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Reésumeé

La transmission verticale du virus Pacut, chez le phlébotome Lutzomyia flaviscutellata, a été mise en épi-
dence au cours d’une expérience condutte de décembre 1981 & janvier 1982, dans une forét des environs de Belém,
Para {Brésil}.

La valeur relativement élevée du taux de transmission transovarienne, estimé & plus de 10 %, laisse & penser
que ce type de transmission joue un role non négligeable dans le cycle selvatique de ceite arbovirose. En fait, la
transmission verticale est trés probablement un phénoméne indispensable a la survie du virus Pacut, contraint
de se matntenir sur place & cause des faibles capacités de dispersion & la fois de son vecteur et de ses hétes ver-
tébrés.

Mots-clés : Transmission transovarienne — Arbovirus — Virus Pacul — Lutzomyia flaviscutellata — Phlé-
botome — Brésil.

Summary

DEMONSTRATION OF THE TRANSOVARIAN TRANSMISSION OF Pacur virus i~ Lutzomyia flaviscutellata
(prLEBOTOMINAE). [EpIDEMIOLOGICAL IMPLICATIONS. The vertical transmission of Pacui virus has been
demonsirated in the sandfly Lutzomyia flaviscutellata. Experimenis were done between december, 1981 and
january, 1982 in a forest near the town of Belém, Pard (Brazil).

The rather high value of the transovarian transmission rate (estimaied to be about 10 %, ) allows us to think

that this type of transmission plays an important part in the selvatic cycle of this arbovirus. Thus, Pacui virus,

Travail ayant bénéficié d’une subvention du CNPq {Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico).
E;}tomologiste médical de 'O.R.S.T.O.M., Instituto Evandro Chagas, F. SESP, C.P. 621, 66 000 Belém, Pard, Brésil.

\ Virolooues o VI E.CC.. mdme adresse
] Yurowogues ¢ o £.45.0.., MEme aaresse.

Entomologiste médical & I'.E.C., méme adresse. )
Ex-Directeur de UI.E.C., E. SESP, Consultant OMS en vireses, Unité d’Epidémiologi.e, PAHO., 0.M.S., Washington,



208 J.-P. Hervé, A. P. A. Travassos da Rosa, G. C. Sd Filho, J.-F. Travassos da Rosa, F.-P. Pinheiro

with a vector and vertebrate hosts unable of much dispersion, may be obliged to use this type of transmission in

order fv survive at the same place.

Key words : Transovarian transmission — Arbovirus — Pacul virus — Lutzomyia flaviscuteliata — Sand-

fly — Bra=l.

1. Introduction

Le virus Pacui, arbovirus du groupe Phlebo-
tomus, a été isolé, au Brésil, de rongeurs forestiers
{(Woodall, 1967 ; Taylor, 1967) et de phlébotomes
appartenant & Despéce Lutzomyia flaviscutellata
(Mangabeira, 1042) ( Aitken et al., 1975).

Sur cent souches isolées de ces phlébotomes,
trois provenaient de lots constitués exclusivement
de mdles. La transmission transovarienne avait alors
été rnvisagée comme une des explications possibles
de ces isolements,

Une expérience réalisée a I'Institut Evandro
Chagas {Fondation 5.E.5.P.) en décembre 1981 et
janvier 1982 permet, en recourant & des femelles
naturellement infectées, de démontrer le passage
transovarien du virus Pacui chez L. flaviscutellata.

9. Mateériel et méthodes

2.1. PRINCIPE EXPERIMENTAL

Des femelles de L. flaviscutellate ont été cap-
turées en forét et mises & pondre au laboratoire.
Les femelles d’une part et leurs pontes d’autre part
ont ensuite fait Uobjet de tentatives d’isnlement
d’arbovirus.

