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climatiques et géographiques de cette région ont été décrites dans
un article précédent [3]. Nous ne ferons que rappeler quelle est
située dans la zone de forét semi décidue i Celtis et sterculiacées,
mais trés remaniée par Pimplantation de nombreuses bananeraies
et cacaoyeres, surtout le long des axes routiers, particuliérement
denses autour de Yaoundé. Le paysage est celui d’un plateau volca-
nique trés ancien, d’'une altitude movyenne de 600 & joo m, largement
arrosé sous un climat équarorial, avec quatre saisons bien marquées.

MATERIEL ET METHODES

Le matériel et les méthodes employés pour la récolte des moustiques,
lisolement et Videntification des virus ont été détaillés dans des publi-
cations antérieures [1. 2, 3]. La capture des moutisques a eu lieu de
jour, au filet, le 21 mai 1964, dans les bananeraies entourant les villages.
Le lot YM 50 a ¢été constitué de fagon homogéne par 15 Eretmapodites
groupe chrysogaster Graham. :

L'inoculation a été pratiquée le 2 juin 1964, & partir des moustiques
femelles conservés & —65° C, sur deux portées de souriceaux Agés de

24 heures, en urilisant le broyat non dilué par voies intracérébrale
(0,02 ml) et intrapéritonéale (0,03 ml).

RESULTATS

OBSERVATION DES PASSAGES

Sur les deux portées inoculées, tous les animaux sont restés indem-
nes pendant vingt et un jours, sauf deux qui préscntérent des signes
d’atteinte nerveuse (chute sur le c6té, paralysie du train postérieur)
au treiziéme jour. Leur cerveau prélevé a servi i pratiquer le premier
passage a la dilution arbitraire de 0™ sur deux autres portées de
souriceaux dont I'ensemble a présenté des signes pathologiques au
cinquiéme jour. Le virus s'est adapté au cerveau de souriceau dés le
troisiéme passage avec généralisation de la mortalité pour un temps
moyen de survie de quatre jours avec un inoculum de 107* DL
50/0,02 ml i.c

Le réisolement a été obtenu A pardr du broyat conservé i
—65°C, le 23 juin_1964. Sur deux portées de souriceaux inoculés,
un seul animal a présenté un retard staturo-pondéral suivi de phé-
nomencs paralytiques ; son cervean prélevé le seizitme jour a donné
lieu & des passages positifs avec stabilisation de la période d’incu-
bation & quatre jours comme cela fur observé lors de lisolement.
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PROPRIETES PHYSIQUES ET CHIMIQUES

La suspension virale du troisidme passage a servi aux tests de sen-
sibilité a4 Péther et au désoxycholate de sodium. En présence de
désoxycholate le titre du virus a accusé une chute de prés de ciqq
logarithmes et I'éther a provoqué une baisse de titre de plus de trois
logarithmes.

Sur les souriceaux de vingt-quatre heures de I'élevage de I'Institut
Pasteur 4 Yaoundé (souris Swiss, souche M. 1. A), le titre du virus
au troisidme passage a dépassé 107 DL /0,02 ml. La lyophilisation
des cerveaux du cinquieme passage dans du sérum de lapin dilué
au 1/3 en eau physiologique a fourni au sixiéme passage & I'Institut
Pasteur de Dakar une suspension titrant 10%® DLg /0,02 ml ic. sur
des souriceaux de quarante-huit heures avec un temps moyen de
survie de quatre jours & 107 DLy/o0,02 ml.

