôte (Fragkoudis et al. 2008). Si les mécanismes
immunitaires n’étant pas efficaces, le moustique resterait infecté toute sa vie. Après la
phase aiguë la quantité de virus diminue rapidement, mais de grandes quantités de virus
persistent toute la vie du moustique dans son tissu adipeux et dans les glandes salivaires
(Scott et al. 1984b). Les conséquences de l'infection chez le moustique sont différentes :
diminution de la longévité des moustiques, ainsi que leur capacité à se reproduire (Mahmood
et al. 2004; Scott et al. 1998).

2 Caractéristiques et distribution géographique du vecteur

Aedes albopictus a été décrit pour la première fois par Skuse, un entomologiste d’origine
australien/anglais, qui lui a donné le nom de moustique tigré d'Asie (albopictus) dû à l’aspect
rayé de ses pattes et à son corps tacheté de blanc. Originaire d'Asie du Sud i1 n'a cessé de
coloniser tous les continents depuis les années 1970. Il a été observé pour la première fois en
France métropolitaine en 1999 (Guillet et al. 1999), il fait partie de la famille des Culicidae,
de la sous-famille des Culicinae alors que le genre fait aujourd'hui débat, à savoir : Aedes
(Savage 2005) ou Stegomyia (Reinert et al. 2004), historiquement il s'agit du genre Aedes et
de l'espèce albopictus. Aedes albopictus est un moustique d'une taille de 2 à 10 mm de long
(Huang 1968). On le trouve aussi bien en zone rurale qu'en zone urbaine ou périurbaine
(Salvan et al. 1994). Sur l'île de La Réunion, 80% des gîtes larvaires retrouvés sont des gîtes
péridomestiques alors qu'il peut être retrouvé jusqu'à 1200 mètres dans les zones non habitées.
Les larves se développent dans des lieux d'origine naturelle (tiges de bambou, trous d'arbre,
creux de rocher...) ou anthropiques (boîtes de conserve, vases, pneus, fûts,...), mais toujours
avec une eau douce peu chargée en matière organique et peu agitée (Pialoux et al. 2006). Les
œufs sont résistants à la dessiccation ce qui permet de passer les saisons sèches, avant d'éclore
quand débute la saison des pluies. C'est un moustique diurne, dont le pic d'activité est
maximal en fin d'après-midi. Seule la femelle prend des repas de sang qui lui sont nécessaires
pour les oeufs. Elle est donc seule capable de la transmission des virus. Zoophile et
anthropophile, Aedes albopictus est décrit comme un moustique agressif, toujours à la
recherche d'un hôte qui peut être un mammifère ou un oiseau (Hawley 1988).
Outre l’épidémie de CHIKV, Aedes albopictus est responsable des épidémies de DENV qui
ont sévi en 1977, 1978 et 2004 sur l'île de La Réunion (Zeller 1998).
Aedes albopictus est en expansion depuis plusieurs décennies, originaire de l'Asie du Sud, il a
d'abord envahi les États-Unis (Texas) (Hawley, 1988), avec le développement du transport
aérien il s'est rapidement propagé dans les îles de l'océan Indien, tandis qu'en Europe, on le
trouve dans le sud, l'Albanie en 1979, l'Italie (Ravenne en Emilie-Romagne) en 1990 (Adhami
et al 1998; Romi et al. 1999), la France (Sud) (Scaffner 2000) 1999 (Vazeille et al. 2007 ;
Guillet P. et al. 1999). Aujourd’hui Ae. albopictus est largement distridé dans le minde (Fig.
9). Lors de l'épidémie de l’île de la Réunion le moustique résponsable de l'épidémie a été
l'Aedes Albopictus et non Aedes aegypti abondant dans l'Océan Indien et théoriquement
plus compétent dans la transmission d'arboviroses, comme le Chikungunya.
Ae. aegypti reste dominant dans les zones urbaines (Hobbs et al. 1991), Ae. albopictus est
abondant dans les zones suburbaines et les zones rurales (Hornby et al. 1994; O'Meara et al.
1995). Différentes hypothèses ont été avancées pour expliquer ce phénomène: il à été observé
une concurrence entre les larves de différentes densités et une inhibition de la fermeture des
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oeufs Ae. aegypti par Ae. albopictus (Edgerly et al. 1999). La seconde hypothèse parle des
gîtes larvaires restreints, les larves d'Ae. albopictus seraient de meilleurs compétiteurs vis à
vis des ressources en comparaison avec des larves de Ae. aegypti (Juliano 1998). Enfin, il a
été observé que la reproduction interspécifique entre mâles et femelles d'Ae. albopictus et
Ae. aegypti le résultat donne descendants stériles, ce qui pourrait contribuer au déclin
des populations d’Ae. aegypti (Nasci et al. 1989). Considérant l'ensemble de ces résultats,
il est possible de penser que des phénomènes d'exclusion compétitive aient aussi eu lieu sur
l'île de La Réunion entre ces deux espèces de moustiques. Ae. albopictus a une capacité vectorielle
supérieure pour le génotype africain du CHIKV par rapport à Ae. aegypti. Pendant l’épidémie à l'île
de La Réunion il a été découvert une souche du CHIKV possédant une mutation sur l'acide
226 (A226V) de la glycoprotéine El, souche isolée par l’Istitut Pasteur, LR-OPYI isolée par
le Pr. de Lamballerie, en opposition à la souche identifiée en début d'épidénne, la souche
africaine de référence 37997 (Schuffeneeker et al. 2006). Une différence de susceptibilité
à l'infection du CHIKV d’Ae. albopictus selon qu'ils proviennent de Mayotte ou de l'île
de La Réunion. Puis, de manière intéressante, la réplication et la dissémination du
CHIKV dans Ae. albopictus a été montrée comme significativement plus efficace
lorsqu'il s'agit de la souche réunionase Ae. albopictus.Cependant les glandes salivaires des
Ae. albopictus infectés par l'une ou l'autre des deux souches présentaient une infection
quantitativement équivalente. Ceci implique donc une différence dans la capacité du virus à
franchir la barrière intestinale (Vazeille et al. 2007). Une étude menée par l'équipe du Dr.
Higgs a confirmé des résultats simileire démontrant une augmentation significative de la
valeur sélective de la souche possédant la mutation A226V pour Ae. albopictus. De plus,
l'acide aminé en position 226 de la glycoprotéine El est responsable de la dépendance au
cholestérol pour l'entrée du virus dans la cellule hôte (Vashishtha et al. 1998).
L'augmentation de la valeur sélective est liée à la dépendance au cholestérol
membranaire dans les cellules de moustiques (Tsetsarkin et al. 2007). Entre 2004 et 2006,
des souches de CHIKV portant la mutation A226V ont été retrouvées dans les îles de
l'Océan Indien, ainsi qu’Afrique (Gabon-Cameroom), avec un point commun, la
présence dans ce territoire d’'Ae. albopictus seul ou avec Ae. aegypti, cette épidémie a
été mis en cause dans la transmission du CHIKV en Afrique centrale, au Gabon par
l'Ae. albopictus (Leroy et al.2007). La souche virale impliquée possède la mutation sur
l'acide aminé 226 (Pages et al. 2009). Il semble donc qu'une convergence évolutive
rapide ait eu lieu naturellement (de Lamballerie et al. 2008b). Ces données nous font
réaliser l'importance de la distribution géographique, la compétence vectorielle et les
phénomènes d'exclusion compétitive dans la dissémination des Alphavirus.

Légende : Modélisation tridimensionnelle de la protéine d'enveloppe E1 du virus Chikungunya. La mutation en
position 226, indiquée par l'étoile blanche, pourrait expliquer une adaptation particulière au moustique vecteur
Aedes albopictus (Schuffenecker et al. 2006).
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Fig.8: Vecteurs du CHIKV

(A) : Ae. albopictus est le principal vecteur du CHIKV dans l’Océan Indien. (B) : Ae. aegypti est le principal
vecteur du CHIKV en Asie.

Fig.9 Carte du virus Chikungunya : données cartographiques@2008 Europa Technologies

E: épidémies

I: cas importés
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C Aspects cliniques de l'infection

1 Les formes classiques
a) Forme asymptomatique
Cette forme de chikungunya est celle où il n'y a pas de symptômes visibles, mais la présence
de l'infection peut être identifiées par des tests sérologiques (Porte 2004). Un exemple sont
les cas récents en Italie et à l'île de la Réunion avec 15% des cas asymptomatiques (Brouard
et al. 2008). Cette forme est déterminée par la présence d’ARN viral dans le sang de
personnes infectés et qui peut potentiellement être  transmis lors de transfusions sanguines
(Bianco 2008; Brouard et al. 2008; Liumbruno et al. 2008).

b) Forme aiguë typique
Les symptômes aigus surviennent après une période d'incubation silencieuse, qui varie entre
quatre et sept jours à la suite de la piqure d’un moustique infestant (Robinson 1955; Kennedy
et al. 1980). Le tableau clinique classique débute souvent par l’apparition brutale d’une forte
fièvre (40°C) pendant 3 / 10 jours accompagnée de frissons intermittents (Deller et al.1967).
La fièvre est, dans certains cas, bi-phasique, c’est-à-dire qu’elle diminue durant un ou deux
jours, avant de remonter brutalement. Elle est généralement suivie d’érythèmes, de
courbatures douloureuses ou myalgies et douleurs musculaires (Ozden et al. 2007) en
particulier celles impliquant la douleur au niveau des extrémités (poignés, phalanges et
chevilles) (Robinson 1955; Jadhav et al. 1965; Thiruvengadam et al. 1965), de migraine,
éruptions cutanées maculo-papuleuses parfois prurigineuses. L'éruption touchant le thorax, le
visage, les mains et les pieds, chez les enfants ont été observées des éruptions de type bulleux
accompagné par un détachement cutané (Talarmin et al. 2007). L'évolution de la maladie
régresse progressivement.

Tab.4. Signes cliniques du CHIKV Pialoux et al. 2007

2 Effets secondaires
Chez certains patients, les arthralgies peuvent être récurrentes ou persistantes pendant
plusieurs mois ou années (Brighton et al. 1983; Paquet et al. 2006; Volpe et al. 2006;
Carmona et al. 2008; Lokireddy et al. 2008). Ces formes chroniques sont particulièrement
retrouvées chez les personnes âgées et rarement observée chez les enfants (Fourie et al. 1979;
Brighton et al. 1983).
Le patrimoine génétique peut aussi être un facteur facilitant la survenue de formes chroniques.
Des études ont été faites pendant l'épidémie en Afrique du Sud ont montré que l’haplo type
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HLA B27, associé aux spondylarthrites ankylosantes ou à d’autres arthrites, est
majoritairement présent chez les patients souffrant d’arthralgies chroniques. Ces symptômes
semblent être corrélés par une augmentation des anticorps spécifiques contre le CHIKV. Ces
arthralgies peuvent persister pendant 4 mois dans 33% des cas (Kennedy et al. 1980), plus
d’un an dans le 15% des cas (Fourie et al. 1979) et de 3 à 5 ans pour 10% des patients
(Brighton et al. 1983).

3 Formes atypiques
Des formes atypiques graves ont été observées lors de l'épidémie à l'île de la Réunion
(Schuffenecker et al. 2006). Sur un total de 878 cas atypiques ont été déclarés au cours de
cette épidémie dont 247 (30%) cas graves ayant donné lieu à 68 décès. Ces formes
représentaient 3,6 pour mille des cas de Chikungunya dans la population.
Les manifestations cliniques des cas atypiques les plus fréquentes étaient : les manifestations
digestives (39%), avec des douleurs abdominales, des vomissements, des diarrhées et les
manifestations neurologiques (34%).

Quelques cas d’hépatites graves, de méningo-encéphalites, de myocardites et d’insuffisances
rénales aiguës ont également été rapportés. Les cas atypiques survenaient principalement chez
des sujets vulnérables (jeunes enfants, personnes âgées, patients présentant des antécédents
médicaux). La survenue de cas chez des nouveau-nés par transmission mère-enfant (materna-
néonatale) a également été observée à La Réunion. Ce type de transmission n’avait pas été
rapporté jusqu’à présent dans la littérature médicale internationale (D.R.A.S.S. de La Réunion
2008).

4 Forme létale
Bien qu’aucun cas mortel n’ait été relevé dans la littérature, une surmortalité temporaire a été
observée à La Réunion (février et mars 2006, avril dans une moindre mesure), contemporaine
du passage de l’épidémie. Les analyses épidémiologiques ont permis, pour la première fois,
d’estimer «grossièrement» la létalité à 1/1000. Plusieurs certificats de décès ont mentionné le
Chikungunya en 2006. Dans la plupart des cas, la mention de Chikungunya a été portée en
diagnostic associé et la cause première du décès. L’analyse des certificats et l’investigation
auprès des médecins ayant pris en charge ces personnes ont montré qu’il s’agissait
essentiellement de sujets âgés, fragilisés par d’autres pathologies chroniques. Toutefois,
quelques décès ont été rapportés chez des personnes plus jeunes contaminées par le virus du
Chikungunya, sans pourvoir les rattacher à une autre cause ou à une maladie sous-jacente. La
létalité est estimée à 1 cas pour 1000 (Josseran et al. 2006).