9.2 7ZONE D ETUDE

Notre choix s’cst porté sur la localité méme ol
Aitken et al. {ap. cit.) ont obtenu leur série d’isole-
ments. Les captures ont done eu lieu dans un
lot forestier, dit « forét de Catu » (1028 S-47955" W),
lequel est situé dans l'enceinte de I'LP.E.AN.
(Instituto de Pesquisas e Experimentacio Agrope-
cuarias do Norte) et appartient 4 la nappe fores-
tibre amazonienne enserrant au nord et a lest la
ville de Belém. Cette forét, non inondable, est du
type humide sempervirent (Rizzini, 1979). Le cli-
mat est du type équatorial,

2.3. METHODES D ETUDE

Toutes les techniques que nous avons ulilisées
pour la capture et Pélevage de L. flaviscutellata ont

été mises au point et décrites en détails par Ward
(1977). Nous n’en ferons done qu’un bref rappel.

2.3.1. Capture et gorgement des femelles

Les femelles sont capturées au moyen d’un
piége utilisant comme appdt un rongeur de Pespéce
Proechimys guyanensis (Geollroy, 1803). Le piége
est visité quotidiennement et seules les femelles
complétement gorgées de sang, en principe sur
Pappét, sont récoltées et ramenées au laboratoire.

2.8.2. Obtention des pontes

Les femelles gorgées sont conservées a l'insec-
tarium, dans des tubes de plastique individuels, et
dans une atmosphére dont le degré hygroméirique
est toujours supérieur 4 95 %,. Elles pondent, envi-
ron trois jours aprés leur gorgement, sur le papler
filtre humide disposé a Uintérieur du tube.

2.3.8. Méthode d’isolement

Les femelles d’une part, les ceuls d’autre part,
sont regroupés en lots de telle sorte qu'a chaque
lot de femelles corresponde un lot regroupant les
ceufs pondus par celles-ci.

Ces lots font 'objet de tentatives d’isolement
d’arbovirus par inoculation directe aux souriceaux
nouveau-nés. Les tentatives de réisolement et les
épreuves de litrage sont réalisées par ensemence-
rent sur cellules Véro.

3. Résultats

3.1. ISOLEMENTS ET IDENTIFICATION

Du 11 décembre 1981 au 29 janvier 1982, 403
femelles de L. flaviscutellata ont été capturées. gor-
gées. Elles ont pondu 13 865 ceufs.

Ces femelles ont été rvegroupées en 35 lots
contenant de 3 & 24 individus. Les 35 lots de ponte
correspondant contenaient de 163 & 569 ceufs.

Une souche (BE AR 400 231), identifiée au
virus Pacui, a été isolée de 14 femelles récoltées
le 29 janvier 1982.

Une souche (BE AR 400 232), identifiée aun

Cah. O.R.S.T.O.M.; sér. Ent. méd. et Parasitol., vol. XXII, n® 3, 1984 : 207-212



Transmission transovarienne du virus Pacut

209

méme virus, a été isolée a partir des 532 csufs pon-
dus le 2 février par ces mémes femelles.

L’identification des souches a été faite au
moyen du test de fixation du complément (Fulton
et Dumbell, 1946), en utilisant un sérum préparé
4 partir de la souche prototype BE AN 27 326.

3.2. CARACTERISTIQUES DES SOUCHES ISOLEES

Le temps d’incubation chez les souriceaux
nouveau-nés a4 partir du broyat initial est de 10
a 11 jours (valeur moyenne 10,7) pour la souche
obtenue des femelles et de 15 jours pour celle
obtenue de leurs ceufs. Dés le premier passage, le
temps d’incubation s’est réduit & quatre jours pour
la souche BE AR 400231 (ce qui correspond au
temps d’'incubation d’une souche du virus Pacui
adaptée aux souriceaux), alors qu’il a fallu attendre
le deuxiéme passage pour obtenir la méme valeur
avec la souche BE AR 400 232.

La souche provenaut des femelles a été réisolée
sur culture de tissu (titrage au réisolement : log
TCDg, = 2,25), alors que toutes les tentatives de
réisolement sur culture cellulaire & partir du broyat
initial d’ceufs se sont avérées infructueuses.

II semble, d’aprés ces observations, que le titre
du virus soit plus faible dans les ceufs que chez les
femelles dont ils sont issus. La transmission transo-
varienne s'accompagnerait donc d’une mnotable
déperdition virale.

