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D’emblée rattachée aux Rickelisia, I'étiologie des fiévres
exanthématiques observées en Afrique Centrale a toyjours fait
I'objet de mises au point périodiques. Le rdle prépondérant
des Ricketlsta a été magistralement mis en lumiére par de
nombreux travaux parmi lesquels ceux de GIrouDp, JADIN,
PeLLissier, L.E Gac, Gaup; cependant, la participation proba-
bable de certains virus transmis par arthropodes a éié suggé-
rée dés 1921 par CLAPIER pujs reprise par LEGENDRE, LEFROU,
PierAERTS, BOYE, LLUMSDEN, SCHNEIDER,

Divers arguments cliniques, immunologiques, écologiques,
plaident en faveur de I'absence d’unité éticlogique des syndro-
mes exanthématiques en Afrique Centrale,

Le travail présenté ici se limjte & la recherche d’un chainon
épidémiologique possible & propos d’une souche isolée_préciﬁ
sément ‘au cours d'une fiévre contractée aux enviroms de
Bangui. e

La souche V 154 a été isolée sur Souriceaux d'un -sérum

humaijn & la période d’incubation d’une fiévre exanthématique

(1) Institut Pasteur de Bangui.
2) O.R.S.T.O.M,, :Ce_ntre de ;Bangu_i,
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au cours de laquelle se sont développés des anticorps neutra-
iisants et fixant lé complément (C. CmippAux-HyYpPPOLITE el A.
CHIPPAUX, 1965). Le lieu de contamination se situe en lisiére
de forét ot de nombreux vecteurs -possibles ont été capturés
parmi lesquels Aedes (Stegomyla) aegypii (Lanng, 1762). La,
souche V 154 presente des caractéres des Arbovirus, mais ne
donne pas d’ antlgene hémagglutinant, n'appartient ni au groupe
A ni au groupe B ni au groupe Bunyamwera de CasaLs, d’ol
I'intérét de savoir si elle est ou non transmissible par Arthro-
pode.

Pour eﬁectuer un essai de transmission de Mammifére &
Mammifére par des Moustiques d’élevage, nous avons étudié
dans un premier temps la virémie du Souriceau, animal sen-
sible d’élection, celle du jeune Cobaye et celle du jeune Cer-
copithéque sur lqsquels se nourrit trés volontlers Aedes aeqypiti
Les expériences de transmission ont ensuite été tentées selon
deux modes :

— essai de cycle complet de Souriceay a Sourlceau de
Lobaye a Cobaye et 'de Singe a Singe; |

- essa1 de eycle incomplet : inoculation 4 des S ou-
riceaux de brovats des Moustiques préalablement gorgés sur
Panimal d’epreuye.

Devant les difficultés éprouvées par les femelles d’Aedes & se
nourrir sur Souriceaux, nous avons effectué paral élement des
essais d’infection directe de Souriceaux par des broyats de
Moustiques gorgés sur un liquide nutritif virulent,

MATERIEL ET METHODES

I. — MATERIEL. -

Virus. La souche V 154, consérvée & moins 20° C puis &
moins 65° C a été enlretenue exclusivement sur cerveaux de
Souriceaux. Les expériences ont été faites a partir d’'un stock-
virus du 13° passage dont la DL est 10—",° sur Souriceau nou-
veau-né. inoculé par voie intra-cérébrale (1. c.), 10— sur Sour:-
ceau nouveau-né inoculé par voie sous-cutanée (s. c.); le temps
moyen de survie est de trois jours & 10—*°. La Souris adulte n’est

pas sensible mais permet d’obtenir des sérums immuns,
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Moustiques, Les expériences de transmission ont été faites
avec Aedes (Stegomyia) aegypti (Lainng, 1762). Nous avons
utilisé une souche élevée au laboratoire d’entomologie de
I'Institul Pasteur de Bangui depuis plus de six mois, descen-

dance d’un couple obtenu 4 partir de larves trouvées dans un
gite arlificiel placé a I'Institut Pasteur méme.

Arimaux d expérience .

a) Souriceaux nouveau-nés de 24 4 43 heures de I'élevage
de PInstitut Pasteur de Bangui; origine : souche B. ¢. G. de

I'Institut Pasteur de Paris, acclimatée a l'Institut Pasteur du
Cameroun, puis de Bangui.

b) Cobayes : jeunes Cobayes males, non sevrés, 4gés de
10 a 20 jours provenant également de notre élevage.

