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RESUME

Les auteurs se sont proposés d'étudier la transmission du virus amaril et du virus Zika par des Aedes aegypti
artificiellement infectés. Ils ont trouvé que la période d'incubation chez le moustique était plus longue avec le virus amaril
qu'avec le virus Zika et qu'un moustigue infecté ne transmettait pas réguliérement a chaque piqiire, méme s'il avait déja
transmis. Il semble également que, passé ce délai d'incubation, la transmission soit moins efficace avec le virus amaril.
Ceci pourrait expliquer la moindre fréquence des poussées épizootiques dues au virus amaril, telle qu'elle a été observée
au Sénégal Oriental.
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ABSTRACT

COMPARISON BETWEEN EXPERIMENTAL TRANSMISSION OF YELLOW FEVER AND ZIKA VIRUSES IN A EDES AEGYPTI

The authors expected to study the transmission of yellow fever and Zika viruses by artificially infected Aedes
aegypti. They found that the incubation period in mosquitoes is longer with yellow fever than with Zika and that an
infected mosquito does not regularly transmit at each bite, even if it has already transmitted. It seems that, after this
incubation period, the transmission is more efficient with Zika virus. This could explain the lesser frequency of yellow
Jfever epizootics observed in Eastern Senegal.

KEY WORDS : Aedes - Transmission - Arbovirus diseases - Ethiopian region.

Dans le cadre d'une étude sur la fiévre jaune selva-
tique menée au Sénégal Oriental de 1972 a 1977, deux
poussées épizootiques provoqueées par le virus Zika ont pu
étre observées, en 1973 et 1976; pendant la méme
période il n’a été enregistré qu’une seule poussée due au
virus amaril, en 1976-77. Ces deux virus ne font interve-
nir dans leur cycle, au moins dans 1'état actuel de nos

connaissances, que les primates et les mémes vecteurs
dont les principaux sont 4edes (Stegomyia) luteocephalus,
Aedes (Diceromyia) furcifer et Aedes (Diceromyia) taylori.
Malgré cette identité apparente de cycle, le virus Zika
semble donc circuler plus facilement que le virus amaril;
une explication de ce phénomeéne pourrait se trouver dans
une différence d’efficacité de la transmission de ces deux -
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virus par les vecteurs; c'est cette hypothése que nous
nous sommes proposés de tester par cette étude expéri-
mentale.

TECHNIQUES ET METHODES

Trois séries d’expériences ont été réalisées, deux avec
le virus amaril et une avec le virus Zika.

Les moustiques utilisés sont des Aedes aegypti appar-
tenant 4 une souche domestique originaire de Kebemer,
dans T'ouest du Sénégal, et colonisée depuis 1971.

Expérience A

Transmission du virus amaril par 4. aegypti infecté
par voie intrathoracique :

Un lot de femelles d'A. aegypti a été infecté par
inoculation intrathoracique selon la technique de Rosen et
Gubler (1974) reprise par Coz et al., (1977). L'inoculum
était le broyat initial de la souche amarile ArB 6039, c'est-
a-dire un broyat d’'dedes africanus récoltés a Bozo, Em-
pire Centrafricain, en 1974 (Germain et al., 1976).

Neuf jours plus tard les moustiques ont été placés
dans des tubes individuels et il leur a été présenté a
chacun un souriceau de 24 heures. Les moustiques gorgés
ont alors été isolés dans des cages numérotées et les
souriceaux correspondants tatoués a l'encre de Chine de
facon a pouvoir faire la relation entre le souriceau et le
moustique qui 'avait pique.

Cette opération a été répétée les 16¢, 24¢ et 31¢jours
ayant suivi l'inoculation. Chaque fois qu'un moustique
refusait de se gorger, le souriceau correspondant était
néanmoins conservé et un nouveau souriceau lui était
présenté le lendemain et éventuellement le surlendemain.