Cependant, en reprenant les données dispo-
nibles 4 I'LLE.C. et relatives aux isolements d’Aitken
et al. (op. cit.) de 1968 a 1970, on constate que les
souches isolées de méales, comme celles isolées de
femelles, présentent & partir du broyat initial un
temps d’incubation chez le souriceau toujours infé-
rieur 4 13 jours et que le temps d’incubation de ces
souches se stabilise généralement & quatre jours dés
le premier passage. Ainsi, le titre & Pisolement des
souches obtenues de males (donc d’origine transo-
varienne) apparait-il, comme celui des souches obte-
nues de femelles, supérieur & celul des souches iso-
lées a partir d’ceufs. Cela signifie qu’apreés la baisse
du titre viral consécutive au passage transovarien
du virus, on assiste & une restauration de ce titre
chez les adultes issus de ces ceufs. II y a donc en
multiplication du virus, soit pendant le développe-
ment préimaginal, soit chez I'adulte.

Ce phénomeéue a déji été mis en évidence chez
Lutzomyia trapidot (Fairchild et Hertig, 1952) par
Tesh et al. (1972), au cours d’une expérience de
transmission transovarienne du virus de la stoma-
tite vésiculaire — sérotype Indiana (VSI). Ces

auteurs ont en effet constaté, aprés passage transo-
varien de ce virus, que son titre était minimum
dans les ceufs puis augmentait réguliérement & cha-
cun des stades préimaginaux, jusqu’a atteindre,
chez les adultes, sa valeur maximum.

3.3. REALITE DES ISOLEMENTS

Aucune souche du virus Pacui n'a été isolée
depuis plus d’un an 4 Belém. Ce virus n’a, en outre,
fait objet d’aucune expérience de laboratoire. Ceci
écarte done, de fagon formelle, toute possibilité de
contamination & partir d’un matériel autre que celui
étudié.

La souche BE AR 400231 a été réisolée (cof.
paragraphe 3.2.), ce qui confirme la réalité de son
1solement.

La souche BE AR 400 232 n’a pu étre réisolée
sur culture de tissu et le réisolement sur souriceau
nouveau-né n’a pas été tenté. Cependant toute
contamination & partir de la souche précédente
est totalement exclue car, ni a I'isolement ni au
cours des différents passages, il n’y a eu manipula-
tion simultanée du matériel.

3.4, TAux D' INFECTION

Le taux minimum d’infection, par le virus
Pacui, des femelles mises en lot lors de notre expé-
rience est égal & 2,5 9/,, (une souche isolée & partir
de 403 femelles récoltées). Ce taux ne différe pas
significativement de celur de 2,1 9/,,, constaté par
Aitken et al. dans la méme localité (Ecart-réduit :
e = 1,861). Ces auteurs avaient alors isolé 96 sou-
ches de ce méme virus & partir de 45 630 femelles
récoltées d’octobre 1968 & septembre 1970.

Rappelons que trois souches du virus Pacul
avaient alors également été isolées a partir de
13 962 males de L. flaviscutellata récoltés pendant
la méme période et dans la méme localité. Le taux
d’infection des mdles s’évaluait done & 0,215 9/,.

3.5. TAUX DE TRANSMISSION TRANSOVARIENNE

La probabilité pour que plus d’une femelle
ait été infectée parmi les 14 constituant le lot ayant
permis notre isolement du virus Pacui, est trés
faible, de l'ordre de 0,04. Cela signifie que la souche
isolée des ceufs provient d’une seule des 14 pontes
formant le lot. Or ces pontes contenaient entre
25 et 56 ceufs. Le taux minimum de transmission
transovarienne a done une valeur comprise entre

4 %, (1/25) et 1,9 %, (1/56). Cependant le virus était
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probablement présent dans plusieurs des ceufs de
la ponte & partir de laquelle 1l a éié isolé.

