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SUMMARY

A nEw virus, Punom-PeENH BAT VIRUS,
1SOLATED IN CAMBODIA FROM A SHORT-NOSED FRUIT BAT,
« CYNOPTERUS BRACHYOTIS ANGULATUS » MiLLER, 1898

A new virus A 38-69 was very easy to isolate by intra-cerebral ino-
culation of suckling mice with either salivary glands or brown fat of
8 bats, Cynopterus brachyolis angulaius, collected on the banks of the
Mekong at Phnom-Penh. There was no virus found in brain or blood. The
size of virus particles was under 50 nm as shown by filtration. The virus
was sensitive to ether and deoxycholate.

A haemagglutinin was producéd at high titer by any of three
methods: crude alkaline, fluorocarbone and sucrose-acetone extraction.

The virus is pathogenic for adult mice and has a cytopathogenic effect
for chick embryo cells, but not for monkey kidney cells.

Infection of mosquitoes by feeding on infected suckling mice was
unsuccessfull and no transmission to healthy suckling mice was demonstrated.

However, complement fixation tests indicates that A 38-69 belongs
to group B of Arboviruses, but is different from the group B viruses held
by the Reference Centers of YARU (Yale Arbovirus Research Unit) and
Dakar, and the name of Phnom-Penh bat virus is proposed.

This rare virus was detected only in bats and only bats were found to
have the homologous antibodies in the serum. :

Kev-worps: Phnom-Penh bat virus, Bat, Cambodia, Arbovirus,
Flavivirus; Isolation, Mice.
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Outre le virus rabique, 25 virus ont étéisolés chez des chauves-souris[30]
depuis la découverte du virus Rio Bravo en 1954 par Burns au Texas [7, 8]
et Johnson en Californie [16]. Les principaux virus isolés sont groupés
dans le tableau I.

Les virus Chikungunya [15], de la maladie de la forét de Kya-
sanur (KFD) [25, 26], West-Nile [24], des encéphalites japo-
naise B (JBE) [32], de St Louis (SLE) [1, 31] et du Venezuela (VEE)[13, 27]
sont des arbovirus parfois retrouvés chez les chauves-souris. Les virus
Catu [10], Guama [10], Nepuyo [9] et de la fievre jaune [2] I'ont été excep-
tionnellement.

Quatre autres sont des arbovirus probables ou possibles : Issyk-Kul [19]
et Keterah [10] isolés aussi & partir d’argasidés, Japanaut [10] retrouvé en
méme temps chez des moustiques, Sokuluk [20] isolé a la fois chez des
chauves-souris et dans un sang humain.

Tacaribe [14] appartient au groupe du méme nom ; apparenté sérolo-
giquement au virus de la chorio-méningite lymphocytaire, il se rattache
donc aux Arénavirus.

Deux autres, Entebbe bat salivary gland virus (Simpson, cité par
Metselaar [21]) et Mount Elgon bat virus (Metselaar [21]) ont pu infecter
expérimentalement Aedes aegypti, mais I'infection naturelle des arthropodes
n’a jamais été démontrée.

Enfin les virus Dakar bat [6, 11, 29, 33, 34], Gossas [10], Kern Canyon et
Lagos bat [5], Montana Myotis leukoencephalitis (MML) [4], Rio
Bravo [3, 12] et Yogué [10] n’ont jamais pu faire la preuve de leur identité
arbovirale.

Bien plus, grace a leur morphologie en obus et & leur striation trans-
versale, on a pu rattacher les virus Kern Canyon (Murphy [22]), Lagos bat
et Mount Elgon bat (Murphy [23]) aux Rhabdovirus (Knudson [17]).
Le virus Lagos bat posséde dans sa nucléocapside le méme antigéne protéi-
nique que le virus rabique et le virus Mokola, et appartient done au groupe
rabique des Rhabdovirus (Shope [28]).