Les moustiques ont été conservés a 27-28 °C dans
une atmosphére humide (plus de 85 % d’humidité rela-
tive) et une source de jus sucré leur a été fournie régulié-
rement, sauf la veille des repas sanguins. Aprés le dernier
repas les moustiques survivants ont été tués par le froid,
broyés séparément et inoculés a des dilutions de 10 en 10
a des souriceaux nouveaux-nés sans que le broyat ait été
congelé ni centrifugé (Cornet ef al., 1977); ceci permettait
de titrer la quantité de virus contenue dans chaque mous-
tique.

Les souriceaux piqués par les moustiques infectés ont
été surveillés jusqu’au 21°¢jour. Dés I'apparition de signes
de paralysie le cerveau des souriceaux malades était pré-
levé; l'origine virale de ces troubles a été vérifiée soit par
immuno-fluorescence sur des empreintes de cerveau, soit
par des réactions de fixation du complément utilisant
comme antigéne une suspension de cerveau préparée en
tampon véronal.

Expérience B

Transmission du virus Zika par 4. aegypti infecté
par voie intrathoracique :

L’inoculum utilisé était le broyat initial de la souche
Zika ArD 24280, c'est-a-dire un broyat d’dedes luteoce-
phalus récoltés au Sénégal Oriental en octobre 1976.

Le protocole a été le méme que celui de I'expérience
A sauf en ce qui concerne la périodicité des repas san-
guins qui ont eu lieu les 7¢, 14¢, 21°¢et 28¢ jours.

Expérience C

Transmission du virus amaril par 4. aegypti infecté
par voie digestive :

Le broyat utilisé est celui de la souche amarile ArB
5967, isolée a Bozo, Empire Centrafricain, en 1974 (Ger-
main et al., loc. cit.). Une suspension virale concentrée a
€té obtenue en utilisant le polyéthyléne glycol (Fleury et
al., 1978); diluée au 1/5 dans du sang défibriné de lapin
exempt d’anticorps pour les Flavivirus, elle a été placée
dans des ceufs préalablement vidés en laissant la mem-
brane de la poche a air; les ceufs étaient fixés a I'extrémité
superieure d'un cylindre en plastique contenant les femel-
les de moustiques mises a jeliner depuis 24 heures; la
suspension virale était légérement chauffée par une am-
poule électrique de 3.5 volts (cette technique nous a été
communiquée par le « Yale Arbovirus Unit »); le titre du
repas ainsi offert aux moustiques étajt 107 DL 50 souri-
ceau par ml au début du repas et 1073 DL 50 4 la fin du
repas, 4 heures plus tard.

Le protocole est ensuite identique a celui des deux
expériences précédentes, les repas ayant eu lieu les 7¢, 14¢
et 21¢jours.

RESULTATS

Les résultats sont présentés aux tableaux I a VI, deux
pour chaque expérience; le premier donne les résultats
obtenus pour chaque moustique; le second ne concerne
que les moustiques ayant survécu jusqu'a la fin de 1'expé-
rience, en fonction de la quantité de virus qu'ils
contenaient.

Le nombre trés faible d'obervations ne permet pas
une analyse statistique valable et il convient donc d'étre
trés prudent dans linterprétation des différences obser-
vées. Les résultats peuvent donc étre divisés en deux
groupes : résultats certains et résultats demandant confir-
mation par une expérimentation ultérieure.

Résultats certains

Trois constatations peuvent étre faites :

— L’incubation chez le moustique est plus longue
avec le virus amaril qu'avec le virus Zika, ceci n'étant pas
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TABLEAU |
Expérience A : Transmission du virus amaril par Aedes aegypti. Résnltats moustique par moustique
R Nombre de DL50
Repas - jour 1% repas 2% repas 3€ repas 48 repas par moustique
mgus‘:i‘:lue J33 (en valeur
J9 J16 117 J24 J2s J31 J32 logarithmique)