Cette hypothése semble se confirmer si l'on
se livre au calecul du taux de transmission sur la
base des données fournies par la publication
d"Aitken et al. (op. cit.). En effet, en admettant que
les isolements obtenus de males par ces auteurs
soient tous les trois le fait de la transmission
transovarienne (hypothése d’autant plus vrai-
semblable que ce type de transmission vient d’&tre
démontré expérimentalement), on peut considérer
que le taux d’infection des méles est égal au produit
du taux d’infection des femelles par le taux de
transmission transovarienne. Le taux de transmis-
sion transovarienne est alors égal & 10,2 9, valeur
trés nettement supérieure aux taux minimaux que
nous avons précédemment calculés sur la base de
notre propre expérience. A noter que la valeur de
ce taux, iel calculé in nature, bien que trés élevée,
n'atteint pas celles, comprises entre 20 et 25 9,
qu'ont obtenues expérimentalement Tesh et al.
{op. eit.) lors de la transmission transovarienne du
virus VSI chez L. trapidoi.

4. Discussion et conelusion

La démonstration de la transmission transova-
rienne du virus Pacul chez L. flaviscutellata au
moyen de femelles naturellement infectées, associée
au fait que trois souches de ce virus avaient déja
été i1solées de males de ce phlébotome, confirme la
réalité de cetie transmission dans la nature.

En fait, il semble que la transmission transova-
rienne d'arbovirus (et plus particuliérement ceux
appartenant au genre Phlebovirus) soit relativement
fréquente chez les phlébotomes. Whittingham
(1924), puis Moshkovky et al. (1937) et Petrisceva
et Alymov (1939) Pavaient déjd mise en évidence
chez Phlebotomus papatast (Scopoli, 1786), pour un
virus de la fievre & pappataci (SF) qui n’avait pu
alors étre typé. Tesh et al. (op. cit.) ont pour leur
part démontré expérimentalement le passage trans-
ovarien du virus VS-Indiana (VSI) chez L. trapidoi
et Lutzomytu ylephiletor (Fairchild et Hertig, 1952).
Tesh {com. pers.) a récemment obtenu, chez Lutzo-
myte longipalpts (Lutz et Neiva, 1912), des résul-
tats identiques avec le virus BE AR 411 391, arbo-
virus nouveau du genre Vesiculopirus isolé au Bré-
sil.

Autre fait s'inscrivant en faveur de cette trans-
mission est la fréquence relativement élevée d’iso-
lements d'arbovirus (généralement de Phlebovirus)

obtenus de maéles de phlébotomes. Ont ainsi éié
1solées de méles de ces insectes :

— Les trois souches de virus Pacui déja mention-
nées (Aitken et al., op. cit.).

— 5Six souches d’un virus de la fitvre & pappataci

(8F), type non précisé (Barnet et Suyemoto,
1961).

— Trois souches du virus de la fievre & pappataci,
type Sicilian (SFS), (Schmidt et al., 1971 ;
Tesh et al., 1977).

— Une souche du virus Karimabad (Tesh et al.,
1977).

— Une souche du virus Chagres, sept du virus
Aguacate, deux du virus Cacao, une du virus
Changuinola, une du virus Chilibre et quatre du
virus Punta-Toro-CO AR 3 319 (Tesh et al.,
1974 5 Tesh et al., 1975).

— Une souche du virus BE AR 407 981, probable-
ment nouveau (non publié), une du virus BE AR
411 391, nouveau également (Travassos da Rosa,
en préparation) et une du virus BE AR 413 570,
également nouveau (non publié), toutes trois
isolées & I'Institut Evandro Chagas.

Le taux de transmission transovarienne, rela-
tivement élevé (plus de 10 9), constaté chez L.
flaviscutellata, vis-a-vis du virus Pacui, montre que
ce type de transmission joue un réle considérable
dans le maintien en circulation de ce virus. Le cal-
cul montre que ce taux reste trop faible pour per-
mettre au virus de se maintenir chez le phlébotome,
par ce seul biais, au dela de la troisidme ou qua-
triéme génération. D’autre part, si le maintien du
virus était assuré par ce seul type de transmission,
les valeurs respectives des taux d’infestation des
méles el des femelles devraient &tre sensiblement
égales. Or le taux d’infestation, tel qu’il a éié
observé par Aitken et al. (op. cit.) chez les femelles,
est environ dix fois supérieur & celui des maéles.