Jusqu’a présent, seuls 6 arbovirus ont été isolés de chauves-souris en
Asie : ‘

— au Japon : JBE, par Sulkin en 1963 [32] ;

— en Malaisie : Keterah, en 1966 [10];

— aux Indes : KFD, par Pavri et coll. en 1968 [25] et Rajagopalan
et co'l. en 1969 [26], et West Nile par Paul [24] ;

— en République Kirghize soviétique : Issyk-Kul et Sokuluk, par
Lvov et coll. [19, 20].

Le virus A 38-69, différent de tous les virus des Centres de Référence,
a €té isolé d’un lot de chauves-souris capturées dans un quartier de Phnom-
Penh, capitale du Cambodge.

IC = injection intracérébrale.
IP = injection intrapéritonéale.




TaBLeEau 1. — Primo-isolements des principaux virus isolés
chez les chauves-souris (le virus rabique excepté).

Groupe Virus Auteur et réf. Année Chauves-souris Pays
Arénavirus Tacaribe Downs [14) 1956 Artibeus Trinidad
Alphavirus Chikungunya Brés [ 6] 19064 Scotophilus Sénégal

VEE Prias-Landinez [101 1966 Carollia perspicillata Colombie
Flavivirus JBE Sulkin 32 1963 Miniopterus-Rhinolophus Japon
KFD Rajagopalan 26 1968 Rhinolophus rouxi Indes
WN Paul 24 1968 Rouseltus leschenaulti Indes
Sokuluk Lvov 20 1970 Verspertilio pipistrellus Sibérie
Phnom-Penh bat 1969 Cynopterus brachyotis angulatus Cambodge
Rio Bravo - Burns ; Johnson [7;8; 16 1954 Tadarida brasiliensis mexicana Texas-Californie
SLE Sulkin 31 1966 id. Texas
MML Bell 4 1958 Myotis lucifugus Montana
Entebbe bat Lumsden 18 1957 Tadarida chaerephon limbata Ouganda
Dakar bat Brés 6 1962 Vespertilionides-Scotophilus Sénégal
Rhabdovirus Kern Canyon Johnson 1956 Myotis yumanensis Californie
. Lagos bat Boulger [ 5] 1956 Eidolon helvum Nigeria
Mount Elgon bat Metselaar [21] 1964 Rhinolophus hildebrandtii eloguens Kenya
Non groupés Keterah [107 1966 Scotophilus temmenckii Malaisie
Japanaut Marshall 110] 1969 Syconyeteris crassa Nouvelle-Guinée
Issyk-Kul Lvov [19] 1970 Nyctalus noctula Sibérie
Gossas Bres 110] 1964 Tadarida Sénégal
Yogue Robin [10] 1069 Rousettus aegyptiacus Sénégal
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MATERIEL ET METHODES

]I. — ORIGINE DE LA SOUCHE

. Dans le cadre des recherches sur 1’épidémiologie des arbovirus, effectuées de
1965 & 1969 a I'Institut Pasteur du Cambodge, 633 chauves-souris ont été capturées
et soumises aux|prélévements. Elles provenaient presque toutes de la région de
Phnom-Penh, en particulier de Chrui Chang War, Prek Kadam, Prek Prakong et
Prek Phnau. Cynopferus brachyotis angulatus Miller, 1898, Pleropus giganieus
Briinnich, 1782, [Taphozous longimanus longimanus Hardwicke, 1825 et Scotophilus
kuhlii gairdneri [Kloss, 1917, constituaient les principales espéces.

Signalons que, dans la région considérée, C. b. angulatus a pour ectoparasites
hématophages spécifiques un diptére pupipare, Nyctéribiidé, Cyclopodia ferrarii
ferrarii (Rondani, 1878) et une punaise, Cimicidé, A phrania vishnou (Mathur, 1953).

II. — JSOLEMENT ET PASSAGES

Aprés anesthésie a I’éther et saignée a blanc par ponction cardiaque, on a pré-
levé les glandes salivaires (essentiellement sous-maxillaires et sublinguales), le
cerveau et la graisse brune interscapulaire de chaque animal.