PROPRIETES IMMUNOLOGIQUES

Les essais pour obtenir un antigéne hémagglutinant ont été labo-
rieux. A Yaoundé, les cerveaux du cinquiéme passage ont fourni
une hémagglutinine faible 4 1/80 4 pH : 6,0 4 la température du
laboratoire avec un antigéne préparé au fluorocarbone (Fréon 113).
Ce n'est qu'au onziéme passage que cette méme méthode a donné
des résultats valables avec un antigéne présentant son optimum &
pH : 6,2 4 la dilution de 1/640, permettant ainsi de l'inclure dans
le clavier sérologique de nos enquétes de dépistage. Les préparations
antigéniques utilisant le saccharose et 'acétone ont échoué. A Dakar,
les mémes tentatives de préparation par cette derniére méthode
n‘ont donné également aucun résultat. A Entebbe, I'un d’entre nous
(M. C. Williams 1966) a obtenu un antigéne hémagglutinant de
titre faible qui a cependant permis un criblage de sérums hyperim-
muns de référence. -

IDENTIFICATIONS
REACTIONS D'INHIBITION DE L'HEMAGGLUTINATION (IH)

L'antgéne hémagglutinant (H. A.) obtenu a PE. A. V. R. L
d’Entebbe a été inhibé au titre de 1/160 par son sérum homologue.

Les résultats ont été négatifs avec les 49 sérums hyperimmuns
suivants :

Groupe A : Chikungunya, O’'Nyong-nyong, Middelburg, Ndumu,
virus de la forét de Semliki, Sindbis; groupe B : Dakar chauve-
souris, Dengue 1, Entebbe bat, Ntaya, Spondweni, Usutu, Wessels-
bron, West Nile, Fi¢vre jaune, souche neurotrope francaise, Zika ;
groupe Bunyamwera : Bunyamwera, Germiston, Ilesha, Olifantsvlei,
Shokwe ; groupe Bwamba : Bwamba, Pongola; groupe Simbu :
Simbu, Ingwavuma; non groupés ou non classés : BP 111, H 336,
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Yaba 1, Nyando, Eremapodites 147, maladie africaine du cheval,
AN 1047-61, AR 1169-64, AR 122564, AR1275-64, AR 1284-64,
AR 1846-64, BP 846. Tataguine, Lagos bat, Lumbo, Mossuril, MP 359,
maladie du mouton de Nairobi, Nyamanini, Tanga, MP 1329, Tho-
goto, Witwatersand.

REACTIONS DE FIXATION DU COMPLEMENT (F. C.)

L’antigéne obtenu au huitiéme passage 4 I'E. A. V. R.L a présenté
un twe homologue de 160/80 (1). Les résultats ont éié mégarifs
vis-A-vis de 39 sérums hyperimmuns testés n'intéressant ni le groupe
A ni le groupe B : groupe Bunyamwera : Bunyamwera, Germiston,
Tlesha, Olifantsvlei, Shokwe; groupe Simbu : Simbu, Ingwavuma,
Yaba 7; groupe Bwamba : Bwamba, Pongola ; non groupés : Qua-
ranfil, Chenuda, Nyando, maladie africaine du cheval, Tataguine,
Lagos bar, Lebombo, Lumbo, “Mossuril, maladie du mouton de
Nairobi, Nyamanini, Tanga, Thogoto, Witwatersand ; non classés :
Yaba 1, Erermapodites 147, AMP 5438, AN 1407, AN 5077, AR 1225,
AR 1275, AR 1284, AR1846, BT (PET), BP 846, K66/65, MP 3359,
Congo.

A PInstitur Pasteur de Dakar, les titres du sérum hyperimmun
(souris quatre inoculations) et de Vantigéne en réaction homologue
ont été respectivement de 1/64 et 1/32.

Le criblage a été effectué avec cet antigéne 4 la dilution de 1/8,
1/32 et a donné des réactions négatives avec les immunsérums
suivants (sérums de souris, irousse E de VInstitut Pasienr de Dakar):
groupe A : virus de la forét de Semliki, Chikungunya, O'Nyong-
nyong, Sindbis, Middelburg, Ndumu; groupe B : Ntaya, Wessels-
bron, Usutu, West-Nile, Uganda S, Fiévre jaune souche francaise
neurotrope, Zika, Spondweni, Entebbe bat, Dakar chauve-souris,
Bukalasa, BA 209 (Bangui), YM 310 (Yaoundé); groupe Bunyam-
wera : Bunyamwera, Germiston, Ilesha, Shokwe, Olifantsvlei ; groupe
Bwamba : Bwamba, Pongola ; groupe Simbu : Simbu, Ingwavuma,
Yaba 7 ; groupe Califormia : (2); groupe Phlebotomus : (2); groupe
Unkunieni : Grand Arbaud, Ponteves (3); non groupés : vecteurs
tiques : Quaranfil, Chenuda, Nyamanini, Thogoto, ‘Wad-Medani,
Bandia ; autres vecteurs : Lebombo, Mossuril, Nyando, Tanga, Tata-
guine, Witwatersand, Lagos bat; non classés : Dakar : IPD/RV 318,
IPD/RV 401, IPD/SM 763, IPD/RV 3150; Yaoundé : YM 31-63,
YM 176-66, YC 59 ; Bangui : BA 365.

