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PREAMBULE

Il est ..ù s.~ de discerner en Biologie deux tendances~

l'une évolutionniste, l'autre moléculaire, "dell:-: att.i t.udes qlli

finissf.mt. Pë.'H- s'opposer radicalement". François ~Jacob nous donne

ainsi clans "La logiqw? dllVivant" ltrle des riaisons qui ont plI fair'e

paraître à certains la Biologie comme une science divisée et

même~ son désir d'exceller dansle domaine qyi est

contraint trop souvent à délaisser certains aspects

hétéew'ogène.

chercheur l lli

le sien~ le

Cet aspect morcelé peut ê'tre ressenti par le

de la Biologie qui luisemblent lointains ou d'un intérêt limité

dans pour'sui t. Enfin tous les biologistes

reconnaissent aisément l ' étendlle de la Science de la Vie et

trouveraient. bien vain de pouvoir l'embrasser en une seule fois

Pour rester dans ce vaste domaine de la Biologie que

nous ne quitterons plus tout all long de ce travail,voyons

comment se place l'Ecologie dans la Science biologique. Dajoz

ncus parle de l'écologiste comme celui qui étudie les organismes,

les populations, les biocénoses, les écosystèmes et la biosphère,

cela par opposition aux biologistes moléculaires qui étudient les

macromolécules

cellules et les

et allX

organes.

cytophysiologistes qui

L'Ecologie se situerait

étudient

donc dans

les

la

tendance intégriste évoquée plus haut.

De fait, l'Ecologie Virale, qui sera l'objet de notre



prDpos~ se place au milieu de ces tendances par l'essence même du

matél'''iel qu"elle étudie: Le virus, 'ë'tre mol éCLll ai re, son

,environnement, le monde végétal et le monde animal. Gluand on

L'Ecologie Virale conduit le VirologuE è

difficilement utilisables etdf?vi ennent

définitions classiques

les concepts déplacés.

porter son intér'ë't au

1esd"Ecoloqiepar l erveut

delà et en deçà du germe: la composition du virus au nivau

moléculaire est en fait sa carte d'identité l'hôte obligatoire

sans lequel ne pourrait survivre constitue son

écosystème, limité à une biocénose particulière faite de matière

organi qLle. Enfin la place de cet hôte dans la nature et

l'environnement dans lequel il circule conditionnent le maintien

du virus dans ce second écosystème~ ce macroenvironnement cette

fois ci pr-opre à l'hôte. Vue SOllS cet aspect, l'étude

virclogique ne nous met-elle pas alors dans une situation

particulière o~ les deux tendances énoncées plus haut, coéxistent

et plus encore sont au service l"une de l'autre? C"est le pari

que nous avons fait, tenter de comprendre les relations de l"'ë'tre

moléculaire dans son environnement macroscopique en llti lisant. à

la fois l'analyse évolutionniste et l'analyse moléculaire.

L'échange permanent entre ces différentes approches nous a permi

une approche pour la compréhension globale de la dynamique de ces

morceaux d"acides nucléiques que sont les virus perdus dans

l"immensité de la biosphère. De là procède notre synthèse, dans

le continLlum de ilIa 10giqLle dll vivant".

A la faveur de l'isolement d'un nouvel arenavirus en



Afr'i que, notre intérêt s"est. porté sur ce groupe des maladies

1

humaines d"apparition soudaine et redoutables que sont les Fièvres

.Hémorragiques et en particulier la Fièvre de Lassa. La pratique

de la Médecine Tropicale dans le Tiers Monde force le praticien

non seulement. à 1" observat i cm du malade mais aussi à celle de

l'environnement dans lequel cel ui "-'ci évolue. En effet 1 ~?

diagnostic biologique n"intervient que rarement pour confirmer un

diagnostic étiologique posé au 1 i. t d LI mal ad e . La thérapeutique

s"engage le plus souvent après un simple examen et un diagnostic

de présomption. L'observation, tOLlt aLI long de ces démarches,

joue un raIe fondamental dans la recherche ét.hiopathogénique , la

thérapeuti qLH:~, et 1 ;, anal yse d" un éventuel risque épidémique.

L"Homme en milieu tropical est. en effet plongé dans une nature

riche et grouillante de vie. Au m"ë'me titre que les autre~;

vertébrés de son règne, il se trouve mis en compétition permanente

mais nécessaire dans cet environnement o~ toute forme de vie

tente son émergence et où les pathogènes déploient une ardeur

égale dans la quite d"un h8te.

Conf ront é à cet te mosai que de Il bons et de maLlvai Sil, 1 e

médecin tropicaliste pose le décor d"une pathologie quotidienne

dans laquelle il aura à organiser sa démarche. Face aux épidémies

soudaines et réitérées les tactiques s"affinent, mais c"est un

Ir' grand dés,arois qLland le germe est nouveau et la lutte

i ncertai ne. Duand une épidémie d'un type jusque là méconnu

éclate, mortelle et ravageuse, le chercheur s"interroge pour

retrouver dans des decennies d"observation la trace de celle ci

alors non identifiée. C"est ainsi que les Fièvres Hémorragiques



ont trop souvent c:on'f r'ont é
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le médecin et 1 e cher"cheur à ces

phénomènes dont l'apparition reste sauvent inexpliquée. Ainsi

.sont apparues dans la seconde moitié de ce siècle~ quand nous

pensions avoir exploré notlre Monde~ cie nouvell e!:;

maladies tropicales graves et f<. M. Johnson

l'exprimait-ilainsi dans un bre+ e cl i t ClI" i a 1 SloW la !"'Ialadie

médec: i, ns: " ..... maj or" epidemic:s of acute

f ever" .. '" '"'Il Ç\':> poi gnë:\nt. rt?mi nder- that infe<::tiou!:.

"plaçJut?" hi::lve not been~ nor are they likely seen ta be~

el i mi nated f rom a LW' WOI"1 d. ".

Quatre fois en 25 ans, des virus de la famille des

Arenaviridae furent impliqués dans de telles épi démises.. Ces

virus infectent dans la nature les rongeurs de façon chronique, et

quand ils se transmettent à l'Hamme, la clinique montre un

spectre qLli s'étalE-~ de l'infecti.on i nappal'"ente à

f:5ymptcHTlatcll og i e gr' avi ssi me de fi èvr'e hémor'ragi qlJe sauvent

mortE'lle. Néanmoins, ces événeme,mt s doul DLH"t:.'U;': ·forcent.

l'opinîatreté de l'Hamme de science à comprendrE' pour vaincre. Le

naturaliste et le chercheur provoqué par ces nouvaux mystères~

iront souvent en une langue quête tenter d'expliquEr l'oeuvre de

la Nature ..

Pour situer notre recherche dans cet ensemble encore peu

connu des Fièvres Hémorragiques d'Origine Virale, nous avons voulu

présenter brièvement ce qu"est ce groupe d'affections qui en

quelques années de rares exposés développés en fin de meeting

occupe auj Ol.ll~d' hui rang de symposium dans les réunions



internationales. Le terme de Fièvres Hémorragiques regroupe

1

plusieurs maladies virales dont les agents infectieux de

,biologies variées appartiennent à des groupes taxonomiques divers.

L"unité de ces affections s'est faite à l'origine autour du

tableau clinique que leur appellation désigne en partie: Un

syndrome hémorragique d"intensité variable révélant un pouvoIr

infectieux élevé et un génie évolutif mal connu en sont les

caractères essentiels. Du point de vue géographique on distingue

les Fiévres Hémorragiques d'Amérique du Sud (La Fièvre

Hémorragique d'Argentine et la Fièvre Hémorragique de Bolivie)~

les Fiévres Hémorragiques d'Afrique (La fièvre de Lassa, la

Maladie d'Ebola, la Maladie de Marburg et la Fièvre de la Vallée

du Rift), les Fièvres Hémorragiques d'Eurasie (Fièvre

Hémorragique d'Omsk, Maladie de la For@t de Kyasianur) et enfin

la Fièvre Hémorragique avec Syndrome Rénal (FH de Corée~

Néphroso-néphrite Hémorragique d'URSS, Néphropathie Epidémique de

Scandinavie ou Nephropathie Murine) qui semble avoir une

réparti ion mondiale n'épargnant Jusqu'ici que l'Austraiie et

l·Océanie. Les Dengues et la Fièvre Jaune, bien que responsables

de syndromes hémorragiques graves, n'ont pas été introduites dans

ce groupe en raison de l"ancienneté et l'importance des études

entreprises à leur sujet, la qualité de la vaccination amarile,

et la faible pathogénicité habituelle du virus de la Dengue qui

peut être aisément manipulé au laboratoire.
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1. INTRODUCTION

1

C,· est:. en 1933 qu'un nouveau virus est isolé d'un cas

fatal d'encéphalite chez l'Homme par Amstrong et Lillie [1934J.

Ce vIrus ne tait alors qu' une entrée timide dans le monde en

pleine expansion de la Virologie et est désigné comme Lymphocytic

choriomeningitis Virus (lCMV) ou Vlrus de la Chorie-Méningite

(Virus CML). Peu aprés Rivers et. ScottLymphoc:ytai re

isolemt. celui ci d<'::m s plusieurs cas humains de méningites

aSE~ptiques, enfin Traub en 1936 isole le virus de colonies de

souris infectées. Progressivement ce nouveau virus provoque

l'intérêt des chercheurs~ en particulier aprés les travaux de

Traub et permet ainsi de poser les bases de l'immunobiologie du

LCI'''IV .. En 1939~ Amstrong et. Sweet démontrent l'apparition de la

mëd ad i e chez l'homme en relation directe avec des souris

i n +e ct é e s trL...Jl..<Lt_l:-lr ~" Ces résultats princeps, au delà des

voies nouvelles Cluve~rtes à l'ét.ude de la pat. Il CIÇ,) é nie ~ de

l"écologie et de

des théories

Fenner, 1949J .

l'immunologie virale~ favorisent. l'ét.ablissement

sur' 1 a toI érance i mmuni t.ai re {Bur'net and

En effet le LCMVa la propriété d'infecter de

façon chronique non seulement les cellules en culture mais aussi

la souris de laboratoire et. de se transmettre verticalement sur

aujourd'hui

plusieurs générations. Ce

dans

mod~le expérimental exceptionnel sert

l'étude de l'immunotolérance et

l'établissement du concept de maladies liées aux immuncomplexes

IBuchmeier et coll.,1980], et dans la compréhension du complexe

•



majeur d'histocompatibilité

Dohel'"t y, 1(:nCt) "
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ent.r'B cell ul es (Z i n ker'nagel and

En 1968~ Dalton et coll. décrivent la morphologie du

LCMV en microscopie é 1 t:~C t r cm i qUF.~ t?t. apportent. une description

origi.nale qui, deviendra le caractère clé d'une nouvelle famille

et servira à nommer le nouveau taxon; la mic:r-clscopie

met en évidence à l"intérieur des particules virales la présence

de structures denses aux électrons, ces éléments seront plus tard

ê'tre i. dent j.·f i és aLD·: ribosomes appartenant à la cellule hate

Ainsi en 1970, Rowe et coll.~ proposent le nom

d'Arenavirus (arenosus lat.= sableux) peur marquer l'originalité

de la capture de grains ribosomaux à l'intérieur des virions et le

cc)mi t é de nomenclature accepte le genre unique des Arenavirus

dans la nCllJvell e I:::n

1958, est isolé l'agent de la Fièvre Hémorragique d"Argentine par

Parodi et coll.~ puis en 1963 le virus Tacaribe par Downs et

coll., et enfin Johnson et coll. isole em 1965 le virLls de la

Fièvre Hémorragique de Bolivie. Les liens de parenté entrl~ ces

différents isolats ne seront mis en évidence que progressivement

(Mettler et coll.~ 1963], et c'est Johnson qui en 1965 émet

l'hypothèse de l'appartenance à un m~me groupe de ces virus et du

LMCV anticipant ainsi SLlr" l"organisation de cette nouvelle

famille presque 10 ans avant son établissement définitif.

Ce n"est qu'en 1974 que Pfau et coll. sur la base des

données biologiques~ sérologiques et ultrastructurales définissent

de façon complète les caractéristiques de cette nouvelle famille.

Ce groupe s"est alors enrichi d"autres souches virales isolées

,



pour

8

la pluspart aux Amériques et pour l"une d"entre elles en

Afrique; On dénombrait en 1977 onze espèces d"Arénavirus .

ARENAVIRIDAE

CMl
Junin
Tacaribe
Machupo
Amapari
Tamiami
Parana
Lassa
Pichinde
Latina

1933
1958
1963
1965
1966
1970
1970
1970
1971
1973

Amérique, Europe
Argentine
Trinidad
Bolivie
Brésil
Floride
Paraguay
Nigeria
Colombie
Bolivie

L"intér@t suscité par le LCMV au point de vue purement

virologique se transforme en une préocupation permanente des

virologues, médecins et biologistes responsables de secteurs de

Santé Publique. En effet, les Fièvres Hémorragiques qui avaient

éclaté en Argentine et en Bolivie suscitèrent un grand émoi en

raison de l"infectiosité des germes mis en cause et du pronostic

sévère de la maladie. En 1969 la Fiévre de Lassa est décrite en

Afrique, un arénavirus est pour la première fois rendu

responsable d"une Fièvre Hémorragique dans I"Ancien Monde. Dés

les premières observations on identifie la Fièvre de Lassa comme

une maladie grave ,de mauvais pronostic et dotée d"un génie

épidémique à caractère rapidement évolutif. En fait elle vient

directement s"inscrire dans ce groupe des Fièvres Hémorragiques

au mime titre que la Fiévre Hémorragique d"Argentine et la Fièvre

Hémorragique de Bolivie. Ainsi, à partir de cette époque, les

Arénavirus prennent une dimension planétaire et suscitent de

nombreuses recherches tant en virologie fondamentale qu"en
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épidémiologie et en pathologie comparée.

Aprés la dramatique et brutale apparition de la Fièvre

de Lassa, des épidémies sont observées dans plusieurs pays

d'Afrique de l'Ouest [Monath~1975] et Fraser et coll.[1974J,

démontrent l'existence d'une zone d'hyperendémicité de la maladie

en Sierra Leone. Dés la preuve de l'origine virale de la maladie

par l'isolement de l'agent étiologique~ Buckley et Casals [1969J,

posent la question de la préexistence de la Fièvre de Lassa en

Afrique. Casals porte alors à l'attention de la communauté

scientifique les éléments de publications anciennes qui

mentionnaient des fièvres pseudo-typhiques en Afrique Centrale

[LeGac,1946bJ et en Haute Volta [Le Gac,194baJ. Ces observations

rapportaient un syndrome typhique sans étiologie connue, de

clinique proche de celle rencontrée dans la Fièvre de Lassa avec

une mortalité élevée (environ 50%). Monath [1975J nous donne en

fait trois raisons pour lesquelles cette maladie

méconnue jusqu'à une date tardive: La faible

aurait été

couverture

géographique des services de Santé Publique, la relativement

récente utilisation d'antibiotiques pour traiter le typhus et

d'autres affections présentant un tableau clinique proche de celui

de la Fiévre de Lassa comme le Paludisme ou certaines arboviroses

[McCormick et coll,1980J, et enfin la densité autrefois faible

masi aujourd'hui croissante de rongeurs péridomestiques dOe au

défrichement et à l'agriculturisation. La Fiévre de Lassa est

aujourd'hui considérée comme une zoonose enzootique avec un cycle

interhumain fréquent mais non obligatoire. Quand les conditions

de densité de population humaine et animale sont réunies dans une



même zone~ la
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Fièv~e de Lassa, si elle p~éexiste dans la

population de ~ongeu~s peut s'établi~ de façon hyperendémique et

le ~isque pou~ les populations humaines augmente~ en pa~ticulie~

lors d'un passage a une t~an5mission de type ncsocomial. Le raJe

de l'épidémiologie de ce vi~us; Ce ~ongeur pé~idomestique est

cor1sidé~é comme le ré5e~voi~ de virus en Afrlque de 1 :' Ouest:

e>: p é~ i. enc es p~éliminai~es de

[Monath et coll. ~ 1(?>'74; Wulff et coll. ~ 19'75].

~ éduct i cm de

TCILltef ai s ~

pOpL11 aU. ons

des

de

Mi:lstO.illY§. n" ont pas montr- é une di mi nLlt i on de l"incidence de la

maladie dans les populations humaines de zone hype~endémique en

Si. er-r-a L.éone CKeenlyside et coll.,1983).

Les travaux conce~nant l'épidémiclogie~ la pathagénicité

et: la thér-apeuti. qLIE! de la Fièv~e de Lassa ont été

particulièrement

L.€",one; dans c:e

développées

paY5~ de

ces

197'7

derni èn?s année!:;

su~ :::::844

en Sie~~a

patient.s

hospitalisés 12% se sent avérés être des cas de Fièvre de Lassa

et ~eprésentaient 30% de la totalité des décés enregistrés dans

les hopi taw·: SLlr vei Il ès [McCor'mi c:k et coll. ~ 191:10;

McCo~mick,King,Webb et Johnson, non publiéJ. Auj oUI~d:' hui la

Fièvre de Lassa en Afrique de l'Ouest est considé~ée comme un

p~oblème de santé publique impo~tant dont l"étendue ~este à

déterminer mais doit être ce~tainement considé~able

CF'etel"'s~ 1984).

Après l"isolement du virus de Lassa chez 1 e rongeLI~ dLI

genre Mastom~ par Monath et coll.

isolements d'A~énavirus se succédent

en 1974~ trois

chez des ~ongeurs

aLltres

dans des
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régions différentes d"Afrique: au Mozambique d"abord où Herta

Wulff et coll. [ 197'7]

arenavirus antigéniquement preche du virus Lassa~ pui 5 al!

li mbi""bwe~ un a r é n a v i. rus est :i. s 0:1. é cl e t:1§~~h.gi'lY_2. n ë:~ t: a J.~D..?j_§. par

enfin nous isolons de rongeurs sauvages

capturés en Centrafrique un arénavirus antigéniquement proche des

précédents mais aisément discernables

isolats variés de par

et leurs hates~ nous allons explorer

leurs origines géographiques

de la façon la plus étendue

po~;sj. bJ. E~ ce qui déjà comme un groupe des arenavirus

Au fur et à mesure de nos échecs et d€:.' nos modestes

progrés nous nous trouvons confrontés non plus à 4 ou 5 biotypes

de virus proches les uns des autres, mais plutBt à des groupes de

souches virales pouvant distingués par leurs origines

géographiques mais par certains de leurs caractéres

biologiques et physico-chimiques.

En mcli. n~; de cinq anrlées, nous as~;i stons i:~ la

constitution d"une entité analogue à celle connue comme le

complexe Tacaribe au Nouveau Monde.

Nous avons voulu présenter ici le long cheminement qui

nous a conduit au cours de cinq années du terrain centrafricain

aux laboratoires hautement spécialisés des Etats Unis d"Amérique

PQur ~tudier le virus Lassa et les virus qui lui sont proches.

lê~ ~~ndition~ p~rfoi§ difficil~ ~ê 1~ r~cêltê dêê ~~h~Htil1ên§

en climat équatorial ont été doublées du travail long et délicat

imposé par les manipulations dans un laboratoire de haute



sécurité. Néanmoins la richesse du matériel étudié et la

diversité des techniques auxquelles nous avons pu accéder ont

rendu notre quête passionnante et des questions nouvelles sont

apparues et ne font que raviver aujourd'hui notre enthousiasme du

début.

Le bilan de ces années consacrées à un même sujet reste

toutefois trés fragmentaire et nous sommes conscient de sa

faiblesse qui nous a obligé à travailler dans des domaines variés

sans pouvoir jamais les exploiter intrinsèquement jusqu'à leurs

limites. Cette approche qui peut paraître de prime abord trop

dispersée nous a paru néanmoins nécessaire pour débrouiller la

trame serrée et nouvelle des Arenavirus d"Afrique.



2-1. Présentation du milieu

2-1-1. Phytogéographie

L'essentiel de nos travau~ personnels concerne le Centrafrique.

Nous y avons prélevé de nombreux échantillons~ nous avons exploré

largement le pays et c'est encore là que nous travaillons

aujourd'hui sur ce sujet difficile des Fiévres Hémorragique

d"Origine Virale. Pour cette raison nous nous étendrons plus

largement sur la présentation du milieu Centrafricain et nous ne

ferons que citer~ pour pouvoir les comparer~ les autres zones

d'Afrique oÙ le virus de Lassa existe ou pourrait circuler.

d'épidémiologistes et

Pour

nous

revenir au Centrafrique et

avons opté, et cela comme

au propos

nombre

qui nous intéresse,

microbiologistes de terrain~ pour la reconnaissance globale d'un

écosystème au travers de sa représentation phytogéographique. En

effet pour une zone donnée~ les composantes pédologiques,

climatologiquesgéologiques~

résultante un

géomorphologiques et

couvert végétal original; les espéces

ont pour

végétales

l'analyse botanique qualitative et

une partie de territoire donnéréférence à

cartographie

représentées par

témoin de cette

leurde

restent le

etcompagnes

et leur distribution

essencesdes

Ainsi

leur fréquence

somme.

parquantitative

permet une

abondance relative.