D Physiopathologie de l’infection par le CHIKV

Comprendre les mécanismes de mise en place de la maladie (pathogénèse) est
particulièrement difficile chez l’Homme. D’une part parce qu’il est impossible d’obtenir des
échantillons biologiques pertinents, comme les tissus profonds (foie, rate...) dans lesquels le
virus se réplique et, d’autre part, du fait de la multiplicité des antécédents médicaux et des
maladies chroniques des patients. En effet, les cas les plus sévères de Chikungunya sont plus
fréquents chez des patients âgés et fragilisés par d’autres pathologies préexistantes
(cardiaques, rénales et hépatiques...). Pour trouver le virus dans l’organisme et caractériser ses
interactions avec les cellules de l’hôte dans leur contexte on doit utiliser les modèles, qui font
appel à des animaux soit nouveaux nés, soit adultes mais dépourvus de défenses naturelles du
fait de modifications génétiques, ne sont que très partiellement représentatifs de ce qui se
passe chez l’Homme. Des études récentes ont montré un modèle de la maladie chez des
macaques cynomolgus adultes ayant un système immunitaire fonctionnel et une physiologie
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très similaires à celui de l’homme ont montré que ces animaux, infectés par le virus du
Chikungunya isolé chez les patients au cours de l’épidémie de l’Ile de la Réunion, présentent
toutes les caractéristiques virologiques et cliniques observées chez l’Homme. Elles ont mis en
évidence certaines caractéristiques propres de la pathologie comme des atteintes du foie en
phase aiguë. Mais la découverte la plus marquante est le fait que ce virus infecte, notamment,
des cellules impliquées dans les premières étapes des mécanismes de défense de l’organisme :
les macrophages et les cellules dendritiques. Ces cellules peuvent héberger le virus pendant
plusieurs mois et possèdent également la propriété d’infiltrer des tissus comme les
articulations, les muscles, les organes lymphoïdes et le foie. Ceci peut expliquer les
symptômes typiques de cette maladie, comme les douleurs musculaires et articulaires très
invalidantes observées à long terme chez les patients. Les macrophages infectés, représentent
donc une cible potentielle pour le développement de nouvelles thérapies pour les atteintes
chroniques. Ces résultats, qui permettent de mieux comprendre les mécanismes conduisant à
la maladie, constituent une étape importante dans le processus de l’innovation en
thérapeutique (Labadie et al. 2010).

1 Tropisme
Les études sur le CHIKV pendant les années 60-70 ont permis d’établir que ce virus possède
la capacité de se répliquer dans des lignées cellulaires différentes (Glasgow 1966; Rinaldo et
al. 1975). Aujourd'hui nous savons se répliquait dans les macrophages (cellules phagocytaires
d'origine sanguine et localisées dans les tissus). Ces cellules pourraient donc être impliquées
dans l'infection des tissus touchés par la maladie, comme les muscles et les articulations. Le
virus infecte des cellules dites "adhérentes": cellules endothéliales, cellules épithéliales,
fibroblastes… Les chercheurs souhaitent aujourd'hui identifier les voies d'entrées du virus
dans ces types cellulaires, et aussi mieux comprendre les interactions du virus avec le système
immunitaire. Leur travail pourrait d'ores et déjà permettre de tester des médicaments en
culture cellulaire, en vue de sélectionner ceux qui inhibent l'infection des cellules cibles
(Sourisseau M. et al. 2007).
Une autre étude a montré que dans certains cas les cellules infectées présentes dans le tissu
musculaire sont des cibles du virus Chikungunya. Ils ont trouvé dans une biopsie prélevée en
phase aiguë de la maladie chez un patient, et dans une autre prélevée à un stade plus tardif
chez une autre patiente, que les cellules précurseur des cellules musculaires - les cellules
satellites - étaient infectées par le virus. De plus, ces cellules s'avèrent, en culture cellulaire,
très permissives au virus. Les auteurs cherchent aujourd'hui à savoir si ces cellules ne
joueraient pas un rôle de "réservoir" du virus, ce qui expliquerait les récidives des douleurs
musculaires observées chez certains patients (Ozden S. et al. 2007).

2 Sites de la réplication virale
La contamination chez l’homme par le CHIKV se fait via la salive du moustique vecteur. Les
cellules satellites des muscles striés participent à la réplication virale (Ozden et al. 2007).
Après la réplication virale dans le site d’inoculation le virus est disséminé vers les différents
organes à travers la circulation sanguine. Les cellules de Langherans et dendritiques avec
l’antigène et les macrophages étroitement liés aux cellules des muscles squelettiques
(Chazaud et al. 2007) doivent initier la propagation du virus avant de rejoindre la circulation
sanguine périphérique. Afin de mieux comprendre comment le virus du Chikungunya affecte
l’organisme, un modèle murin de l’infection a été mis au point. Ce modèle est porteur d’une
délétion d’un gène codant l’une des protéines cles de la réponse immunitaire antivirale aiguë.
Lorsqu’une seule des deux copies du gène est mutée, les souris miment la maladie sous sa
forme bénigne. Avec deux versions modifiées, et donc incapables de produire la protéine,
elles constituent un modèle des formes sévères de l’infection. Ce modèle animal du
Chikungunya a permis d’identifier les cibles tissulaires et cellulaires du virus. On a démontré
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qu’après une phase initiale touchant le foie, l’infection s’étendait aux articulations, aux
muscles, à la peau, le système nerveux central. Ces travaux révèlent également que la cible
cellulaire principale du virus est le fibroblaste. La maladie était plus sévère chez les
souriceaux nouveau-nés, et grâce à ce modèle, on a pu étudier la transmission du virus de la
mère à l’enfant, une complication qui a été décrite pour la première fois lors de l’épidémie
réunionnaise (Couderc et al. 2008).

3 Réponses immunitaires
a). Réponse innée
La réponse à la présence d’ARN étranger dans l’organisme, suite à une infection virale, dans
un Alphavirus a été observée par des modèles animaux testés réagissent rapidement par une
réponse Interféron (INF) de type I α/β (Gifford et al. 1964; Trgovcich et al. 1999). In vivo
cette réponse (INF) est rapide et ne requiert pas la réplication virale, est proportionnelle au
titre du virus chez les animaux tests la concentration INF peut varier en fonction de certains
facteurs, elle diminue si les souris sont infectées par plus d’un virus en même temps (Schilte
et al. 2010).
Les premières expériences sur des cellules embryonnaires de poulet pour l’étude de
l’induction d’IFN de type I par le CHIKV (Friedman 1964;Wagner 1964), ils ont montré
comment tous les Alphavirus, pendant l’infection l’IFNγ de type I ou II inhibent la réplication
virale. L’étude du modèle murin (Couderc et al. 2008) a montré que des souris déficientes
dans la voie d’induction de l’IFN présentent une infection et des symptômes plus sévères que
des souris sauvages. Lasévérité est de plus dépendante de l'âge.

Fig.4 Schéma de la pathogenèse classiquement associée aux Alphavirus;(Field 5ème édition)
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b). Réponse adaptative
La réponse immunitaire humorale après l’infection par le CHIKV est quantifiable par analyse
sérologique, avec la production d’immunoglobuline (Ig) de type M à partir de quatre à sept
jours après l’apparition des premiers signes cliniques, et production d’IgG après quinze jours.
Les IgM ont une durée de vie moyenne de quelques semaines jusqu’à trois moins, tandis que
les IgG produits après la phase aiguë et pendant le période de la convalescence peuvent
persister pendant des années (Pialoux et al. 2006). Le CHIKV induit une immunité protectrice
de très longue durée (Greiser-Wilke et al. 1989; Blackburn et al. 1995).

Fig.5 Schéma de la cinétique de production des IgM et IgG après infection par CHIKV

E Diagnostic

a) Tests sérologiques
L’immunofluorescence, inhibition d’hémagglutination et la fixation du complément (Calisher
et al.1986), mais avec ces techniques de diagnostic indirect n’avons pas la quantification
réelle du titre d’anticorps, et si on utilise un virus similaire on peut avoir des faux positifs
(Blackburn et al. 1995).
Un autre test utilisé est le dosage par technique immun-enzymologique (ELISA)
(Thein et al. 1992). Depuis l'épidémie de l'île de La Réunion, le développement de tests
ELISA et la production de protéines recombinantes ont permis d'élaborer des tests
fiables, mais qui ne sont pas toujours commercialisés (Cho et al. 2008a; Cho et al. 2008b).
Limites à cause du risque de « croisement ».

b) RT-PCR
Suite à l'épidémie de CHIKV sur l'île de La Réunion depuis 2002 (Pfeffer et al. 2002), la
technique a été rapidement mise au point (sans étape d'extraction d'ARN). Cette technique a
utilisé des sondes destinées à amplifier spécifiquement un fragment de la glycoprotéine
d'enveloppe El (Pastorino et al. 2004; Pastorino et al. 2005). L’usage de la RT-PCR pour
le diagnostic est utile seulement pendant la phase virémique qui correspond aux sept
premiers jours d'infection. D’autres techniques de RT-PCR ont été développées (Edwards
et al. 2007; Santhosh et al. 2007). Tous les tests ont été validés et leur faisabilité a été
évaluée au cours de différentes études (Panning et al. 2009a; Panning et al. 2009b).
Aussi, un kit de détection du CHIKV fondé sur la technologie d'amplification de
séquence nucléotidique (méthode NASBA) a récemment été développé pour le diagnostic
clinique. Les tests réalisés indiquent que ce kit est rapide, très sensible et spécifique (Telles
et al. 2009).
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F Les traitements

1 Les vaccins
Différents vaccins ont été réalisés ou sont en cours de développement. Les premiers
prototypes de vaccin ont été développés dans les années ‘70, ont été réalisés à partir de
virus inactivés par extraction à l'éther (Eckels et al. 1970) ou par traitement à la formaline
(Harrison et al. 1971), mais ils n'ont pas donné de résultats satisfaisants.
Récemment, un vaccin développé par l'armée américaine à partir de virus (souche
thaïlandaise 15561) atténués a été utilisé chez l'homme. Testé d'abord par Levitt en 1986
en phase I et sur 16 volontaires (Levitt et al. 1986), le vaccin, nommé TSI-GSD-218, l’a
ensuite été en phase II, en double aveugle, sur 73 volontaires âgés de 18 à 40 ans. Ce vaccin
de phase II a montré des résultats satisfaisants, car, dans les jours après l'inoculation du vaccin
le taux de séroconversion était de 98% et 85% après 1-2 mois. Seuls 8% des patients ayant
reçu le vaccin présentaient des arthralgies (McClain et al. 1998 ; Edelman et al. 2000).
Cependant les essais concernant ce vaccin ont été abandonnés en 2003.
Récemment, des virus naturellement atténuées du VEEV, EEEV ou SINV et du
CHIKV de la souche réunionnaise LR-OPY1 ont été utilisés afin de développer un
vaccin dirigé contre le CHIKV. Les résultats préliminaires chez la souris indiquent une
quantité satisfaisante d’anticorps neutralisants synthétisés et une significative
diminution de la réplication virale dans différents organes (Wang et al. 2008). Enfin, un
vaccin préparé a partir de virus du clade ECSA atténués par la formaline a été testé sur un
modèle murin. Ce vaccin induit la production de forts titres d'anticorps neutralisants
chez les souris, et qui pendurent jusqu'à huit semaines (Tiwari et al. 2009).