¢) Cercopithéques : deux Cercopithecus nictitans nictitans,
dgés de quelques mois, capturés aux environs de Bangui, uti-
lisés aprés plus de 15 jours d’observation, non immuns vis-a-
vis des différentes souches d’Arbovirus de référence en notre
possession et de la souche utilisée pour ce travail,

II. — METHODES VIROLOGIQUES.

" Les inoculations, les titrages, la surveillance, les préléve-
ments des cerveaux de Souriceaux, de méme que les prépara-
tions de broyats de Moustiques ont été effectués selon les tech-
niques préconisées par ’East African Virus Research Institute
d’Entebbé. Le diluant utilisé pour ’ensemble du travail a été un
tampon phosphaté albuminé a 0,75 % (fraction V d’Armour)
de pH 7,4 (en abrégé : T. P. A.); pour recueillir les échantillons
de sang, ce T. P. A. est additionné d’héparine & raison de 5
unités par ml de sang. Tous les animaux inoculés ont été
gardés strictement sous double grillage moustiquaire (cages et
salles).

Le contréle immunologique des sérums de Cercopithéques
effectué avant et aprés les essais de transmission a été fait
par séro-meutralisation sur Souriceaux selon la méthode des
100 DI, 50 (2 portées de six Souriceaux pour chaque sérum);
deux sérums témoins positifs ont été joints au titrage : un sé-
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rum trés tardif au malade chez qui la souche a été isolée et
un sérum hyperimmun préparé sur Lapin par trois inocula-
tions inira-veineuses (I, V.) a 3 jours antervalie avec une sus-
pension cérébrale virulente a 1u-. o

Etude de ia virémie :

a) chez le Sourjceau — inoculation par voie I. C. de plu-
sieurs portées de souriceaux avec une suspension a 10— (0,02 mut)
en T. P. A. de cerveau virulent (soit 10~,* DL 50-Souriceau) :
Toutes les 12 heures, deux Souriceaux de deux portées diffé-

rentes sont ponctionnés au cceur.

b) chez le jeune Cobaye : inoculation de trois Cobayes
par voie I. C, avec 0,2 ml de suspension virulente a4 16— ae
cerveau (soit 10—*,° DL 50-Souriceau), Toutes les 24 heures pen-
dant 10 jours chague Cobaye est ponctionné au sinus oculaire.

¢) chez le Cercopithéque : inoculation par voie S. C. avec
200 DL 50 sous-cutanée-Souriceauy et ponction toutes les 24
heures a la veine saphéne pendant 15 jours.

Dans les trois expériences, la virémie a été mise en évi-
dence par réinoculation I. C. immeédiate de chaque échantillon
aityé a 10—" en 1, P. A, hépariné, & au moins deux portées de
Souriceaux de 48-heures, avec titrage éventuel les jours sui-
vants,

Etude de la transmission :

Aussitot aprés le repas sanguin des Moustiques sur I’ani-
mal inoculé aux doses précisées ci-dessus, on controle la viré-
mie en prélevant un échantillon de sang dans les conditions
déja définies. Chez les animaux neufs ayant servi & nourrir
les femelles d’Aedes supposées infectées, la caractérisation du
virus a été faite chez le Souriceay par la recherche de parésies
ou de paralysies mortelles, chez le Cobaye et le Cercopithéque
par la surveillance quotidienne, la recherche de la virémie
qui sera titrée et identifiée sur Souriceau, et par lapparition
d’anticorps neutralisants par comparaison avec le sérum re-
cueilli avant expérience,
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La soiution sucrée virulente a été préparée extemporané-
ment avee des cerveaux de Souriceaux homogénéisés &4 10— en
T. P. A., légérement centrifugés et dilués & 10— dans une solu-
tion de glucose 4 5 %, soit environ 100000 DL 50-Souriceau
par ml. Le titrage du virus dans cette suspension a été fait selon
la technique habituelle de REED et MUENCH sur Souriceau aprés
Jeux heures et aprés quatre heures de séjour dans les condi-
tions de température et d’humidité du laboratoire d’entomno-
togie.