La variété des terrains rencontrés en Afrique sous différentes

latitudes à donné à la litterature de nombreuses interprétations

phytogéographiques. Géographes et botanistes ont souvent apporté
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propre terminologie ce qUl a souvent r"endu con'fus les

tE'mt.at.i ves de comparaison entre des p<.':\ys où des auteurs

différents avaient. travaillé. BDulvert.

[1980J nous donne une "esquisse phytDgéDqr'c'~phique" qui

modèle de clart.é et. une aide précieuse tant pCJur

humaines que peur les sciences biologlques. Nous nous sommes

sur le terrain les zones à prospecter et retrouver

1 ar"l;)emE~nt

r'ec hE~r'cher

in!:.pirés de la carte proposée par Br..:lul VI'.?I"t pOUI~

d'éventuelles correlation avec la prévalence en anticorps humains

ou animaux. Nous présentons une carte simplifiée des domaines

phytDgéographiques de la R.C.A. (Figure 1>.

esquisse des domaines phytogéographiques d'Afrique~

partir de documents variés (Figure 2).

Enfin nous avons voulu présenter à très grande échelle une

l''ecomposée à
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FIGURE 1: CARTE PHYTOGEUGRAPHIQUE DE LA
REPUBLIQUE CENTRAFRICAINE (D'aprés I.Baulvert,1980).

Domaine soudano-sshélien:
S0?C t eur sah é l O--'soud an i en" " .1
S E1 c: t. eu r S Cl U cl a rï Cl --.!:; a h é 1 :l en. . " , " " " . . . .. , .. . . , " " . " 2
Domaine media soudanien:
Secteur medi o-"soudani en " "" ,,:3:
Secteur sub-soudanien " •..... " 4
Domaine soudano-guinéen:
Secteur nord-nord ouest " 5
Secteur centre et est." ............•...•..... 6
Sec t eLlr 5Lld .... Il ... Il Il •• " Mil •••• Il Il • Il • Il '" •••• '" Il Il Il • -7
Domaine congo-guinéen:
Secteur guineo-soudanien ...............•..... 8
Secteur congo-guinéen 9

Légende détaillée dans les pages suivant la carte
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LEGENDE DE LA FIGURE 1

Domaine soudano-sahélien

Sec: t eur- sah é 1 o"··soud an i. en (1): st:. ep p e h el" b ë~C é ~~ à §.~.J.,~.!~~..p'ç ar- Ç;"L§,

Q..;i,..t::L§:~§..-I.., fLc;.A.ç.:j,.ê. ~.§è"y',~,-. E' t .L:!:...f..LJ~lJ..~:\§. ffi~l.r.:.r:,g.L!,l~i..t ...~~...

Secteur- soudano-sahélien (2): savane arbor-ée clair-e à

IEr~"m..i."Q_~1. ...L~:~. L~.2LLLL 0 r:i~ ..

Domaine Medio-soudanien

Secteur médio-soudani.en type (3): zone de savannes boisées à avec

une str-at!? her-bacée à CYrTIp-ggon.~, ganteus, et de for-'ê'ts

séches r-ésii duell es à Ano.Q..§'J.cÉsl",\É.• Elle se caractér-i.se par-

l'appar-ition d'espèces septentrionales comme le I<ar':i té

(BLLtv.ros~r-mul'!l parado>~..k:~) et la pro ésence dé j a de saVc:\lîes à €o>sp èces

mélangées"

Secteur sub·-soudanien (4): savanes à espèces mélangées à TermiJ.al t~.

Lê..i:.U:.Lto r· a ,Gr~§:.y..L§.1. Œ1_q,LU...2. et CÇ!!!l!:-?..Cê..:!;.Y m h y P 0 RLJ i num...

Domaine soudano-guinéen

E;ecteur NW-N (5): Savanes antrhopi.ques à Daniell~,Lophira avec

surpâturage et embLli sonnement par Harungana madagascarell;;iji

et Si!!l1..9n,§.~ t§'Q.i.Q.p_t}yJ.l a (Régi on de Bouar). Des savanes boi sées

à b.9phi.r:..ê lanc:;eolata et Burkea africana dans la région

de Carnot.

Secteur central et ori.ental (6): for'ë'ts denses semi-humides

à B,f1Ogeissus ).eiocarpus et A~bi;:iê. ~:L§...

Secteur sud (7): Dégradation anthropique probable de la végétation

ligneuse de la for'ë't dense semi-humide, dominée aujourd"hui par

Qi:\rÜ.eU.~ ot~.~·e..rl. et Ter ffiLo....a 1 ia glaucescens.
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Domaine congo-guin~en

SfJC t Ë?UrI;J u in eo-soud an i en (8): 5E,)C: t eur- p r- é-f or· est i er- à I_~..r..rI!..Ln é.~J..i.ê.

f1J...§.lL(.;..f.~;:;.!;.~n ..§.. ~ Aœi zia. ;,.:tgÜl ~I c'.:I V fi:cLIn E? st r- ,,:1 t e h e r- bac é e à

r:::(:".nn.:Î:. ..~.~>.(?t~.l.1I! P'_LLr.:fl_l::.l:.r_~l-:.t!.Q.~ B.ix:..§r.l!.~}D"'.t ..:.~.r.T:! ~!..P.~c.. (:::·t 1:i:Y.:p§!~.r.:..§'.IJ..:l..5! b r::.f~=-:Ls:§t..~~..

La végétation ar-bor-ée qui occupe les plaines du bassin oubanguien,

est souvent dégr-adée peur se transfor-mer en savanes anthropiques_

Ce scmt alor-s des ~;avanes hel"beLI~;es à F'enn.i..set.um l2.ur-J2u.r:..~~.f.D..

("Hel"be à éléphant")~ à Imper-aj:.a ~:.indr-ica. et à Afr-ofT!.Çlmuf!l

§.l=L~ ... - Les espèces ligneuses sont souvent r-édLlites à des espèce

banales dites pyrophiles qLli r-ésistent aux feu de brousse:

AnQ.!l!à...._ ser'lé:l9.al ensis, 1er- mi na lia gLaLlcescen s_

congo-guinéen (9): Forêt dense humide semi cadLlcifoliée

(composée pr-incipalement de Ster-cLlliacées,Ulmacées,Sapotacées et

Mélioacées) à Tf i P loch i ton. scl er-o>:yl on, Ter-mi nal i a.

A la pointe sud-oLlest du pays

en Basse Sangha on tr-CLlve une forêt mixte semi-caducifcliée

et: semper-vin:?nt.e (De type homogène cà Gi Iber-tiodendr-on Q.~!t:Igvr:.~.t

Ol.l de type for·tH r-ipicole à ê.\:.,-:Lbo!:-~r:..:t..ia Q.emeLlsei et UapaCé:l

9..~-li neensi s.- En li si ér-e ALlbrevi Il ea ker-st i n9 i i devi ent

l"espèce dominante. PILlsieLlrs obser-vations faites au COLlr-S des

der-nièr-es decennies [Sillans,1959Lllver-t,1980J tendent

Llne e:·:pansion de la fore·t sLlr la savane malgr-é

cà montr-er­

l'action de

défr-ichement dLle cà la mise en cLlltur-e ou cà l'exploitation

for-~n.

de la

A l'intér-ieLlr- de ces différ-ents secteLlr-s on peut décr-ir-e des

distr-icts cor-respondant à un peuplement végétal spécifique dér-ivé
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des caractères généraux propres au secteur. r~n f :l n i 1

qUE'} qUf.~S peuplements particuliers et:. J.j,rnité~. ~\ type de

bambou5aies~ rSneraies ou doumeraies. Cer"t<!l.i. nSi éco~:;yst:.èrnes SClnt

par des cultures arbustives <Café, palmier à huile~hévéa~cDton).
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PAYSAGES DE REPUBLIQUE CENTRAFRICAINE:

A. Village rue en secteur sud-scudano-guinéen

8. Derriè~e les habitations commence la savane arborée

et forêt galerie, zone privilégiée de piègeage des

rongeurs pé~idomestiques.

C. Domaine soudano-guinéen des savanes arborées à

végétation ligneuse dégradée anthropique:

L.I.: Lophira lanceolata

D.o.: Daniella olivieri

F'. p.: E:.enn). septum gurpureum



FIGURE~: CARTE DES DOMAINES PHYTOGEOGRAPHIQUES D'AFRIQUE.

Légende:

1- Domaine congo-guinéen: Forêt tropicale humide

2- Domaine soudano-guinéen: Mosaique de forêt-savane

3- Domaine medio-soudanien: Savane arborée

4- Domaine soudanien: Savane sèche

5- Domaine soudano sahélien: Steppe herbeuse et boisée

6- Domaine sahélien: Steppe sèche, Sahél

7- Domaine saharien: Désert

8- Domaine méditerranéen: Maquis

9- Domaine du Natal: Prairie herbeuse de climats tempéré et

5ub-tropical

10- Domaine montagnard

1
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2.1.2. Climatologie

Du point de vue climatique, la carte phytogéographique restant le

marqueur le plus sensible qui soit, nous nous sommes donc bornés

à ne présenter que des éléments généraux afin d'articuler en

particulier les rythmes saisonniers sur le terrain observé.

Pour l'ensemble du pays, la moyenne des températures est de 26°C

avec une moyenne des maxima de 31 D C et une moyenne des minima de

L'humidité relative est en moyenne de 77% avec une moyenne

maximale de 96% et une moyenne minimale de 55%[Pajot~1973]. Le

climat peut -~tre qualifié de tropical humide au Sud pour devenir

plus sec vers le Nard-Est; De la mime façon, du Sud au Nord~ la

la durée de la saison des pluies diminuepluviométrie diminue et

[8oulvert~1980].

Enfin si an se réfère d'une part à la carte phytogéographique de

la République Cenrtrafricaine (Figure 1) et d'autre part à la

carte des précipitations (Figure 3) ont peut décrire trais grands

types de climats:

1- Un climat sub-sahélien avec une limite sud à l'isohyète

1200mm. La saison sèche qui s'y étend de Novembre à Juillet est

plus langue que la saison des pluies. L'amplitude thermique est

élevée en saison sèche; an a pu par exemple enregistrer à Birao

un maximum absolu de 44~2°C en Mars 1953~ et un minimum absolu

1956. L'hygrométrie varie d'une moyenne de



97% en Juillet, AoGt, Septembre et Octobre à 41% en Février

I:E>j,llan:i, 195El:J.

2- Un climat de type intertropical avec une limite sud à

l'isohyète 1500mm. L,es d!?u:-( saisons sont bien marquées; Une

saison sèche de Novembre à Avril, caractérisée par une période de

petit.es pluies ("plui(,:~ des manl~ues") de Décembre à Févier. L.a

saison des pluies de Avril à Novembre est caractérisée par trois

périodes égales de pluies dont la fréquence varie de moyenne à

fréquente puis moyenne annonçant le début de la saison sèche.

les amplitudes thermiques et hygrométriques sont fortes en saison

sèche et faibles en saison des pluies.

On note dans la région de Bouar un climat particulier, lié à une

élévation relative du terrain Cl000m) où le climat reste de type

intertropical mais plus frais et plus orageux.

:3-- Un climat de type équatorial correspondant au Domaine

congo'··'gl.li néen: De Décembre à Février se situe la saison sèche

avec des températures minimales enregistrées de la mi-Décembre à

la fin Janvier et la formation de brumes caractéristiques de

cette saison en for~t. La saison des pluies présente le m~me

type de distribution dans la fréquence des précipitations que

pour le climat intertropical mais quantitativement augmentées.

L"humidité reste élevée et les températures subissent de faibles

variations d'amplitude.

SLIr" 1 a carte des précipitations figurent les principales

localités eN p 1 or ée!:; lors de nos études. Ces localités



représentées de façon ponctuelle sur la carte ont en fait été

explorées dans un rayon de 5 à 25km pour

échantillons humains ou animaux.

la collecte des



F 1GL.JRE .i:: CARTE DES PRECIPITATIONS ANNUELLES* EN

1

REPUBLIQUE CENTRAFRICAINE CD'aprés R.Chabras,1976)

LEGENDE:

C*) Exprimées en millimètres

. Les différents points de prélèvements humains et de capture

de rongeurs figurent par le nc~ de l"agglomération concernée .

. Préfectures et leur département:

BangLli (OmbE~11aM:' Poko)

M:' Bai ki (Lobaye)

Sibut CKemo Gribingui)

Bcuar (Nana Mambere)

Boz oum (Ouham Pende)

Bossangoa (Ouham)

Berberat i (HaLlte Sangha)

Carnot (Sangha)

Birao (Vakaga)

N"Dele (Bamingui Bangoran)

Bambari (OLlaka)

Bangassou (M"Bomou)

Mobaye (Basse Kotto)

Obo (Haut M"Bomou)

Bria (Haute Kotto)
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2.2. La récolte et le conditionnement des échantillons

1

les échantillons de sang humain ont été prélevés au pli du bras

sur des tubes secs à vide partiel

Aprés rétraction du caillot pendant

CentrifugeusE de

ambiante,

3minutes.

le sang été centrifugé

de type Vacutainers 1M
•

une heure à la température

surplace (800 tpm pendant

et groupe

électrogène), le sérum décanté et conditionné dans des tubes de

ensuite conservé à 4°C pendant la durée de la mission,

polypropilène à vis (3ml-NUNC Ce matériel était

de 1 à 10

jours (Réfrigerateur à gaz). De retour au laboratoire il était

stocké à -20°C (Congelateur Revco™) jusqu'au jour de san

l'utilisation.

Les rongeurs ont été capturés dans, et

dans lesquels les prélèvements humains

points de capture ont varié selon

auw abords, des villages

étaient pratiqués. Les

l'abondance des rongeurs

recherchés; Les pièges étaient posés au sol dans, et alentour

des cases, à distance des cases, en savanne et en bordure de

forêt galerie sans éwcéder un kilomètre au dela du village. Nous

avons utilisé les pièges de type Chauvency (CNRS) appâtés avec

les différentes denrées alimentaires végétales consommées par les

populations locales (principalement de la poudre au des morceauw

de manioc, des ignames, des patates douces, des arachides).

Les prélèvements de sang et d'organes de rongeurs ont été faits

au laboratoire, sur des spécimens vivants le plus souvent, ou

morts dans les 5 heures précédant la dissection. Le sang était

prélevé à ciel ouvert par ponction cardiaque chez l'animal

•



anesthésié au chloroforme. Pour les rongeurs de petite taille

1

une saignée complémentaire était pratiquée par section des gro::i

vaIsseaux du coeur~ drainage et aspiration dans la partie déclive

de la cage thoracique. Aprés formation du caillot, le sang était

c:entr-i fugé IMic:rofuge Bekman)~ le sérum décanté puis stocké à

--20° C ou --BOo C. Les organes étaient prélevés (Coeur~ poumon:,

foie~ I~ate~ rein, encéphale,vessie), conditionnés dans des tubes

de Nunc à vis et stockés à -80°C.

L"identification des spécimens de rongeurs à été pratiquées ,sur

le sexe et les mensurations relevées et notées

systématiquement (Longueur de la tête et du corps~ de la queue,

l'oreille et du pied postérieur). ut il i sée pour--

l"espèce des rongeurs du Centrafrique, a étél'identification

ét,c.bl ie d;' aprés 1es travaw,: 1: 1969 J~, et mod j, fiée en

fonction de données plus récentes contenues dans les publications

de Petter sur les rongeurs de R.C.A. (Petter,1975;Petter,1977l.

Pour les animaux domestiques le sang prélevé à la veine jugulaire

a été conditionné et conservé de la mime façon~ que les sangs

humains, sur le terrain et au laboratoire.

..



2.2. La récolte et le conditionnement des échantillons

Les échantillons de sang humain ont été prélevés au pli clu b""a!5

SUI' des tubes secs à vide partiel cie typco') Vacuti'~:i.nf"r-s;"<'"

Aprés rétraction du caillot pendant une heure à 1 ë\ tE" mp é l'" a t l..l r" e

(:\mbiantE~, le sanga été centrifugé sur place à 800 tpmin pendant

::~;m i n ut. E~S (c: en t. r' i f uq E~U !:;E~ de tabl e P""Cl12\bcl' 1<1 et

élect.r-ogène) ; 1 e !:;él"um iO\ été décanté é~t conditionné dans des

tubes de polypropilène à vis (::~;ml""'I\IUNC r '-') "

(Réfrigérateur à gaz).

ét.é en su i t. t..~ con 5'il?I' v é à 4°[; pendant la durée de

De r'etour- au

1,:\ mi ssi [ln~, dE:' 1

1 ë~ 1:) Cl ,~ i..:o\'l. 0 i /'"(0:') i 1 ë':\

été stocké à -20°C (Congelateur Revco lM
) jusqu'au jour de son

ut. il i. sat i cm.

Les rongeurs ont été capturés dans, et. aux abords,

dan!:; 1es qUf::! 1 !::; les prélèvements humains étaient pratiqués (Figure

:z-,,{) ~I El) • Les points de capture ont 1 :' abc)ndr.:lncf.~ des:;

rongeurs recherchés; Les pi èçJes étaient posés au sol

alentour des cases, à distance des cases, en savane et en bordure

de forêt. galerie sans excéder un kilomètre au delà du village.

Nous avons utilisé les pièges de type Chauvency (CI\lr:<~3) appât.és

avec les différent.es denrées alimentaires végétales consClmmées

par les populations locales (principalement de la poudre ou des

ml::lr' c: ea u)·: cie des i gnaITH?!:;, des.

ar"ëu.:hides) "

Les prélèvements de sang et d'or-ganes de rongeurs ont été fai.ts

au laboratoire, sur des spécimens vivants le plus souvent, ou



morts dansun délais de moins de 5 heures précédant la dissection.

'Le sang était prélevé à ciel ouvert par ponction cardiaque chez

l"animal anesthésié au chloroforme. Pour les rongeurs de petite

taille une saignée complémentaire était pratiquée par section des

gros vaisseaux du coeur, drainage et aspiration dans la partie

déclive de la cage thoracique. Aprés formation du caillot, le

sang était

stocké à

centrifugé (Microfuge Bekman), le sérum décanté puis

-20°C ou -BOoC. Les organes étaient prélevés (coeur,

poumon, foie, rate, rein, encéphale,vessie) , conditionnés dans

des tubes de Nunc à vis et stockés à -BOoC.

L'identification des spécimens de rongeurs à été pratiquée ,sur

le terrain, le sexe et les mensurations relevées et notées

et du corps, de la queue,systématiquement (longueur

de l'oreille et du pied

de la t~te

postérieur). La clé, utilisée pour

l"identification à l"espèce des rongeurs du Centrafrique, a été

établie d'aprés les travaux de Rosevear (1969J, et modifiée en

fonction de données plus récentes contenues dans les publications

de Pet ter sur les rongeurs de R.C.A. (Petter, 1975;Petter, 1977J.

Pour les animaux domestiques le sang prélevé à la veine jugulaire

a été conditionné et conservé de la m~me façon, que les sangs

humains, sur le terrain et au laboratoire.



2-3. Le laboratoire de haute sécurité:

risque biologique.

Le

1

Certains germes connLlS leur trés grande

infectivité chez 1" Homme, la gravité de la maladie qu·ils

entraînent ou la méconnaissance que l·on a de leur pathogénicité

pour l'Homme les ont fait classer selon le risque potentiel

intrinsèque apprécié.

Classe 1 Micro-organismes vivants non pathogènes, non infectieux
(ex. : Baci Il us... cereLls, Na~eri a fowl eri)

Classe 2 Microorganismes à risque modéré pouvant donner une
maladie humaine (ex.:Hépatites A,B,nA-nB;Toxoplasme)

Classe 3 Agents infectieux indigènes ou exotiques pouvant ~tre

responsables d"infections sérieuses ou potentiellement
1 é thaLl>: (el';.: Mye obac ter i um t uberc ul os j .•.?" Co>: i e Il ?..
burnetti.,Hantaan virus)

Classe 4 Agents dangereux et exotiques comportant un haut risque
pour l'individu et engendrant une maladie de pronostic
vital (ex.:Virus Lassa,Virus Ebcla,Virus Marburg)

Les agents ainsi classés ont permis de définir 1 es

caractéristiques techniques des structures dans lesquelles ils

pourraient être manipulés sans danger pour le chercheur et son

environnement [USDHHS, 1978J. Ainsi a été définie la notion de

risque biologique qui jusqu"ici ne concernait à un niveau de

sécurité élevé que les manipulation génétiques; présent~ment le

risque est lié à l"infectiosité et à la pathogénicité du germe.