Le sérum non dilué, les glandes salivaires, le cerveau et la graisse brune, aprés
broyage en milieu phosphaté tamponné, albuminé 4 0,75 p. 100 ont été inoculés
séparément, sans antiblotiques, par injections intracérébrale (IC, 0,02 ml) et
intrapéritonéale (IP, 0,03 ml), 4 des souriceaux de moins de 48 heures de race
albinos, Swiss.

Les passages ont été effectués a partir des cerveaux de souriceaux paralysés,
broyés et dilués a 10— et 10—2 dans le m&me milieu, puis inoculés a 2 portées de
souriceaux par injection IC (0,02 ml) pour les deux premiers passages et dilués
4 10-2 et 102 ponr les suivants.

III. — PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

Pour la filtration, on a utilisé les filtres « Metricel Gelman » de 200 nm et milli-
pore de 100 nm et 50 nm de porosité. ‘

Les tests a 1'éther et au désoxycholate de sodium ont été conduits selon les
techniques de Theiler (1957) et de Sunaga (1960).

Le sérum de lapin dilué au tiers en soluté physiologique stérile, a été utilisé
comme support pour la lyophilisation des souches.

IV. — PROPRIETES BIOLOGIQUES

A chaque passage, un controle histopathologique, aprés fixation dans le liquide
de Bouin et coloration & I’hématéine-éosine-safran, a permis de suivre I’adaptation
de la souche au souriceau par I’accroissement de I'intensité des lésions au fur et a
mesure des passages.

Les antigénes aqueux alcalins, au fréon ou au saccharose-acétone, préparés selon
la méthode de Porterfield (1960), ont permis d’exécuter les réactions d’hémagglu-
tination et d’inhibition de I’hémagglutination selon les techniques de Clarke (1958).

Le pouvoir pathogéne expérimental a été recherché chez la souris adulte, le rat
et le cobaye par voies IC et IP, et en cultures cellulaires de premiére explantation
(Rein de singe. Fibroblastes de poulet).

Enfin, on a tenté de transmettre expérimentalement le virus Phnom-Penh bat
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par Aedes aegypti, Culex pipiens quinquefasciatus et Culex tritaeniorhynchus.
Au temps J moins 4, on a inoculé des cerveaux du 8¢ passage a 102 4 6 portées de
souriceaux par IC (0,02 ml).

Au temps J,, on a nourri des moustiques femelles sur les souriceaux paralysés.

Aux temps J, (aussitot apres le repas sanguin), J,, Jy, et Ji5 on a broyé indi-
viduellement les moustiques dans 1 ml de solution de Hanks avec antibiotiques
et 0,75 p. 100 d’albumine bovine. Aprés centrifugation a 2 000 tours par minute
pendant 20 minutes, on a titré le surnageant par inoculation IC a des souriceaux,
sous un volume de 0,02 ml.

De plus a J;, Jy et J,5, on a nourri les moustiques infectés sur des souriceaux
sains, endormis au nembutal (0,01 ml d’une solution & 0,65 p. 100 & usage vétéri-
naire) et emmaillotés dans une épaisseur de gaze. On a ainsi étudié la transmission
en observant les animaux pendant 8 jours et en tentant un passage aveugle 4 la
fin de P'observation.

RESULTATS

I. — HISTORIQUE DES PASSAGES

La nouvelle souche virale a été isolée chez 8 Cynopterus b. angulatus,
chauves-souris frugivores, réunies en un seul lot (A 38-69), capturées le
11 juin 1969 dans les greniers des cases sur pilotis, & Chrui Chang War
(quartier banlieue de Phnom-Penh, situé sur la presqu’ile que forme
I'embouchure du Tonlé Sap dans le Mékong).

Les tentatives d’isolement & partir du sérum, du cerveau et des ecto-
parasites de ces chauves-souris, méme aprés un passage aveugle, ont été
infructueuses.