III. — METHODES ENTOMOLOGIQUES.

Notre premier but était de faire gorger des femelles d’A.
adegypti nouvellement écloses, n’ayant donc jamais pris encore
de repas de sang, sur des animaux infectés par la souche de
virus V 154 et en phase virémique supposée, Les femelles
gorgées ont été ensuite jsolées et chaque jour certaines d’entre
elles ont été sacrifiées pour étre inoculées & des Souriceaux
afin de suivre I’évolution du virus chez l'Insecte, D’autres fe-
melles, aprés avoir miri leurs ceufs et pondu, ont pris alors
un nouveau repas de sang, mais cette fois-ci sur un animal
sain. L’apparition de V 154 chez ce dernier permettrait ainsi
de metire en (,v1dence la transmission par ce Mousthue du
virus d’un animal a l'autre.

Des nymphes d’A. aegypti sont introduites dans une cage
en voile de tergal, cubique de 35 tm de c6té. On place aussi &
Iintérieur de la cage, pour les méles et les femelles qui n’au-
ront pas pris de repas de sang, une solution de glucose dans
un récipient composé d’un tube de 7,5 cm sur 2,5 cm renversé ‘
dans un autre tube légérement plus large et mesurant 5 cm de
haut. Le tube le plus étroit est recouvert d’'une mousseline et
le plus grand est rempli de la solution de glucose. La mous-
seline joue le role de méche et reste constamment imprégnéc
de solution sucrée. Les animaux inoculés sont placés dans
la cage 24 heures aprés l’éclosion des Moustiques adultes. 1l
y sont restés de deux & quatre heures. Les jeunes Cobayes ont
été immobilisés par un systtme de bracelets en caoutchouc
fixant Panimal sur le dos & une petite planchette de contre
plaqueé. Les singes ont été préalablement anesthésiés ‘(solution
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de Nembutal a 20 % a la demande par voie 1. v., vingt minu-
tes aprés l'injection S, c. de 1/16 de mg de sulfate d’atropine).
Leur séjour dans la cage, en contact avec les moustiques,
n’a pas dépassé deux heures.

a) expériences faites avec les Souriceaux : 19 Souriceaux
inoculés furent mis en sept jours & la disposition de 56 Mous-
tiques femelles. Nous avons vu & de nombreuses reprises les
femelles d’Aedes se poser sur les Souriceaux, les piquer et
essayer de se gorger; pas une cependant ne réussit a4 se nour-
rir. Des traces de piqilires se voyaient parfaitement sur les
Souriceaux mais nous pensons que l'apport de sang était trop
faible pour que les Moustiques puissent se gorger. Peut-éire
Pagitation constante des souriceaux a-t-elle également joué
un role dans cette impossibilité.

A la fin de cette série d’expériences, les Moustiques qui
avaient été tués par congélation 4 moins 20° C ont été tous
broyés et inoculés. Auparavant, un lot de femelles qui avaient
piqué des Souriceaux inoculés a été alimenté sur Souriceaux
sains, afin de mettre en évidence une LVLII[L’[OHC quoique pro-
blématique, transmission.

b) expériences faites avec les jeunes Cobayes : nous avons
repris la série d’expériences faites avec les Souriceaux en em-
ployant cette fois des jeunes Cobayes non-sevrés; les femelles
d’Aedes se sont trés bien nourries sur eux. Elles ont ensuite
été tuées par congélation, broyées et inoculées suivant le pro-
focole établi. YJuelques femelles gorgées sur jeune Cobaye ino-
culé ont piqué un jeune Cobaye sain 4, 5, 6 et 7 jours apres le
" premier repas de sang.