2 Les molécules antivirales
Il n’y a aucun traitement antiviral efficace contre le CHIKV. Le traitement est donc
essentiellement symptomatique et composé d'antalgiques non salicylés, de
paracétamol et d'anti-inflammatoires non stéroïdiens. Du fait des complications iatrogènes
(hépatites aggravées, insuffisance rénale, hémorragies) liées à ces traitements, l'utilisation
d'ibuprofène ou d'acétaminophène est préférée (Tesh 1982).
Dans les cas d'arthralgies chroniques liées au CHIKV, l'utilisation de Chloroquine en
substitution aux anti-inflammatoires non stéroïdiens a été testée sur les patients.
Une amélioration s'est avérée significative (Brighton 1984). Au contraire, en 2006, une
étude réalisée en Afrique du Sud a révélé l'inefficacité de l'utilisation de la Chloroquine
dans le traitement des arthralgies (Savarino et al. 2006). Ces résultats sont confirmés
par l'essai réalisé en double aveugle sur 58 personnes traitées avec de la Chloroquine
en 2008 (De Lamballerie et al. 2008a).
In vitro, la combinaison de l'IFN α, de la ribavirine, de la 6-azauridine, et de la
glycyrhizine semble avoir un effet antiviral synergique efficace (Briolant et al. 2004 ;
2007). Ces quatre composés ont déjà été montrés comme efficaces dans le traitement de
certaines fièvres hémorragiques (Andrei et al. 1993) ou d'encéphalites dues à des
Alphavirus (Grieder et al. 1999).
Enfin, d'autres essais ont été réalisés et notamment l’utilisation du decanoyl-
RVKR-chloromethyl ketone, un inhibiteur d'une furine cellulaire (protéase
nécessaire au clivage protéolytique du précurseur des glycoprotéines d'enveloppe E2-E3)
capable d'endiguer l'expansion virale dans les cellules (Ozden et al. 2008). Il
apparaît que l'utilisation d'ARN interférant (ARNi) spécifiquement dirigé contre des
fragments de séquences nucléotidiques codantes pour la nsP3 ou la glycoprotéine El du
CHIKV est capable d'inhiber efficacement sa réplication au sein de cultures cellulaires
(Dash al. 2008).
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Introduction
Chikungunya virus (CHIKV, family Togaviridae, genus Alphavirus), is a classical arbovirus, discovered more than
50 years ago in East Africa (Ross 1956) and responsible for acute febrile arthralgia, with possible complicated
presentations at the acute phase (e.g. neurological forms) but also possible long-term persistence of arthritic
signs (Pialoux et al. 2007).  Over the last 10 years, CHIKV has been responsible for significant outbreaks
involving millions of human cases in Eastern and Central Africa, the Indian Ocean, India and South-East Asia,
and a limited –but alarming- number of autochthonous cases in Europe.

The viruses responsible for these recent epidemics belong to different genetic clades: (i) some cases identified
in South-East Asia (Malaysia, Indonesia) were caused by viruses belonging to the Asian canonical clade; (ii) the
Central Africa outbreaks (e.g. Cameroon, Gabon), and (iii) the massive Indian Ocean – India – South-East Asia –
Europe (IOISEAE) outbreaks were caused by viruses issued from the ECSA (East – Central – South Africa) clade.

CHIKV is usually transmitted to humans by Aedes aegypti mosquitoes.  However, since 2005, it was
shown that an increasing number of transmission cases implicated Aedes albopictus mosquitoes.  In a previous
study (de Lamballerie et al. 2008), we demonstrated three distinct epidemiological examples (in the Indian
Ocean islands, India and Central Africa) of the independent acquisition of a single adaptive mutation in CHIKV,
that when exposed to Aedes albopictus, acquired a mutation in the envelope gene (E1, A226V) that has been
reported to provide a selective advantage for the virus to be transmitted by this mosquito (Schuffenecker et al.
2006, Tsetsarkin et al. 2006).
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Here, we analysed a large dataset of CHIKV complete coding sequences, including newly produced sequences,
and examined a number of epidemiological and evolutionary aspects of the recent CHIKV epidemics that
complement and extend previous analyses.
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Materials and methods
In a recent article, Volk and collaborators (2010) produced a comprehensive genome-scale analysis of

CHIKV evolution over time.  The complete coding sequence nucleotide alignment dataset used for phylogenetic
analyses was kindly provided by the authors. It was complemented by a number of non-redundant sequences
from public databases and new sequences established from Indian Ocean and European isolates (by
sequencing overlapping PCR products –protocol available upon request to the corresponding author).
Two codon positions non-informative for phylogenetic reconstructions were removed from the alignment: they
correspond  to (i) residue 1,857 of the nonstructural polyprotein (associated with readthrough within the NSP4
protein) and (ii) residue 1,035 of the structural polyprotein (associated with the single adaptive mutation
providing selective advantage for transmission by Aedes albopictus at E1 position 226).
Phylogenetic analyses were performed using Neighbour-Joining (NL) and Maximum Likelihood (ML) methods
implemented in the Mega 5.0 software programme (Tamura et al. 2011).  In addition, Bayesian (BY) analysis
was conducted (after partitioning the codons into first, second and third positions and allowing Mr Bayes to
estimate different substitution rates for each position).

Results and Discussion
A ML tree is presented in figure 1.  It's general topology identifies the West African, Asian and ECSA clades, and
conforms with previously proposed phylogenies (Powers et al. 2000), and with that of NJ and BY
reconstructions obtained using the same dataset.

Strain GABOPY1, collected in Gabon in 2007, appears in the ECSA clade (ECSA2 sub-clade).  As described
elsewhere (Leroy et al. 2007), the Gabon outbreak was associated with significant transmission by Aedes
albopictus, and all Gabonese strains characterised to date harboured the A226V mutation.  The ECSA2 group
includes a number of strains collected in Central Africa before 1990 (and, anecdotally, the 2000 MH4 Indian
strain which is highly similar to a 1982 Uganda strain and may represent a laboratory contamination, as
previously suggested (Volk et al. 2010)).  The Cameroon and Gabon strains identified in 2006-2007 represent
the only recent isolates.  The GABOPY1 isolate is the only one made available for genome-scale analysis, which
demonstrates the persistence of ECSA2 viruses in this region and the ability of ECSA2 viruses to adapt to Aedes
albopictus by E1 mutation.

Regarding strains associated with IOISEAE outbreaks, the tree topology is similar to that proposed by Volk and
collaborators (2010) and supports the early hypothesis (de Lamballerie et al. 2008) that the Indian Ocean and
Indian subcontinent outbreaks emerged independently, presumably from Kenyan or early Comoran Aedes
aegypti-adapted CHIKV variants (this hypothesis was supported in Volk's phylogenetic reconstruction by high
(>0.98) BY posterior probability values).
We established full coding sequences of isolates from Mayotte (OPY4, 2006) and Madagascar (MADOPY1,
2006) to be able to include them in genome-scale analysis.  Like all other isolates characterised to date
(Schuffenecker et al. 2006), the Mayotte strain includes the A226V mutation, in contrast with two 2005
available sequences from other Comoran islands. Since both Aedes albopictus and Aedes aegypti mosquitoes
are present in Mayotte, this may imply either that original A226 strains from Comoros became rapidly adapted
to Aedes albopictus, or alternatively, that the Mayotte CHIKV strains originated from Reunion island or
Mauritius where a rapid shift to Aedes albopictus-adapted strains was observed (Schuffenecker et al. 2006).
The MADOPY1 strain was isolated in 2006 from a French patient returning from Madagascar.  Interestingly, this
strain includes the A226V mutation.  This is in contrast with eight 2006 Malagasy isolates characterised by
Schuffenecker and collaborators (2006).  Since both Aedes albopictus and Aedes aegypti mosquitoes are
present in distinct areas of Madagascar, this finding may indicate that both Aedes albopictus- and Aedes
aegypti-adapted strains have co-circulated in Madagascar as early as 2006.  The presence of Aedes albopictus-
adapted virus strains has been subsequently confirmed in 2007 in a traveller returning from Madagascar
(Pistone et al. 2009).

In addition, we analysed and included isolates made from autochthonous transmission of CHIKV in Europe.
Strain OPY6 (2006) was isolated from a case of autochthonous nosocomial infection in a nurse in metropolitan
France (Parola et al. 2006).  The index case was a patient returning from Reunion island.  As expected, OPY6
sequence includes the A226V mutation and is grouped with the other 2006 Indian Ocean CHIKV sequences.
Other cases were identified in Italy during the 2007 outbreak.  Strains StVE and StBI (isolated from human cases
of autochthonous CHIKV transmission that occurred in Northern Italy) form a cluster with the previously
characterised ITA07-RA1 strain (Fallacara and Bonilauri 2008, unpublished), indicating a single viral introduction
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event and subsequent spread in Italy in 2007.  All of them contain the A226V mutation, in accordance with the
local exclusive transmission by Aedes albopictus (Bonilauri et al. 2008).

The analysis of IOISEAE strains illustrates the CHIKV propensity for dispersal and emergence in remote
ecological environments.  For example, numerous putative instances of CHIKV introduction in Singapore (Sing1-
Sing3) or Sri Lanka (SL1-SL4) can be identified (figure 1).  In addition, this phylogeny supports the hypothesis
that, after 2006, the primary introduction and spread of CHIKV from Kenya in the Indian subcontinent and
South-East Asia was associated with Aedes aegypti-adapted strains (harbouring the E1 residue A226)(de
Lamballerie et al. 2008).  In different locations, the selective pressure exerted on CHIKV through the constraint
of having to replicate in a new vector (Aedes albopictus), was associated with independent events of adaptive
mutation (A226V) constituting new examples of "evolutionary convergence". This is illustrated by clusters SL1
and SL4, which contain both A226 and A226V sequences and are supported by NJ and ML bootstrap values
>95%, and by BY posterior probability values of 100%, suggesting that at least two introductions of Aedes
aegypti-adapted strains in Sri Lanka were followed by the emergence of Aedes albopictus-adapted strains.
However, it must be noted that, during the last decade, CHIKV strains belonging to the canonical Asian clade
also circulated in Malaysia & Indonesia.  We could identify in databases six Malaysian strains belonging to this
clade, isolated in 2006, and for which E1 position 226 had been characterised.  All of them harbour the E1
residue A226 (Aedes aegypti-adapted) despite the fact that the most recent common ancestor of the Asian
clade strains existed around 1950 (Volk et al. 2010), i.e. strains belonging to that clade have been circulating for
more than 50 years in Asian areas where Aedes albopictus is prevalent.  This indicates, either that they were
not vectored by Aedes albopictus mosquitoes, or that they were vectored without the appearance of the
A226V adaptive mutation.  By contrast, 17 out of 17 strains belonging to the IOISEAE clade and collected
between 2006 and 2009 in Malaysia contained the A226V adaptive mutation.  This indicates that viruses
belonging to the Asian and IOISEAE clades do not have the same propensity to acquire the A226V adaptive
mutation, depending on their genetic background.  Paradoxically, regarding viruses of the Asian clade, in the
absence of specific entomological field studies, we ignore whether this reflects efficient transmission by Aedes
albopictus without the requirement for an adaptative mutation in the E1 protein, or a poor transmission by this
mosquito, associated with a specific constraint that would prevent the appearance of an adaptative mutation.

In conclusion, the genome-scale phylogenetic analysis of Chikungunya viruses confirms the remarkable CHIKV
propensity for spread in remote naïve populations.  During the recent outbreaks in the Indian subcontinent and
South-East Asia, the virus dispersal was most certainly supported by viraemic travellers moving to areas where
Aedes mosquitoes are prevalent, resulting in multiple independent viral introductions in locations such as Sri
Lanka and Singapore.  Analyses also identified new events of evolutionary convergence that confirm the ability
of viruses belonging to the ECSA2 sub-clade to acquire a single adaptive mutation providing selective
advantage for transmission by Aedes albopictus.  The absence of adaptative mutation in viruses belonging to
the Asian clade isolated in the same regions raises the question of their actual transmission by Aedes albopictus
and that of the influence of the viral genetic background on the propensity to acquire the A226V mutation. No
information is available regarding the possible adaptation to the transmission by Aedes albopictus in the case
of strains belonging to the Asian and West African clades, and to the ECSA1 sub-clade.
Complementing previous competence studies (Tsetsarkin et al. 2006) by constructing infectious cDNA clones of
CHIKV using the genetic backbone from isolates from the different clades (the Asian and West African clades,
the ECAS1 sub-clade), and using A226 and A226V viruses for performing experimental infection of Aedes
aegypti and Aedes albopictus mosquitoes, as well as fitness analyses in both mosquito and mammalian cells,
could be of great benefit.  It would increase our understanding of the potential for adaptation to new vectors
of chikungunya viruses, and thus improve our ability to predict potential for emergence in new ecological
niches.
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Figure 1. Genome-scale phylogenetic analysis.
The tree was built using the ML statistical method, the Tamura-Nei substitution and Gamma distribution with
Invariant sites (G+I) models implemented in the Mega 5.0 software, and 500 bootstrap replications. It includes
the 3 major recognised clades (West Africa, Asia, East – Central – South Africa [ECSA]), and viruses
characterised during the recent Indian Ocean – India – South-East Asia – Europe [IOISEAE] outbreaks.
Sequences in red were produced by the authors; sequences in orange represent Malaysian CHIKV isolates;
sequences in blue represent Sri Lankan isolates; sequences in green represent Singapore isolates.
Strains are labelled as follows: strain name_date of collection_country_residue at position E1 226.
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La plupart des arbovirus circulent dans les régions tempérées et tropicales où leurs vecteurs
sont adaptés. Le virus Chikungunya, un Alphavirus transmis par des moustiques, n’ayant
jamais sévi dans le Sud-Ouest de l’océan Indien, y a fait, à partir de février 2005, une
incursion spectaculaire (Chastel C. 2005). Il a atteint successivement la République islamique
des Comores, Mayotte, l’île Maurice, la Réunion, les Seychelles et Madagascar (Sissoko et al.
2007; Ratsitorahina M. et al. 2008). L’impact le plus grave, s’est produit à la Réunion, où
quelques 260 000 cas ont été recensés, soit plus du tiers de la population réunionnaise. Les
moyens les plus efficaces de prévention sont la protection contre les contacts avec les
moustiques porteurs de maladies et la lutte contre les moustiques. Il s'agit notamment
d'utiliser un insectifuge avec des substances comme le DEET (N, N-diéthyl-m-toluamide,
également appelé N, N'-diéthyl-3-méthylbenzamide ou NNDB), icaridine (également connu
sous le nom de picaridine et KBR3023), PMD (p -menthane-3, une substance dérivée de
l'eucalyptus citron), ou IR3535. Le port de vêtements à manches longues et pantalons offre
également une protection. En outre, les vêtements peuvent être traités avec des pyréthrinoïdes,
une classe d'insecticides qui a souvent des propriétés répulsives, les pyréthrinoïdes vaporisé
(Ex : spirales anti-moustiques) sont également des insectifuges. La sécurisation par des écrans
sur les fenêtres et portes aidera à empêcher l’entrée des moustiques péridomestiques. Il
n’existe aucun traitement, aucun vaccin commercialisé contre le CHIKV. In cellulo,
l’interféron alpha recombinant humain (IFN-alpha2b), la glycyrrhizine, la 6-azauridine et la
ribavirine sont efficaces sur le CHIKV. Cependant des essais chez l’homme restent à
effectuer. Afin de trouver rapidement un traitement contre ce virus, nous avons criblé les
molécules de notre chimiothèque AMM (de principes actifs commercialisés). La chloroquine
s’est montrée efficace in vitro, mais l’essai clinique mené à la Réunion n’a pas montré
d’efficacité chez l’homme. Un autre antipaludéen s’est montré efficace sur le CHIKV.
L’objectif de ce travail était donc d’évaluer l’activité d’un antiviral, précisément l’Arbidol sur
le CHIKV in vitro afin de vérifier si le mécanisme d’action se situe au niveau de l’entrée du
virus dans la cellule, comme pour le virus influenza puisque le CHIKV est un virus
enveloppé.
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I. Le développement des antiviraux contre le CHIKV