1 G N G N G N G N 2.64

2 G N G N G N NG N+ -

3 G P G P NG P G P G N 3.75

4 G N NG P G P G P G P 00

5 G N G N NG N+ - ~

[3 G N NG N G P NG P+ - ~

7 G N G P G P NG N+ ~

8 G N G P G P G N 443

9 G N + - - ~
10 G N G P NG -+ - -
11 G N G P G P G N 4.83
12 G N G P NG N+ - ~
13 G N G P G N NG P NG N G N 3.56
14 G N G N NG N G N NG N NG N G N 4.36
15 G N G P G P G P 4.75
16 G P G P G - NG N NG N NG N+ ~
17 G N G P NG P+ — —
18 G P G P G P G P 483
19 G N G P NG N G P NG N+ -
20 G N G P G P G P 3.64
21 G N G N NG N+ — -
22 G N G P NG N G N G P 542
23 G N G P G N G N 3.34
24 G N G P G P+ - -
25 G N G P G N G P P <2.00
26 G P NG P G N + - -
27 G - G - NG N G N NG N G N 3.83
28 G N + — - —

Abréviations : NG :

moustique non gorgé. G : moustique gorgé. P : transmission positive. N : transmission négative. + : moustique mort.

TABLEAU II
Expérience A : Transmission du virus amaril par Aedes aegypti.
Résultats en fonction du titre de virus chez ke moustigue.
n° de Titre de virus Transmission %de transmission au cours
moustique (logarithme) 1ef repas 2¢ repas 3 1epas 4€ repas des 3 derniers repas
25 < 2.00 N P N P
1 2,64 N N N N 3
23 2.34 N P N N
13 3.56 N P N P e
3 3.75 P P P N “"’
27 3.83 - - N N
4 4.00 P P P P
14 4.36 N N N N
8 4,43 N P P N 72
i5 475 N P P P
11 4.83 N P P N
18 4.83 P P P P
22 5.42 N P N P 83
20 5.64 N P P P
Abréviations : P : transmission positive. N : transmission négative. — : résultat non observé.
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TABLEAU ITi
Expérience B : Transmission du virus Zika par Aedes aegypti. Résultats moustique par moustique.

Nombre de DL50

Regg:{lour 16T repas 22 repas 3€ repas 4€ repas par moustique
moustique 17 I8 14 J1s 321 322 325 328 729 130 (en valeur
logarithmique)
1 G - G?P GP GP ! 4.21
2 G P GP GP GP 3.25
3 G — G N GP G N 3.90
4 GP GP NG P NG P NG P GP 4.33
S G N GP + - - -
6 GP GP + -~ - -
7 GP GP GP GP 2.90
8 G ~ GP NG P + - —
9 G P NG P GP GP + ~ -
10 GP GP GP G P 2.83
11 G P GP GP G?P 4.35
12 GP GP GP NG P NG P GP 2.71
13 GP GP GP GP 3.53
14 GP G —~ GP GP 3.48
15 GP GP GP G N 2.00
16 G N NG N + — - -
17 GP NG N + - - —
18 GP G N NGN NGN NGN + -
19 GP GP NG P + - -
20 G — + — —_ - -
21 G N GP NG P NGN NGN NGN + —
22 GP NG P + -~ — -
23 GP NG N GP NGN NGN GP NG N + -
24 GP NG P + -~ - -
25 GP G — GP GP 4.50
26 GP + - - - -
27 GP NG P + — - -
28 GP NGN + - - —_
29 NG N G ~ GP GP GP 5.44
30 NG P G ~ GP G N G N 6.00
% transmission
88 91 95 79 moyenne 5.00

positive

Abréviations : NG : moustique non gorgé. P : transmission positive. + : moustique mort. G : moustique gorgé. N : transmission négative.

TABLEAU IV

Expérience B : Transmission du virus Zika par Aedes aegypii.
Résultats en fonction du titre de virus chez le moustique.