A la suite des épidémies mortelles à virus Marburg,

Ebola et Lassa, et des cas mortels enregistrés en Europe et aux

Etats Unis d'Amerique[Martini,1968;Leifer,1970;Woodruff,1973J,
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trois laboratoires pour manipuler les germes de classe 4 furent

construits (Portown Down~UK;Fort Detrick,USA et Atlanta~USA). Ce

Cont.ai rlment. Lab or·c:<t. 01" y (l''ICL.. ) conception totalement

clri.ginë.ile et l'" é (] :i. lens spéciales. 11 de

travailler avec des agents infect.ieux ou expérimentaux suspects

ou avérés présenter un risque biologique pour le manipulateur

et/ou l éa communauté. On 5 aspects pri nci paw:

(P4) peur ce type

caractérisant les laboratoires autorisés à manipuler des agents

de classe 4~ On parle alors de p~otection 4

d"installations:

L'accés en est controlé par des sas (Personnel et

Mabki el) .

La pression négative est maintenue à l'intérieur pour

protéger l·environnement.

La totalité des effluents sont décontaminés et/ou

stéri 1 i Sé!:i.

L.e mat ér" i el infectieux peut être manipulé dans des

enceintes étanches par l'intermédiaire de gants soudés à

l'enceinte~ ou bien le manipulateur est libre de ses mouvement

dans l"enceinte contaminée et porte un scaphandre maintenu en

pression

(Fi g .4-9) .

positive par rappor·t à son environnement local

en rapport avec l"entretien de routine et

IL

laboratoire~

faut souligner que la comple>:ité d'un tel

1 es

manipulations exigées, demande au chercheur un apprentissage du

fonctionnement général des systèmes de sécurité et un entrainement
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assez long pour apprendre à y travailler. Ces impératifs restent

liés au souci de sécurité tant individuel que collectif.

les enqu~tes sérologiques préliminaires réalisées en

1979 et 1980 en Centrafrique faisaient appel à des techniques de

sérologie conventionnelle et furent réalisées à l"Institut

Pasteur de Bangui. Toutefois nous avons dG utiliser un matériel

antigénique de classe 4 inactivé. Un tel matériel constitué de

cellules infectées par des germes hautement infectieux tels que

le virus Lassa et d"autres virus responsables de Fièvres

dans le laboratoire de HauteHémorragiques,

sécurité (Mel)

à été préparé

de la Spécial Pathogens Branch (SP8) des Centers

fer Disease Control (CDC) à Atlanta (FigureS-A). Les cellules

fixées à l"acétone sur des lames destinées à 1 "observation au

inactivées par irradiation gammamicroscope~ étaient

Cobalt6ü - Model 220~ Atomic Energy of

(Charge au

pour être

réactionladans

Canada ltd.)~

antigènecommeutiliséesensuite

d"immunofluorescence. l'acheminement vers Bangui s'est fait à

-20°C en glace carbonique.

les manipulations faisant intervenir des germes vivants

comme la préparation des lames d'antigène, les tentatives

d'isolement de virus~ la croissance et la concentration de

particules infectieuses~ ont toutes été réalisées dans les

condition du Mel. les études physico-chimiques et de biologie

moléculaire ont été réalisées dans des laboratoires de la SPB

(Department of Viral Division,CDC).

la premi.ère année nous avons travaillé principalement



d'enceintes hermétiques'dans la partie constituée

vi n,l:; Mobi:\l a) (Fï gUr'f2 -t'A) ;

29

F'endant

( J sol €:!me-mt du

les deux autres années, nous

avons travaillé en ~;c:aphandn2 ce qui nous étëüt imposé

type de manipulations entreprises~ d'une part l'utilisation de

trés gros volumes de cultures cellulaires la

de virions hautement pathogènes (Jusqu'à 1 (l'~

Unités FOl,omant Plages), d'autre part l'inoculation d'animaux de

laboratoires avec des germes virulents.
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FIGURE 4: LE LABORATOIRE DE HAUTE SECURI1E DES

CENTERS FOR DI8EA8E CONTROL A ATLANTA

A. PLAN

B. Vue de l"intérieur: Port du scaphandre de

protection individuelle dans le secteur
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2.4. Les souches virales

1

Les souches clonées ont servies dans les études

physicechimiques des virus et comme souches de référence peur les

études génétiques.

Souches "sauvages":

LAS"J" : Lassa "Josiah" (Th.a.057562): Souche

humaine du virus Lassa isolée du sang d'un malade en Sierra Léone

LAS MANO:

humain en Sierra Léone

LAS Fofana:

Lassa 803973~

Lassa 8044 79::~;,

souche isolée de sang

souche isolée du sérum

d"un malade de Sierra Léone

LAS Zor Zor Lassa 803793, souche humaine isolée

du sang d"un malade du Liberia

LAS "1'1"= Lassa "Maleo"~ souche humaine isolée du

séryum d"un malade de Sierra Léone.

LAS "Mas": Lassa 1515~ souche isolée du sang de

Mastomys (3 chromosomes) de Sierra Léone.

LAS NIB: Lassa "Pinneo"~ souche isolée du premier

cas humain reconnu de la Fiévre de Lassa au Nigeria en

[Buckley et Casals~1969J.

LAS LIB: Souch,humaine de virus Lassa du Liberia

(SPB/DVD/CDC:803794)

1969

LAS GUI: Souche Lassa isolée d'un cas humain en



'Guinée Equatoriale (SPB/DVD/CDC:803788)

HOP: Souche d :' un arenavirus i.solé de Ma?tom~.

D.§.ti~1..§.!J.,,§j...ê., è MopE~i. a au Mozambique (AN 20410)[Wulff et

coll. 1977] . Hi stm" i que der:; passages: 1:," fois par pal" voie int.r"a
~ >.J

péritonéale sur souriceau nouveau né et 3 fois sur cellules Vero

E6.

LAS "l": Souche d'un arénavirus isolée d'organes

de Mastomys natalens~_ê.. capturé è Qué-Qué (18°55 S; 29°48E) au

Zimbabwe et proche du virus Mopeia (Johnson et coll.1981a)

HOB 3076: Souche du virus Mobala isolée de

E'..raC1m'i"Ë, de ReA capturé

CGonzalez et coll.1982J.

à Bouboui (4 U 36N;18°19E> en 1980

HOB 3200: Souche dl\ virus Mobala isolé de

Mastomys capturé à Botambi

coll.~1982J.

Souches clonées:

en RCA en 1981 [Gonzalez et

LAS Lp3: (SPB/DVD/CDC:803620) Souche clonée du

virus Lassa à partir de la souche Lassa "Josiah" par repiquage

de plage 3 fois sur culture cellulaire de type VeroE6 CKiley et

coll. 1976J.

l'tOP Mp3: Souche clonée à partir de Mopéia AN2041ü

de la m~me façon que LAS Lp3.

HOB All et HOB B21: Souches clonées du virus

Mobala, souche 3076, m~me technique que pour LAS Lp3.

HOB B23: Souche clonée de Mobala 3076.
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Souche du virus CML, souche Armstrong

1

E350, plus de 200 passages sur souris adulte et un passage sur

cellule Vero.

2.5. Les cultures cellulaires

2-5-1. Cellules Vero E6/41

Cette lignée cellulaire ~ été produite par clonage de

la lignée VERO (Dr P.Price, CCC) provenant de cellules rénales du

singe vert africain (CercoQY.thecus aethioR~); elle s"est

révélée trés sensible pour le virus Lassa et particulièrement

apte à sa répl ication (Johnson et coll., 19B1b].

à 1 :' Amer i can Type~ Cells Culture Collection N()CRL1586

[ATCCC, 1983].

Les cellules E6 sont cultivées dans le milieu classique

Eagle Minimum Essential Media (EMEM) [Eagle, 1959J supplémenté par

10% de sérum de veau foetal inactivé lheure à 56°C, auquel on

ajoute lU.!. de pénicilline G, O,5~g de streptomycine et O,02~g

d"amphotéricine B par millilitre de milieu.

Elles ont été controlées périodiquement pour la

présence de plasmides aprés passage dans un milieu enrichi pour

la culture de mycoplasmes en athmosphère anaerobie selon la

méthode décr i te par' Hayflick [1965J, puis controlées en

microscopie électronique.

Elles sont maintenues en survie 5 à 20 jours maximum



'aprés inoculation dans un milieu de survie EMEM supplémenté en

antibiotiques~ sérum de veau foetal glutamine et bicarbonate pour

rendre le pH=7~8

2.5.2. cellules BHK 21:

Cette lignée n'a été utilisée que trés secondairement

dans une expérience de réplication comparées de souches virales.

C·est une lignée classique obtenue aprés clonage de cellules

rénales de cobaye nouveau-né. Elle.pousse en EMEM supplémenté par

200 u. de Pénicilline et 200~g de Streptomycine par millilitre, à

10% de sérum de veau foetal et 2,8% de Bicarbonate de Sodium. Le

1

milieu de maintenance

concentration des

différe du milieu de croissance par la

deux derniers composants qui sont

respectivement de 2% et 8~8%.

2.5.3. Préparation et inoculation des échantillons:

Le sang a été dilué dans du EMEM à 2% de sérum de veau

Foetal complémenté par des antibiotiques concentrés quatre fois

par rapport au EMEM utilisé pour la croissance et inoculés • 4

tubes de cultures cellulaires aux dilutions de

10o~10-1~10-2 et 10-3 • Les organes ont été

broyés au mortier en présence de sable de verre dans lml de EMEM

pour environ 19 d'organes; Aprés sédimentation des débris par

centrifugation (1500 tpmin. pendant 30min.; Centrifugeuse Beckman

J21C), le surnageant a été inoculé aux m~mes dilutions. Les
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'cellules choisies pour leur tapis confluent de moins de trois

jours ont été~ ap~és décantation du milieu de crois5ance~

inoculées avec une suspension virale sous un volume de O~lml.

Elles ont été ensuite maintenues une heure à 37°C puis l"inoculum

rejeté~ le tapis cellulaire rincé trois fois et nourri avec lml

de milieu EMEM à 2% de sérum de veau foetal pour une

5 et

concentration X4 en antibiotiques.

Les tubes ainsi préparés ont été laissés à incuber entre

10 jours selon les résultats recherchés. A l'isolement le

tapis cellulaire a été testé pour la présence d'antigéne de type

Lassa aux 5ème et 10ème jour par IF!.

Des passages de virus ont pu ~tre réalisés par

inoculation d"un tapis cellulaire neuf comme précédemment;

L'inoculum était alors constitué par D,lml de surnageant d'une

culture cellulaire infectée aux dilutions de 10°·-1.-2 dans

du EMEM. Le

réalisé au 5éme

controle pour la présence d'antigène viral

et au 10éme jour post inoculation.

a été

La technique d'inoculation de cultures cellulaires dans

le but d'obtenir une réplication optimale du virion sera exposé au

niveau des techniques de purification virale.

2.6. "fthode des plages

La méthode des plages a été utilisée pour le titrage des

virus, le clonage des virus par repiquage des plages et l'étude

de la morphologie des plages.

Des tapis cellulaires confluent ont été utilisés aprés



obtention

plastique

l'étude

milieu de
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sur plaque libro™ à 6 trous (2cm de diamètre) en

ou sur flacons plastiques (Falcon 75cm 7 ) pour

de la morphologie des plaques. Aprés avoir retiré le

croissance par aspiration~ le tapis cellulaire a été

1

infecté sous un volume de O,lml de dilutions de raison 10 d'une

suspension virale contenue dans du milieu EMEM. Après adsorption

du virus 30min. l'inoculum a été rejeté par aspiration,

et le tapis cellulaire infecté recouvert avec 2,5ml de EMEM

contenant lX d'Agarose. 5 jours plus tard a été ajouté, 2ml de

milieu de Hanks contenant lX d'Agar Noble à 1:20.000 de Rouge

Neutre. la lecture et le dénombrement des plages ont été faits

24 et 48 heures plus tard.

2.7.1. Souris blanches d~élevage

Des portées de 8 souriceaux nouveau-nés (8wiss ICR)

agés de 48 heures ont été utilisées pour l'inoculation de souches

virales et la mise en évidence de leur effet pathogène. les

souriceaux ont été inoculés par voie intra-péritonéale par

2xl03.~ UFP de virus sous un volume de O,025ml en

suspension dans du EMEM. les portées étaient maintenues dans des

cages séparées recouvertes d'un filtre de papier. Ces cages

étaient placées dans une enceinte close en pression positive à

l'intérieur du Mel. les portées étaient observées
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L_E' sous genr-'e !j,§.É.j~O(n:y-2. a depui s l ongtemp~,; posé un

problème systématiquE qui semb 1 e en vo:i e de;! r éSCllut ion depui S r)\

pei. nf:, :::;: années. En effet récemment par l'étude du caryotype des

5 espèces connues sur le continent~ Hubert et coll., 1982 ont pu

dresser une carte de distribution de ces espèces et permettre une

dénominat.ion plus précise de:; spéc:i mt:m5; rencontrés sous

Le sous genr'e E:r:....~omy,§. po~sède 6 esp èces d écr i tes dont

~5 semblent. plus ou moins localisées en Afrique Centrale:

F'. mor- i 0--_.....-....._.- ...-,

d~? I"Est (F'aradiso et. coll.,1983>.

Mastomy~ est plus volontiers commensal de l"Homme mais

peut"-''ë't.re aisément déplacé de son biotope par Rat,-tL.~ê__[a,t:tl..~ê..

PI" aomys se rencontre plus volontiers en zones humi. des,

forestière et peut 'ë'tre trouvé en situation péridomestique aux

abords des villages ou des cultures.

En R.C.A., les deux sous genres sont bien représentés et

leurs aires de répartition se recouvrent.



FIGURE 5= A. Pt'"' aomys _.2 ac k son i

B. Mastomys ....É~
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FIGURE 1: REPARTITION DU SOUS GENRE MASTOMYS EN AFRIQUE

DE L'OUEST DU CENTRE ET DU SUD.

CD'aprés B.HUBERT et coll.,1982).
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2.7. Microscopie électronique

Des sections fines de cellules Vero E6 infectées ont

été préparées. Aprés cinq jours, le tapis cellulaire a été lavé

avec un tampon phosphate (Millonig,pH 7,3 à 4°C) et détaché par

lambeaux avec une spatule de plastique souple. Ce matériel a été

ensuite centrifugé en tampon phosphate à 1000 tpmin. pendant

20min. Le culot conservé intact a été fixé dans une solution à

2,5% de glutaraldéhyde tamponné~ pendant 30min. Puis la

préparation fixée a été rincée au tampon phosphate, traitée à

l'acide osmique à 1% et déshydratée dans une série de bains à

l'éthanol pour être ensuite incluse dans un mélange Araldite-Epon

selon la technique décrite par Mollenhauer,1964. Les sections

obtenues ont été colorées à l'acetate d'unanyl et au citrate de

plombCMurphy et coll.1970J. Pour la coloration négative, le

surnageant de culture a été utilisé dilué au 1:2 en eau distillée

puis centrifugé à 45000 tpmin. pendant une heure. Le culot obtenu,

resuspendu dans un petit volume de solution aqueuse de

silicotungstate de sodium, a été projeté en aerosol sur des

grilles au carbone préparées pour l'observation en microscopie

électronique.

2.8. Les anticorps monoclonaux

Ils ont été préparés à la SPB à partir d'antigènes
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inactivés par radiation gamma et injectés aux souris CMcCormick

non publié;Kiley et ccll.non publié).

L"Antigène utilisé a été préparé à partir de cultures

cellulaires de type Vera E6 infectées par les virus Lassa et

Mopéia. Les protéines virales ont été purifiées selon la méthode

exposée en 2.12.3. Des souris BALB/c agées d'une semaine ont été

inoculées par voie intra-péritonéale avec 150~g de proteines

virales purifiées mélangées à de l'adjuvant de Freund incomplet.

Une semaine plus tard une injection de rappel a été pratiquée

avec 150~g de proteines virales sans adjuvant. Aprés trois

semaines la même dose de protéines virales a été injectée cette

fois ci par voie intra-veineuse. Aprés 3 jours les spécimens

sacrifiés ont donné lieu à l'extraction de lymphocytes 8

splénique destinés à la fusion avec des cellules myelomateuse.

L"hybridation des lymphocytes de souris avec des

cellules transformées CP3x63-Ag8.653/J.Kearney) a été faite selon

la technique décrite par G.J.HAMMERLING de l'Intitut de Génétique

de Cologne, modifiées par J.F.KEARNEYS.

2.9. L~immunofluorescencesur cellules infect'es

d'immunofluorescence indirecte sur

La méthode utilisée dans

cellules

la technique

infectées a été

utilisée à l'origine pour les arénavirus par C.J.Peters et

coll.[1973J, modifiée et adaptée au virus de Lassa par Herta

Wulff et J.Lange [1975]. Enfin des éléments ont été apportés par

Johnson et coll.[19781bJ, pour la rendre utilisable dans des
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'enquêtes sérologiques étendues. La méthode a été utilisée pour la

sérologie de deux façons: L'une qui consiste à trier les sérums

pour en reconnaître ceux qui possèdent des anticorps spécifiques

de l'antigène testé (cela lors des enquêtes sérologiques);l'autre

qui a pour but le titrage des sérums trouvés positifs lors du

triage. Le sérum dilué (au 1:8 dans du PBS pour le triage ou plus

pour le titrage) est appliqué sous un volume d'environ 15~1 sur

un spot de cellules infectées inactivées,fixées à l'acétone et

séchées. Le contact antigène-anticorps à lieu en chambre humide,

à la température du laboratoire (20 à 25°C) pendant une heure.

Puis le sérum est rejeté lavé pendant 10 minutes dans du PBS sous

agitation lente; ensuite un jet indirect d"eau distillée retire

l'excés de sel de la préparation, ce qui a pour but d"éviter

1" étal ement dLl conjugué fluorescent lors de la phase de

coloration.La lame est alors séchée et 15~1 de CCHlj LlgLlé

fluorescent à 0,02% de solution de Bleu Evansy sont mis en

contact pour 30 minutes à la température du laboratoire. De la

mime façon que précédemment, la préparation est lavée puis

montée, sans sécher, entre lame et lamelle dans une goutte de

Un microscope de type Dialux™ à

obj.ctifs. imm.rœion. eau (Gross.x40 et

(obj.x40/0c.Xl0) suffit pour reconnaître les

fluer.se.nt. intr.c.l1ul.ir•••p'cifi~u•• du virion.

glycérine tamponnée.

'pi-illumin.tion .v.c

x60) a été utilisé. Généralement un grossisement de 400

éléments

Les conjugués fluorescents étaient

dLl commerce: Immunoglobulines de chèvre

principalement

anti IgG et/ou

ceux

IgM

hLllnai nes (Wellcome laboratory), Immunoglobulines de mouton anti
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immunoglobulines de mouton anti IgG de cobaye et

immunoglobulines de lapin anti IgG de mouton et de chèvre (Miles

1 aboratclry) . Enfin des conjugués fluorescents fabriqués aux

C~?ntel"'s fOI~ Contl'''ol CH1t: au~;si été uti.l:i.sés::

Immunoglobuline~ d~ lapin .nti Mastomys et

mouton anti chien.

2.10. Les essais séroloQiques

Immunoglobulines de

Nous avons utilisé l'ultracentrifugation dans des cas

particuliers pour débarasser certains sérums chargés en protéines

et en agrégats d'anticorps. En effet ces sérums masquai. ent à

faible dilution «> 1. : 64) des réactions positives

adsorption non spécifique des agrégats d'immunoglobulines qui en

fi>:ant le conjugué donnaient un "bruit de fond" plus ou moi.ns

intense sur toute la préparation. En pratique une partie

aliquote des sérums è traiter a été déposée dans des tubes de

polypropilène contenant 300~1 et centrifugée dans un rotor

angulaire (Beckman LP-42Ti) à 15000 tpmin et à 4 D C pendant une

heul~e.

Sérologies comparées humaine et animale: Certains

sérums ont été comparés pour leur titre en anticorps fluorescents

et la spécificité de leur réponse vis è vis de souche homologues

ou hétérologues. La réaction d"IFI a été pratiquée sur des

cellules Vero E6 infectées par les différentes souches et

récoltées aprés 5 jours~

rayons gamma (20x10 4 rad.)

Elliot et coll.[198~J.

fixées à l"acétone et inactivées

selon les doses défin~es par

au



2.11. Méthodes d'analyse des protéines

2.11.1. Croissance des virions

Un millilitre de suspension virale en milieu EMEM a

1

servi è infecter un tapiS confluent de cellules Vero Lb à la

dDse finale de 0,01 UFP/cellule. Des flacons cylindriques de

(Corningrr"" 4 'ï () c il1 :~.~ ) maintenus en rotation

1 ente cmt été ut.i 1 i Sé!:i pour 1 a croi sS':\nce et

l'inoculation des cellules. L'inoculum était laissé en contact

avec les cellules dans le flacon maintenu en rotation 1/2 heure à

infection le tapis cellulaire était nourri avec 75ml

de EMEM ,le surnageant était ensuite récolté au Sème jour et le

virus purifié comme suit.