A Résumé

Dans les 5 dernières années, le CHIKV a été à l’origine d’une forte morbidité en Afrique et en
Asie. L'expansion géographique continue des deux vecteurs Ae. aegypti et Ae. albopictus
pourrait conduire au cours des prochaines années, à une expansion de la maladie en
Amérique. Il n'existe actuellement aucune thérapie antivirale ou de prophylaxie (vaccins) chez
l’homme. Ainsi, lors des dernieres épidémies apparues dans l’océan indien, seul un traitement
symptomatique (de type antalgique non salicylate ou anti-inflammatoires) a pu être apporté
aux patients (Pialoux et al. 2007). Cependant le developpement de modèles murin (Couderc
et al. 2008; Ziegler et al. 2008 ; de Lamballerie et al. 2009) et primate, (Roques et al. 2009)
ainsi qu’une nouvelle approche impliquant des molécules naturelles végétales, contribuent à
accroitre le développement de nouveaux candidats antiviraux (Li et al. 2007).

1 Chloroquine
La chloroquine a été utilisée pour inhiber le Sindbis Virus (SINV) et l'infectiosité Simliky
forest virus (SFV) in vitro (Cassell et al. 1984; Coombs et al. 1981; Helenius et al. 1982;
Inglot, 1969, Shimizu et al. 1972), mais des études chez la souris ont suggéré que ce
médicament pourrait augmenter la réplication virale et aggraver la maladie (Maheshwari et al.
1991). Les dernières recherches ont porté sur l'efficacité de la posologie chloroquine utilisée
pour traiter une infection aiguë par le CHIKV (de Lamballerie et al. 2008. Savarino et al.
2007). La Chloroquine phosphate a également été utilisée pour traiter l'arthrite chronique du
chikungunya (Brighton, 1984) basé sur les propriétés anti-inflammatoires de la molécule. Sur
la base des expériences de cultures cellulaires, des résultats comparables à ceux obtenus pour
le CHIKV, ont également été observés par le coronavirus du SARS. La chloroquine a été
envisagée comme potentiellement antivirale pour le traitement des personnes infectées par le
coronavirus du SARS (Keyaerts et al. 2004; Leyssen et al. 2006). Pour faire avancer ces
études sur la chloroquine et le CHIKV, un double aveugle contrôlé versus placebo (voir
http://clinicaltrials. gov/ct/show/NCT00391313) (de Lamballerie et al. 2008a; Leyssen et al.
2006) a été mené à la Réunion (Océan Indien). Aucune différence statistique n'a été observée
entre la chloroquine et les groupes placebo, tant sur la durée moyenne d’arthralgies fébriles
que sur la virémie. Après 200 jours de traitements et d’observations, les patients traités avec la
chloroquine souffraient toujours de douleurs arthralgiques comparés aux patients ayant recus
un placebo. Cependant, le nombre de patients inclus dans l'étude était trop petit pour tirer des
conclusions définitives au sujet l'effet de la chloroquine. Alors que l'inhibition in vitro de la
réplication du CHIKV par la chloroquine est fortement observée, l’index thérapeutique étroit
ainsi que l'absence d'amélioration biologique ou clinique, au cours d'un essai clinique, ne
militent pas en faveur d'une utilisation thérapeutique dans les cas non compliqués.
L’utilisation de la chloroquine à des fin de prophylaxie ou de traitement de cas grave
d’infection au CHIKV necessiterait de plus amples études, notamment sur un modèle animal
primate non humain (Labadie et al. 2010).

2 Ribavirine
La ribavirine montre une vaste activité inhibitrice in vitro contre les virus ARN avec des
modes d'action différents selon les virus (Leyssen et al. 2006). Dans certains cas, elle inhibe
l’IMP déshydrogénase, appauvrissant la synthèse GTP. Dans d'autres, elle est utilisée comme
substrat non-canonique pour la synthèse de l'ARN qui introduit un certain nombre de
mutations, dont l'accumulation peut provoquer l'inactivation du virus (Crotty et al. 2001;
Severson et al. 2003). La ribavirine est utilisée en association avec l'interféron α pour le
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traitement de l'hépatite C (VHC), mais le mécanisme d’action est multifactoriel. Le
mécanisme prédominant direct pour lequel la ribavirine exerce son activité antivirale in vitro
contre des flavivirus et paramyxovirus est facilité par l'inhibition de l'IMP déshydrogénase
(Leyssen et al. 2005). Dans le cas des Alphavirus, Le SINV a developpé une résistance à la
ribavirine (Scheidel et al. 1987). La résistanca été associée à une mutation sur la protéine nsP1
(Scheidel et Stollar, 1991). Il a été suggéré que le mutant codifie une modification de
l’enzyme ARN guanylyltransferase qui a une grande affinité pour le GTP, cela favorise la
réplication dans les cellules avec des niveaux réduits de GTP. Ceci est cohérent avec
l'hypothèse que la ribavirine agit principalement comme un IMP inhibiteur de la
déhydrogénase contre les Alphavirus. Dans d'autres cas, la Ribavirine est utilisée comme
substrat non-canonique pour la synthèse de l'ARN, qui introduit un certain nombre de
mutations dont l'accumulation peut provoquer l'inactivation du virus (Crotty et al. 2001;
Severson et al. 2003).
La ribavirine est utilisée en association avec l'interféron α pour le traitement de l'hépatite C
(VHC), mais le mécanisme d’action est multifactoriel. Une combinaison d'interféron alpha et
ribavirine montre une synergie sur l'inhibition in vitro de CHIKV (Briolant et al. 2004).
Cependant, l’application clinique nécessitant une injection parentale est couteuse et
inimaginable pour une application à grande échelle, la rendant impropre à l'utilisation à
grande échelle au cours des épidémies.

3 Carbodine
Des études récentes sur la Cyclopentylcytosine ou Carbodine suggèrent son potentiel en tant
qu’agent antiviral contre le Venezuelan equine encephalite virus (VEEV) (Julandera et al.
2008). On a montré que la carbodine peut inhiber la cytidine triphosphate synthétase cellulaire
(CTP), qui a la fonction de convertir l’UTP en CTP, entraînant l'inhibition indirecte de la
réplication du virus en réduisant le nombre CTP (de Clercq et al. 1990). En cultures
cellulaires, la carbodine est un antiviral à large spectre (Andrei et De Clercq, 1990; Neyts et
al, 1996). Dans la nature les nucléosides sont dextrogyres (d), mais les deux formes d-et
lévogyre (l)-analogues peuvent inhiber les enzymes métaboliques (Gumina et al. 2002), la
difference étant que la forme L provoque une cytotoxicité importante alors que le D-
énantiomère est responsable d’une cytotoxicité réduite. Par conséquent, la D-énantiomère a
été récemment utilisée pour tester l'inhibition du VEEV en utilisant des souris infectées
(Julandera et al. 2008). L’augmentation du taux de survie, plus grande augmentation de la
durée moyenne de la vie et la réduction de la virémie dans le cerveau ont été observées,
lorsque le traitement par carbodine a été réalisé sur des souris traitées avec le vaccin vivant
atténué (TC83) de VEEV. La carbodine a une action inhibitrice jusqu’à 4 jours après
l'infection.

B Vaccins anti-CHIKV

Un vaccin vivant atténué, a été développé par passages succéssifs avec la lignée cellulaire
MRC5 (fibroblastes humains) du CHIKV (Edelman et al. 2000). Ce vaccin s'est révélé
hautement immunogène, mais sur certains essais de phase II, des volontaires ont développé
une arthralgie transitoire. Au moins deux méthodes différentes sont actuellement en cours
d'élaboration pour la production de vaccins sûrs et efficaces contre le CHIKV. Une méthode
consiste à la préparation de virus purifiés et inactivés par des méthodes similaires à celles qui
ont fait leurs preuves, pour le développement d'un vaccin inactivé contre le virus de
l'encéphalite à tiques (Pavlova et al. 2003). Une deuxième méthode consiste à utiliser des
fragments d'ADNc représentant d’importantes régions immunogènes du génome CHIKV
(Muthumani et al. 2008).
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II Définition des modèles d’études

A Arbidol

L’Arbidol (HZ2) a été développé par l’Institut de recherche pharmaceutique Russe dans les
années 1990 (Obrosova Serova et al. 1991). Il est utilisé dans le traitement mais aussi dans la
prévention des infections respiratoires virales sévères (influenza A et B, virus respiratoire
syncytial (VRS, SARS) chez les adultes et les enfants (Khamitov RA et al. 2008). Dans la
littérature, on retrouve d’autres virus sur lesquels l’Arbidol est actif (Deng HY, et al. 2008).
Une équipe américaine a étudié les virus des hépatites B et C, ils ont démontré que cette
molécule inhibe la fusion membranaire et donc l’entrée du virus dans la cellule. Ce
mécanisme d’action a déjà été décrit pour le virus de la grippe. Une étude récente publiée par
une équipe chinoise en 2007 démontre ainsi son efficacité sur plusieurs virus: influenza A,
Virus Respiratoire Syncitial (VRS), rhinovirus (HRV), virus Coxsackie, Adénovirus (Shi L. et
al. 2007). Les tests prenant en compte les résultats des IC50 (concentration d’antiviral inhibant
50% de l’infection virale sur culture cellulaire) (Tab.1) ont démontré que le mécanisme
d’actions de l’Arbidol est lié à la phase précoce du cycle réplicatif viral pour les virus
enveloppes (absorption ou fusion) (Shi L. et al. 2007).

Tab.1 : activité antivirale de l’Arbidol sur différents virus

B VIRUS CHIKUNGUNYA

Le CHIKV est un Alphavirus de la famille des Togaviridae, il est transmis aux humains par
piqûre de moustiques infectés, du genre Aedes. Le CHIKV a été découvert lors d’épidémies
en Afrique de l’Est en 1952-1953. Il est responsable d’épidémies en Afrique, en Asie et en
Océanie. Les études phylogénétiques des différentes souches de CHIKV ont suggéré une
origine Africaine du virus et ont identifié trois lignages différents au plan génotypique:
lignage ouest africain d’une part et lignage est/central-africain et asiatique (Powers et al.
2000; Charrel R.N. et de Lamballerie 2006;de Lamballerie 2008).