(1) Inverse dilution sérum/ Inverse dilution antigéne.

(2) Sérums provenant du Centre International de Référence: Y.A.
R. U. (Yale University School of Medicine, 60 College Street, New Haven,
U.S. A).

(3) Sérums provenant de IInstitut Pasteur de Paris, 235 rue du
Docteur-Roux, Paris-r3®
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REACTIONS DE NEUTRALISATION

Le criblage a été effectué avec 63 DLy, de virus YM 5o, lindex de
neutralisation homologue avec un sérum de souris (4 inoculations)
a été de 3,1 + (4).

Les résultats ont éré négarifs avec les sérums hyperimmuns
suivants (voir tableau I) :

Ces différents résultats ont prouvé que le virus YM so pouvait
étre considéré comme non apparenté aux virus africains figurant
actuellement dans les collections de référence des centres d’Entebbe
et de Dakar et permettaient de le présenter comme nouveau
prototype.

TabLEau 1. — Sérum utilisé en séroneutralisation pour l'identification
de la souche YM 50.

Groupe A : Groupe Bunyamwera: !
Semliki ....... Ly(*) 2,5 4 (** Bunyamwera....|8 ? H
Chikungunya .. L‘; zig = ¢ Ilesha.......... Ly 2 4+
O'Nyong-nyong. 2,3 + TUkauwa........ L, =z,5 4
Sindbis ....... L; = 5,5 Germiston ...... S; entrezet.d
Middelburg.... 1,9 +
Ndumu ....... L, ? Groupe Bwamba :

Bwamba........ Ly =2
Groupe B : Pongola ........ L, 21? i
West-Nile . .
aya . Divers !
Fiévre janne -+ Lumbo .
Uganda S + Simbu
Zika..... X + Chennda
Spondweni ..., 2,3 + Mossuril
Wesselesberon .|L, 2,3 4 Nyamanini
Usutu ... ALy 2 Nyando
Dakar bat Lagos bat
(*) Ly, = 3... 8y o 3... signifie lapin ou souris immunisé par 1, 2 i
ou 3 inoculations. '
(**) Titre homologue de chaque sérum DL, 0,03 mi I. C. i
3

PouvOIR PATHOGENE EXPERIMENTAL .
Le septitme passage 4 la dilution de 107 a été pathogene pour

les souris adultes par voie intracérébrale avec un temps moyen de
survie de 5-6 jours, mais ne I'a pas été par voie intrapérironéale.