N° du Titre de virus Transmission % de transmission au
moustique (logarithme) 1€r repas 2° repas 3€ repas 4° repas cours des 4 repas

15 2.00 P P P N

12 271 P P P P 94
10 2.83 P P P P
7 2.90 P P P P
2 3.25 P P P P

14 3.48 P — P P 86
13 3.53 P P P P
3 3.90 — N P N
1 421 - P P P
4 4.33 P P P P

100
11 435 P P P P
25 4.50 P — P P

29 5.44 - P P P 71
30 6.00 P P N N

Abréviations : P : transmission positive. — : résultat non observé. N : transmission négative.
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TABLEAUV
Expérience C: Transmission du virus amaril par Aedes aegypti infecté par voie orale. Résultats moustique par moustique.

Nombre de DL50 par

Repas - jour 17 repas 2° repas 3€ repas .
N° du moustique 37 18 714 721 122 (valeuﬁzg:i‘i‘g;ique)
1 GN GN GN + —
2 GN GN GN 3.00
3 GN GP + - -
4 GN GN GN P <200
5 GN + - - -
6 GN GN GP 3.30
7 GN + - - -
8 GN GN GN 2.71
9 GN + - — -
10 GN + — - -
11 GN + — — -
12 GN GP GP 4.26
13 GN GN GP 3.66
14 GN NGP + - -
15 GN + — — -
16 G~ + - — -
17 GN GN GN + —
18 GN GN GN P <200
19 GN + - - -
20 GN GN GN 4.75
21 GN GP GP 3.71
22 NG N GN GP NGP GP 2.69

% transmission

L. 0 36 42 Moyenne 3.95
positive

Abréviations ; NG : moustique non gorgé. P : transmission positive. + : moustique mort. G : moustique gorgé. N : transmission négative.

TABLEAU VI

Expérience C : Transmission du virus amaril par Aedes aegypti infecté par voie orale.
Résultats en fonction du titre de virus chez le moustique.

N° du siau Titre du virus Transmission % de transmission au cours
moustique (logarithmique) 1®* repas 2¢ repas 3¢ repas des deux derniers repas
4 < 2.00 N N N 0
18 < 2.00 "N N N
22 2.69 N P P 50
8 2.71 N N N
2 3.00 N N N
6 3.30 N N P 50
13 3.66 N N P
21 3.71 N P P
20 475 N N N 0
Abréviations : P : transmission positive. — : résultat non observé. N : transmission négative.
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une nouveauté : la transmission du virus amaril est nulle
au 7¢ jour chez les moustiques infectés par voie digestive,
faible au 9° jour chez les moustiques infectés par voie
parentérale (15 %); par contre avec le virus Zika, la
transmission est élevée dés le 7¢ jour (88 %). Dans la
nature la transmission du virus amaril nécessitera donc
une longevité plus grande des vecteurs, ce qui diminue
évidemment ses chances de succes.

— Un moustique infecté ne transmet pas obligatoire-
ment; ceci est particulierement net dans I'expérience C ou
moins de 50 % des moustiques ont transmis pendant les
3 semaines qui ont suivi I'infection.

— Un moustique ayant déja transmis ne transmettra
pas obligatoirement au cours des repas ultérieurs. Avec le
virus amaril (expérience A) et en se référant au 2° repas
ol la transmission a été maximale, 30 % des repas ulté-
rieurs n’ont pas permis la transmission ; avec le virus Zika
(expérience B), en se référant au 1 repas, ce pourcentage
n'est que de 11 %. De plus la transmission apparait
comme irréguliére, certains moustiques ayant transmis
aux 2°¢ et 4° repas n'ont pas transmis au 3° repas. Ces
constatations s'inscrivent donc en faux contre I'hypothése
parfois émise qu'un moustique infecté reste infectant pen-
dant toute la durée de sa vie.