En 2005, une épidémie de CHIKV a sévi à l’ile de la Réunion avec plus des 260000 cas
(Parola et al. 2006 ; D’Ortenzio et al. 2011), le virus était encore transmis uniquement par le
vecteur Aedes aegypti présent dans les régions tropicales ou sub tropicales. La mutation
A226V du CHIKV, a permis la transmission du virus par un second vecteur : l’Ae.albopictus
(de Lamballerie et al. 2008b), ce vecteur étant présent dans un grand nombre de pays et
notamment en régions tempérées, on souligne ici l'importance de trouver des antiviraux contre
le virus du Chikungunya (CHIKV).
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III Stratégies expérimentales

L’objectif de cette étude était de caractériser l'efficacité de l’Arbidol, sur la réplication virale
du CHIKV et de préciser le mécanisme d'action. Nous avons utilisé, pour cela, deux lignées
cellulaires,  les VERO (lignée cellulaire immortelle (cellules rénales de singe vert africain
(Cercopithecus aethiops) et le MRC5 (lignée de cellules primaires ; fibroblastes humains)
(Krejbich-Trotot P., 2011).
La première lignée a été utilisé car c'est un modèle cellulaire bien caractérisé, la seconde
lignée a été utilisé pour être plus proche de la situation in vivo puis qu’il s’agit de cellule
d’origine humaine.
Les différents points de notre stratégie expérimentale sont :
 Cinétique d’action de l’Arbidol sur la réplication virale du CHIKV, incubant l’Arbidol
(HZ2) à différents temps avant, pendant et après l’infection, nous avons constaté que
l’inhibition était plus efficace avant l’infection, et donc avant l’entrée du virus dans les
cellules.
 Etudiées les effets des différents métabolites de l’Arbidol (HZ2) sur la réplication viral
du CHIKV HZ1 et HZ3.
 Déterminer l’IC50.

 Sélectionner un mutant résistant. Grâce à la pression de la molécule, à été sélectionné
un mutant capable d’échapper à la réponse thérapeutique.
 Caractériser le mutant

1. Séquençage.
2. Comparer les cinétiques de réplication entre les souches mutant et wild type

(WT).
Dans le but de connaître les gènes impliqués à déterminer la résistance, ainsi que
mécanisme d’action a été impliqué, une fois obtenu la souche résistante il a été
identifié la mutation en position G407R (E2).

 Construction IC: Pour comparer la souche sauvage avec la nouvelle souche résistante un
nouveau clone infectieux (IC) à été developé.
 Le clone infectieux (IC) de la souche LR2006 OPY1 CHIKV (CHIKV-LRic) a été
aimablement fourni par le Pr. S. Higgs (Tsetsarkin et al. 2006). Nous avons changé le
promoteur SP6 par un promoteur CMV qui permet la synthèse d’ARN in cellulo. Le
promoteur CMV est suivit du génome complet du CHIKV terminer par le ribozyme de HDV
(hépatites delta virus) qui permet à l’ARN viral d’être coupé juste à la fin de la queue poly A
du génome viral. Pour permettre la multiplication du clone Infectieux ainsi que la selection de
celui-ci, une partie plasmidique contenant une origine de réplication pBR322 et un gène de
résistance à l’ampicilline sont venu refermer le clone infectieux. Le clone infectieux Tonile
obtenu, nous avons introduit la mutation G407R pour obtenir le clone infectieux Tonile-ARB.
Les deux clones infectieux ont étés obtenus par des techniques classiques de biologie
moléculaire. Les différents fragments des clones infectrieux ont étés obtenus par PCR, et les
constructions ont été monté à l’aide d’enzyme de restriction de ligation. Pour le clone
infectieux Tonile-ARB, les amplicons contenant la mutation ont été digérés et insérés entre
les sites de restriction uniques Agel et Xhol de l’IC Tonile (Vanlaningham et al. 2005). Le
Tonile et les clones Tonile-ARB infectieux ont été séquencés complètement afin de valider
qu'il n’y avait pas des erreurs dans les constructions.
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A Tests d’efficacité in vitro

1 Matériels et méthodes
L’Arbidol (HZ2) et deux métabolites dérivés, le HZ1 (6-bromo-4-(diméthylamino)-5-
hydroxy-1-méthyl-2-(phenylsulphonylmethyl)-1H-indole-3-carboxylate) et le HZ3 (6-bromo -
4-diméthylamino)-5-hydroxy-1-méthyl-2-(methylphenylsulphoxyde)-1H-indole-3-
carboxylate) (Fig. 2) ont été fournis par Stragen Pharma SA (Genève, Suisse). Les poudre du
HZ2, HZ1 et HZ3 ont été dissoutes dans du DMSO (diméthylsulfoxyde) à une concentration
finale de 10 mg / ml suivie d'une dilution dans de l'eau distillée stérile à 1 mg / ml et stockage
à -20°C.

A

B

C
Fig.2 structures chimiques HZ2 (A), HZ1 (B) and HZ3 (C)

a) Cellules et virus
Les cellules MRC5 (fibroblastes humains) sont maintenues à 37°C sous 5% de CO2, dans le
milieu de culture BME additionné de 10% de sérum de veau fœtal (SVF), 100 U/ml de
Pénicilline, 100 U/ml de Streptomycine, 2 mM de Glutamine et de 100 U/ml de Fungizone.
Les cellules HEK-293 (cellules embryonnaires humaines de rein), utilisé uniquement pour la
transfection du IC (Tonile-ARB) sont maintenues à 37°C sous 5% de CO2, dans le milieu de
culture DMEM additionné de 4.5 g/l of D-glucose, 1 mM pyruvate de sodium et 2 mM de
Glutamine, additionné de 10% de sérum de veau fœtal (SVF) 100 U/ml de Pénicilline, 100
U/ml de Streptomycine. Les cellules VERO (cellules rénales de singe vert africain
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(Cercopithecus aethiops) sont maintenues à 37°C sous 5% de CO2, dans le milieu de culture
MEM + 1% Peni/Streptomycine + 1% Glutamine + 7% SVF décomplémenté.
La souche de CHIKV utilisée est LR2006 OPY1 (CHIKV-OPY1, NC004162), elle a été
isolée, suite à l’épidémie de fin 2005 à la Réunion, par le laboratoire de virologie de l’hôpital
La Timone à Marseille (Tsetsarkin K. et al. 2006).

b) Test de cytotoxicité de l’Arbidol HZ2 sur les cellules MRC5 et VERO
La cytotoxicité de l’Arbidol HZ2 pour les cellules MRC5 et Vero a été évaluée en utilisant le
rouge neutre (NR) pour les dosages de l'absorption du colorant et les observations
microscopiques (Repetto et al. 2008). Nous avons utilisé des Plaques 96 puits MRC5 et Vero
confluentes avec des concentrations variables d’Arbidol HZ2 (0 à 100 µg / ml), les plaques
ont été incubées à 37 ° C, 5% de CO2 pendant 18 ou 48 heures (respectivement pour les
cellules MRC5 ou Vero), nous avons ensuite ajouté à chaque puits du rouge neutre (40μg/ml).
Après 3 heures d'incubation, le colorant a été lavé avec une solution d'éthanol acidifié puis les
densités optiques (DO) ont été lut avec un spectrophotomètre pour microplaques à 540 nm
(TECAN Sunrise). Les résultats sont exprimés en CC50 qui est la concentration de la molécule
qui induit la mort de 50% des cellules.

c) Les Tests d’infection des cellules MRC5 par le CHIKV
Pour déterminer l’IC50 par analyse immunofluorescence indirecte (IFI), les cellules MRC-5
ont été cultivées sur LabTek II Chamber Slide System 8 Welles (Nalge nunc internationale)
Nous avons aussi utilisé le test de TCID50, valeur quantitative d'un agent pathogène
produisant un changement pathologique dans 50% des les cellules inoculées, exprimé en
TCID50/ml.

IFI (Immunofluorescence Indirecte)
On a utilisé le système LabTek II Chamber Slide System 8 Welles (Nalge nunc international).
(Annexe 1).
Les cellules MRC5, à 80% ou 100% de confluence sont incubées pendant 1 heure à 37°C sous
5% de CO2 avec 250μl de CHIKV à différentes dilutions (1/100ème, 1/200ème, 1/1000ème,
1/2000ème, 1/10000ème, 1/20000ème, 1/100000ème) (Fig. 3).

CHIKV
1/100ème

CHIKV
1/200ème

CHIKV
1/1000ème

CHIKV
1/2000ème

T-
CHIKV
1/10000ème

CHIKV
1/20000ème

CHIKV
1/100000ème

Ensuite le surnageant est éliminé et après un rinçage des cellules au HBSS (GIBCO), il est
remplacé par 250μl de milieu de culture semi gélifié (METHOCULT™ H4100 : gel
ralentissant la lyse des cellules par le virus) additionné de 10% de sérum de veau fœtal, 100
U/ml de Pénicilline, 100 U/ml de Streptomycine, 2 Mm de Glutamine, 100 U/ml de Fung
zone. Après 48 heures à 37°C sous 5% de CO2, les surnageant sont éliminés et les cellules
sont rincées au HBSS. Après retrait du système d’incubation des Labre, les lames sont rincées
trois fois pour 5 minutes avec du Phosphate Buffer Salin(PBS), suivi d’un rinçage rapide de
10 secondes avec de l’eau distillée puis incubées 20 minutes dans de l’acétone afin de fixer
les cellules aux lames. Les lames sont révélées par immunofluorescence indirecte : après une

Fig. 3 : plan de lame LabTek utilisé pour les test d’infection des MRC5 par le CHIKV

Dans chaque puits : 250μl de virus CHIKV-Opy1 dilué dans du BME semi gélifié

Pour le T- : témoin négatif : 250μl de milieu BME semi gélifié sans virus
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incubation de 30 minutes en chambre humide à 37°C avec un sérum de patient immunisé
contre le CHIKV, dilué au 1/20 dans du PBS, les lames sont rincées deux fois pour 5 minutes
avec du PBS et une fois 10 secondes environ à l’eau distillée. Elles sont ensuite incubées 30
minutes en chambre humide à 37°C avec un anticorps secondaire anti-IgM humaine (Fluoline
G, BioMérieux) et du Bleu d’Evans, les deux dilués au 1/400 dans du PBS. Après un rinçage
identique au premier, les lames sont montées et lues au microscope à fluorescence. On estime
le pourcentage de cellules infectées pour chaque puits, par observation au grossissement x20
du microscope à fluorescence. (Fig. 4 et 5).

Ce test a été réalisé 8 fois. Il permet d’obtenir la concentration de CHIKV qui infecte environ
50% des cellules MRC5 sur système LabTek à 48h post d’infection. Cette concentration sera
la notre dilution de référence pour tous les autres tests.

d) Test de sensibilité du CHIKV-Opy1 à l’Arbidol
On a utilisé le même système LabTek afin de déterminer la concentration d’Arbidol qui
permet l’inhibition de 50% de l’infection par le CHIKV sur les cellules MRC5. L’Arbidol a
été fourni par le laboratoire Stragen Pharma, il a été solubilisé dans 100μl de DMSO
(dimethylsulfoxide), dilué dans de l’eau stérile à une concentration de 300μl/ml et stocké à -
20°C. Les cellules MRC5, à 80% ou 100% de confluence sont incubées 1 heure à 37°C sous
5% de CO2 avec 250μl de virus CHIKV-Opy1 dilué au 1/2000ième. Puis le surnageant est
éliminé et après un rinçage des cellules au HBSS (GIBCO), il est remplacé par 250μl de
milieu de culture semi gélifié (METHOCULT™ H4100 : gel ralentissant la lyse des cellules
par le virus) additionné de 10% de sérum de veau fœtal, 100 U/ml de Penicilline, 100 U/ml de
Streptomycine, 2 Mm de Glutamine, 100 U/ml de Fungizone ainsi que de différentes
concentrations de Arbidol (0,9 ; 1,8 ; 3,75 ; 7,5 ; 15 et 30μg/ml) (Fig. 6).