(4) + signific égal ou supérieur ...
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= Les Iésions histopatholo- testés en réaction d'inhibition de l’hé.r?agglutir.mtion vis-i-vis de
R ¥ | wrw giques observées au niveau plusieurs arbovirus africains a été publiée par aﬂle.urs [4].
3 g Baxd de lencéphale du souri- . Les résultats ont permis de reconnaftre trois régions principales
g Tl 8583 ceau ne se sont affirmées dans le pays : 1° la région forestiére du sud avec peu de virus du
& 2 i DT qu’assez tardivement groupe A1 er préc?ondéram:}e1 des.dviru‘s iiu groupe B ; Bz“ la régﬁion du
2 TR =]~ Longtemps, enes‘ se sont - gtl:\lm:c, ;}1) aAtealt,x_ ; sa.vanc(:i Jhumide Olé es zumcorgs O’;? i::e rianotnet
E 5l limitées & des phénoménes bpi?l At Hn uuclznce‘ C undv1rus' u %rgupz - jong-nyong,
3 I‘ & gl Sosw note hémor}"agique au Line P € darbovirus ces g? pes o .  dans 1
g N - niveau des méninges avec L'incidence du virus Okola parait faible, voire nulle, sauf dans les
w !l R vanw capillaires bourrés d’héma- régions du nord, comme en témoigne le rableau IL
£ . Tl gl e o ties, mais sans lésions des
B | ¢l 2| S288 cellules neuro-ganglion-
2 E e TR naires. Au septieme pas- DISCUSSION
5 P E—— sage, sont apparues des
3 l £ - st | & plages hémorragiques fran- I s'agit d’'une souche dont la validité de Pisolement est prouvée
g o8 ‘: § Swmnl ches avec néerose d'une par le succes de son réiso!en}ent et sa compléte in.déper.ldan?e vis:-é—
8 | S Ll I B =R partie des cornes d’Am- vis des autres _virus .afncams connus. Les essais d’identification
E ! " Z ~owe mon accompagnée dune d.emomrcnt quil n'existe aucune relation avec les virus de la collec-
E II g IR réaction gliale intense avec tion de I'E. A. V. R. L ni ceux de la collection du Centre de Dakar.
e lal s - chromatolyse et pycnose. La présence de ce virus parait exceptionnelle dans la zone ol ont
g c gl £ THES Les suspensions virales é1é effecruées, de maniére suivie, les captures de moustiques depuis
= E é [l du neuviéme passage a 1964. En effer, il n'y eut qu'un seu} }sol’cme{m de ce type alors que
= s T e, o la dilution de 107 mises de nombreuses autres souches ont été récoltées : 13 en 1964 — 65 2
2 R en contacts avec différents partir de 331 lots de moustiques totalisant 19 320 femelles réparties
- 2 g 2l o5 types de cultures cellulz}l- en 46 espéces ou groupes <\icspcccs, 11 en 19&56 sur 378 lots réunissant
£ AR g‘ MmN tes : KB, cellules de rein 30065 femelles en 63 espéces ou groupes d'espéces.
E 5 Z | Ten- de hamster, cellules de Au cours de ces récoltes, Eretmapodites groupe chrysogaster (5)
£ | ) = o rein de singe drill (Man- . a permis, outre YM 50-64, I'isolement des virus suivants : Spondwent,
kS - T TR drillus leucophoeus), fibro-* Simbu et Nkolbisson (YM 55-66, virus nouveau dont la.souche proto-
w Z 3|4 \?‘: 0 § E blastes de poulet, ont éié type YM 31 a été isolée en 1965). Ce dernier parait assez largement
g ! f " g i dénuées de tout pouvoir répandu dans cette région ou il a été mouvé & six reprises différentes.
kS ’ ~ n cytopathogéne. Le contréle Signalons que des Eretmapodites du groupe Chrysogaster entralent
g | R mmpw de virulence a été positif & dans la composition de deux lots hétérogénes ayant fourni respec-
[ A .2 g Iz_1 dilution de 107 sur sou- uvemen’t une SOlfChe c?e Mldc,ielburg et ufl.? souch? de Nkolbisson.
| “ E| BeI= oo riceau nouveau-né en ) Les résulrats 'seml(‘)grgues d’ensemble déja exposés montrent que
= “ z LT injection intracérébrale. Phomme intervient i urre exceptionnel er certainement accidentel
2 2] | [eo A dans le cycle de ce virus sauf dans les régions du nord Cameroun
3 ' ° w ENQUETE SEROLOGIQUE olt une étude plus précise et des essais d’isolement mériteraient
& L g El' e wmn z d’ére tentds. A proximité immédiate des lieux de capture,
f‘ l E| 5552 | & Une étude portant sar
! A £ 3600 sérums humains (5) Le groupe Chrysogaster comprend, dans la région de Yaoundé,
r g ey | o récoltés de fin 1963 A huit esptces séparables seulement par Yexamen des terminalia males.
! ] a8 ‘23 8 = début 1966 dans diverses Les deux plus fréquentes qui constituent a ci}cs seules les 3/4 des récoltes
], X [*lal régions du Cameroun et sont E. chrysogaster Graham er E. grahami Edwards. X
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193 sérums ont été recueillis parmi la population vivaix depuis
plusieurs années dans les environs, 5 ong éré positifs en I H. A, soit
2,5 P. 100.