2.11.2. Purification et préparation de l'échantillon

pour électrophorèse

Purification des virions:

Le surnageant de culture a été clarifié de ses débris

cellulaires par centrifugation horizontale (Flacons cylindriques

suspension virale

Nalgèner'~l

Beckman

de 250ml)

G813) • La

pendant 15 minutes à 10.000g (Rotor

ai nsi obtenue a été

prooédpitée avec 7,5i'~ de polyéthylène glycol (F'EG 6000) à 2,31. de

heures

de sodium

Aprés

et maintenue en

centrifugation à

agitation lente pendant

7.000 tpmin. pendant

4

30
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'minutes, le culot de précipitation par le PEG a été resuspendu

1

dans un tampon stérIle TNE (Iris Hel 10mM,NaCl

pHi ~I Li) et: déposé sur un gradient de densité Glycerol (::::0·.... 0ï..) et

Tartrate de Potassium (0 ....40% ) puis centrifugé à l"équilibre

pendant 18 heures à 45.000 tpmin (Rotor Beckman sw40).

visible collectée par pipetage et diluée dans du TNE au 1/2 a été

une centrifugation

ensui. té") déposéf.;) SUI'· un ~;econd gradi. ent

( 20ï.-··70ï. dans dl.l l'NE) pour subi r'

di f f énm t i. e Il e de 45.000 tpmin pf:.mda.r.t

de Bml

Apl'" éS',

virion purifié, en a procédé, aprés dilution du matériel dans du

TNE, à une ultracentrifugation (35.000 tpmin pendant

pelur" obt en i 1'" les pa.l~ticul€-:~:; virales sous forme de culot

c::onct?ntr" é. Le culot resuspendu dans un faible volume de TNE

(lOOV1) a été conservé è -SODC.

Préparation des échantillons pour l"électrophorèse:

Le culot de virion infectieux conservé à -BODC remis à

la température du laboratoire a été repris dans une solution

tampon de TNE à 5% de 2-mercapto-éthanol, 2% de sodium dodécyl

sulfate (SOS), 50ï. de glucose et 0,01% de bleu de bromophénol; le

volume final de l"échantillon a été ajusté selon la concentration

estimée en protéines et la quantité de matériel à utiliser dans

les puits de migra.tion électrophorétique à 1(0).'1>. Cette

solution a été alors maintenue au bain marie à 10QoC pendant 3

minutes, les protéines dissociées et le virion ainsi inactivé
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ont alors été sortis du Mel pour être traités par la technique

d'Electrophorèse en Gel de Polyacrylamide (PAGE) dans un

laboratoire de chimie conventionnel.

2.11.3. Electrophorèse des protéines virales

[1970J~

Nous avons utilisé la méthode décrite par Laemmli

pour l'électrophorèse en gel de polyacrylamide en Urée

Tampon Glycine-Tris

séparation contenait

et ses à 1%

d'acrylamide

(SDS-PAGE).

et le gel

Le

de

gel de

départ

contenait 3% d'acrylamide. Les gels~ de 1~5mm d'épaisseur~

étaient maintenus entre deux plaques de verre verticales

(Vertical Gel Electrophoresis System 2001 LKB).

L'électrophorèse des protéines virales s'est déroulée pendant 16

heures sous une tension constante de 60V par gel. Puis le gel de

séparation a été fixé et coloré dans une solution à 7% d'acide

acétique~ 5% de méthanol et O~2% de bleu de Coomassie brillant~

pendant 30 minutes~ et à la température du laboratoire. La

décoloration a été faite dans une solution d'acide acétique à 7%

et 5% de méthanol le temps nécessaire pour obtenir un bon

contraste des bandes de migration des protéines. Une supension

protéinique de référence contenant diverses protéines marquées au

14Carbone à été mise en PAGE afin d'évaluer les poids

moléculaires des protéines virales de comigration.

2.11.4. Marquage et extraction des protéines
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virales intracellulaires.

1

Des boites de Pétri contena.nt unE;~

culture de cellules E6 confluentes ont été inoculées avec O~lml

d"une. supension vir'ale à 10" UFF'/ml. Aprés incubaticm :::;'0

min. à 36~5°C le surnageant était rejeté et les cellules nourries

avec lml de EMEM survie supplémenté à 2% de sérum de veau foetal.

Aprés un temps déterminé par l'expérience choisie (courbe de

délc:.~i d'apparition des protéines, obt.enticm de

protéines mat.ures en grande quantit.é) le milieu a ét.é remplacé par

un milieu EMEM sans méthionine~ le tapis rincé deux fois avec ce

milieu. Une heure aprés le milieu était rejeté et remplacé par

de EMEM sans méthionine contenant 100mCi de

mét.hiclrline . Aprés une incubat.ion de 1 à 4 heures en étuve à

CO 2 (36~5°C), l'extraction des protéines virales à partir

des cellules était. pratiquée selon la technique décrite par

~::essler" [1975]. Le milieu r-ejeté, le tapis cellulaire était lavé

deux fois avec un tampon phosphate (PBS~ 0,5M Tris~pH6,8) sterile

, à 4°C. L"extrait de cellules infectées étalt pipeté et placé

dans des tubes coni que:. de~ 1, 5ml (Eppendorf), centri fugé 5mi n . .ta.

2.000 tpmin (Betafuge Beckman). Les cellules étaient alors

travers d"une aiguille fine

resuspendues dans un tampon

Les cellules ainsi

DOC , lXSDS) et agitées au

1 ysée!$

de lyse (TNE pH 7,4, 1%NP40, 0,5%

Vortex.ta. froid (4°C) pendant 10min.

étaient passées plusieurs fois au

(26GA) puis culottées .ta. 2.000 tpmin.

pendant une minute. Le surnageant constituait. alors le cytosol
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'extrait des cellules contenant les protéines virales marquées.

Il a été conservé à 4°C pendant une période courte 24 à 48 heures

avant d'être utilisé dans la réaction d"immunoprécipitation.

2. 11.5. Immunoprécipitation en gel de palyacrylamide

1

volumes de cytosol étaient mis en présence d'un

volume d'anticorps (poly ou monoclonaux) et laissés 30 min. à la

température du laboratoire pour initier la réaction antigène

anticorps et maintenu 20 heures à 4 D C.

A ce mélange étaient ajoutés 3 volumes de protéine A du

staphylocoque (SPA- Stephylococcal Protein A-Bacterial Adsorbant,

Miles-Veda Ltd) à 10% dans du TNE et 1 ï. de NF'40 ~ et mL'l,:L ntenLI à

4 D C aprés agitation au Vortex.

Puis la suspension etait centrifugée 30 secondes et le

culot resuspendu dans 0~25 ml de tampon de lavage Clï.NP40 dans du

TNE). Puis de nouveau centrifugé 30 secondes~ resuspendu dans 0,5

ml de tampon de lavage et centrifugé 30 secondes. Le dernier

culot étai t alors resuspE.>ndu dans SOp 1 de tampon "C" (Tampon "e" =

lï.SDS~1ï. 2-mercapto-éthanol~ 50mM Tris HCL~ pH6~8) et mis dans un

bain-marie à 100°C pour 2min puis centrifugé pour une minute.

Le surnageant dans un nouveau tube

Eppendorf™ contenant 5pl de 2-mercaptoéthanol était mis une

minute au bain-marie bouillant. Cette mixture pouvait alors être

sortie du MeL et additionnée de 50ï. de glucose et O,Olï. de bleu

broffiophénol pOLIr constituer l"échantillon prit pour'
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l'électrophorèse. la SOS-PAGE a été utilisée dans les m@mes

conditions que celles décrites au 2.11.3.

Aprés électrophorèses, 1(-:~ çJel (~ta:Lt. -fi~'~é à l" ac:: :i. cl e

i:l c: !'- t i. CI u e 2\ "7 '1. €.~ t e n ~:; l.l] t E' t ,." E~ rn p é pen cl ë~ Il t. U 1"1 e hE' l il" f..:.\ cJ ë" n ~:, li. n CCI k t 2\ :i. 1

liquide à scint.illation (EN~HANCE-NEN) puis rincé dans de

l'eau pour 30 mln. Enfin le gel a était séché sous vide pour

obtenir une autoradiographie après exposition sur film (Kodack

X..··Um.::\ t. i COLl Dupont. Cron~=~:< 4) à ·..·"lO()C. le développement. a été

fait selon le procédé standard prévu par le vendeur pour ces

films radiologiqUES RX.

2.11.6. Cartes oligopetidiques

en SOS-PAGE et révélées au Bleu de Coomassie Brillant (2.11.3.)~1

ont été utilisées pour l'étude de leurs pept.ides de digestion par

la trypsine selon la technique de Buchmeier et coll.[1983J.Les

bandes de migration dans des polypeptides contenus dans le gel

autoradiographiés et les résultats directement interprétés.

Les cligcpeptides de digestion obtenus ont subi

la méthode décrite par EIder et coll.

à

de

été

une

gel

ont

enbidimensionnelle

excisées et ma~quées directementété

Les gels préparés comme au 2.11.3.

électrophorétique

[1971].

l " :',.~:~:~?, l od e se 1 on

pCll yacryl ami de.

migration

aprés 8DS-PAGE ont.



2.13. Méthodes d'analyse des Nucléotides

2.13.1. Marquage radio actif de l'ARN in vivo

Pour obtenir de grandes quantités de virus nous avons

1

ut.ilisé les cultures cellulaires maintenues en +1 aC:CJn!:; t;?n

l'·ot.ë\t.ion et

multiplicité d'in+ec:t.ion dE? 0,01 UFF'/cellul€·? (C+.2.11.1).

L. "{4F(1\I v:i.1'" al a été marqué par adjonctlon au milieu de

survie de 25~Ci 5, 6 [" J u I~ J. d i n E~ (New Engla~d Nuclear

labcratory) par millilitre de EMEM aprés infection.

2.13.2. Densité de la nucléocapside en chlorure

de Césium

L.e virus puri+ié et marqué au 3H, traité ou non

par action de détergents (Nonidet-P40) a été déposé en supension

dans du TNE sur un gradient linéaire de 40% de chlorure de

césium/TNE et centrifugé à 45.000 tpmin pendant 18 heures. Aprés

centrifugation, les fractions ont été collectées par le fond du

tube (Beckman nitrocellulose) et pesées pouren dét,er'mi ner leur'

densité. La distribution de la radio-activité dans les fractions

a été évaluée dans un compteur à scintillation, sur une partie

aliquot de 100~1 de chaque fraction mélangée à 6ml d'un cocktail à

scintillation (Aquasol™ New England Nuclear laboratory).



2. 13.3.Extraction de l'ARN

Le virus purifié a été trajté à la prot~inas€ ~ (Beckman

pour réduire tout

enzymatique résiduel et les proteines dissociées par du Sodium

Dodécyl Sulfate è 10%. Puis l'extraction de l'ARN à eu 1 i €~u à

volume égal dans; un tube de VE?rr-e paf' act.ion du F'hénc:ll

présence de Chlorure de Lithium. Alo!"s, le mélange a été placé

dans un bain-marie à 56°C agité au Vortex en alternance pendant <;.­
...J

puis r--!;?,fn:-Jidi dans un bain de glace fondante pour

&viter l'évaporation du Phénol. Enfin la séparation des phases

du milieua été obtenue après adjonction d' Isoamyl

et 10 mi n dE) centrifugation à :3:0. ClO(] tpmi n

(B(~c 1:: mr.:tn, GS 1. ::~;) • Le surnaç~eant, phasl'~ aqueUSE?, contenait la

première extraction d'ARN. A ce stade seulement le matériel

pouvait être sorti du MeL, l'ARN viral

i n+ eet i eu)·,.

alors i501. n'étant pas

Aprés trois extractions du même type à froid, 1 :' M~N a

été précipité dans 70% d'éthanol glacial (--20°C)

d'acétate de sodium puis conservé à -20°C jusuqu"au jour de son

utilisat.ion. Cette préparation constituait le matériel de base

dans toutes les expériences qui se sont portées sur l'ARN viral.

2.13.4. Analyse de lPARN sur gradient de sucrose

Aprés extraction au phénol (2.l3.3.)~ l"ARN marqué au

tri t i UITl ( 2. 13 . :::; ) et resuspendu dans lml de TNE a été déposé sur



unI] l" a cl i E') n t:. 1 i n é air' (.=~ cl E~ 5 U c: r- Cl 5 e (15-30% poids/velume) dans du TNE

La centrifugation s'est faite dans un rotor SW40

" EI(~'c 1 (1),:,,1",) è :?~."i. (IOut p rn:l l", "

ont été collectées par aspiration par le haut du tube de

cent.,'''i+uqi:':\t.ion. L.JnE~ pi:\I,·ti.f~~ aliqLlDt dE~ lOOpJ. dE) <::haquE'~ +1'·è:~c:t:.iol1,

préalablement pr-écipitée au rCA, a été mélangée à 6ml de cocktail

de scintillation (Aquasol ) pour être comptée au compteur à

scintillation gamma.

2.13.5. Electrophorèse de l~ARN en gel d~Agarose

Les échantillons d'ARN pr-écipités dans 70% d"ethancl

(Cf.2.13.3.) ent été culottés par centr-ifugation dans des tubes de

ver-re siliconé (Carex 10ml) à 8000 tpmin pendant 30 min (8eckman

G~;13) " La résolution des différentes espèces d'ARN présentes dans

l'e~tralt a été feite d"une part aprés dénaturation au Glyoxal

selon la méthode de McMaster et Carmichael [ 1979 J ~ sui vi E? d:' unE'

électrophorèse sur- gel d'agarose à 1,5%; et d'autre part par une

slmple électrophorèse sur un gel d"agarose à basse température de

liquéfaction en pH acide pH 3.5 et tampon Citrate 0,25M. La

première méthode avait pour but de caractériser les brins d'ARN

par leur poids moléculaire et la deuxième technique nous a servi

aprés electrophorèse et observation en lumière ultra-violette des

bandes de migration colorées au bromure d'éthyle. Les bandes

ajnsi repérées ont pu être excisées et les espèces d"ARN cette

fois ci séparées ont pu en être extraites. L'extraction de l"ARN

à partir de l"agarose s'est faite aprés liquéfaction du gel par
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la chaleur, puis dilution dans du tampon TNE et deux extractions

II

successives au phenol (l%SDS,Chloroforme-alcool isoamyl et phénol

c: f ",?" l ::::; ,,:::; ) à température amblante" La phase aqueuse finale

reprise dans 2,5 volumes d'Ethanol glaCIal et 300mM d'acétate de

sodIum a été refroidIe à -20 0
[ pour 4 heures afin de récupérer

l'ARN précipité et de le concentrer dans un faible volume aprés

c (;,>n t "" i of uç~ a t i or) "

Pour l'établissement de la courbe électrophorétique des

segments d'ARN dénaturés au glloxal

poids moléculaire, c1E~s tranche!:: dE~

et la détermination de leur

lmm de gel d'agarose ont été

of ëÜ tes de 'façon sér :i. f!:(," pour chaque bancle d(~ miqr"ation

correspondant à un échantillon d'ARN total" Ce matériel liquéofié

pendant 5 minutes à 100"e et mélangé è 6ml d" AqLta::iol a été

analysé dans un compteur à scintillation gamma.

2.13.4. Carte des Oligonucl~otides de digestion

oligonucleotides de digestion

L"ARN tot~l obtenu

êê~ffiênt§ ~·MkN f~ê~trélt§

migration en gel d"Agarose

~uiv~nte= ncu~ .von~ fiUiv1

migl~ë\t.ion bi di mensi Clnnell e

apréw extraction au phénol et les

éU ph.hQl • p~rtir ~~~ b~hd.~ rl~

ont été utilisés dans lë\ méthode

sur le prIncipe la technique de

en gel de polyacrylë\mide des

par la ARNase Tl mise au point par

utilisant. 1"ARN mar'qué in~j.t.ro.De Watcher et Fiers [1972J~

au 3~Phopsphore.

Nous avons adapté une méthode dérivée et mise au point



Pi:\\I'" Cm: E~t. col], . ,

c'r.:'
....Jlo.J

pour le virus de la grippe~

propres aux Arenavirus.

La digestion et le marquage au phophore radioactif sont

pI" ë:\ t:i CI u é ~; !;; u r" 1. :. éthi::inCll

c::entl'''jfugé" La digestlon se faJt par la l'enzyme de restriction

1 l. (11 Dl ego) pE~ndant.

40 mJr1 à T/oe.

ut. j .1. i se la polynucleotide kinase

(Boehringer Mannheim Bipc::hemicals, Indianapolis) qui, pendant 3D

min à 37°C permet le transfert du phosphate distal ma~qué au

phosphore radio actif d"une Adenosine 5" triphosphate [32P] sur

1:' e)·:t:rémi. té 5:' d'un oligonucléotide de digestion.

<: ym<""l t:. i que:~s et sont. éliminés pi:\r' e:<t.raction

phénolique , l'ARN reprécipité dans l'éthanol à 70%, CLllot.té et.

Elj outé au mélange solution de suer'ose i~ 10% pour

é l eci: 1"' ophm" è se.

La première dimension électrophorétique a été réalisée

à pH 3,5 dans un gel à 10% de polyacrylamide et urée 6M dans une

solution d'acide citrique 0,025M. La seconde dimension a été

faite à pH 8,3 dans un gel à 21~8% de polyacrylamide et en tampon

borate. Des marqueurs colorés contenus dans la solution de

sucrose avec l'échantillon (Bleu de bromophénoIO,2%, Xylène de

cyanolO,2%) ont permi.s de suivre la migation des

oligonucléotides. La première électrophorèse avait pour but de

séparer les oligonucléotides par leurs poids moléculaires, la

seconde dimension sépare les oligonucléotides par leur charge.

Après migration le gel est exposé pour autoradiographie



le film contenu dans une poche scel1~e ,:~pp:1 :i. qué

le gel où des spots de repérage au

Un éCI'-an ,,'1 mp :1. i fic:. a t te u r' ( 1<. (:) cl "'il c: 1::) P l ,'1 c: é Pô r- cl c-e '::. ~; LI =:'

1 c' fil m f..·~n oppo~:;i. t: :i. on <:\u gel €-~E:.;t mai ntE!;ll.l pl ô,\qué

5Umm cl:' é p ",'li 55E!UI'· (L.:l mi t at ion du rayonnement radIO actif). l_.e

négatIf obtenu et développé dans des bains conventionnels pour les

of:i. 1 rn~:; r<X a servi directement à l"analysE des spots de mi.gt-c:d:.:ion

des ol:i.gonucléotide.



2.14. Milieux et produits radioactifs

Acrylamide et Bis-acrylamide purifié (Biorad Labo~ato~ies

F, :i. c: il mon cl Ci:, l .. )

Adenosine 5'-Tripho5phate,Tetra(Trlethylammonium)Salt~[Y~2P*J,

(NEG-002A »7000Cl/mmol~New England Nuclear Corp .. ,Boston

Adjuvant de Freud (Grand Island Biologieal Company,NY)

Agaro5e~ Law gelling temperature agarose (Miles

l "" b cw a t. Cl r J, f.;~~;, l ne::" , E J ~:: h al'"· t , 11'1 d. )

• D:I. eu cl i:;\ ElOI'"' fT1Dp hé ri Cl 1 et. XyI ène c: y ,:'In o:t , Pouel n:' (B l 1:)''''R,'"c:i )

~:::-",t"lt:\'~ c: ap t OE't h an 0 1 (::3 i gma)

" Mixture pour les échantillons d'ARN dans l'électrophorèsE sur

i::l ~J ,:\ 1"' (J 's E:~ :: Ut" ée 10M

Tampon citrate lM

SDS 1 (.'1.

Fi coll :~Oï.

Bleu de bromophénol 2ï.

· Phénol-liquefied 88ï. (Mallinckrodt,Inc.,Paris,Ken.)

" Polynucleotide kinase NEN #NEE 101

Proteinase K #340321 (Beekmanlnstruments Inc.)