¢) expériences faites avec les singes : réalisées selon le
méme principe avec deux jeunes Cercopithecus nictitans nic-
titans, sur lesquels les femelles d’A. aegypti se sont pleine-
ment gorgées. Deux lots d’A. aegyfi ont été gorgés T'un 24
heures, l'auire 12 jours aprés l'inoculation expérimentale au
Singe; chacun des deux lots a pris un repas sur le Singe
« neuf », puis a été broyé et inoculé séparément, I'un 8 jours
apres, l’autre 6 jours apres le repas supposé 1nfectant

_ d) experlences faites avec une solution sucrée contenant
du virus : nous avons donné aux Moustiques pour toute nour-
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riture une solution de glucose 4 5 % contenant la suspension
de virus. Celle-ci était placée dans la cage aux Moustiques
pendant deux heures. L’activité du virus aprés deux et qua-
tre heures dans cette solution imbibant la mousseline de coton
avait été préalablement vérifiée a partir du liquide obtenu
par expression de la partie supérieure de la mousseline. Nous
avons isolé les femelles qui s’étaient pleinement gorgées de
cette solution et les avons inoculées a4 des Souriceaux aprés
24. 48, 72 heures.

RESULTATS

{ — KTUDE DE LA VIREMIE,

a) chez le Souricean, une virémie transitoire existe a la
24° heure (la DL 50 est alors inférieure a 10-2,° par ml) puis,
aprés une 'phase d’éclipse elle reparait 4 la 60° heure (phase
paralytique pré-agonique) et persiste jusqu’a la mort qui sur-
vient vers la 72° heure. La DL 50 est alors habituellement
supérieure a 10—°,° par ml.

b) chez le jeune Cobaye non-sevré aucune virémie n’a été
décelée a aucun moment; la température, le poids, le com-
portement sont restés normaux. A l'issue de l'expérience (15°
jour), un des trois Cobayes inoculés a été sacrifié bien por-
tant, un autre a ‘été sacrifié cachectique : le virus n’a .été
isolé d’aucun des organes de ces Cobayes; le dernier, conservé
pour les tests immunologiques, a été trouvé mort deux jours
plus tard, et I'autopsie n’a pas permis d’attribuer cette mort
4. V 154. Nous sayons néanmoins par des essais antéricurs
querle Cobaye développe des anticorps neutralisants.

¢) chez le Cercopithéque la virémie a été dédelée dans les
prelevements etfectués 24, 48 et 96 heures aprés l'inoculation.
Le titre du virus circulant reste faible : la DL 50 est inférieure
4 10—* par ml dans les trois cas; I’absence de virémie décelable
le troisiéme jour peut aussi s’expliquer par ce titre limite de
virus circulant. Les jours suivants aucune virémie n’a été
relevée et cliniquement le Singe inoculé n’a présenté aucun
phénomeéne pathologique (poids, température, comportement);

.
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il a survécu et les prélévements de sérum nécessaires a 'élude
immunologique ont été faits aux 10°, 15° et 21° jours, L’étude
de ces sérums par la méthode de séro-neutralisation sur Sou-
riceau confre environ 100 DL 50 de virus V 154 a confirmé
I'absence d’anticorps spécifiques avant I’expérience, Pappari-
tion d’anticorps neutralisants n’a pu étre précisée chez le singe
inoculé.

1I. — ETUDE DE LA TRANSMISSION,

Nous ne pouvons tirer aucune conclusion des résultats des
expéricnces réalisées chez le jeune Cobaye ou l'absence de
virémie décelable suffit a expliquer ’absence de virus, aussi
bien chez les Moustiques que chez le Cobaye « neuf » sur
lequel ces Moustiques se sont gorgés aprés 4 a 7 jours d’incu-
pation,

L’essai de réalisation de cycle complet chez le Souriceau a
été negatir : 4 portees de six Souriceaux sains mis en contact
pendant environ 4 heures avec les femelles d'Aedes aegypli
susceptibles d’élre infectées n’ont présenté aucun signe patho-
logique.

Ce résultal négatif a été corroboré par le fail que 17 de
ces femelles d’Aedes broyées et inoculées ne conienaient pas
de virus. ‘l'outefois I'impossibilité matérielle qu’elles ont eu a
se gorger au cours de l’expérience nous empéche de conclure
sans réserve i ’absence de transmission de V 154 de Souriceau
a Souriceau par A. aegypii.