Parmi les hotes animaux possibles, il parait intéressant de signaler
qu'une petite antilope de forét de certe région, trés vraisemblable-
ment l'antlope royale, Neotragus pygmaens (Linné), a fourni un
sérum positif. Or, nous savons d’aprés les résultats acquis auprés du
Lister Institute & Londres que les repas de sang d’Eretmapodites
sont presque toujours pris sur bovidés autres que beeuf domestique,
chevre ou mouton ; il est donc possible que ces antilopes représen-
tent un réservoir du virus et il est souhaitable de poursuivre les
investigations dans ce sens.

RESUMIE

Un nouveau prototype d'arbovirus YM 50-64 pour lequel nous
proposons le nom d'Okola a été isolé en 1964 au Cameroun d’un
lot de moustiques récoltés dans un village i 25 km de Yaoundé.
Ce lot comprenait 15 femelles adultes, non gorgées, d’Eretmapodites
groupe Chrysogaster et fut inoculé 4 des souriceaux nouveau-nés.
L’adaptation de la souche fut compléte dés le troisitme passage,
avec généralisation de la mortalité et stabilisation de Ia période
d’incubation 4 quatre jours. Les lésions histopathologiques furent
nettes et démonstratives au septitme passage. Le réisolement fut
obtenu aprés vingt jours de conservation 4 — 65° C. Résistante & la
lyophilisation, sensible au désoxycholate et & 1éther, la souche four-
nit une hémagglutinine difficile & obtenir mais utilisable dans les
réactions d’inhibition. Présentant ainsi les caractéristiques d'un
arbovirus, elle fur soumise aux épreuves d’identification & l'aide des
réactions d'inhibition de I'hémagglutination, de fixation du complé-
ment et de séroneuntralisation vis-a-vis d’immunsérums de référence.
Ces épreuves ont permis d’établir que la souche était différente des
48 arbovirus africains appartenant & la collection de référence de
VEast African Virus Research Institute ’Entebbe (D* Williams) et
des 48 arbovirus de la collection du centre de référence de I'Institut
Pastenr de Dakar (D Brés). Elle est provisoirement classée dans la
catégorie des virus rion groupés.

Un seul isolement de cette souche a été réalisé entre 1964 et 1966
pour 729 lots de moustiques. Vingt-trois autres souches de neuf
virus différents ont été isolées & partir de ces moustiques dans le
méme temps. Il parait donc sagir d'un agent peu fréquent dans la
région considérée. Les résultats sérologiques montrent que son
incidence en immunologie humaine n’est pas significative, sauf dans
le nord du Cameroun olt aucune tentative d’isolement n’a encore
eu lieu.
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SUMMARY

YM 50-64, a new arbovirus propotype designed as Okola virus has
been isolated from a pool of 15 Eretmapodites gr. chrysogaster
captured in 1964, at 25 km from Yaounde (Federal Republic of
Cameroons). . .

Okola virus showed physical and chemical properties of an arbo-
virus. It was difficult to obtain its hemagglutinating antigen. This
strain proved to be serologically different from all africain arbo-
virus to which it was compared by complement fixation and neutra-
lisation tests both atr the East Africain Virus Research Institute
(Entebbe} and the Pasteur Institute (Dakar). It is therefore tempo-
rarily classed in the non grouped mosquitoe born viruses.

A very low percentage of the inhzﬂ:)itants of Ca3neroons possessed
hemagglutination-inhibition antibodies, except in the north of
the country.
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