• Ri bonuc l ea~;e Tl" Cr'ystadl i nE~" (San kyc) Company, Li mi ted, J apé'\n)

Ribonuclease Tl (Calbochiem-Behring Crop.,San Diego)

· Eagle Minimum Essential Media (EMEM)

· Methionine soufrée (~5Methionine, Bio-Rad)

• Gel e1"agarose : 66.6ml Urée 9M

29.4 H2L1

1,5J Ao~rose è tasse température de fusion

. i



Gœl de polyacrylamide pour la première dimension du "Finger

Print":10%acrylamide,O,32% bisacrylamide, 6M ure2, D,D25M acide

cItrique, 0,032% acide ascorbique, 0,0008% sulfate ferrique,

0,009% eau oxygénée; pl"l fi ni:\l ";'l' .c:-
.";1 :t ~..J •

GE:= l. d €-2 pol Ya c: Ir' y] dm i d (0' P Cl 1.11" 1 a s E:: c:: 0 n d E~ d i men '.'S i 0 r', du" Fin gel'-

Print": 22% d'acrylamide,0,7% de Bisacrylamide,O,lM Tris,pH 8,3

à l'acide borique,O,037% de persulfate d'ammonium

• Ti::\rTlpCln b()lr'at(~~ pOl-llr' "Fi nqer' F'1'''i nt "pH 8,:2:: (;-: 10) ~ TI~i s

lM(121,lg/1),O,025M EDTA(7,3g/l), pH ajusté à l'acide borique

.ramP:ln C l t r' i q u E~ P Cl U l" P I~ e mi ère d i men s ion " FF li: 0, U2 :'j Ivl d;' a cid e

citrique pH 3,5 ajuté avec NaOH

· Tampon citrate pour electrophorèse en gel d'agarose (lM,pH3,5):

Acide c:iti'-i que H2fJ PM 210,15: 149g

Citrate de sodium 2H2D PM 294,10 : 67g

(Préparatlon stock utilisée à la molarité de 0,025

pour l'électrophorèse)

• Tampon glycine pour electrophorèse des proteines

· Tris (VWR Scientific)

2.14.2 Abréviations

ARN: Acide RiboNucléique

CDC~ Centers for Disease Control

EMEM: Eagle Minimum Essential Media

FH: Fiévres Hémorragiques



FHA: Fièvre Hémorragique d"Argentine

FHB: Fièvre Hémorragique de Bolivie

Fr:' : F' i n q e r F' r' i n t

GP: GlycoProtéine

IF'I: 1mmunc)fluor'escf?)llce indil"ec:te

Ig:: lmmunoglobul i,nt'!5

LMCV: Lymphocylic: Chorio Meningitis Virus

Mel: Maximum Containment Laboratory

CML: (virus de la) Chorio-Méningite Lymphocytaire

Ne: Nucleo Capside

NP: Nucleo Protéine

PAGE: Polyacrylamide Analysis Gel Electrophor~sis

pas: Phosphate 8uffered Saline

P4: Niveau de protection contre le risque biologique=4

p" J. .: po!:';t :i. nocul at i on

PM: Poids moléculaire

R.C.A.: République Centrafricaine

SPB: Special Pathogens Branch

SOS: Sodium dodecyl sulfate

UFP: Unité Formant Plage
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3. RESULTATS ET COMMENTAIRES

3.1. Premières approches sérologiques en RCA

Juqu:' en enquêtes serologiques faites en

Centrafrique avaient pour but de mettre en évi dencf.'"

anticorps humains dirigés spécifiquement contre les virus de la

Maladie de Marburg~ de la maladie d"Ebola et de la Fièvre de

Lassa (Gonzalez et coll.~1980; Saluzzo et coll.,1980).Ce travail

fut décidé pour deux raisons prin~ipales. D"une part en raison

de la situation géographique de ce pays pris entre les épidémies

de maladie d"Ebo1a du Nord Zaire et du Sud Soudan, et l"hypothèse

d"un foyer ougandien proche, à virus de Marburg; d'autre part sur

les observations de 1 E? Gac [1946J sur- Lin "typhus des

sans étiologie connue et observé dans l"Est du

CEmtr- af r' i. que. Ces enquêtes devaient ensuite être élargies à

d"autres virus responsables de Fièvres Hémorragiques (Le Vlrus de

la Fièvre de Congo-Crimée, le virus de la Fièvre de la vallée du

Rift, et le virus Hantaan de la Fièvre Hémorragique de Corée).

Nous rapporterons les résultats obtenus alors vis à vis du virus

Lassa en utilisant comme antigéne une souche isolée en Sierra

Leone (LAS"Josi ah") dans 1 a réaction d"immunofluorescence

indirecte (Tableau 1).

La sérologie humaine pratiquée dans une grande variété

de secteurs et la

R.C.A.,n"a donné

totalité des domaines phytogéographiques de

qu"une prévalence faible en anticorps
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1982, :l ('109 individus testés sur une

période de 30 mois ont donnéseulement lieu à la mise en évidence

d"anticorps fluorescents anti-Lassa chez provE~nant:

~?;< c:: 1 u <.,; i v f? men t. ville de Soual' et. de sa proche banlieue

:l , 4) , L.es ti.tr·Ë's en ant. i cor"ps ob SE" l'" v é s sont

part.i. cul i èn:?rnent peu élevés, de :l6 cà ";'1""\
.....,~.!I mai Si cloi vEmt.

considérés comme spécifiques du vi I~U=; LaSSë\ ou d"u.n vi ''-us

antigéniquernent trés pl~oche .. En effet l"IFI apparaît c ommE~ t. r' é s

spécifique du vi.rus Lassa avec pl'" cë\t i quement pas de réactions

croisées avec les virus du complexe Tacaribe ou le LCMV (Wullf et

col] .. , 197E3) .. Ces quelques résultat~ nous ont toutefois incités à

rechercher la présence éventuelle d"anticorps anti-Lassa chez les

ronlJE,:,ur-!s. En effet si un arénavirus circulait dans cette partie

du pays il devait, comme on l'observe pour la plupart des virus

de ce groupe, posséder un réservoir animal chez les rongeurs. Les

résultats obtenus montrèrent df.·~ façon surprenant.e une nette

pl''' éval (?nce en

On rt,d èVi:\i t

anticorps chez des rongeurs sauvages (Tableau 2).

ainsi 30% de positivités à Botambi, 5% à Bouar, 9% à

BCIL.t bOl_li., 1 :TI:. à 80<:0 et 30% à Gomoka. Cette situation n'était

pas sans rappeler les observations faites au Zimbabwe par Johnson

et coll.[1981aJ, où 20% dE? !j.§i.~~.!Jd..!!L'L§" natal ensi s étai ent

trouvés positifs vis à vis de l'antigène Lassa dans deux

villages explorés alors que la population humaine apparaissait

séronégative (K.M.Johnson, comm.pers.). Ainsi dés 19131 nOLIS

proposions l"hypothèse de la circulation du virus Mopeia (nommé

alors provisoirement "Mozambique") Olol d"un virus antigénîquement

proche en Centrafrique. Pour appuyer cette thèse et en l'absence



d:' i sol ement

.c: omp al" CI t. i ve~;;

6 '-,'-0',

du virus causal~ les premières études sérologiques

furent entreprises afin de retrouver une réaction

préférentielle vis è VIS de l'antigène Lassa ou Mozambique, sEuls

i:,l 01'" "'; E,~n (,H r' l qu,F.' ~

spécificité des anticorps mis en jeu. En raison du faible nombre

et des petites quantit.és de sérum alors disponible nous n'avons

titré que quelquEs sérums de rongeurs trouvés positIfs; toutefois

la mise au point récente d'un test radio immunologique [Cleveland

et coll. ~1979J~ preposé par l'auteur~ nous a permis d'obtenir les

résultats suivants par comparaison avec l'IFI:

N°clu

sé r l.lm

Spécimen

pl~ élevé

1FI

L.A~) (2) MOr:- u~s

F\IA(l)

MUP

l(':i::~OE1

"7 (':i2ElO
792El4
U04:~;::j

80::;O~~;

E:.r-Ag..ŒlY...?. L~;J':...ê...g_n t
l'1~?;, t Q.n.1..Y?. gPL
f.::.r.~~.Qfl)..:'L?. .i~,Ç~J.L?'_Qf.! ...L
Er ë::'.OI'Q.Y.S Lac 1:~_,?onL

E:.r.:_~C:?.!.!rY.E_ .L~,k 5_01J.l:-

16 CO nt :20 20
64 nt 320 640

4 nt 200 :::-00
8 4 400 1:300

6"1 8 400 1:300

(1) Radio Immune Assay en phase solide,
San Diege Univ.,CA.

(2) Antigènes Lassa et Mopéia
(3) Titre en anticorps

Cleveland et coll.,

Ces quelques résultats confirmèrent en I~ai son de la

spécificité et de la sensibilité du RIA la réalité des cicatrices

sér-ol ogi ques observées, définitivement rapportables une

infection par' le virus Lassa ou un virus apparenté. Toutefois,

la question demeura de l'agent causal en raison même de la

disparité des résultats trouvés vis à vis des deux antigènes

testés dans les différentes méthodes: LIn sérLlm donnai t Lin ti tre

t?n anticorps fluorescents nettement plus élevé contre l"antigéne



ndi s qLlE~ clan!:;

1:>:::.

nf!:~ ""el èVi:\i t Pi:"\::; cl r::~ c1:l -f -1 é '" en c: E'~

1

notable dans la mesure où un écart.

considéré c:omme signiticati-f.

d'une dilution n'pst P ë:\~3

Ce '"i p 1'- e mi F' l''' ':3 1'- é ~:3 u l t i?o t.~" n c ',.\ ::0 +:i 1"- f:~ n t', i::) l n ~:i :i, r.: 0 n c: :1 1,11' r;:o ci i:" n ";

un r' iil. p pOl' t é <:: 1'" i t. en F é v r' i E? r' 1 ('1 El 1: " l_ f~ ~:I l" Cl n q (,~ LI r' !:; po::; i t. i f ~:~ v i :':i i:\ v i ~3

du vi l'''U~:i Il t"lo:::: amb i qUE' Il (/10p é :i, 2~) d'une part l'aire de

répartition de ce virus à l'Afrique Centrale et d'awtre part font

r'econnai t,r"e. ], e gerlr-e F'I"'_§_~}Œ}.X:,~~, ~ comme nOUVf?aU I~ éser- voi 1'-

d f? V i n_l ~S" • " • Dans cette région d'Afrique Centrale, le vir-u!::; cie

Lassa céde la place chez les rongeurs du groupe Mastomys-Praomys

ii, U v :i, r" u !:;

:i,], f:3E'mb :1 €,:.~ l E~ f i?o :i, n? 2'1 u

ce virus dans le Centrafrique pose l'int.éressant problème de la

zone de transition les aires d'endémle de 1 ë', Fi èVI"'Fi' de

TOUt:.E'~+(Ji !:i i l +aut ~_:; , ii:\ t t F.~n ci '" e,' l' é P ë\r- t.:i t ion

géographique intriquee considérant q u p c:I E~ f:S f:'? n Ci u è t E' ~3 pI'" é 1 i III 1. n i':1 j l'" f:;~~:;

cie!:; rCingE~UI~!::,

né~1ati+s".

du Zaire ont donné des résultats totalement

Trois mois plus tard neus avions la chance d'isoler un

nell.lvel arénavirus antigéniquement proche du virus de Lassd et

différent du virus "1'1oz arnb i que", à par"t i r- du b r- oyat d' or-gi::"\nes dE::.~

E:.r:_ê..t:.u.llY_2. c':''IptL.lr"és en F~CA [Gon:::: al ez et. coll., l'i8::n.
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TABLEAU 1: PREVAL EN CE EN ANTICORPS FLUORESCENTS ANTI-LASSA DANS
DIVERSES POPULATIONS HUMAINES DE REPUBLIQUE CENTRAFRICAINE.

=:::::.:::::::::::=::::===:::::::::::::::::::::::::::::::~::::::::::~::=::::::~::::::.. :::::::::;::::.::::::::::::=::::::~=::::::::,~:::::::::~=::;=:::::=:::::.:::=:::::::::=:==::=:~.:~::::~:::::=::~:::::::::=

r:> r' Cl vin c: e DU

région
Tut,,\J
tf:~sté

1\1 Cl rn b l" f,'~ cl E'

pO:5i ti +Si (:1.)

Ann('~'E*

en

l"1ongoumbë~ 499 0 1979
Elan 9 a Si ~;; ou li ()l U 19UU
Bozo :LOO 0 1 ()81
BiraC) 2fJO 0 19E1l
Bambar' i <:10 0 19E31
Boual"' lEi4 4 19E11
Nola EW 0 1982
GOlTloka El3 <) 19E12
BouboLli 44 (J 198~?

BCltambi, C· ... ·l (l 1(iEl2...J'<:'

Zemio<::::;) 166 0 19fn
N"BanguiN"Gorc(4) ,..~ '-' (l 19EI:3:~.a::.

Lomie/Acljela(4) 6~'S 0 :L 9E34
F'acnJa (5) 96 (> 19E14
======~:==:==:==~=====:::===============================~==:===========

(1) PC)s;itif~; vis cà vis du virus La!:;sa, SOUC~H= LAS",]"
(2) Année de récolte des échantillons
(3) A.J.Geargs5,D.V.M.Meunier et J.P.Gonzalez,1983,non publié
(4) D.Y.M.Meunier,A.J.Georges et J.P.Gonzalez,1984,non publié.

(Région de 8angassou).
(5) D.Y.M.Meunier,A.J.Georges et J.P.Gonzalez, 1984,non publié.



65

'TABLEAU 2~ PREVALENCE EN ANTICORPS ANTI-LASSA DANS DIVERS GROUPES
ANIMAUX DE REPUBLIQUE CENTRAFRICAINE.

(;) E!fII''' E' ~

ldr-ouPt:'è
t. c)'t 2~ ,l
tE's;t {

Nomb 1" E~ cl E~

posit.:i.+~;(:I.)

::: (
"
)

1 El U
1

....\
0.A::'

,"") 0,a:;.

4 :[ :[ ~~~

r', 0..::.

18 0'. 0..::.

6 l
56 r,

..::.
~ 0..::.
~l 0~.

:L :3;:3; <1
1::' C;':' 5....;....;

40 8
31 1
15 0
~ 0..::.
""':!" 0'..''. 0..::.

l ..;:' il.....
l'ï :l..::.

2~S 0
~. 0~,

<::' 0....;

:~; 0
1::' 0•.1

r< ë!_t:t~J,2,

Cob èï /E~

B.ê..t..th,\.~i
F' I~ ë\ Cl,L!li,.?_
E:.r.~ a .Q.Œl.~?_

t:1ê s t..J2J.T..!.X'..!?_
Mus
Ra t.:h.!d?_
F' r ë\ o.r.nYÉ..
t:1§Lêi.P-ITLY..2,
t1h~§,

B.~t..t~!.:~"
Chien
P r::..§Lg.m.:L~-:
Pr aom' 's;._"•. .....:1..__..

~I.a !'i:!;.PLlLY..?,
Mu§
F-<att.u.§.
b..§' mn i.J=j..ç:J2Jl!.Y_~.
8..§'..L~ Ci.mY..~?.
Prëlom"5......_ !.!..i...__

Ih.ê..m.Q..,ÇJ.JI!.Y..!.~_
Mi:\ i t: :i k Cl LI], Cl u ( ~? ) A1:.-_yj..J;J~}J.ttli 5.

b.f'::llm.!...§.!.;.(2JILY. s,
M~.§.;.t..R.rrù:/..~_
T ë\ t e.t:,È_
l§t. t~.t:'.;LJ.1.!::lli

BOUê:ït'"·

Bë:\nqui

BClUboui
De:)::: Cl

UClnlDka

Bi:\Yi:\ngi::\ (2)
Di l'"aD

BCJt.arnbi

=~=========================~:==:::============================:::=~==:=:=~==:=

(1) Vis à vis dll vil'"'Ll~:; Lassë\~ souche LAS"J"
(2) D.Y.M.Meunier~A.J.GeCJrge5et J.P.Gonza],ez~:[984,nonpublié
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Isolement d"un nouvel arénavirus en République

1

E: n :1. 9 f:3 :J. f.~ t. :1. (? t3:-:: " d 2:, n s ] e :"'1 [; 1... <.~ u >: c:: DC bAt:l. ,:;., n t. a :1 n 0 u ~;

avons traité 483 spécimens biologiques prélevés sur 1 E' t. E-!I'T ë.Ü n

~entrafricain de 1979 à 1982. Ce matériel destiné aux tentatives

d'isülement de virus était constitué à 90% par des prélèvements

de rongeurs sauvages ou péridomestiques (organes et sang total).

Les autres spécimens (Sang humain~ musaraignes, c:hauves souris:.

cobayes et puces) de même origine ont été aussi

entr'aient dans un protocole d'étud~ pour lequel la recherche du

vi r" u ~;; E: b Cl la, é t. ait 'f6:d teen par' aIl è 1e •

Ces études ont permi l'isolement de 12 souches d'un

nouvel arénavirus (Tableaux 3 et 4).

Dè!::; le!5 premiers iscllememts faits chez. E:.r..2.QŒ,1X§.., le

identifié apparaît comme un arénavirus antigéniquement

preche du virus Lassa~ malS différent de ce dernier et du vIrus

Mopéia par la mise en évidence de sites antigèniques spécifiques

sl::luche à l'aide d'anticorps monDelonau>: [Gam: al ez et

coll.,1983aJ (Tableau 5).

En effet les trois types de virus Lassa, Mopeia et

t'lobaI a SClnt r-econr1US sans distlnction par les anti c:orps

Lassa.

pol yc: 1onall>:

virus de

humai. ns ou

Gluand

animaux produits après infection par le

on utilise une batterie d'anticorps

monoclonëi\u>: préparés contre les souches LAS"J" Ol.1 MDF' Mp3, il est

possible de distinguer ces trois types de virus par la présence

ou non de certains sites antigéniques, ou épitopes~ à la surface
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anti.cor-ps monoclonauN qui,

1

'r-econnaissent. de façon univoque LA8"J" (52. 18:3. ~~:) DU MDF' Mp ~~::

(53.17.10) ont été testés contre différentes souches du même type

v:i, l'" i:il 1 P DLtr" é 1 i ln :i. n Fe' '" l. ' éVE'~ntu.F:'J lE" reconnaissance d'un épi tOPf2

spécifiqUE de souche et non p1.u~ spécifique de genre ou d'espèce.

l\Jous saVC::H1!."..i qUE! Co ~.:'t t.E' différenciation à l'aide d'anticorps

monoclonauN est en faIt la traduction de structures quaternaires

ou pl"imii:\ir-es dE'~S pl"'otéines de str'uctL\I"'e~ en n?li:\t:lon dir-ect.e avec

l'antigénicité des souches. En ce qui. concer-ne les réactions

cr'cJi sées df? l'an t :l 9 è r'll:? Mobal r.:'\ avec les sér-ums hyperimmuns

dirigés contre les vir-us du co~pleNe Tacaribe, les r-éactions

positivES ne sont pas tr-és significatives du degré de par-enté

avec ces vir-us du fait. du titre homologue élevé (>=10:::4). Par-

les r-éactions négat.ives avec les antigènes Mobala et

l :' é l <:li IJnement souche!:; t.est.ées vis ià vis de~;; souchE~s

homologues lacar-ibe, Macnupo et Latine (Tableau 5). Wul++ et:

coll" 1: 197f.JJ ~ mon t:. r- E'JI"\ t', étude quantitative

réactions cr-oisées que: ,j 1es al'''énavi r'us du I\Icluveau Mondf? dr.lnne:'nt

des réactions croisées importantes entre eux la plupar-t du temps

mais faiblement avec ceux de 1:' Ancien tvlondE.'. ". Au total le virus

l"lobal a test é vis à vis d'anticor-ps polyclonauN montr-e son

appartenance net.t.ement pr-éférentielle au groupe des ar-énavir-us de

l'Ancien Monde et gr-âce au:-: anticor-ps monoclonaux, on peut

aisément différ-encier les vir-us Lassa~ Mopeia, tvlobala et LeM.

Enfin P. ~Jahr-l il'9 (Comm.per-s.) démontr-ait récemment dans un test

de neutralisation utilisant des sér-ums de cobayes, de singes et

humains, qLI' i 1 e>: i ste entr-e ces vir-us de l'Ancien Monde une
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qUE' 1 :' on ClbE€~I~Ve des vëH·iations

. géclgr-aphi qLIE'5 :l ndi ~:;<::utables mais

parfaitement rep~oductibleE.