Par contre, on a facilement isolé le virus, que ce soit dans les glandes
salivaires ou dans la graisse brune. Chez tous les animaux, la maladie a
commencé a se manifester dés le 8¢ jour : ils ont présenté des crises épilep-
tiformes avec cyanose et morsure de la langue, la maladie se compliquant
le lendemain de paralysies des membres postérieurs. Les souriceaux laissés
en observation, sont tous morts le 10e jour.

Les passages poursuivis parallelement avec les 2 isolements A 38 C
(glandes salivaires) et A 38 D (graisse brune) ont donné des résultats
superposables :

— stabilisation de la période d’incubation & 5 jours dés le 5¢ passage ;
— titre trés élevé du virus :

a) alisolement :

1042 DL 50/0,02 ml dans les glandes salivaires,

104 DL 50/0,02 m] dans la graisse brune ;

b) dans le cerveau des souriceaux :

supérieur & 10° DL 50/0,02 ml au 3¢ passage,
égal 4 101t DL 50/0,02 ml au 5¢ passage ;
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c) dans le sang des souriceaux :
. supérieur a 10° DL 50/0,02 ml au 10¢ passage.

Les tentatives de réisolement & partir des glandes salivaires et de la
graisse brune ont été toutes deux fructueuses.

II. — PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

Les filtrations avec les filtres de porosité 200 nm et 100 nm n’ont pas
entrainé de baisse notable du titre; et avec ceux de 50 nm de porosité,
le titre s’est encore élevé au-dessus de 10® DL50/0,02 ml.

Les épreuves de sensibilité 4 I’éther et au désoxycholate ont montré
respectivement des différences de 4 et 5 logarithmes avec 1’épreuve témoin.

Aprés la lyophilisation, facile & réaliser, on n’a pas noté de baisse du
titre. »

I1I. — PROPRIETES BIOLOGIQUES

Les lésions histopathologiques, d’abord discrétes et mon spécifiques,
puis plus marquées au fur et & mesure des passages, sont devenues évoca-
trices avec présence d'une nécrose massive des le 5 passage. Elle était
beaucoup plus intense au niveau du cortex cérébral que dans les cornes
d’Ammon. En outre, on a remarqué au niveau des poumons une alvéolite
hémorragique et une pneumonie réticulée hypertrophique. Au niveau des
reins, du foie et de la rate, on a observé des lésions congestives, hémorra-
giques et inflammatoires histiolymphocytaires, relativement discretes.

Dés le 4¢ passage, on a facilement obtenu un antigéne hémagglutinant
aqueux alcalin, en fréon ou en saccharose-acétone, avec ou sans protamine,
a 220 C, au pH optimal de 5,7 et avec un titre au 1/5 120¢, quelle que soit
la méthode utilisée.

Chez les souris adultes, la souche a été pathogeéne régulierement par IC
et trés irréguliérement par IP. ‘

Les cobayes, inoculés avec 0,15 ml & 10-2 par IC et 0,25 ml par IP
sont morts au 26€ et au 40¢ jours aprés I'inoculation, sans qu’on ait pu
retrouver le virus.

Les rats inoculés par IC (0,1 ml) et IP (0,25 ml) n’ont jamais été malades.

En cultures cellulaires de rein de singe, aucune lésion n’a été décelée
méme aprés un passage aveugle; par contre, la souche s’est facilement
adaptée aux fibroblastes de poulet avec un effet cytopathogéne apparais-
sant au 6¢ jour de I'incubation.

Les essais d’infection de Aedes aegypti, de Culexr pipiens quingue-
fasciatus et de Culex trifaeniorhynchus, et les tentatives de transmission
par ces mémes moustiques ont toutes été infructueuses, bien que le titre
du virus chez ces moustiques aussitot apres le repas infectant, se soit élevé
a 108 DL50/0,02 ml.
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IV. — IDENTIFICATION

En typage de groupe, seul le sérum polyvalent anti-groupe B des
arbovirus a inhibé I’hémagglutination & un taux de 1/640¢ et en fixation
du complément, le virus a réagi avec ce sérum 4 un titre de 1/4.