Ainsi sommes-nous conduits & admettre que,
dans le cas du virus Pacui, un phénoméne autre
que la transmission transovarienne est nécessaire
a la survie de ce virus. Cette conclusion est analogue
a celle de Tesh et al. (1972) pour le virus VSI et
pour une valeur du taux de transmission de ’ordre
de 20 4 30 9%, Nous avons calculé que, sur les 96
souches isolées de femelles par Aitken et al. (op.
cit.), dix seulement étaient susceptibles d’avoir une
origine transovarienne. Or le virus Pacui a été isolé
A diverses reprises de rongeurs des genres Oryzomys
et Zygodontomnys (Woodall, 1967 ; Jonkers et al.,
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1968 ; Taylor, op. cit.). En outre les enquétes séro-
logiques conduites par Aitken et al. {op. cit.), tou-
jours dans la méme aire de recherche, ont montré
une prévalence d’anticorps dirigés contre ce virus
chez 20 & 40 9, des marsupiaux et rongeurs fores-
tiers terrestres. Il est done logique de penser cue
les populations de femelles de phlébotomes se
rechargent en virus sur ces mammiféres qui jouent
vraisemblablement le réle d’amplificateurs, dont
I'importance relative a été définie dans les cycles
de transmission horizontaux d’arbovirus, ou les
hétes vertébrés ne semblent pas, en général, assu-
mer la fonction de « réservoirs » (Germain et al.,
1978).

La transmission transovarienne reste cepen-
dant indispensable & la survie du virus. En effet,
en raison des faibles capacités de dispersion de L.
flaviscutellata (de ordre de quelques métres, avec
un maximum qui ne devrait pas atteindre 200,
P. Ready, com. pers.) et de ses hotes vertébrés
{entre 30 et 160 m pour les rongeurs des genres
Oryzomys et Proechimys (Aitken et al., op. cit.), une
population donnée de femelles de ce phlébotome ne
se trouve en contact trophique qu’avec un nombre
d’hétes vertébrés trés limité, Il en résulte que, lors
d’une épizootie 4 virus Pacui, les populations de
mammiféres réceptifs acquitrent rapidement une
immunité qui rvend impossible toute transmission
du virus du phlébotome & I'héote vertébré. En consé-
quence, la survie du virus n’est plus assurée que
par son maintien sur place grice & la transmission
transovarienne. Cela signifie que toute résurgence
épizootique du virus est fonction de l'apparition
des jeunes dans les populations de mammiféres hote.
Des expériences d’inoculation de ce virus & des ron-
geurs du genre Oryzomys (Aitken et al., op. cit.) ont
montré que seuls les jeunes, inoculés avec une dose
trés faible de virus, faisaient une virémie. Ce résul-

3,

tat laisse & penser, hypothése d’ailleurs déja envi-
P yp 1

sagée par ces auteurs et par Woodall (1982), que
Pinfection des rongeurs se fait uniquement chez
les jeunes au nid.

Nous sommes donc en présence, avec le virus
Pacui, d’un arbovirus pour lequel le passage sur
ool us P > Sl
I'héte vertébré amplificateur demeure encore indis-
pensable, mais semble cependant, grice & Padapta-~
tion que constitue la transmission transovarienne,
pouvoir se réduire & son strict minimum,

Cette adaptation du virus & 'arthropode peut
étre encore plus grande. C’est ainsi que certains
arbovirus ont été isolés de méles de phlébotomes
avec une fréquence égale ou supérieure a4 celle des
isolements réalisés & partir des femelles des mémes
espéces (résultats non publiés; Tesh et al., 1974).
Dans de tels cas, une trés forte présomption
s’exprime en faveur de taux de transmission
transovarienne égaux ou voisins de 100 9. Il est
alors possible d’envisager la suppression du « mail-
lon » hote vertébré dans le cycle de ces arbovirus,
dont le maintien pourrait étre assuré par les seuls
phlébotomes. Dans ce ecas, la transmission & des
hotes vertéhrés semblerait ne plus revétir qu’un
caractére sporadique et subsidiaire, en n’intervenant
plus, ou trés peu, dans le cycle de maintien et de
multiplication du virus, tandis que l'arthropode
constituerait le « vecteur-réservoir » parfait (Ger-
main et al., op. cii.).
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