Si l"isolement d'une souche de vi~us apparenté au virus

réservoir avéré pour l !?~" Vl rus i"'lop é i ':'1 [Mcmath

col J. :1 974;; WuJ.++ et coll.,1975b;Johnson et cal] . ~i 11:;>8:1.,,\. J, p c'~r"

contre les deux souches

si nç)ul i è'~es. En ce qui concel~ne

e.!d~.LLQt....:L!;;.~.:!.§.. , Llne enquête Sél~Ol.ogique faite dans le i\lor-d·..·Duest

du pays, au village de Maiti~oulou, montre une prévalence nulle

en anticorps anti-Lassa et anti-Mobala [Meunier et coll.,1984,non

publ:i.éJ. Il n'en r-·E~st.e pas motns que cette espèce est

relativement abondante dans cette région, et qu"il y aurait là un

excellent candidat. r-éservoir alt.erne, de virus en

";·:onf:: de transition" e~nt.I'''e 1 f:~ vi rus pathogène pour' l ' HC)(lHnt" et l e

virus spécifique de rongeurs. Rappelons ici que cet.t.e

le même domaine phytagéographiquemédio-soudanien. La souche

isolée tardivement 1:' obj et. d"une

étude des parentés antigénique et génétique au même tit.re que les

autres isolats d"arénavirus africains. Déjà sur le terrain nous

focalisons nos recherches sur cette espèce afin d"en préciser son

rSle éventuel dans l"écologie des arénavirus d'Afrique.

En 1983 nous proposions au cours d"un symposium sur les

virus è ARN négatif [Gonzalez et coll.,1983J de nommer ce nouvel

arénavirus de Centrafrique d'aprés le nom donné au Praomys dans



la langue Lissango des natifs oubanguiens: Mobala. Ce terme E.'n

cours de la même session nousf ai t. d ési gne aussi !:1§_!?to.m.i:Ë.. Au

mettions l"accent sur l"intérêt cl E~ n ommE.'I'- 1 E! vi rus; "MClZ amb:i qUEl" ~

Mopéia du nom du village où a été capturé le rongeur ayant permis

l"isolement de ce virus. Ces propositions présentent à nos yeux

le double intérêt de faire ressortir dés à présent l"originalité

de ces isolats les uns r ap pOl" t. iat..lN autl'es et. éviter

l"ambiguité de souches identiques isolées de pays différents.

nous nous entreprenons les premières

enquêtes sérologiques à la recherche du virus Lassa, guidés pë.U·

l"idée que la Fiévre de Lassa ~ur~it. dè.'\ns 1 es

années 40 dans I"Est de I"Oubangui-Chari, et entreprenons avec

assurance les premières enquêtes sérologiques à la recherche du

vir-us Lassa. En 1980 nous trouvons quelques rares c: i ca t r- i. ces

sé"'ol Dgi ques dans les populations humaines de Centrafrique qui

font alors penser plus à des cas sporadiques et vrai5emblablement~

par comparaison avec la situation présente en Sierra Léone à

l'absence de zone d·endémie de la fièvre de Lassa en R.C.A .. Enfin

en 1982 le virus Mobala est

nous f ai. t

isolé chez des rongeurs

conclure au caractère vicariant de cet

saLlvage5; et

arénavi rLlS

Afrique de I"Ouest; situation

oCt:upant en R.C.A la niche écologique propre au virus Lassa en

semblable et directement applicable

au virus Mopeia en Afrique de I"Est et australe. Nous envisageons

alors, par référence à la situation connue des arénavirus en

Amérique du Sud~ d"entreprendre l"esquisse d"une répartition de

ces arénavirus au niveau du continent et de comparer sous

d:iffél~ents aspects les isolats variés par leur hôte et 1 eur

origine géographique en Afrique.



70- 71

'TABLEAU 3: SPECIMENS INOCULES POUR l'ISOLEMENT DU VIRUS MDBALA

==================~==:==:=======~;====:==::=========== ========;===========

1

Ol"'igine Nornbl"'E" SpE.'ci mE.'flS (1)

Praq!I!.Y.ê.
Mastomys,
t1l:i.\?, ~ëLC!ê:,

Al''~Y,Lç:A!J.:tb..Y.§.,

tti.!.,ç;,H!.!YscJ.l§.
Hylomys
Rat tus rat tl.L~

b.QQ.t"!uromys
LeI!lD.!..ê comys
DepIJomys
Mal acornys
Oenomys
l?to.,ç;J)omys
Thamnomys
Ae t.tLC2..rllY.§.
SOI'" i C i.Q.?~

MigopteropLla
~enop?-i~1a
Cobayes
Homme

127
50
41
14
1 :::::

1

c;:'
--.)

5

1
1
2
4
4
1
2

2()

20

Clrganes+sang 10
(JI'" ganes+sëHlg 1

Organes (1

Or-ganes 0
Organes :1
Or-ganes (1

Organes 0
Organes (1

Organes 0
Organes 0
Organes 0
Organes 0
Organes (1

Organes (1

Organes (>

Organes 0
Organes 0
Entier (>

Organes+sanl~ 1)

Sang 0
=================================================================

(1) Au total 483 spécimens de sang total et de broyats d"organes
(Coeur~ poumon, foie~ rate, rein, encéphale) ont été inoculés
séparément aux cultures cellulaires.



,TABLEAU 4:
SAUVAGE!:>

SOUCHES DE VIRUS MD8ALA ISOLEES DE RONGEURS
CAPTURES EN REPUBLIQUE CENTRAFRICAINE

1\1 Cl Or i 9 i r"1 E' Spec:i mf:?n 1 F'l ( l ) Réisolement
:i rI ClC 1.1 1 é f:;H c;~ ) Mab (:: ) (4 )

., .............. ,,,.. .." .......... _.. ~'" ..... ~.... .. ...,.- ..... ~....",-..

30flO E:.c.~_(?_fI:.L?~. Ol~ IJ an (;,,:s CS) +. +. -1-

::,076 F' t- a DJlLi..:."i or 9 i::ln E?~; -+- ··1.. +
3076 Ft- a.om:i.?~ sanq -1- -1- +
:::::061 M,,'I ':5t om\ ',:; or-gan(~s + +-._.._.....__._--_..<._....
3068 FI'- CI 0!I!.::i.?-. °I~ 9 è:i n f:-' 'Os +. nt +
:::;;0::; 1 Fr-aoni' '5 organ€~5 + +- + ( b)___.__1..._....

30~59 Pr aomys_ olr'ganes +- + + (6 )
:::099 Er a q.ffiY..Éi_ ol'-ganes + + +
:::1 0 l Pr:-aomys sang + + +
=::: l6:::;' Praomys sang + +- +
:~;2()() F'raomys organes + + +
321 (7' !:!Y..LQ.Œ2Y.2.E.L\.§_ sang + +
====~:==:=============:=========:========================~=~=========

(1) 1 ml1luno·f 1 orescencel nd i r ec te
(2) Sérum humain de convalescent de Fiévre de Lassa
(3) Anticorps monoclonal: SPB/52-54-2
(4) I!:;DlF:mt=.ln"t. et r'é:i!:;olement SLlr cellLlles Ver'o
(5) Pool d"organes broyés
(6) Titre au réisolœment (Dose pour 50% de cellules
fluorecentes): 3051~ 3~76xl0ID50/m10

3059: 5,75xl0 4 id50/ml
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TABLEAU 5~ CARACTERISTIQUES AN1IGENIQUES DE DEUX SOUCHES DU VIRUS
MDBALA DANS LA REACTION D'IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE

{\nticDI' P!S

l'1ClB~~;O7 6 1"IL.e

S~·I/I...AS ( j,)

!:;H,,~/I"IOF' (:.;;~)

l"Iab. (3):

+ "" "j- + +
+- + + + +

52··,85-,6
5~~;-'1 "7 ..·10

9--7-'9
24--A-··21

+- +

+

+
+ ....

+
+

+
+

+­
+
+

+
+
+

SI-'Ië~ 1 (4)
{~më:\pal./~ i
F'ichinde
F' a r-i~. n a
T ami ,;l.mi
Machupa
Jun:ln
Tacè.r··ibE~

Pi nhE~i l'-a
Lë~t j, no

( 1964:::;7)
( 19E1(78)
(640156)
( 192(28)
( 109521 )
( 196585)
(196416)
(]008b7)
( :L Cf7Er~;:3)

+- +
-1.. + +
+ + +
+ +

nt +
+ 1- +

+
+ +- +

nt nt

+
+
+

+
+

+
nt

+
+

+

+
nt

(1) Sél~um hLlm,,:\i. n de c:onvaJ. esc€':'nt, ant i Lassa
(2) Sér'um de hamster- hYPl~r'immun ant.i Mopéia

(3) Antic:or-ps monoclonaux
(4) Sérum de hamster hyper immun ant.il



F 1GL.JF~E 7: PAYSAGES DE REPUBLIQUE CENTRAFRICAINE:

A. Village rue en secteur sud-scudano-guinéen

B. Derrière les habitations commence la savane arborée

et forêt galerie, zone privilégiée de piègeage des

rongeurs péridomestiques.

c. Domaine soudano-guinéen des savanes arborées à

végétation ligneuse dégradée anthropique:

L.l.: Lophi~~ lanceola~~

D. o.: Dan i e Il a 01 i vi er i

P. p.: E:.enr) i septLlm purpLlreLlm



A

B





73

3.3.Recherche de zones endémiques et/ou enzootiques

la répartition actuelle du virus de la Fiévre de Lassa

et des virus qui lui sont antlgéniquement proches erl Afrique peut

être considérée selon trois grandes zones géographlquss (Tableau

6): l'Atrique de I"Ouest, avec quatre pays 00 la fièvre de Lassa

semble endémique et peut se manifester de façon épidémique:

Nigeria Léone, Liberia et Guinée; l'Afrique de l'Est et

australe 00 seuls le virus Mopéia et un virus antigéniquement

apparenté ont été mis en évidence chez des rongeurs sauvages du

Mozambique et du Zimbabwe, et où' les populations humaines ne

semblent pas présenter de cicatrices sérologiques vis à vis de

ces virus. Et enfin en Afrique centrale où nous avons isolé le

virus Mobala en R.C.A. Pour rechercher les r.actions croisées

hérérclegues et préciser la spécificité de souche des marques

s~relogiques observées, nous avons utilisé la réaction d"I~I. En

effet, en raison du fBlble pouvoir n2utralis~nt des VJrus etudi~s

cu de la mise en jeu de techniques lourdes peur obtenir un effet

neutralisant~la réaction d"immunofluorescence était la méthode de

cheix peur des enqu.tes étendues.

Lors de la mise en évidence en R.C.A. des premiers

sérums humains et animaux positifs contre le virus Lassa~ et en

l'absence d'isolement de virus , nous avons voulu comparer les

marques sérologiques observées avec les antigénes Lassa et

Mopéia. Les différents sérums testés n"ont en fait pas montré de

réponse nette en faveur de l'un ou de l"autre des antigènes; au

moins note-t-on un titre légèrement plus élevé avec le virus de
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Lassa ce qui rend alors ces résultats insuffisants pour conclure.

De plus 5 sé~ums humains testés contre ces mime sérums dans un

test radio-immunologique (Cleveland~Johnson non

publié) sont demeur'és négatifs. L'Isolement du vi~u5 Mobala

levait le doute sur l'appartenance de ces marques sérologiques.

L.a sérologie compa~ative nous à dé'finir

l'homogéneité des réponses obtenues lor·s des f?n qu'êtes de

prévalence et une éventuelle réponse préférentielle contre la

souche virale géographiquement mise en cause. Ainsi une enquête

l'antigène Mobala met en évidence dans lesserologique utilisant

populations humaines de F\CA, unt: pl''' éval enCt;! sup é l' ], eur' ~'i! en

anticorps contre la souche Mobala que contre la souche Lassa

<T'ab 1 eau n.

En ce qui, concerne les sérums humains

t.rouvés positi'fs

r~.r:;.A., nous sommes en droit de considérer

(1574~ 1604 et 1624) peuvent

que 3 des sé~um5

éventuellement être

rapportés à des cicatrices sérologiques dGes effectivement au

virus Lassa compte tenu des échanges privilégiés des populations

de la région de Bouar vers le Cameroun. Nous n:' avons

malheureusement pas pu retrouver les personnes concernées par ces

sérologies et ainsi pouvoir confirmer l'hypothèse d'un séjour hors

du territoire centrafricain. Le sérum 1544 pourait aussi ~tre

r'attaché aw: autres dans la mesure où les convalescents de

Fièvre de

égal OLl

Lassa présentent des anticorps anti Mopeiaà un titre

inférieur au titre homologue [Wulff et coll.,1977J.

Enfin les deux autres sérums dépistés par triage en utilisant

l'antigène Mobala [Georges et coll.,1983J, semblent trés en



faveur d"une contamination spécifique par ce virus. En e++et sur

1

8 vi Il age~; e~(plorés sél'-ol ogi quement on ne trouve de

séropositivités que dans deux villages o~ précisément le virus

Mobi:,] ," ii~ ét (.' En ce qui concerne les

sérologies humaines de cas confirmés de Fièvre de Lassa de Sierra

Léone et de sujets dépistés en zone d'endémie ë~U Niqerii:,

CTomcri,comm.pers.J, la réaction est nettement préférentielle vis

à vis de l"antigène Lassa par rapport au virus Mopeia, ce qui est

devenu classique de l"infection par le virus Lassa en Afrique de

1 ' CJues:it; toutefois~ la sérologie réalisée aveç le virus Mobala

demeure surprenant~ par des titres- égaux ou supérieurs au virus

1 ui même (Tableau 8 \, . Cette dernière observation est

encore difficilement interprétable et nous verrons au chapitre

des parentés génétiques qu'une explication peut"être possible.

Voyans maintenant les résultats obtenus en utilisant

des sérums de rongeurs d"origines différentes et testés vis à

vis des virus Lassa" Mcpéia et Mobala (Tableau 9).

animauN, dont 11 genres de rongeurs, capturés dans divers pays

d :. Af 1'"' i que ~ seuls les rongeurs des sous genre Mastomy§ et

c' r a t2.!.!lY.§_ et un seul spéci men pOLIr chacun des genres Mus et

Aeth ('"l rT.l:r..,'§. ont été trouvés porteurs d"anticorps anti Lassa. Le

virus Lassa et les arénavirus qui lui sont proches paraissent

avoir une certaine spécificité .d"h8te naturel chez les Muridae

et particuliérement dans le genre Praomys. Enfin on remarque 6

chiens séropositifs à Bouar. On sait que ces animaux ont • se

nourrir eu~: m~mes dans la quasi totalité des cas, ce sont des

prédateurs reconnus de rongeurs et une éventuelle infection de



76

ce fait n'est donc pas à exclure.Si cette observation peut faire

penser à un réservoir de virus accidentel il n"en reste pas

moins qu'elle revêt une importance particulière dans la mesure ou

elle concerne un animal domestique et commensal de l'Homme. En

effet cet animal n'a jamais été étudie juqu'ici sous cet angle,

et pourrait être un réservoir potentiel redoutable pour l'Homme.

Pour la R.C.A., si les titres en anticorps

préférentiels sont naturellement dirigés contre l'antigène

Mobala on est frappé d'observer une meilleure réponse vis à vis

du virus de Lassa que du virus Mopeia (Tableau 10). Comme

précédemment pour les virus huam~ins,cela laisse pens~r à une

parenté antigénique plus étroite entre les virus Lassa et Mobala

qu'avec le

Ouagadougou

virus Mopeia.

un cas humain

En haute Volta,

de Fièvre de Lassa

nous savons qu'à

a été dépisté en

1980[OMS,1981J; les spécimens de rongeurs que nous avons testés

proviennent de la région de Ouagadougou et semblent en faveur

d'une circulation du virus Lassa à bas bruit. La faible densité

de rongeurs joue peut-être un rôle dans l'absence de

manifestation à caractère épidémique. Au Sénégal la situation est

différente, la réponse en anticorps n'est pas homogène et

pourrait faire penser à la présence d'un arenavirus

antigéniquement proche mais distinct de ceux testés.

En Sierra Leone, la prévalence en anticorps élevée

confirme la circulation du virus de Lassa dans la population de

Muridae de ce pays. Au Zaire 1"échantil1onage reste faible mais

l'absence d"arénavirus peut trouver un début d"explication si

l"on admet la nécessité de biotopes particulier pour le maintien
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Figure 8: Carte de répartion des arénavirus isolés en Afrique et
des zones de prévalence en anticorps anti-Lassa.



.Pays où le virus Lassa et des virus apparentés

ont été isolés en Afrique (1984)

S.e"aLeone~awUl'~~

Mali __

GUinée Equat

Sie"e Leone --~w.tf

Heute Volte

..•

chez l'homme

chez les rongeurs

chez l'homme et les rongeurs

• •

. PaYS OÙ ont été obserVés des anticorps anti-lassa en Afrique
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de ces virus, dans la mesure où nous nous trouvons là en plein

'massif forestier congolais du domaine Congo-g~inéen. Enfin pour

I"Afrique de l"Est et australe, le faible échantillonage testé

1

con·f ir-me toutefois la c: i. I~c:ul ë.Ü. i on act:i ve d"au moins un

arénavirus, le virus Mopéia.

En fai.t en ce qui concerne le virus Lassa, les zones

épidémiques ou de prévalence en anticorps anti-Lassa élevée

(>=10ï.) intéressent des régions géographiques limitées. Il

existerait donc un facteur limitant à la ciculation du virus. La

spécificité d"h6te ne devrait pas intervenir en raison de la

large distribution du sous genre Mastomys en Afrique. On pense

en fait que l"appartion de bouffées épidémiques serait dOe à la

convergence de facteurs d"accroissement des populations humaines

et des. popLd ati ons dt? rongeurs dcansun même -é!cosystème' [McCorm'ick

et coll.,1980; Keenlyside et coll.,1983J. De la m~me manière, si

l"on considère des régions proches et des écosystèmes comparables

à ceux des zones d'endémie, on observe une prévalence en

anticorps étonnamment faible ou nulle. En ce qui concerne les

populations humaines on est en droit de penser que le phénomène

d"épidémisation est heureusement exceptionnelet nécessite une

déviation plus ou moins complexe du cycle naturel du virus.

Pour les rongeurs, plusieurs hypothèses à l'absence de pr~valence

en anticorps peuvent ~tre avancées: en premier lieu

l"insuffisance des enquites sérologiques sur les populations de

rongeurs appartenant à des groupes différents, en second lieu, la

surveillance discontinue pratiquée dans le temps, en raison du

turn-over important des populations de murinés, a pu nous faire
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manquer une montée en anticorps dans la population; en effet on a

1

pu démontrer pour le virus Machupo que l'aptitude à produire des

anticorps contre ce virus chez Ca~mL!.§.. et à pr ésenter une

infection chronique étaient liées au génotype; ainsi pouvait. on

avoir deux populations en balance dans le temps selon le taux.

Pour nous resumer~ il semble que les marques sérologiques aient

une certaine spécificité de réponse vis à vis des souches de la

même origine géographique~ mais cela n'est pas absolu et doit

faire intervenir plusieur facteurs antigéniques imbriqués. En

conclusion, ce que nous observons en considérant l'ensemble de

ces données relatives à la circul~tion d'arénavirus en Afrique~

c'est la délimitation plus ou moins restreinte des zones de

prévalence en anticorps et/ou d"incidence des virus. Cela avait.

trés t.at été observé en Amérique du Sud pour les arenavirus du

Comple)·:e TaC:ë.~rj.be où Johnson et coll.[1967] mettaient l'accent

sur la relat.ive spécificité d'h8tes de ces virus et parlaient

al or~; dt':! foci enzootiques. De vastes zones apparaissent dès

auj ol.lrd' hLli comme indemnes d'arénavirus, au moins dans les

hLlmai nes

lié à des écosystèmes

popLll at ions

comm. pers. ) ce qui

(SLld

semble a

Soudan,

priori

Ethiopie; G.H.Tignor,

radicalement différents des forêts-savanes jusqu"ici concernées.

Enfin, le niveau de surveillance demeure encore trop faible pour

avoir une représentation précise de la distribLltion des

arénavirus et une notion dynamique de leur circulation, mais dés

à présent les réservoirs semblent variés, et leur

virus déterminé par le macro-environnement en place.

"choi >:" par 1e
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'TABLEAU 6: PREVALENCE EN ANTICORPS HUMAINS ANTI-LASSA DANS
DIFFERENTS PAYS D'AFRIQUE.