Au sein du groupe B, I'identification a été menée successivement par
le Docteur J. Casals au Centre International (« Yale Arbovirus Research
Unit » ou YARU) et par le Docteur Y. Robin au Centre Régional de Réfé-
rence (Institut Pasteur de Dakar).

Au YARU, l'identification en fixation du complément a été réalisée
avec des immunsérums préparés sur souris (2 injections, et saignée une
semaine apres). Le titre homologue du virus Phnom-Penh bat a été de 1/256.
Contre les virus suivants du groupe B, le sérum anti-A 38-69 a donné les
titres de :

— 1/64 avec Alfuy, Banzi, Ilheus, MVE, SLE, Tembusu et West Nile ;

— 1/32 avec Apoi, Cowbone Ridge, Edge Hill, Israel turkey meningoen-
cephalitis, JBE, Kadam, Langat, Ntaya, Powassan, RSSE, Tyuleniy,
Usutu, Wesselsbhron et Zika ;

— 1/16 avec Rio Bravo, Bussuquara, Central European tick-borne,
Dakar bat, dengue type 3, KFD, Kunjin, Looping ill, MML, Negishi,
Spondweni et fievre jaune ;

— 1/8 avec dengue type 4, Entebbe bat, IbAn 10 069, Modoc et Omsk
haemorragic fever ;

— au-dessous de 1/8 avec les virus de la dengue des types 1 et 2, Koko-
bera et Stratford.

On a alors pratiqué une réaction croisée en fixation du complément
avec les virus qui ont donné une réaction positive au 1/64¢ (tableau II).

TasrLeau II. — Identification de Phnom-Penh bat
par réaction croisée de fization du complément.

Immunsérums
Antigeénes
Fiévre . West Tem-
A 38-69 jaune Banzi Nile Alfuy | pren | Hheus MVE SLE
A 38-69 512/128 0/0 0/0 8/8 8/8 0/0 0/0 0/0 16/8
Fiévre jaune | 32/64 |64/256+
Banzi 32/64 64/256+
‘West Nile 64/128 256+/256+
Alfuy 128/32 256/138
Tembusu 32/128 64/256
" Ilheus 128/256 256/256+
MVE 64/256+ 256+/256+
SLE 128/128 256+/256+
"
(Inverse du titre sérum/Inverse du titre antigéne.)
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A Dakar, en fixation du complément, A 38-69 a réagi au 1/16¢ avec
le sérum homologue et a donné des résultats négatifs avec les virus suivants
du groupe B :

Ntaya, Dak Ar B 209 (Bagaza), Wesselsbron, Dak Ar Y 310, Usutu,
Dak Ar Y 276, West Nile, Dak An D 5443 (Koutango), Dakar bat,
Uganda S, Dak An D 4600 (Saboya), Banzi, Dak Ar B 490 (Bouboui),
figvre jaune, Zika, Spondweni, Bukalasa bat, Ar T 285 (Royal Farm),
Kadam et Dak H D 10 674 (dengue type 2).

Le virus Phnom-Penh bat appartient donc sérologiquement aux Fla-
vivirus, ¢’est-a-dire au groupe B des arbovirus, ce que ne contredisent pas
ses propriétés physico-chimiques, mais il est différent de toutes les souches
du groupe B répertoriées au YARU et & Dakar.

DISCUSSION

Ce virus est donc un nouveau prototype. Il a été facile a isoler et a
adapter au souriceau chez lequel il atteint un titre particuliérement élevé.
Ses caractéristiques sont trés franches et cependant, comme beaucoup de
virus isolés chez les chauves-souris, Phnom-Penh bat n’a pas donné la
preuve formelle de sa nature arbovirale. Toutes les tentatives de trans-
mission ou d’infection de moustiques ont abouti & des échecs. Mais nous
n’avons pas poursuivi 'expérimentation au-deld du 15¢ jour, en raison
du faible nombre de moustiques utilisés. Or, Metselaar [21] n’a détecté
Mount Elgon bat chez les moustiques contaminés par repas sanguin qu’apres
une éclipse de 22 jours, alors que le virus s’est manifesté dés le 6¢ jour
aprés l'inoculation intra-thoracique des moustiques. Et des expérimenta-
tions plus prolongées ou des tentatives d’inoculation intra-thoracique
auraient pu alors étre positives avec le virus Phnom-Penh bat. Quoi qu’ilen
soit, les caractéristiques physico-chimiques franches paraissent rattacher
A 38-69 aux arbovirus et ses propriétés sérologiques le font classer dans les
Flavivirus. :