Les deux lots d’Aedes gorgés sur le Cercopitheque inoculé,
dont l'un pendant la période virémique, ne contenaient de
virus ni Pun ni Pautre. Le Singe « neuf » n’a présenté ni signe
pathologique nj virémie. Ces résultats, au moins pour le pre-
mier lot d’Aedes, viennent & I’appui de I’expérience précédente
en établissant Pabsence de multiplication et méme de conser-
vation du virus V 154 chez Aedes aegypti,

L’expérience réalisée & 1'aide de repas pris sur une solu-
tion glucosée virulente permet d’éliminer plusieurs des causes
d’échec liées a la succession d’aléas que comporte la réalisa-
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tion au laboratoire d'un cycle biologique complexe el de con-
firmer certains des résultats négatifs obtenus in vive. Dans la

_spl‘ution glucosée, le titre du virus se maintient constant pen-
‘dant toute la durée de Jexpérience et au-dela; 5 femelles

d’Aedes pleinement gorgées de cette solution ont été broyées
ct inoculées une par une, aprés des délais d’incubation diffé-
rents; aucune n’a assuré le passage du virus chez le Souriceau.
Il semble-donc qu'une femelle pleinement gorgée préléve au
cours d’un repas complet upe quantité de virus insuffisante pour
contenir une dose infectanfe de virus et qu’il ne puisse y avoir
de transmission mécanique. De plus, si la période d’incuba-
tion n’est pas supérieure au délai maximal que nous avons
utilisé (8 jours), si le seuil infectant pour le Moustique n’est pas
supérieur au tfitre de la suspension virulente, on peut conclure
de ces différentes expériences qu’il n’y a aucune multiplica-
tion du virus V 154 chez A. aegypti.

CONCLUSIONS.

Une premiére conclusion de ce travail sur la transmission
du virus V 154 est la sélection du Souriceau et du jeune Cer-
copithéque comme animaux d’expérience. Le Cobaye est &
rejeter car il ne présente aucun signe clinique et la virémie n’a
pu étre mise en évidence. Les Souriceaux représentent un ma-
tériel de choix en raison de I'importance et de la durée de la
virémie et du fait de leur sensibilité au virus; toutefois, il
sera nécessaire de modifier les conditions matérielles d’expé-
rimentation de facon a permettre aux femelles de Moustiques
de se gorger sur 'animal virémique et de piquer plus aisément .

Janimal sain., Le jeune Cercopithéque est intéressant par sa

virémie durable, sa manipulation simple et ces premiers ré-
sultats appellent un complément d’expérience dans lequel pour-

raient étre modifiées les doses et les voies d’inoculation du
virus.

Un second point a pu &tre précisé : auy laboratoire, Aedes
aegypti n’est pas vecteur de la souche V 154. L’un des objec-
tifs de ce travail étant de chercher si V 154 est ou non traps-
missible par Arthropode, il conviendra donc d’essayer un autre
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vecteur en s’appuyant sur les données recueillies lors de ces
premiers travaux. L’essai d'une autre espéce élevée au labo-
ratoire pourrait permettre d’aborder plus en détail les différents
points que l'absence d’adaptation vecteur-virus-animal test ne
nous a pas permis de réaliser ici.

' En résumé, nous avons précisé au cours de ce travail la
virémie chez le Souricean, le jeune Cobaye et [le jeune Cerco-
pithéque inoculés avec une souche virale (V 154) -isolée a la
période d’incubation d’'une fiévre exanthématique humaine au
cours de laquelle se sont développés des anticorps fixant le.
complément et neulralisants. Cette souche présente certains
caractéres des Arbovirus mais ne donne pas d’antigéne hémag-
glutinant et n’apparfient, selon les premiers travaux d’identi-
fication, ni au groupe A ni au groupe B ni au groupe Bunyam-
wera de CasaLs, Aedes (Stegomyia) aegypli (LINNE, 1762) ne
semble pas susceptible d’assurer la multiplication infrinséque
de ce virus et de le transmetire au laboratoire, a forfiori dans
la nature.

SUMMARY

In this work, time jand end-point of viraemia for baby-
mice, baby-guinea-pig and young Cercopithecus nictitans have
been established for virus strain — V 154 -— isolated in Bangui
from human exanthematic fever. This strains perhsps be-
longing to Arbovirus group and has some characteristic Ar-
bovirus aspects, but it has no hemagglutinating antigen and
no antigenic relations fo A, B, or Bunyamwera in CASALS’
group. o

According to the results of first transmission experiences
. realized by our team, Aedes (Stegomnyia) aegyptz (LINNE 1769)
is not a potential vector for V 154,

Institut Pasteur de Bangui,
. (Directeur : Dr A. CHIPPAUX)
Laboratoire d’Entomologie de ’0.R.S.T.O.M.

a Bangui.