Fig.4 : Exemple d’immunofluorescence négative

Cellules MRC5

Microscope à fluorescence au grossissement X20

Fig.5 : Exemple d’immunofluorescence positive

Cellules MRC5

Microscope à fluorescence au grossissement X20
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T+
V + AV
0,9μg/ml

V + AV
1,8μg/ml

V + AV
3,7μg/ml

T-
V + AV
7,5μg/ml

V + AV
15μg/ml

V + AV
30μg/ml

Fig. 6: plan de lame utilisé
T+ : témoin positif : 250μl de CHIKV-Opy1 à la dilution 1/2000ème dilué dans du BME semi gélifié
T- : témoin négatif : 250μl de BME semi gélifié sans virus

Après 48 heures à 37°C sous 5% de CO2, les surnageants sont éliminés et les cellules sont
rincées au HBSS. Après retrait du système d’incubation des LabTek, les lames sont rincées
trois fois pour 5 minutes avec du Phosphate Buffer Salin(PBS), suivi d’un rinçage rapide de
10 secondes avec de l’eau distillée puis incubées 20 minutes dans de l’acétone afin de fixer
les cellules aux lames. Les lames sont révélées par immunofluorescence indirecte. Après une
incubation de 30 minutes en chambre humide à 37°C avec un sérum de patient immunisé
contre le CHIKV, dilué au 1/20 dans du PBS, les lames sont rincées deux fois 5 minutes au
PBS et une fois 10 secondes environ à l’eau distillée. Elles sont ensuite incubées 30 minutes
en chambre humide à 37°C avec un anticorps secondaire anti-IgG humaine (Fluoline G*,
BioMérieux) et du Bleu d’Evans, les deux dilués au 1/400 dans du PBS. Après un rinçage
identique au premier, les lames sont montées et lues au microscope à fluorescence. On estime
le pourcentage de cellules infectées pour chaque puits, par observation au grossissement x20
du microscope à fluorescence. L’IC50 est calculé grâce à la droite de régression issue du
calcul du pourcentage d’inhibition (rapport du % d’infection mesuré sur le % d’infection sans
Arbidol)

% d’inhibition = [(A x ln(concentration en STR 108)] + B
Après l’obtention de A et B par régression linéaire, on calcule l’IC50, c'est-à-dire la
concentration d’Arbidol qui entraîne 50% d’inhibition grâce à l’équation de la droite. Ce test a
été effectué N8 fois.
En parallèle, nous avons évalué l’IC50 sur un autre support cellulaire: les plaques 12 puits
(FALCON) et aussi sur d’autres cellules BGM (cellules de foie de singe), Hep-2(cellules de
lignée tumorale humaine). Dans un premier temps, il faut déterminer la dilution de virus qui
infecte environ 50% des cellules. Les cellules MRC5, BGM et Hep, à 80% ou 100% de
confluence sont incubées 1 heure à 37°C sous 5% de CO2 avec 500μl de virus CHIKV-Opy1
dilué au 1/100ième, 1/1000ème, 1/10000ème, 1/100000ème et 1/1000000ème. Puis le
surnageant est éliminé et après un rinçage des cellules au HBSS (GIBCO), il est remplacé par
1ml de milieu de culture additionné de 10% de sérum de veau fœtal, 100 U/ml de Pénicilline,
100 U/ml de Streptomycine, 2 Mm de Glutamine, 100 U/ml de Fungizone. Après 48 heures à
37°C sous 5% de CO2, les surnageants sont éliminés et les cellules sont rincées au HBSS.
500μl de trypsine sont ajoutés, on incube à 37°C jusqu’à ce que les cellules soient
complètement décollées, on ajoute alors 1,5ml de milieu de culture pour inhiber l’action de la
trypsine. On met 150μl de chaque échantillon dans un FUNNEL de SHANDON. On
centrifuge 3minutes à 900 rpm. Après avoir séché et fixé les lames, on réalise un test
d’immunofluorescence indirecte décrit précédemment. Une fois cette dilution déterminée
pour chaque type cellulaire, on teste l’efficacité de l’Arbidol en utilisant le même procédé et
en ajoutant les concentrations d’antiviral (0,9 ; 1,8 ; 3,75 ; 7,5 ; 15 et 30μg/ml) 1h après
l’infection des cellules. Ce test a été réalisé 1fois.

e) Test de sensibilité du CHIKV-Opy1 à l’Arbidol activé
Une équipe russe (Obrosova-Serova NP. et al. 1991) a démontré que cette molécule est plus
efficace sur le virus de la grippe si on l’incube au préalable 12h à 37°C avant d’infecter les
cellules. Pour cela, on a utilisé le système LabTek et la même procédure décrite
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précédemment et on prépare les dilutions d’Arbidol dans le même milieu 12h avant l’infection
des cellules, on l’incube à 37°C. Ce test a été réalisé 5 fois.

f) Test de sensibilité du CHIKV-Opy1 aux métabolites de l’Arbidol
Le laboratoire STRAGENE nous a fourni 2 métabolites d’origine chimique du HZ1 et HZ3.
Pour les tester on a utilisé la même procédure que celle utilisée pour tester l’Arbidol et aux
mêmes concentrations. Ce test a été réalisé 5 fois.
g) Test cinétique de l’activité de l’Arbidol sur le CHIKV-Opy1
Traitement antiviral avant infection virale: les cellules dans le système LabTek sont incubées
avec 250μl de Arbidol aux mêmes concentrations décrites précédemment 1, 3, 5, 8, 24h avant
l’infection par le virus. Après 1h d’incubation pour l’adsorption virale, les cellules sont
débarrassées du surnageant, rincées au HBSS et rée-incubées avec 250μl d’Arbidol pendant
48h. La détermination de l’IC50 est réalisée par immunofluorescence indirecte com décrite
précédemment. Ce test a été réalisé 5 fois.
Traitement antiviral et infection virale simultanés Le virus est dilué dans du milieu dans
lequel il a déjà été dilué l’Arbidol dans ses différentes concentrations. Les cellules sont
infectées avec cette suspension (virus+antiviral). Après 1h d’incubation pour l’adsorption
virale, les cellules sont débarrassées du surnageant, rincées au HBSS et rée-incubées avec
250μl d’Arbidol pendant 48h. La détermination de l’IC50 est réalisée par IFI com décrite
précédemment. Ce test a été répliqué 5 fois.

B Effet direct de l’Arbidol sur le virus

Le virus et l’Arbidol ont été incubés ensemble dans du milieu de culture cellulaire pendant 30
et 60 min avant l’infection des cellules avec 250μl de cette suspension. Après 1 heure
d’incubation pour l’adsorption virale, les cellules sont débarrassées du surnageant, rincées au
HBSS et rée-incubées avec de l’Arbidol aux différentes concentrations pendant 48h. La
détermination de l’IC50 est réalisée par IFI décrite précédemment. Ce test a été répliqué 3 fois.

1 Obtention d’un CHIKV mutant Arbidol résistant (CHIKV-Opy1-
ARB)
Il s’agit de repasser un certain nombre de fois le CHIKV sur des cellules en présence
d’Arbidol en débutant par une faible concentration pour arriver à une concentration
importante d’antiviral. Enfin que le virus s’adapte à la pression de sélection imposée par
l’antiviral, cela pour pouvoir observer cette adaptation au niveau moléculaire.
On a utilise des plaques 12 puits (FALCON), le virus est passé en multiplicité d’infection
(dilutions à 10-3, 10-4, 10-5 et 10-6), avec une concentration d’antiviral 3,5μg/ml en parallèle
à un test sans antiviral. On récupère le surnageant de la dernière dilution de virus dont l’effet
cytopathogène est observable au microscope. Ce dernier est ensuite utilisé pour être repassé
en multiplicité d’infection (dilutions à 10-3, 10-4, 10-5 et 10-6), avec les concentrations
d’antiviral augmentées (3,5 4,5 et 5,5). Le même schéma est réalisé avec une augmentation de
la concentration de 1 et 2μg/ml. On récupère le surnageant du passage 17 avec 30μg/ml
d’Arbidol, et congèle à -80°C. L’IC50 d’Arbidol pour ce mutant en s’appuyant sur la même
procédure utilisée pour le virus sauvage.

2 Séquençage du génome complet du CHIKV mutant résistant à
l’Arbidol
Pour obtenir les ARN viraux, 100μl de surnageant sont extraits (EZ1 Virus Mini kit V2.0 sur
BioRobot EZ1, QIAGEN ; volume d’élution : 60μl) puis après transcription inverse (Reverse
Transcriptase Multiscribe™, Applied Biosystems Roche, avec randoms hexamers), l’ADN
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complémentaire est amplifié par PCR avec 18 couples (Annexe.2) d’amorces qui permettent
l’obtention du génome complet de CHIKV (Taq DNA Hi Fi Polymerase, Invitrogen, avec
température d’hybridation entre 45 et 60°C). Après vérification des produits de PCR, par
migration sur gel d’agarose 1,5% en parallèle d’un marqueur de poids moléculaire (1 kb DNA
Ladder, Biolabs), ces derniers sont séquencés. Les chromatogrammes ainsi obtenus sont
analysés avec le logiciel Séquencer 4.7 (Gene codes corporation, Ann Arbor, USA).

3 Construction de l'IC Tonile
Notre clone infectieux (nommé IC Tonile) dérive du clone infectieux pCHIK-LR (Fig.21)
construit par l’équipe du Pr. Higgs à Galveston au Texas (Tsetsarkin et al. 2006). Nous avons
remplacé le promoteur SP6 par un promoteur CMV (pCMV) qui permet la synthèse d’ARN in
cellulo. Nous avons également ajouté le ribozyme du virus de l’hépatite delta (HDV
ribozymze) qui permet à l’ARN viral d’être coupé juste à la fin de la queue poly A du génome
viral puis remplacé la partie plasmidique qui dérive désormais d’un pBR322 avec un gène de
résistance à l’ampicilline (Fig.22).

Fig21 Représente en schéma le pCHIK-LR

Fig.22 Schéma du clone infectieux CHKIV Tonile

Afin d’obtenir ce clone infectieux, différents fragments on été obtenus par PCR (Herculase II
Fusion; Stragene) à partir de pCHIK-LR et d’un clone infectieux d’Enterovirus obtenu au
laboratoire (pour la partie plasmidique, le pCMV et le HDV ribozyme). Les différents
fragments obtenus sont détaillés en figure 23 (A, B, C, D et E).  Les fragments A et B ont été



74

ensuite fusionnés à l’aide de l’enzyme de restriction NotI (digestion, purification sur gel,
ligation avec la T4 DNA Ligase). Les fragments C et D ont également été fusionnés grâce à
l’enzyme de restriction HindIII puis le nouveau fragment obtenu (CD) fusionné au fragment E
à l’aide de l’enzyme de restriction XhoI (digestion, purification sur gel, ligation avec la T4
DNA Ligase). Après une ligation « blunt » pour AB avec de la T4 DNA ligase qui contient le
pBR322 et amplification de CDE par PCR (Herculase II Fusion; Stragene), ces deux
fragments ont été digérés par BamH1 et AvrII, purifiés sur gel et ligués (T4 DNA Ligase).
Suite à la transformation de la ligation dans des bactéries STBL4 electrocompetentes
(Invitrogen), des colonies résistantes à l’ampicilline ont été obtenus. Après leur repiquage en
milieu liquide, 60 colonies ont été criblées par PCR (Taq Invitrogen) avec deux systèmes  à
cheval sur les sites de restriction BamHI et AvrII. Les 14 clones doublement positifs ont été
congelés, puis les plasmides purifiés par miniprep (Qiagen). Après vérification de l’intégrité
des clones par carte de restriction (Nhe) et par PCR (Taq Invitrogen), un clone a été choisi,
puis produit en grande quantité (Midiprep, Macherey Nagel) et enfin séquencé entièrement
(BigDye Terminator v1.1, AB). Ce clone infectieux, nommé IC-Tonile, a ensuite été
transfecté (Fugène6, Roche) directement dans des cellules Vero (75% confluentes). Aprés
rinçage des cellules avec HBSS et 3 heures et incubation des cellules 4 jours à 37°C sous 5%
CO2, le virus issu du clone infectieux a produit un effet cytopathique. Afin de vérifier
l’intégrité du virus, ce dernier a été repassé 2 fois au 1/1000 sur cellules Vero puis testé en
qRT-PCR (surnageant) et immunofluorescence (cellules) tous deux positifs à chaque passage.

A : pCMV + début du génome viral (1nt-80nts)  746pb NotI BamHI
B : pBR322 modifé  2516pb AvrII NotI
C : fin du génome viral (11697nts-11851nts) + queue polyA + HDV ribozyme  332pb HindIII                       AvrII
D : génome viral (9518nts-11851nts)  2333pb                                                       XhoI HindIII
E : génome viral (80nts-9518nts)  9438pb BamHI XhoI

Fig.23 Schéma de la digestion de chaque fragment.