======:========================:========~========================~==

tot.::d
test, é

F'oul'''centaqe df.'~

pc)!:;iti'fs

Benin (1) 60::::; 0,0
Gabon (Hë:\ut Ogoué) (2 ) '-'C' ~;r 0,0..:..\J_"

Ga t) cm ( 1"1 Y O(;lCIUé--Estuai l'"e) (3 ) 6:;: 12, (r
Haute Volta (1) 99:':;; 0, l
~::enYë\ (4 ) 741 0:10
Libel'"ia ( Zer- ZOI'" ) (5) * 53 1:3!1 °
Mozambique (6) 29 0,0
Nigel'"ia (7 ) 749* 6,0
Nigel'"ia (8) * 190 9 8,
Nigel'"ia (BenLle) (9) * 45El 2,0
R.C.A. ( 10) 2154 o ~J,"'-
Si el'"r"'a Leone ( 11> * 461 4~::: .
8j,el'"l'"ë\ Leone ( 12) 1-15
Sénégal ( 13) 28::::: 1/
Sénégal ( 14) 100 0,0
SOLldan SLld--[)Llest ( 15) 291 5,5

Sud-Est 48 2, 1
Nord 15'r 0,0

==================================================================
* Tests de sel'"oneLltralisation et de fixation dLl complément.
(1) Gonzalez et coll.,1984
(2) Ivanoff et coll.,1982
(3) Kern et coll.,l982
(4) Johnson 8. et coll.,1982
(5) Monath et coll., 19T~;

(6) M.P.Kiley comm. pers.
(7) Henderson et coll.,1972
(8) Fraser et coll.,1975
(9) Tignor G.H.,Casals J. et ChLlkwLlmah b.,comm.pers.
(10)Gonzalez et coll.,1983
(ll)Fraser et coll.,1974
(12)McCormick et coll.,
(13)Casals j. et Tignol'" G.H.,comm.pers.
(14)Saluzzo J.F.,comm.pers.
(15)Meegan J. et Tignor G.H.,comm.pel'"s.
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TABLEAU 7: PREVALENCE EN ANTICORPS FLUORESCENTS ANTI-MDBALA DANS
DIVERSES POPULATIONS HUMAINES DE REPUBLIQUE CENTRAFRICAINE

===============~========================:==:===:=:=======:~===========

Origine Tot ..\! testé Nombre de positifs

Bangassou 22 0
Bouar- 229 (1

Bouboui 127 4
Gomoka 78 ~$

Zemio ( 1 ) 166 (J

Lomie* (1) -;rr, 0..,)L

Adjela* ( 1 ) 33 0
==================================================================
* Région de Zémio
(1) D.Y.M.Meunier, A.J.Georges et J.P.Gonzalez,1984,non publié
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.TABLEAU 8: SEROLOGIE COMPAREE DE SERUMS HUMAINS POSSEDANT DES
ANTICORPS FLUORESCENTS CONTRE LES VIRUS LASSA~ MOPEIA ET MO BALA

==============================:~:===================================

01'"' i (~i nF.~ Ident.ification LA!:; MOF' l''I0Ef

R.C.A. (1)

Sierra Léone (2)

Ni.geria (3)

1544 64 64
1574 64
1604 16
1624 128
2209 16
2310 32
2315 16
095:3:12 >=1024 1024 >=1024

7'7120 1024 256 1024
057755 256 128 256
MGH 39 160 320 640
JAL:3:06 160 80 160

==========================;=======================================
(1) Georges et. coll.,1984; Gonzalez et coll.,1983
(2) J.P.Gonzalez et J.B.McCormick,1983, non publié
(3) O.Tomori~1983,comm.pers.
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TABLEAU 9: PREVALENCE EN ANTICORPS FLUORESCENTS ANTI-LASSA CONTRE
DIVERS GROUPES ANIMAUX D"AFRIQUE.

=====:===============================~:==:==========================

Pays Genre
OLl gr'oLlpe

posit.i.+s
/tot.::d *

R.C.A.

~~aol ac k

0 0/ '"L.

0 0/ r1C'
...::....;

6,9 9/1::::::';::
0 0/ 18
0 0/ 6
~ -, 3/ 94. ...:... ~ ..::...

0 0/ -:r 1:'
.":I~

19~9 :::;;1/156
0 0/ 8
0 0/ :;
0 0/ C'

,J

1/ 2
4,9 5/102
0 0/ -,

..::.

0 0/ 64
0 0/ 44
0 0/ 16
0 0/ 47

28, ::5 :::;:6/127
1/ 1

1 ~ 9 1/ 54
0 0/ 20
0 0/ 9
0 0/ 31
0 0/ 16
0 0/ 64
0 0/ 1
0 0/ 29
0 0/ 10
0 0/ 1

21 4/ 19
20 11/ 55

1/ 1

ervi ~_t·hys
Chien
cobaye

Lemnisc:omys
Ma?_tom~

MLIS
Prë\ol!!.Y..ê..
Ratt.LIS
Tater-È.
Tater' i.l.l.1.\.§.
Th a..m..n omy.?
Mast 0Œ.!X.?
Rattus
MastomY.E.
Praomys
MLI?
RattLls
Ma..Ë.to~

P r ..§.Q.ffiY.§.

MLIS
Ar-vi canthys
ML!§.

(région)Arvicanthys
Cr i cet om'y"â.
Mastomys
Rattus
Arvi cant.b.Y.â.
Mast.omys
Rattus
Mastomys
Mastomys
Aethomys

Cll.\i:'\Q ad OLlg DLI
(banl i eu)
Yalosemba~

Tandi..:d a et
GLléména

Savcli gne

F'angOl.lma

n.C.A.

HaLlt.e vol ta

Zaïre (1)

Moz amb i qLle (4 )
Zimbabwe (5)

Sén égal C~:)

f:li err-'a
Léone (2)

==================================================================
(1) Gonzalez and Johnson~ 1980.non publié
(2) Gonzalez and McCormick~1981.non publié
(3) Saluzzo et coll,1982~comm.pers.

(4) Wul+f et coll.~1977.

(5) Johnson et coll.~1981* Nombre de sérums positifs ()=16)/nombre total de sérums testés
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TABLEAU 10: SEROLOGIE COMPAREE DE SERUMS ANIMAUX POSSEDANT DES
ANTICORPS FLUORESCENTS CONTRE LES VIRUS LASSA~ MOPEIA ET MOBALA

(:Ir" :l Ç) i ri E': l3en l"~ E' 1\1 L.l m~? l" 1:)

ID Lab
!"lOF' l''IOB

R"C.A.

HaLlte-'Vol ta (1)

Sier-r-a L.éone (2)

Sénégal (3)

t!.ë~sj;gJD..L~ :3041 :;:~56 128 ;'256
t1ê.§.t9.ffii.§. :~;O4:3 16
f..:.r.: a R.my? ::::;08'7 128 64 128
PI'"..ê.Q.m Y.a. 3088 :3;2 128
Rat t.LIS. ::::;097 16 16 64
Th c%..1lliJ.9...m.~. 3108 64 ~;2 64
P r-_2Q..tnY...~ 3110 32
E:~mys 3167 16 16 32
PI'" aonlY§. 3184 64 32 128
Pr-~pmys 3198 64 64 256
PI'" ë\Clmy.a. 3214 64 256 256
Pr-ë\OI!lY.§. 3217 64 64
Er.:...ià.0 my =l 3223 256 2~S6 1024
Pr-a(::>mys 3243 64 64 64
Pr-.aomys 325() 64 16 128
Pr·ë\omy.s 3293 64 ~;2 64
Çj:U1 i a. 391 256 128 16
Mastomys 20200 16
Mast.Çlmys 2()231 16 8 8
Mastomys 2()23cl 16 16
t1ê.l~J;..Q..fl1.Y.a. 20265 ""':"0"

.~I"::'

Mastomys 00014 -:r ,.") 16,_1":-

M.:1 ~1..Q.my s 00021 16
Mast.qmys 00055 16 -
t1à':!,!;.9..!!lY..a. 00076 16 16
t!à~t;_omya. 00872 256 16 8
Mas t.Qi!lY.§. 00875 64
Mast;..omys 01884 128 16 8
Mu.§. 04320 64 16 16
Mur-idae 367 16 64
Mur' i dae 374 16
MLlr-.J_da~ 379 16 32
MLlr-idae 17 16

================================================================ 6* Titr-e en anticor-ps** Titr-e inf~r-ieur- à 4
(1) J.P.Gonzalez et J.C.Gautun,1983,non publié
(2) J.P.Gonzalez et J.B.McCor-mick,1983,non publié
(3) J.F.Saluzzo,1984,comm.per-s.

.'



3.4.Caractéristiques physico-chimiques des souches

Lassa, Mopeia et Mobala

3.4.1. Microscopie électronique

Nous avons n"avons étudié en détail que le virus Mobala

pour sa morphologie en microscopie électronique, cela en raison du

caractère nouveau de son isolement. Ainsi, les observation

faites ont pu être urilement comparées à celles pour le virus

Lassa, largement étudié sous cet aspect par Murphy et coll.C1970

et 1975]. Enfin, nous avons pu réalisé que trés récemment des

observations

original est

du même type sur

encore à l'étude

le virus

mais les

Mopéia~ ce

observatlons

travail

faites

jusqu"ici ne semblent pas apporter de différences fondamentales

d'avec celles faltes sur le virus Lassa [J.P.Gonzalez et

coll.,1984~non publiéJ.

En ce qui concerne le virus Mobala~

particules virales observées est généralement

la morphologie des

d"aspect sphérique

mais peut aussi être pléomorphique. Leur diamètre varie de 67

nm à 250 nm avec un diamétre moyen de 165 nm. On observe en

surface de ces particules des projections de l"enveloppe de type

membranaire à 3 strates moléculaires. Intérieurement les

particules contiennent des granulations d'un diamètre moyen de 20

nm (dimensions variant de 17 à 26 nm). Les virions bourgeonnent

de façon caractéristique à partir de la membrane cellulaire et



plus rarement è partir de la membrane ergastoplasmique. On

observe en outre des corps d'inclusion intracytoplasmique de

taIlle et de densité variables l'Intérieur des cellules

infectécs (Figure 9).

Les caractéristiques morphologiques

celles décrites classiquement pour

observées sont

les arénavirus.

On a pu remarquer uniquement la largeur un peu plus élevée des

projections membranaires et la forme décrite en club de golf

n'apparait pas [Murphy et Whith+ield~1970;Murphy et coll.,1975J.

Signalons ici que les inclusions contenues dans la particule

virale et denses aux électrons ont été rapportées à la présence

de l'ARN ribosomal d'origine cellulaire dont le rSle reste

totalement inconnu.
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FIGURE 9: Le virus Mobala en microscopie électronique

1... E·.' ~:; c::: (.:.,~ 1 :1. u 1. F,? 0,; ét é

récoltées 6 jours aprés inoc:::ulation~ le tapis cellulaire et

1 f::' mi :1. E:.' l..1 cl f:? c: u:l. tUt'·· (.? Cl rit. ~::; f? l' V :i ".,\ U;. p r- é pa,'" 2 t. i. 0 n ,; :

fines de cellules i nf ect ées;:

bourgeonne à partir de la membrane cellulaire pui~; se

rt?t.rC)UVE~ 1 i br!:.' dans. les espaces ergastoplasmiques (b) OLl

extracellulaire (c).

B. On observe dans le cytoplasme cellulaire des amas de

matériel viral avec une grande concent.rat.ion ribosomique (d).

c. Les particules virales ont été concentrés sur

Tartrat.e 1 Glycerol puis de Sl..lcr-·ose l El CLllot

d"ultracentrifugation des particules purifiées a ét.é dir·€~c:::t.E'ment

fixé et coloré dans l' aci di," c)~:;mi qUE:~. Les particules n"ont été

que part.iellement pénétrées par le milieu de contraste, 12 nature

membraneuse de l'enveloppe se remarque mais les dét.ails internes

ne sont pas visibles. x86.000.

A

C 1 8
l
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3.4.2. Immunofluorescence indirecte

le. Cr3~:;' du la mo~pholoqle des

peut

r-evèt il'· pl usi eur's st.l:r"éotypp.s" L:'anti\~ène.

:i n t r'i:\C:: e l 11.11 ai 1- e :- é v é l é pi::il" li'\. réaction d'immunoflucrescence

indirecte se présente dans la plupart des cas sous forme

d" un

semis de points finement dispersés dans le cytoplasme. On

p.?ut.

aussi observer des inclusions intracellulaires plus grosses de 1

è, :~: ~Im. Enfin on observe des cellules avec une coloration

diffuse du cytoplasme pouvant donner- un aspect en annf:~ë.~U "

expérlences préalables ont pu montrer que ce type de

f l ucwescence

PC)lN i:Ü t 'è't r e du à une liaison d'anticorps spécifiques des

antigenes viraux glyccprotéiniques de surface [Buchmeier

et Oldstone,1 C?81J (Figul~e 10)

La morphologie observée ~ type d'inclusions

granulaires et de

points finement dispersés dans le cytoplasme, se retrouve chez

les trois virus étudiés et ne permet pas de les distinguer entre

eu~: •
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FIGURE 10: Inclusions virales intracellulaires dans les

cellules Vero infectées par le virus Mobala en immunofluorescence

indirecte: Une cultu~e infectée de 5 jours a été utilisée, un

sérum humain de convalescent de flèvre de Lassa a fourni le

système antjcorps spécifique de ces inclusions.

a. Inclusions en goutte de Clre de taille de 1 a 20m

b .. Inclu~;:i.on dE') tYpE:~ " sableus(·:?"

c .. Fluorescence périphérique et diffuse dans la cellule





3.4.3. Protéines de structure

L"ét.ude pr-ot.éines vi r-al e!:'; c:on c: e~r- ri e pll..l~.5

particulièrement les prot.éines str-ucturales des souches clonées

Ce tl'"i:lvai 1

avait pour but de mettre en évidence des différences entre les

pr-oteinss pouvant être éventuellement r-appor-tées aux variat.ions

d'antigénicité observées. Deux approches ont. pu ~tre faites,

l'une par analyse électrophor-étiquE! des proteines l'autr-e par-

immunopr-écipitaticn

pol yc'\croyl ami de.

suivie d'- élec:t.ro·ophor"èsE.\

AnalYS~lectroPhorétiqUe surfel

les pr-ot.eines de str-ucture

de polyacrylamide:

vi r-us ét.ucli és

dénaturées sous l"action d'un déter-gent (SOS), sont sépar-ées

sel Dr, leur- poids moléculair-e par- élect.r-ophor-èse sur un gel de

pol yacr-yl ami de. Un marqueur contenant des pr-otéines standar-d de

poids moléculaires connus a été utilisé afin de pouvoir- en
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déduire le poids moléculaire des protéines virales (Figure 11).

La coloration au bleu de Coomassie met en évidence pour chaque

type de virus la présence d'une nucléoprotéine cl" lm e

glycoprotéine (82) et en faible quantité une glycoprotéine (Gilde

poids moléculaire différent de Gl. La glycoprotéine 81 est.

souvent absente des préparations ou bien présente en faible

quant.ité.

Les protéines majeures du virus Mobala sont semblables

à celles rapportées pour les autres arénavirus avec la NP et. la

c::ommE~ espéces protéiniques les mi ew,: repr és~"ntées

Dans les cellules infectées et aprés extraction

des on met (~n évi dence un pr- é C llr seur- des

glycoprotéines (GPe) (Tableal-lll). Si les poids moléculaires ne

différent guère des valeurs classiques observées pour cette

famillE' df;~ Vi,I"US, nous avons et:

Lloyd [1983] apr' és nou~;, qu" il

E:.':': i st. ë\:l t cie:; différences de migration repr'oduct i bl es clans

l"électrophorégramme des différentes souches testées (Fi gur'e

11>. Cela a pu être mis en évidence de façon particulièrement

marquée pour la nucleo proteine des virus Lassa, Mopeia et Lassa

Pinneo. Nous avons réalisé de nombreux électrophorégrammes et

obtenll tOllj ours 1 e~; m'êm€~s résul tats, soi t 1 a séquence

d'organisation en poids moléculaires des nucleoprotéines les plus

lourdes aux plus légères: Mopeia, Mobala,Lassa humain de sierra

Leone, Lassa de Mastomys de Sierra Leone, Lassa dll Nigeria

(Figure 12). Clegg et Lloyd ont pu montrer que ces

particularités se retrouvaient au niveau des glycoproteines de
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plusieurs arenavirus d'Afrique. ces différences sont réelles,

1

elles ne pourront toutefois mal'- qU('?LH- pour-

l'identification de souches ou un suivi épidémiologique en raison

de la quasI impossibilité de standardisation de différences aussi

minimes dans les techniques utilisées. Toutefois ce type de

variations minimes maisconstantes entre les souches est le

témoin d'un changement d'un ou plusieurs acides aminés dans 1 a

séquence des polypeptides et par conséquent de modifications au

niveau du code génétique.

Afin de comparer plus avant les protéines de ces

virions, des cartes oligopeptidiques ont pu être réalisées dans

digestion des protéines 52

les laboratoires du Dr Buc:hmeiel'· <Scripp

et NP CGonzalez et

Clinic,Cal.) par

coll. , 1984]. Les

préparations virales ne contenaient pas assez de 81 pour en faire

1 ~?s cartes. Afin de mettre en évidence d'éventuelles différences

nous avons cl' unE~ fi:\it migr-er i ndi vi duell ement. les

polypeptides puis réalisé des composites du même polypeptide

digéré de différentes souches; ainsi il a été possible de voir

se superposer les oligc-polypeptides communs et distinguer

aisément les uniques. Les cartes analysées montrent un haut degré

d" identité entr-e les souc:hes Mopeia et Mobala et des

oligo-polypeptides des trois souches Lassa, Mopeia et Mobala.

Ceci est en accord quantitativem~nt avec les observations faites

en utilisant

du nombre

les anticorps monoclonaux pour lesquels le rapport

en commun au nombre de monovalents DU bivalents est

grand [Gonzalez et coll.,1983;McCormick et coll.non publiéJ
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Electrophor.se en gel de polyacrylamide des

protéines virales de structure

Les échantillons de protéines purifiées des virions

(LAS = Lassa, MOP = Mopeia; MDB = Mobala) sont préparés dans une

solution à 2% de sulfate de dodecyl sodium, 5% de 2-mercapto

éthanol et chauffés 3 min à 100°C avant électrophorèse. Le:. gel s

sont colorés au bleu Brillant de Coomassie à 0,2% en acide

acetique et méthanol.

a. Les poids moléculaires des protéines du marqueur de

la colonne de droite se distribuent comme suit: 200 000

(myosine), 92 500 (Phosphorylase B), 68 000 (sérum albumine

bovine), 43 000 (ovalbumine),

18 400 (beta-lactoglobuline).

25 700 (alpha-chymotrypsinogène) et

b. Dans la colonne de gauche un composite de migration

des virus Lassa et Mopéia (protéines pures dans les colonnes 2 et

3) démontrent nettement l"écart séparant les deux NP aprés 16

heLlres de migration sous une tension de 60 volts. (o\VU- \~YoriSc-r;o\o'\
Je.- M. P. KllE't ~r coll./ Iq'l~/ "U'" r.~li(:).

'.
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FIGURE12: Electrophorégramme comparatif en gel de

polyacrylamide des nucléoprotéines de plusieurs souches

d'arénavirus d'Afrique

L= Lassa de Sierr~ Leone souche hum~ine

Mb= Virus Mob~l~ de R.C.A.

Mp= Virus Mopeia du Mozambique

LN= L~ss~ "Pi nneo", souche hum~ine dll I\li ger i ~

LM= Lass~ souche de Mastomvs de Sierra Leone



... N

= ~ 0
CU ..... :lE= en c :z
cr 1 1 ~1 m en... enca c: Q C Q
E -' :lE -' -=

NOK . •
~

92.5K

68 K

43K

25.7K

18.4K



94

TABLEAU 10: POIDS MOLECULAIRES COMPARES DES PROTEINES STRUCTURALES

DES ARENAVIRUS LASSA,MOPEIA ET MO BALA (PMxl0~)

======================================:===========================
Souche virale

virales (1)

PROTE 1NES

intracellulaires (2)

L(3) N 81 82 L 8PC Gl G2 X

LAS "Josiah" 180 60 45 38 71 60 45 3~5 17,5
MOP "Moz" 180 61 48 35 71 61 48 .31 21
MOB Al1 180 60 48 37 69 59 45 19
CML (4 ) 200 63 44 35
=======================:===========================================

(1) Protéines obtenues à partir de virion purifié
(2) Protéines obtenues à partir d"extraits du cytosol cellulaire

(Culture Vero E6).
(3) L=Large,N=nucléoproteine,Gl=glycoprotéine 1,G2=Glycoprotéine 2,

GPC=précurseur de la glycoprotéine, X=protéine de faible poids
moléculaire non identifiée probablement produit de dégradation
de la nucléocapside.

(4) Bruns et coll. ,1983.
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L~immunoprécipitationen gel de polyacrylamide:

Cette technique nous a permis de localiser les sites

antigéniques mis en jeu par les anticorps monoclonaux et les

sérums polyclonaux sur les différentes espèces de proteines

structurales des virus Lassa, Mopeia et Mobala (Figure 13). Les

anticorps monoclonaux nous ont aussi permis de rapprocher la

proteine GPC des glycoproteines GPl et GP2 par la présence d'un

m~me épitope chez ces différentes proteines et de cautionner le

fait que GPC serait la proteine dimérique précurseur des

glycoproteines (Figure 14). Tout d"abord le marquage à la

glucosamine tritiée confirme pour les colonnes de migration 3 à 8

la qualité glycosylée des protéines GPC et G2 des virus Lassa et

Mopeia; on distingue clairement sur cet électrophorégramme sur

les colonnes 5 à 8 et pour chacun des deux virus, un transfert de

la radioactivité de GPC sur G2, ce qui confirme GPC comme

précurseur de 82. Enfin la dernière colonne à droite affirme le

caratère glycosylé de Gl et sa communauté antigénique avec GPC.