SOUCHE VIRALE ISOLEE A BANGUI 115

BIBLIOGRAPHIE

VAUCEL (M.) — Médecine tropicale. Collection médico-chirurgicale a
révision annuelle, Edit, Méd. Flammarion, Paris, T. II, p. 1185.

BOYE — La fievre rouge pongolaise et le test de protection amaril en
ﬁllﬂéFigz()lff. Internat. Hyg. Publ. (Bull. mens.), 1935, 27, M, pp.

CHIPPAUX (A.), CHIPPAUX-HYPPOLITE (C.), GUERIN (J.), PETERS
(J.) et CHAPELLE (P.) — Syndromes exanthématiques et « fidvres
inexpliquées » en Centrafrique. Bull. Soc. Path. exot., 1965, 58, (1),
pp. 34 a 47.

CHIPPAUX-HYPPOLITE (C.) et CHIPPAUX (A) — Isolement d’une
souche virale & partir d'un cas de fievre exanthématique (Note pré-
liminaire). Bull. Soc. Path. exot., 1965, 58, (2), pp. 160-164.

CLARKE (D.H.) et CASALS (J.) — Technics for hemagglutination and
hemagglutination — inhibition with arthropod-borne viruses. Amer.
J. Trop. Med. Hyg., 1958, I, pp. 561-573.

LDEPOUX (R.) et MERVEILLE (P.) — Sur une petite épidémie de fiévre

exanthématique observée a Brazzaville. Bull. Soe. Path. exot., 1955,
48, pp. 610-615.

GIROUD (P.), LE GAC (P.), ROUBY (M.), LAGARDE (J.) et GAIL-"
LARD (J.A.) — Contribution a I’étude des Rickettsioses en Ouban-
gui-Chari consécutives aux feux de brousse. Bull. Soc. Path. exot.,
1951, 44, pp. 571-579.

JADIN (J.) — Les Rickettsioses en Afrique Centrale. Bull. Soc. Path.
exot., 1963, 56, pp. 571-586.

LE GAC (P.) — Un cas de typhus murin observé chez un européen a
Bangui (Oubangui-Chari). Bull. Soc. Path. exot., 1942, 35, pp. 202-
205.

LE GAC (P.) — Recherche sur le typhus des savanes de ’Oubangui-
Chari. La maladie des Bougbous. Bull. Soc. Path. exot., 1946, 39,
pp. 97-103.

LE GAC (P.) et GIROUD (P.) — Trois cas de fievre exanthématique

provoqués par Rickettsia burneti en Oubangui-Chari (A.E.F.). C. R,
Acad. Sec., 1950, 230, pp. 1711-1713.

LE GAC (P.) et GIROUD (P.) — La fiévre rouge congolaise, forme
exanthématique de la fievre Q ? Bull. Soc. Path. exot., 1953, 46,
pp. 976-985.

LUMSDEN (W.H.R.) — The etiology of « dengue ». East Afr. med. J,
1958, 35.

PELLISSIER (A.) — Fiévre rouge congolaise et Ricketisioses en Afrique
Equatoriale francaise. Bull. Path. exot., 1954, 47, pp. 310-320.
SCHNEIDER (J.) — Réunions d’information sur les Rickettsioses et
leurs complications vasculaires, Paris, 7 et 8 mai 1963. Bull. Soc.
Path. exot., 1963, 56, p. 589 (discussion). East African Virus Research

Institute. Rapports annuels de 1958 & 1965.




LA

Extrait des Archives de VInstitut Pasteur de Tunis, 196,,5’, Ne 1-2

Essais de transmission par Aedes
(Stegomyia) aegypti (Linné, 1762)
d’'une souche virale isolée a Bangui

par

- G CHIPPAUX-HYPPOLITE 1), F. X. PAJOT (2)
et A. CHIPPAUX (1). ’

(avec la collaboration technique de Mme P, DIEDERICH)

Imp. Bascone et Muscat — 41, Av. de Londres — Tunis

- B R AdoAF