4 Insertion de la mutation G407R dans le IC Tonile
Dans le nouveau IC (Tonile) la mutation G407R à été inseré enfin de obtenir le clone
infectieux, appelé Tonile-ARB, construit par des techniques classiques de biologie
moléculaire. Les fragments de PCR contenant la mutation ont été clonés et insérés entre les
sites uniques de restriction AgeI et Xhol existantes dans le plasmide Tonile (Vanlaningham et
al. 2005). Les clones: Tonile et Tonile-ARB ont été entièrement séquencés pour vérifier que
nous avons toujours eu les bonnes séquences.

a) Construction de l'IC Tonile-ARB
Pour insérer la mutation G407R dans le clone infectieux Tonile il a été nécessaire de
rechercher dans les environs de la mutation en position 8785 nts deux sites de restriction
uniques, de manière à libérer l’amplicon sans la mutation, pour faciliter l'insertion de
l'amplicon contenant la mutation, coupe avec les enzymes de restriction AgeI en position
5685 nts et XhoI en position 9518 nts, obtenant donc un amplicon de 3833 pb.

b) Construction de l’amplicon de 3833 pb
L’amplicon de 3833 pb a été construit en trois étapes :
Première étape: le fragment qui commence à 5685 nts jusqu'à 8785 nts, a été obtenu par PCR
avec le kit pFu Ultra II HS Fusion DNA Polymerase (STRAGENE) en utilisant le système
d'amorces FAgeI 5685/RMut8785 (Annexe3).
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Deuxième étape: le deuxième fragment qui commence à 8785 nts jusqu'à 9518 nts a été
obtenu par PCR avec le kit pFu Ultra II HS Fusion DNA Polymerase (STRAGENE) en
utilisant le système d'amorces FMut8785/RXhoI9518 (Annexe3).
Troisième étape: les deux fragments, obtenus ont été purifiés par le kit QIAquick PCR
Purification Kit (250) (QIAGEN), les deux fragments ont été additionnées par PCR de fusion
par le kit pFu Ultra II HS Fusion DNA Polymerase (STRAGENE) en utilisant le système
d'amorces FAgeI 5685/RXhoI9518(Annexe3).

c) Assemblage
Une fois obtenu, l’amplicon de 3833 pb a été purifié par le kit QIAquick PCR Purification Kit
(250) (QIAGEN), ensuite évalué la présence de la mutation en position 8785 nts par
séquençage (BigDye Terminator v1.1). Pour insérer l'amplicon 3833 pb muté, il a été
nécessaire de digérer simultanément dans un tube l’IC Tonile par les enzymes de restriction
AgeI en position 5685 nts et XhoI en position 9518 nts avec le Tampon1 durant 3h à 37C° et
dans un autre tube l’amplicon 3833 pb muté a été digéré par la même procédure que celle
décrite ci-dessus. Pour séparer les fragments obtenus par digestion enzymatique de l’IC
Tonile, nous avons procédé avec une purification sur gel avec le Kit Purification Gel
(QIAGEN). Aprés séparation sur gel des fragments de digestion de 11453pb et de 3833pb, la
bande à 11453pb est récupérée. L’amplicon de 3833 pb, digéré est purifié sur colonne avec le
kit PCR Purification Kit (250) (QIAGEN).

d) Ligation, Transformation et Transfection
Pour selectionner les constructions viables, 1.5µl de produit de la ligation est transformé dans
50µl de bactéries électrocompétantes Stbl4 (ElectroMAX™ Stbl4™ Competent Cells
INVITROGENE). Aprés une période d’incubation, sur boite de petri, de 24h à 30°C, les
différente colonies observées sont criblées par PCR (Taq INVITROGENE) à l’aide de
primers chevauchant la partie de 11453 pb et l’insert de 3833pb. Sur un totale de 300 colonies
qui ont été testées par PCR (Taq INVITROGENE), environ 54 colonies positive, qui on été
criblées. Trois colonies positives ont été utilisée pour continuer mon travail, et la mise en
production pour chacune des 3 colonies a été faite par (QIAGEN Plasmid Midi Kit (25)) midiprep
àn partir d’une culture dans 250mL LB plus ampicilline 1/1000 24h à 30°C.
Afin de vérifier la présence de la mutation en position 8785nts, les produits de PCR entourant
cette région ont été séquencés (BigDye Terminator v1.1). Pour finir nous avons selectioné un
seul clone que nous avons séquencé entierement.
Après dosage du clone infectieux obtenu, nous l’avons transfecter dans les cellules HEK-293
(cellules rénales embryonnaires humaines). Nous avons utilisé ces cellules, notament pour la
production de véhicules pour le transfert de gènes.Nous avons utilisé pour la transfection la
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) avec ratio 1 µg de ADN pour 1.5µl de Lipofectamine.Après
incubation de 4h, trois lavages sont éffectué avec du HBSS, le milieu est ainsi remplacé par
du DMEM additionné 30 µg/ml d’Arbidol et l’incubation ce poursuit durant 16h. Les
surnagents récupérés sont repassés en multiplicité d’infection, après 24h d’incubation, les
surnageants sont aliquotés dans des tubes de 1.5ml stockés à -80°C.
200µl de surnageant de l’infections ont été utilisés pour extraire l’ARN viral (EZ1 Virus Mini
Kit v2.0 (48)) puis testée par RT-PCR quantitative (Applied Biosystems Roche; Taq Man
Reverse Trascription Reagents) et totalement séquencé. Les chromatogrammes ainsi obtenus
sont analysés avec le logiciel Sequencher 4.7 (Gene codes corporation, Ann Arbor, USA)
pour être sûre d'avoir la bonne séquence (Fig25).
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Fig.25 Génome complet du IC Tonile-ARB

 TCID50
Les titres de virus ont été déterminés par le Dose50 Tissue Culture Infectieuse (TCID50), le
titrage du virus a été effectué avec des plaques à 96 puits « ELISA » à fond rond, les cellules
Vero doit être confluentes à 80% donc après la décongélation des souches :

LR2006-OPY1 (CHIKV WT)
CHIKV-ARB (mutante résistant à l’Arbidol)
Tonile (clone infectieux)
Tonile-ARB (clone infectieux avec la mutation)

Fig.26 Représentation de la plaque à 96 puits

Par chaque souche :
On a préparé en premier les dilutions de virus dans la plaque 96 puits dans chaque puits, il y a
150µl de milieu+Virus, incubé à 37°C avec 5% CO2. Les manipulations ont été produites en
double. Pendant 7 jours elles ont été observées au microscope pour vérifier la présence d’un
CPE. Pour chaque échantillon le surnageant, de toutes les dilutions ont été exprimées en
TCID50/ml en utilisant les formules Karber.
Calcul TCID50 = 10 log dilution au dessus de 50% - (I x h)

I=h (%dilution >50%-50% / %dilution>50% - % dilution <50%)
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Dilutions des souches virales il y a une valeur de : MOIs à partir de 1 à 0.0001
TCID50/cellule.

e) Détermination IC50 en utilisant l'analyse comparative RT-PCR quantitative
Une fois qu’on a la concentration pour chaque souche virale capable d'infecter 50% des
cellules, en utilisant cette concentration virale pour préparer deux plaques 96 puits, pour
chaque souche virale avec 150µl de milieu+Virus, incubé à 37°C avec 5% CO2 après 1h de
l'infection on a mis l’antiviral Arbidol en suspension dans un milieu de culture et incubé
pendant 24h à 37°C.

Fig27 Plaque utilisé pour le test d'efficacité de l’Arbidol

Le lendemain on a regardé au microscope les plaques infectées, prélevés 200µl pour chaque
puits de toutes les souches virales, lequel on a extrait l’ARN viral avec (EZ1 Virus Mini Kit
v2.0 (48)). Ensuit sont été toutes testée par RT-PCR quantitative (Applied Biosystems Roche;
Taq Man Reverse Trascription Reagents).
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CHAPITRE III:
RESULTATS
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ARTICLE 1

AVANT-PROPOS

«In vitro antiviral activity of arbidol against Chikungunya virus and
characteristics of a selected resistant mutant»

L’Arbidol (HZ2) a été développé par l’Institut de recherche pharmaceutique Russe dans les
années 1990. Démontre une activité antivirale pour les virus de la grippe A et B, mais
également un effet clinique dans la prévention des infections respiratoires virales sévères
(Panisheva, 1988 ; Khamitov RA. et al. 2008) (influenza A et B, virus respiratoire syncytial
VRS ; SARS).

Dans cette étude, nous avons étudié l'effet antiviral in vitro du HZ2 sur la réplication du virus
Chikungunya (CHIKV).

L’Arbidol HZ2 a une activité inhibitrice sur la réplication du CHIKV dans des cellules Vero
et MRC (IC50 <10 µg / ml). Un mutant résistant CHIKV a été obtenu et adapté à la culture en
présence de 30 µg / ml HZ2 dans les cellules MRC5. Après analyse de la séquence complète
de ce mutant, une seule mutation à niveau de l'acide aminé (G407R) localisée dans la protéine
d'enveloppe E2 a été identifiée. Pour confirmer son rôle dans le mécanisme moléculaire de la
résistance à l’HZ2 la mutation G407R a été insérée dans le clone infectieux du CHIKV
Tonile, et nous avons pu vérifier que cette putation transférait le phénotype de résistance.
Enfin, nos résultats démontrent l'efficacité in vitro de l'activité antivirale du HZ2 contre le
CHIKV, donnent quelques pistes pour mieux comprendre le mécanisme moléculaire de la
résistance à l’HZ2.
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Discussion

L’Arbidol (HZ2) est une molécule utilisée en Russie depuis 1993 et en Chine depuis 2006
pour le traitement des infections par les virus de la grippe A et de la grippe B (Obrosova-
Serova NP. et al. 1991 ; Boriskin et al. 2008; Brooks et al. 2004). Ce médicament s'est avéré
efficace pour réduire la durée de la maladie et de prévenir l'apparition de complications post-
grippale (Leneva et al. 2009). En outre, en dépit d'une utilisation clinique depuis plus de 15
ans, aucun virus résistant à l’Arbidol ont été isolé à ce jour et les essais cliniques ont révélé
que le médicament était bien toléré avec des effets secondaires mineurs (Liu et al. 2009).
L'activité antivirale de l’Arbidol est à large spectre, incluant un certain nombre de virus
enveloppés et non enveloppés (Shi et al. 2007). Il a été démontré que l’Arbidol inhibe la
fusion membranaire par le virus de la grippe en stabilisant l'HA de la grippe et la prévention
de la fusion membranaire endosomale (Leneva et al. 2009). De la même manière, l’Arbidol a
une action in vitro contre l'infection par le VHC et le mécanisme d'inhibition est déterminé
par des changements conformationnels de la glycoprotéine membranaire de fusion du VHC
nécessaires pour la fusion cellulaire (Boriskin et al, 2008;. Pecheur et al 2007; Teissier et al.
2011).

Depuis 2004, CHIKV a été identifié comme un arbovirus ré-émergent avec un potentiel
épidémique élevé compte tenu de sa diffusion rapide possible par les voyageurs et sa
transmissibilité par les moustiques urbain (Chevillon et al. 2008). Il n'existe actuellement
aucun vaccin ou traitement efficace utilisable pour l'infection à CHIKV. Dans ce contexte,
l'élaboration de stratégies prophylactiques et thérapeutiques pour l'infection à CHIKV est une
priorité (Couderc et al. 2009; Thiboutot et al. 2010). Le CHIKV est capable de réplication in
vitro dans une variété de cellules de mammifères avec production d'un ECP caractéristique.
En particulier, les cellules Vero et les MRC5 sont très permissives à l'infection CHIKV. Les
MRC5 sont une lignée cellulaire primaire des fibroblastes, et constituent un modèle
intéressant car le virus peut, in vivo, se répliquer dans les fibroblastes (Couderc et al. 2008;
Sourisseau et al. 2000). Dans la présente étude, nous avons utilisé ces deux lignées de cellules
afin de démontrer que l’Arbidol HZ2 peut inhiber la réplication du CHIKV lorsqu'il est ajouté
avant l'infection. Les valeurs de IC50 obtenues (≤ 10 µg / ml) indiquent que l’Arbidol HZ2 est
actif à des concentrations qui étaient significativement plus faibles que ses concentrations
cytotoxiques (CC50 ≥ 200 µg / ml), et dans la gamme des IC50 observées, par exemple, pour
la s virus grippaux. Nous avons également utilisé les métabolites principaux de la molécule
(Anisimova et al. 1995; Boriskin et al. 2008), et pu montrer que les deux dérivés HZ1 et HZ3
n'ont pas d'effet significatif sur la réplication du CHIKV. En outre, aucun effet virucide
d'ARB HZ2 CHIKV n'a été. Ces résultats en association avec le temps d'exposition utilisé
dans nos expériences indiquent que l’Arbidol inhibe la première étape du cycle de réplication
du CHIKV (i.e. attachement du virus et/ou l'entrée du virus). Afin de clarifier le mécanisme
d'action de l’Arbidol, nous avons sélectionné un mutant du CHIKV résistant à l’Arbidol avec
une mutation en position G407R (substitution d'un acide aminé localisé dans la protéine
d'enveloppe virale E2). Les alignements de séquences ont révélé que ce résidu G407 n'est pas
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été conservé dans le genre Alphavirus, mais cette mutation est localisée dans le domaine A de
E2 et plus précisément dans les "wings" d'insertion (Voss et al. 2010). Les "wings"de la
protéine E2 pourraient être impliqués dans les interactions avec les récepteurs cellulaires,
suggérant une relation de la substitution d'acide aminé G407R avec l'adsorption cellulaire
CHIKV. L'hypothèse de ce mécanisme présomptif est soutenue par le fait que l'Arbidol inhibe
l'hémagglutination par CHIKV, de manière dose dépendante.