Résultats demandant confirmation

— Le taux de transmission semble baisser avec le
temps ecoulé aprées Finfection du moustique. Dans I'expé-
rience A le taux de transmission maximum au 2° repas
(80 %) a ensuite diminué au cours des 3¢ (60 %) et 4°
repas (50 %): avec le virus Zika il a été sensiblement
identique au cours des trois premiers repas (88 %, 91 %
et 95 %) pour s’abaisser légérement au 4° repas (79 %). Si
cette observation se trouvait confirmée, elle signifierait
que, passé le délai d'incubation, la transmission est beau-
coup moins efficace avec le virus amaril qu’avec le virus
Zika. Cette baisse du taux de transmission avait déja été
observée par Chamberlain et Sudia (1955) pour I'encépha-
lite équine orientale (EEE) et par Mclntosh et Jupp (1970)
pour le virus chikungunya.

Cette baisse du taux de transmission permet de se
demander si le virus n'aurait pas un certain pouvoir
pathogéne sur le moustique; il n’est pas impossible que la
multiplication du virus provoque la destruction de certai-
nes cellules des glandes salivaires, ce qui pourrait entrai-
ner la diminution ou la suppression de la fabrication de la
salive; ceci aurait évidemment un effet sur la transmis-
sion. Notons que dans les expériences B et C les mous-
tiques les plus infectés (B 30 et C20) ont peu ou pas
transmis : peut-étre la grande quantité de virus a-t-elle
entrainé une destruction rapide des glandes salivaires !

— Avec le virus amaril (expérience A), il semble que
la recharge en virus de la salive demande un certain
délai : quatre moustiques ont transmis par simple son-

dage, sans qu'il y ait eu repas de sang; deux de ces
moustiques ont également transmis le lendemain en se
gorgeant (moustiques A 2 au 3¢ repas, A 4 au 2° repas);
par contre les deux autres n'ont pas transmis le lendemain
(A 26 au 2¢ repas) ou le surlendemain (A 13 au 4° repas),
malgré un repas de sang complet. Ce phénoméne n’a pas
été observé avec le virus Zika que deux moustiques ont
transmis réguliérement pendant trois jours consécutifs
(B 4 au 3°repas, B 12 au 4° repas).

— Avec le virus amaril (expérience A), il semble y
avoir une relation entre la transmission et la quantité de
virus contenue dans le moustique. Cette relation, si elle se
confirme, n'est que statistique car elle comporte des
exceptions : le moustique A 25 peu infecté a bien transmis
et le moustique A 14 bien infecté, n'a jamais transmis; il
pourrait également y avoir une limite supérieure a cette
relation, lorsque le moustique contient beaucoup de virus
(B 30 et C20).

CONCLUSIONS

L’incubation chez le moustique du virus amaril est
plus longue que celle du virus Zika. Passé ce délai d'incu-
bation, la transmission n’a pas obligatoirement lieu a
chaque piqure et il semble qu’elle soit sensiblement moins
efficace avec le virus amaril.

On ne peut évidemment extrapoler ces résultats, obte-
nus dans des circonstances expérimentales trés particulié-
res, a ce qui se passe dans la nature ou les vecteurs et les
modes de contamination sont différents. Cette faible effi-
cacit¢ de la transmission du virus amaril expliquerait
cependant assez bien la moindre fréquence des poussées
dues a ce virus au Sénégal Oriental; rappelons que cette
région est caractérisée par une courte saison d'activité des
vecteurs et un nombre important de singes qui ne recoi-
vent de ce fait que relativement peu de piqlires (Cornet et
al., 1978); dans ces conditions le virus Zika aurait un
cycle d'amplification plus rapide et les poussées épizoo-
tiques pourraient se produire méme avec une proportion
importante de singes immunisés, comme cela a été le cas
en 1976; avec le virus amaril le cycle d'amplification,
plus lent, ne pourrait aboutir a une poussée épizootique
que si la quasi-totalité des singes est réceptive, ce qui
allongerait la périodicité de ces poussées.

Il nous semble donc utile de poursuivre ce type
d’expérimentation en se rapprochant le plus possible des
conditions naturelles. Les résultats obtenus, joints aux
observations recueillies sur le terrain, devraient nous per-
mettre de mieux saisir les mécanismes de circulation des
virus.
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bien voulu se charger de la lourde tiche consistant & essayer
d’analyser statistiquement les résultats de cette expérimentation.
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