Sur les 25 virus isolés chez les chauves-souris, 11 appartiennent donc
au groupe B des arbovirus (Rio Bravo, Entebbe bat, MML, Dakar bat,
Phnom-Penh bat, Sokuluk, JBE, KFD, SLE, fievre jaune, West Nile),
2 au groupe A (Chikungunya et VEE), 1 au groupe C (Nepuyo), 2 au groupe
Guama (Catu et Guama), Tacaribe appartient aux Arénavirus et 3 autres
(Lagos bat, Kern Canyon et Mount Elgon bat), naguére classés dans les
arbovirus non groupés, sont des Rhabdovirus. Quant aux 5 derniers, Gossas,
Issyk Kul, Japanaut, Keterah et Yogué qui sont eux aussi des virus non
groupés, il serait intéressant de vérifier si leur morphologie ne les apparente
pas aux Rhabdovirus.

Phnom-Penh bat semble un virus rare, car il n’a jamais été trouvé
ailleurs que chez des chauves-souris (2 souches isolées sur 633 examinées,
aucune souche sur 218 rongeurs, 132 oiseaux, 2 676 reptiles, 1 139 hommes,
247 966 arthropodes dont 238 576 moustiques). En sérologie de routine,
on a détecté des anticorps inhibant I’hémagglutination de Phnom-Penh bat,
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mais ce sont sans doute des anticorps hétérologues, car ils sont accompagnés
que ce soit chez I'homme ou chez le singe, par d’autres anticorps du
groupe B, généralement & un taux supérieur. Par contre, on a trouvé des
anticorps isolés, a des titres variant entre le 1/20¢ et le 1/160¢, chez Cynop-
terus brachyotis angulatus (9 sérums positifs sur 64 testés). Les sérums des
autres chauves-souris ont tous été négatifs.

CONCLUSION

Le virus Phnom-Penh bat (A 38-69), isolé & la fois dans les glandes
salivaires et dans la graisse brune de 8 Cynopterus brachyotis angulatus,
souche nouvelle, peu répandue, se rattache par ses propriétés physico-
chimiques et sérologiques au groupe B des arbovirus, les Flavivirus, bien
que la preuve formelle de sa nature arbovirale n’ait pas été fournie.

RESUME

Le virus A 38-69, Phnom-Penh bat, a été isolé facilement a la fois dans
les glandes salivaires et dans la graisse brune de 8 chauves-souris, Cyno-
pterus brachyotis angulatus, capturées & Phnom-Penh, au Cambodge, par
inoculation a des souriceaux nouveau-nés.

Ses caractéristiques physico-chimiques, en particulier la sensibilité
4 I'éther et au désoxycholate, et I’existence d’une hémagglutinine semblent
le rattacher aux arbovirus.

Ce virus est pathogéne pour la souris adulte par voie cérébrale et pour
les fibroblastes de poulet. Les tentatives de transmission par les moustiques
ou d’infection de moustiques ont échoué.

L’identification par fixation du complément classe ce virus dans le
groupe B des arbovirus, mais montre qu’il est différent de toutes les souches
de référence de ce groupe des Centres du « Yale Arbovirus Research Unit »
et de Dakar.

Ce virus n’a été trouvé que dans un seul lot de chauves-souris, et c’est
uniquement dans la méme espéce de chauves-souris que 'on a découvert
des anticorps homologues.

Mots-cLEs : Virus Phnom-Penh bat, Chauve-souris, Cambodge, Arbo-
virus, Flavivirus; Isolement, Souris.
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