En conclusion, l’Arbidol (HZ2) s'est avéré être un puissant inhibiteur contre l'infection in
vitro CHIKV. En plus de l'élucidation de son mode d'action cellulaire, cette drogue doit
encore être évaluée pour la prévention de l'infection à CHIKV et de la gestion des cas plus
graves.
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ARTICLE 2

AVANT-PROPOS

«Chikungunya disease and chloroquine treatment»

Le mécanisme d'action des antimalariques à effet intra-érythrocytaire comme la chloroquine,
reste mal élucidé. Ces antimalariques traversent la membrane du globule rouge puis celle du
Plasmodium et pénètrent dans la vacuole où ils s'accumulent, leur fonction amine étant
ionisée en milieu acide. Des hypothèses parfois contradictoires ont été avancées pour
expliquer leur effet toxique sur le Plasmodium : inhibition de l'hème polymérase qui
transforme l'hème toxique pour le parasite en hémozoïne atoxique, formation d'un complexe
de type chloroquine-hème, élévation du pH intravacuolaire et diminution de la disponibilité de
fer à partir de l'hème.
La chloroquine a été utilisée pour le traitement des symptômes associés à la phase aiguë du
Chikungunya, et comme un agent anti-inflammatoire pour lutter contre l'arthrite associée aux
formes chroniques. Les premières études sur l'effet anti-alphaviral de la chloroquine in vitro
ont été faites il ya 40 ans (Inglot, 1969; Shimizu et al. 1972).
En réponse à l'article publié en Mai 2010 par Journal of Medical Virology (Khan et al. 2010)
nous nous sommes sentis obligés d'écrire un review pour remettre ce travail dans un contexte
objectif.
En particulier les tests in vitro du CHIKV ont été faits en 2005 pendant l'épidémie en l’Océan
Indien (R.N. Charrel, 16th ECCMID symposium, April 2006, Nice, France; de Lamballerie et
al. 2008; de Lamballerie et al. 2009; Gould E.A. et al. 2010). Après l'épidémie de 2005-2006
la chloroquine a été administré chez 27 patients et 27 autres patients ont reçu un placebo. Les
résultats ont montré qu'il n'y a pas d'amélioration clinique ou biologique (Labadie et al.
2010). Il nous est apparu nécessaire de montrer que la mise en évidence de l'effet anti-
alphaviral de la chloroquine in vitro par Khan et collaborateurs ne constituait pas une
découverte originale remettant en cause la stratégie de lutte contre le Chikungunya.
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In a recent issue of the Journal of Medical Virology, Khan and collaborators [2010] presented an "assessment of
in vitro prophylactic and therapeutic efficacy of chloroquine against chikungunya virus in Vero cells". This
article mentions the fact that chloroquine, a well known drug developed for the treatment of malaria in the
1930s, was previously considered as a potent antiviral in a number of viral diseases (HIV, HBV, influenza A virus,
SARS…) but makes no reference to previous studies of the antiviral activity of chloroquine against Alphaviruses
(and more specifically chikungunya virus) suggesting that the authors had identified a new and promising field
of investigation. Their presentation is somewhat biased and deserves significant qualification.

First, the in vitro antiviral effect of chloroquine is not a recent discovery. It was first reported some forty years
ago [Inglot, 1969; Shimizu et al., 1972]. A clinical antiviral application of the molecule has been assessed over
time for a number of viral pathogens, and the concrete benefits or risks of such treatment is still debated
[Boelaert et al., 1999; Fredericksen et al., 2002; Seth et al., 1999; Savarino et al., 2006].

Regarding Alphaviruses, in cellulo inhibition of Sindbis and Semliki Forest virus replication was reported thirty
years ago [Coombs et al., 1981; Helenius et al., 1982], but these results were balanced by those obtained from
a mouse model, which suggested that chloroquine may enhance viral replication in vivo and aggravate the
disease [Maheshwari et al., 1991].

Soon after the beginning of the chikungunya outbreak in 2005, in the Indian Ocean, the question of the
possible use of chloroquine was raised. It is a matter of fact that, in many tropical areas, chloroquine is used as
a symptomatic treatment of febrile illnesses and thus, the health authorities had to face its actual –non-
evaluated– use at the acute phase of chikungunya disease. The (confusing) reasons why a part of the local
population utilised chloroquine also possibly included the fact that immunomodulatory effects of chloroquine
have been used for a long time in auto-immune and rheumatologic diseases [Cooper & Magwere, 2008],
including chronic chikungunya arthritis [Brighton, 1984].

Early studies of the emerging Indian Ocean chikungunya virus (CHIKV) variant demonstrated in vitro inhibition
of the virus replication by chloroquine [R.N. Charrel, 16th ECCMID symposium, April 2006, Nice, France; de
Lamballerie et al., 2008; de Lamballerie et al., 2009; Gould E.A. et al., 2010]. Sourisseau et al. (2007) reported
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that chloroquine potently inhibited the appearance of CHIKV-positive cells and CHIKV-associated cytopathic
effect and noted that the therapeutic (antiviral) index of chloroquine in cell cultures is rather narrow and thus,
one should be cautious when proposing the use of chloroquine as an antiviral treatment in infected individuals.

These early results led to the careful design of a clinical trial on the French Reunion Island (Indian Ocean)
(CuraChik, http://clinicaltrials.gov/ct/show/NCT00391313), which was performed at the end of the 2006
outbreak [de Lamballerie et al., 2008]. In this double-blind placebo-controlled randomised trial, 27 patients
(diagnosed within less than 48 hours) received chloroquine and 27 other patients received a placebo
treatment. The chloroquine treatment consisted of 600 mg at day 1, 600 mg at days 2 and 3, and 300 mg at
days 4 and 5 (and not 250 mg daily as reported by Savarino et al. [2007]). The results did not provide
justification for the use of chloroquine to treat acute chikungunya infections.

In conclusion, the issue of chloroquine treatment of chikungunya virus infection has been examined for years.
Whilst in vitro inhibition of CHIKV replication is strongly established, the narrow therapeutic index and the
absence of obvious biological or clinical improvement during a clinical trial do not argue in favour of a curative
use in non-complicated cases. Whether chloroquine may be useful as a prophylactic treatment, or in the case
of severe, sustained chikungunya infections deserves further investigations that could take advantage of the
availability of a relevant non-human primate animal model [Labadie et al., 2010].
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Discussion

En conclusion, les premières études du traitement du Chikungunya ont commencé en (SW
Brighton. 1984). Bien qu'il y ait des résultats positifs in vitro, avec inhibition de la réplication
du CHIKV, (Inglot, 1969 ; Shimizu et al. 1972) l'absence d'amélioration clinique ou
biologique évidente au cours d'un essai clinique n'est pas en faveur d'une utilisation
thérapeutique dans les cas simples. De nouvelles études devraient être effectuées en tant que
traitement prophylactique, ou pour les infections graves même avec l'utilisation de modèles
animaux (Labadie et al. 2010).
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Annexe 1
Chambres d’incubation étanches amovibles
permettant la culture cellulaire, recouvertes par
un couvercle lors de l’incubation.

Le système LabTek II Chamber Slide System 8 Wells (Nalge Nunc international).

Les cellules sont cultivées dans les chambres d’incubation, puis incubées en présence de virus

et enfin avec différentes dilutions de CHIK-OPY1. Puis grâce au système décrit ci-dessus, la

chambre d’incubation est retirée puis après fixation, les lames révélées par

immunofluorescence.
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Annexe 2 Liste amorces utilisé pour séquencé le génome complet du CHIKV

Liste amorces F pour CHIKV Liste primers R pour CHIKV

ID-swahili01-F TGGCTGCGTGAGACACAC 01-R CAGYACCTGCTCATCNGCCCA

ID-swahili02-F CCGTTCATGTAyAATGCnATG 02-R GCCCAnAGrCArCAGCA

ID-swahili03-F AAAGGArTGCCGGAAAGAnATG 03-R CCCTTCATATGCGAAYTCrTGNTA

ID-swahili04-F CAyGAGTACGTCTAyGAyGTnGA 04-R GTTGACyTTCATyTGCATCAT

ID-swahili05-F GTmGACGArGCkTTTGnGTG 05-R GCCCArCAiACrTTGGCTTTrTTyTGrAA

ID-swahili06-F CAGAACCCnCCGAAAGGAAAyTTyAAnGCA 06-R GCTiGTGACrCAiGGNGGTTT

ID-swahili07-F ATymGnGCATAyGGnTACGCAGA 07-R AGTiACyTCCTTiGCGACTTC

ID-swahili08-F ATGTGCGGTACnTAyCCnGT 08-R AGCrTCCAGGTCTGACGGNNCGGG

ID-swahili09-F CCnCTCCCAAAGTAyAAA 09-R GTCiGAiGAGAATATrTA

ID-swahili10-F GTnACnTGyGACGAGAGAGAA 10-R GGGiGCrTGGTArGmGTGyTGTTTNGG

ID-swahili11-F TACCAAATnACCGAyGAGTA 11-R TCiCCGAAiGCAGCCTCTAT

ID-swahili12-F ATGwsnGCCGAGGAyTTyGA 12-R TCTTCTrTCiTCrTCTTGTTC

ID-swahili13-F AAAGCCCCnTACTTyTGyGG 13-R GTGACiATGTCTTTrTTCCA

ID-swahili14-F GGTGCnGGCAArCCnGGnGAC 14-R CGGGACCAGAGGGGAGTTrTAyTGCCA

ID-swahili15-F AAGTGyAAyTGCGGTGGC 15-R GCTCATiACGGCTAAAAA

ID-swahili16-F TGGyTnCArGCnCTTAT 16-R AAiGGiGGGTAGTCCATrTT

ID-swahili17-F GCnAACGGyGACCAyGCCGT 17-R TCCCGTdATCTTCTGCACCCA

ID-swahili18-F TGCCACCCnCCnAAGGACCA 18-R TAACATCTCCTACGTCCCTG

Annexe 3 Liste amorces utilisé pour costruire IC Tonile-ARB

FAgeI5685 AGGTGGGTATATATTCTCGTCGGACACCGGTCCAGGTCATTTACAACAGAAGTC
RXhoI9518 CGGCTCGTTGTTGCCCCACGTGACCTCGAGCCCTTCAGTCGGCACGGTTAGCACG

FMut8785 GACGCAGAGAGGGCGAGGCTATTTGTAAGAACATCAG
RMut8785 GTTCTTACAAATAGCCTCGCCCTCTCTGCGTCTGCTGGCATG
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RESUME

Les Alphavirus ces virus sont des arbovirus, c’est-à dire des virus transmis par des
arthropodes hématophages. Dans le cas des Alphavirus, la vectorisation est faite par des
moustiques appartenant à plusieurs espèces.
A ce jour, 29 espèces d’Alphavirus ont été identifiés, dont au moins 6 sont pathogènes pour
l’Homme. Chez l’Homme, certains Alphavirus sont responsables d'encéphalites, d'arthrites,
de fièvres, d'éruptions cutanées et peuvent être fatals (Thiruvengadam et al. 1965; Pialoux et
al. 2006).
La mise en évidence de l'existence du CHIKV se fera 1952 en Tanzanie (Robinson 1955)
(Lumsden 1955). Ce travail se compose de deux parties : 1 partie sur l’étude phylogénétique
du CHIKV et 1 partie sur l'étude des molécules antivirales.

L’étude épidémiologique des épidémies récentes virus Chikungunya, étude de 140 souches, 6
souches sont été isolés par notre unité de recherche :

Les souches : Gabon GABOPY1 2007, Madagascar MADOPY1 2006 , Mayotte OPY4 2006
et deux souches italiennes StVE et StBI 2007. L’analyses phylogénétique as également
identifié de nouveaux événements de convergence évolutive qui confirment la capacité de le
group ECSA2 virus appartenant à la sous-clade d'acquérir une seule souche (GABOPY1
2007) avec la mutation adaptative A226V offre un avantage sélectif pour la transmission par
Aedes albopictus. La deuxième partie traite nous avons étudié de possibles molécules
antivirales sur le CHIKV.

La deuxième partie traite nous avons étudié de possibles molécules antivirales sur le CHIKV.

L’objectif de cette étude était de caractériser l'efficacité de l’Arbidol (HZ2), sur la réplication
virale du CHIKV et de préciser le mécanisme d'action. Nous avons sélectionné un mutant du
CHIKV résistant à l’Arbidol avec une mutation en position G407R (substitution d'un acide
aminé localisé dans la protéine d'enveloppe virale E2). L'hypothèse de ce mécanisme
présomptif est soutenue par le fait que l'Arbidol inhibe l'hémagglutination par CHIKV, de
manière dose dépendante.
En conclusion, l’Arbidol (HZ2) s'est avéré être un puissant inhibiteur contre l'infection in
vitro CHIKV. En plus de l'élucidation de son mode d'action cellulaire, cette drogue doit
encore être évaluée pour la prévention de l'infection à CHIKV et de la gestion des cas plus
graves.