La combinaison de cette technique etl'usage des

anticorps monoclonaux a été pour la première fois utilisée de

façon aussi large pour ce groupe viral; McCormick et

coll.,C1984,non publié] travaillent à cartographier les sites de

réponse antigénique sur les proteines de structure de ces virus

dans le but d"identifier le rSI~ immunogénique de ces sites d'une

part, et d"autre part de définir un anticorps monoclonal pouvant

agir sur la réplication du virus et jouer un rSle neutralisant.

La découverte d'un tel monoclSne pourrait permettre la réalisation

de colonnes d'affinité afin de purifier la fraction protéinique
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candidate alors, à la préparation d'un vaccin.

La cinétique d'apparition des protéines structurales

majeures a pu être mise en évidence grâce à l'utilisation

1

d'anticorps monoclonaux spécifiques de la Ne et de la 82 par la

méthode d' IF l (Tab 1eaL(12) . L' accLtmul ati on des produits

nucleocapsidiques se fait rapidement de la 11ème à la 86éme heure

aprés inoculation aux cultures cellulaires. La production de G2

semble n'être importante qu'au bout de 38 heLlres et ne

s'accumuler dans le milieu intracellulaire que progressivement.

Le relargage de parti CLtl es virales infestantes se fait

progressivement pour subir un accroissement net au moment où les

protéines structurales s'accumulent en quantité suffisante dans

les cellules Cà partir de la 38éme heure). Parallélement

l'immunoprécipitation par un sérum de hamster hyperimmun anti

Mopeia, nous a permis de suivre l'apparition des protéines

virales des virus Lassa, Mopeia et Mobala aprés électrophorèse en

gel de PA (Figure 15). Cette expérience confirme l'apparition de

la NP entre 11 et 19 heures après inoculation ainsi que celle du

s'accroît pour diminuer entre 38 et 62 heures p.i.

pro é c Ltr seur GPC. Puis entre 19 et 38 heures p.i. la production

pOLIr 1e vi rus

et se maintenir pourLassa, 62 à 86 heures pour le virus Mopeia,

le virus Mobala.

On est en droit de penser que dés l'infection il y a

production de particules virales infectantes qui vont coloniser

les cellules saines pLti s progressivement la machinerie

enzymatique de la cellule produit en grandes quantités les

protéines virales pour atteindre un optimum. On sait que cet
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optimum existe en raison des observations antérieures montrant

l"apparition de particules défectives interférentes [Kiley et

coll. ,1983,comm.pers. J.
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TABLEAU 12: CINETIQUE D'APPARITION DES PROTEINES VIRALES

INTRACELLULAIRES DU VIRUS MOBALA EN

IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE (IFI)

==================================================================

1

Heures aprés
inoculation

Mab/NC (2)

IFI

Mab/G2 (3)

Titre (1)
du sLlrnageant

11 O~O (4 ) 0,0 2,3
19 15~3 0,0 2 "7,
38 21~6 9~6 4, 1
6" 59~7 25~7 5 6"" ~

86 100,0 52,7 6,0
==================================================================

(1) UFP=Unités Formant Plages
(2) Mab/NC:Anticorps monoclonal a.nti nucléocapside (52.54.6)
(3) Ma.b/G2:Anticorps monoclona.l anti Glycoprotéine 2 (52.85.6)
(4) Pourcentage de cellules fluorescentes.
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FIGURE 13: Immunoprécipitation en gel de
polyacrylamide des protéines virales marquéees • la méthionine
radio-active, vis. vis de différents anticorps monoclonaux

Les cellules Vero infectées avec les virus Lassa (L)~

Mopeia (M) et Mobala (A) sont marquées 35 heures aprés infection
à la méthionine radioactive (3~S) et récoltées 20 heures
aprés le marquage pour en extraire les protéines (U= témoin
cellules non infectées>. Aprés incubation~ les complexes
antigène-anticorps formés sont séparés des immunoglobulines et
des antigènes libres par fixation non spécifique par la protéine
A du staphylocoque. Les complexes ainsi isolés sont visualisés
par électrophorèse sur gel de polyacrylamide suivie d"une
autoradiographie.

Les 4 premières colonnes de migration sont occupées par
les protéines virales totales qui servent de marqueurs.

MW = marqueur de protéines standards marquées au
14.C (cf.fig.11).

MP = Virus Mopéia utilisé comme marqueur

1

Spécificité viraleAnticorps
monoclonal

LAS MDF' MDB

Spécificité de
protéine

53. 1T7. 100 + + G'" GF'C..:..,
52.9:;; .. 4 + + + N
52.85.6 + + + G2~ GF'C
52 .. ~:~'7~~; .. BA + N
5::$.29 .. 1 + N



GPC •N.
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G2

52-273·
L A' ~.
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FIGURE 14:Expérience de pulse-chase par
immunoprécipitation et emploi d'anticorps monoclonaux

Le principe de cette e;·:périence est de s;uivl'·f-~ le
devenir des protéines préformées GPe.

6. Les cellules infectées par le virus Mopeia sont
marquées de la même façon que dans l'expérience précédente
(Fig" :l~;) " Au temp s ,= (1 ~ C :' E:~ 5 t à d i r €~ d f2 U >: heu n'::sap r- é s 1 E~

marquage, une partie du tapis cellulaire est récoltée. Le reste
est laissé à incuber en présenLe de la méthionine froide
concentrée 10 fois par rapport à la concentration lors du
marquage. Deux récoltes sont ensuite faites à 6 heures et 18
heures du temps (1. Les extraits protéiniques des cellules
infectées sont précipités avec un monoclone anti 82 (52.85.6)
avant électrophorèse sur gel de PA.

b. Sur le même principe, mais en
fois-ci la glucosamine tritiée comme acide aminé
devenir du précurseur Gre est suivi parallèlement
La!:-;sa et. Mopei a.

LPN et LCN = Contrales Lassa + sérums de hamster anti
Mopeia.

H = Glucosamine*
L = Lassa
M = Mopeia
C = Controle cellules non infectées
F' = Pulse
C =Chase

G= anti G2(52.58.6)
Gl = anti 81 (52"74.A).

zZ
~u"............

GPC
N 7'"#a

Gl

G2

" e"" "ae" ..."z :Z:~ ~uUa"
..... :I: .......... u ....
.• f .
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FleURE 151 Cinltique dPapparition des protfines
virales en culture cellulaire

Un tapis confluent de culture de cellules Vero est
inoculé avec le virus Lassa de Sierra Leone (LAS), Mopeia du
Mozambique (MOP(MOZ» et Mobala de RCA (MOB(ACAR» et marqués à
la methionine*. Une partie des cellules a été récoltée 11, 19,
38, 62 et 86 heures aprés infection, le cytosol extrait et
utilisé en immunoprécipitation avec un sérum hyperimmun de
hamster suivi d"electrophorèse en gel de polyacrylamide •

.1
1..

...
...., ...,

. ..4

w .. ~
1

, .
~, 1... .. ..

t' ri ~ 'l' •
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. ..
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.' LAS S-L. MOl, (MOl) ~ (ACAR) en:
86 62 îi 19 li 86 62 38'19 il 8662 3819 11=
,"~ :': ... t': Tf t~ ,..;." li ~ ... A4' J

1· i .1 t 4 J

1

: li / .1 ~..
! : j '1
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3.4.4. Acide ribonucléique

Analyse de la nucléocapside:

Un gradient de centrifugation en chlorure de césium a

permis de déterminer la densité des nucléocapside des trois virus

étudi.és. Ces densités sont proches de celles déja décrites pour

les autres membres du groupe des arénavirus (Figure 16).

Il existe chez les arénavirus deux nucléocapsides

correspondant, l"une aux segments d"ARN viraux associés à des

protéines, l"autre à l'ARN ribosomal associé à des protéin~s.

Dans le type d'expérience que nous avons fait la nucléocapside

liée aux ARN viraux a été mise en évidence. Aprés action d"un

détergent en présence de sel (Pedersen et Konigshofer,1976) on

peut séparer les deux nucléocapsides virales liées aux deux

espèces d"ARN. Les nucléocapsides isolées pour les virus

Lassa,Mopeia et Mobala sédimentent respectivement à 1,25, 1,13 et

1,32 gm/cm3, avec 95% de protéines associées.

L"analyse de la nucléocapside des arénavirus d"Afrique

montre une grande similitude avec celle des arénavirus du Nouveau

Monde et les classe définitivement dans les virus à ARN négatif.

Densité de la nucléocapside de quelques arénavirus

virus

MLC (1)

Lassa
Mopeia
Mobal a (2)
Pichinde (3)
Tamiami (4)
Tacaribe (5)

densiti en chlorure de césium

1,32
1,25
1, 13
1,32
1,31-1,37
1,36
1,31-1,33
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(1) Pedersen and Kbnigshbfer, 1976;Buchmeier et
coll.,1978.
(2) Genzalez et cell.,1984
(3) Rames et coll. , 1972;Farber and Rawls,1975;Vezza
et coll.,1977.
(4) Gard et coll.~1977.

(5) Palmer et coll., 1976;Gard et coll, 1977.
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FIGURE 17: Densité de la nucléocapside sur gradient
de chlorure de césium

Le virus purifié trë:\i,té ,,'H,l Nonidet--P40 (NP--AO) est
centrifugé à l"équilibre sur un gradient linéaire de Chlorure de
Césium. Le virus purifié a été marqué à l"Uridine tritiée et
incubé avec du NP-40 (2%v/v 15 min à 4°C). Le mélange a été
déposé sw- un gradient pr"éfonTlé de CICs (1,1'7 è 1,36g/ml) dans
du tampon TNE et centrifugé à 40 000 tpmin pendant 20 heures à
4 D C dans un rotor Beckman SW 50.1. Les fractions sont collectées
par- 1 e fond du tube et pesées pour- d ét.errni ner ], eLlr densi té. La
radioactivité de chaque fract.ion a été mesurée sur O,025ml
additionnés d"un liquide à scintillation (Aquasol) et passée au
compteur à scintillation gamma.
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Résolution des segments d'ARN:

L"ARN dénaturé des virus Mobala et Mopeia par action du

glioxal montre aprés électrophorèse sur gel d"agarose, le mê'me

type de distribution des pics de radio-activité correspondant aux

espèces d'ARN connues pour les arénavirus. Par référence à

l'f~nN ribosomal (18s et 28s) on distingue un grand (L) et LIn

petit (5) ARN viraux. Etant donné la dénaturation des brins d"ARN

nous avons pu calculer par la méthode graphique préconisée par

McMaster et Carmichael [1977J, les poids moléculaires respectifs

des ARN viraux . Il sont similaires aux poids moléculaires des

ARN extraits des autres arénavirus (Figure 17).

Poids moléculaires des ARN de quelques arénavirus

============================================
Vi rLI~i

Large Cl)

ARN

Small (5)

LC!"I (1) 2, 1 1 , 1
Lassa (2 ) 2,2 1,3
Mopeia 2, 1 1,4
Mobala (3 ) 2, 1 1,2
Machupo ( 2) 2,2 1,3
Pichinde (4) 2, 1 1 , 1
Junin (3 ) 2,4 1,34
============================================

(1) Pedersen,1971 [in Pedersen,1973aJ
(2) Lukashevitch et coll.[1984J
(3) Gonzalez et coll.C1984J
(4) Carter et coll.C1973J
(5) Anon et coll.,1976 [in Pedersen,1973aJ
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FIGURE 19: Résolution des ARNs des virus Mobala et
Mopeia par denaturation au glioxal puis électrophorèse sur gel
d'agarose

Les virus ont été marqués à l'Uridine tritiée lors de la
croissance en cultures cellulaires de type Vero. Les ARNs sont
extraits par le phénol à partir de préparation de virus purifiés
par deux gradient de centrifugation CGlycerol/tartrate;Sucrose>.
La dénaturation des ARN se fait dans un tampon P04 molaire à
volume égal avec une solution de Glioxal 6,9M CGlioxal,P04

30mM à v/v DMSO> pendant 1 heure à 50°C. Puis
l'électrophorèse est faite sur un gel d"agarose à 1,8% pendant 2
heures sous une tension de 100 volts.

1



3.5.

iU/

Caracteristiques biologiques des virus Lassa,

Mopeia et Mobala

3.5.1. Inoculations aux cultures cellulaires

La lignée cellulaire Vero E6 a été reconnue pour

permettre une bonne réplication du virus Lassa [Johnson et

coll,1981bJ et les expériences diverses que nous avons faites ont

toujours confirmé cette donnée." En revanche la lignée BHK21

reconnue pour son bon rendement avec les virus du groupe Tacaribe

ne donne pas les titres en particules infectantes espérés avec

les souches africaines (Figure 19). De plus la lignée Vero nous

a permis d'obtenir un effet cytopathique pour certaines souches.

Cet effet cytopathique a toujours été mis en évidence avec les

souches clonées des virus Lassa et Mopeia, et dans certaines

conditions avec les souches clonées du virus Mobala (Figure 20A ­

Tiableau 13>.

M~thode des plages:

Aprés deux passages sur cellules Vero de la souche

sauvage Mobala 3076 deux types de plages sont apparus et par la

technique de repiquage de plage plusieurs clones ont pu ~tre

isolés. Deux de ces clones ont été étudiés: les clones dérivés

fusiformes réfringentes

du type "A", donnent LIn ef fet

pui s Llne

cytopathique

lyse du tapis

avec des cellules

cellulaire; les

clones du type "B" ne donnent pas de transformation majeure des



108

cellules et l'ECP n"est détectable qu"aprés addition du rouge

phase solide (Figure 208). Dans le cas des clones de

tYPE? "B" le tapis cellulaire semble présenter une densité plus

importante de syncitia cellulaires. De;!u:{ clones All et.

une batterie d"anticorps monoclonaux

profil identique à la souche sauvage; ceci est en accord avec les

cbservatiions faites sur le virus Pichinde chez lequel Leung

[1981J a pu démontrer que la morphologie des plages était liée à

l'ARN L alors que les protéines de structures~ donc antigéniques

sont liées à l'ARN S.

En ce qui concerne la courbe de croissance des tro15

souches virales en cultures cellaires Vero~ elle présente pour

les trois souches une allure assez proche (I=-igure :21). On note

toutefois la présence d'un pic: ver'!:; le 4ème jour p.i.

virus Mobala~ tandis que les virus Lassa et Mopeia ont tendance à

montrer un plateau respectivement. du 2 ème au 8ème et du 5 ème au

9 ème Ces observations s'accordent avec les

résult.ats donnés par ~::i 1 ey et coll. [ 1981 J 1 or!:; des ét.udes

comparatives princeps sur les virus de Lassa et Mobala.

Il est remarquable de constater que les arénavirus ne

donnent généralement pas d'effet cytopathique en culture de

cellules et. encore moins une lyse du tapis cellulaire; Cela

pourrait itre lié au pouvoir d'infection chronique que possèdent

ces virlls. En ce qui concerne le virus Mobala (Souche sallvage

MOB3200) nous

1 i:'lquell e nOLIS

avons pu maintenir pendant

avons cessé

plus de 6 mois~ date à

une infection chronique

d'une culture de cellules Vero. TOllS les 10 jours le tapi,s
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cellulaire était lavé avec du milieu neuf EMEM~ trypsiné et 1/8

du tapis repiqué dans un nouveau flacon de croissance en présence

de EMEM à 10% de sérum de veau foetal. les cellules ont été

controlées chaque fois pour la présence d"antigènes fluorescents

puis au bout de 6 mois en microscopie électronique pour la

présence de particules virales intracellulaires. Aucun effet

cytopathique n'a pu itre observé~ l'antigène a toujours été mis

en évidence par IFI~ la microscopie électroniques montré des

particules virales en faible densité et des inclusions

intracellulaires de protéines virales en grand nombre(?).

Le virus Mobala semble comme la plupart des arénavirus

démontrer peu ou pas d"effet cytopathique en cultures cellulaires

et posséder le pouvoir d"infection chronique de lignées. Dans

cette optique de passage sur lignées cellulaires neus avons pu à

partir d'un broyat d'organe initial infecter des cellules de type

parfaitement testé pour leur absence de tout germe pathogène pour

d'un vaccin avec le

I"Homme, cela pourrait permettre éventuellement la préparation

virus Mobala dans les conditions de

sécurité requise par la loi <Cette culture est déposée à I"ATCC

et • I"USAMRIID de Fort Detrick, USA).
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MORPHOLOGIE DES PLAGES OBTENUES APRES CROISSANCE DE
PLUSIEURS SOUCHES D"ARENAVIRUS SUR CULTURES CELLULAIRES
DE "'Y~:'E VEFm E6

===============~===================================:~==============

SC:lLll: he

1'10K5076Al :L
M08::076B21
LAS"Josiah"Lp3
LAS151:'i(Mast. )
LAS "Fo+ana"
LA!:;" Bclt'"bor Il

LAS Il ZOI"Z or- Il

L.AS "F'i.nnea"
U·\~3 8(YT794

Pays
d'origine

R.C.A.
R.C.A.
Sierra leane
Sierra lecme
Sierra leone
GUINEE?
Liberia
Nigeria
Liberia

Diamètre moyen
des p-1.ages (mm)

1 t:'
~;:J

3~(>

1,2
1,0
1,0
1 '"),"
1,4
1 ~ 4
O~I 5

Cytolyse

+

+
+

+

===================================================================
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TABLEAU 14: ANALYSE COMPARATIVE DE LA REPLICATION DES VIRUS
LASSA,MOPEIA ET MOBALA SUR CULTURES CELLULAIRES DE TYPE VERO PAR
IMMUNOFLUORECENCE INDIRECTE (IFl) ET METHODE DES PLAGES

LAS MOP MUSHeures aprés
infection

UFP* IFI** UFP IFI UFP IFI

1 1 ~. ~ 0, 0 2, 3 0, 0 ~. 6 0, 0~l, ~ ._l~

19 ~. 9 4, ~ ~ 7 19 .~'

3~ 8 15, .~.

~l~ ~ ~, , u u

38 ~ l') 7 2 4, 1 33, :3: ~. .,~.

21 6~I~ ~ , ~, ~I ,
62 t), 9 45, -~. ~ 6 67, 9 6, ~ 5(), 7u ~, ~

86 7 3 51 , 8 6, 0 70, 0 6, 9 100, 0,
===============================================:=======:========:====* log des Unités Formant Plage par ml
** Pourcentages de cellules fluorescentes (anticorps polyclonauxl.
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,q
Figure~: COURBES DE CROISSANCE DES VIRUS LASSA, MOPEIA ET MOBALA

EN CULTURES CELLULAIRES DE TYPES VERO ET BHK21

Un tapis confluent de cellules Vero E6 et BHK21 est
inoculé en boites plastiques à vis (Falcon 75cm2) à faible
taux d"infectivité (lUFP/10 cellules) Aprés un contact de 1 heure
à 36~5°C le tapis cellulaire est nourri avec 5 ml de milieu de
survie EMEM. Un prélèvement du surnageant de culture est fait
9,16~32 et 60 heures p.i •. Le titrage de ce surnageant est
réalisé sur des plaques à 6 trous (Limbrol par la méthode des
plages en double couche de gélose.
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MORPHOLOGIE DES PLAGES DES VIRUS LASSA, MOPEIA ET
MOBALA

-1

Le tapis cellulaire confluent est infecté par O,lml
d'une suspension virale ajustée selon le titre de la suspension
de virus originale pour obtenir une bonne séparation des
clones
viraux à observer. Aprés incubation 1 heure à 36,5°C, l'inoculum
est rejeté et la première couche d'agar Noble en milieu EMEM
coulée. 3 jours aprés~ la seconde couche d'agar additionné de
rouge neutre est coulée et la lecture se fait à 24 et48 heures
aprés.
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Figure 21: Courbes de croissance en cultures
cellulaires de type Vero E6 des virus Lassa, Mopeia et Mobala:

La technique utilisée est la même que précédemment
(Fig.19l mais le surnageant de culture a été testé jusqu'à 10
jours p.i., quand le tapis cellulaire trop agé commençait à
perdre son pouvoir d'adhérence sur la surface de la boite.



1 5 10
Days post infection

Growth curves of Lassa fever,ACAR and Mozambique viruses.Monolayers
. of Vero E6 cells in 490cm2 roller bottles were infected with either
virus at a low multiplicity of infection (lPFU/lOScell.).
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3.5.2. Inoculation aux souriceau nouveau-n~

Les expériences d"inoculation au souriceau nouveau né

fournissent deux types d'observations: D' une par't SL.lr" la

pathog én ici t é comparée des virus Lassa~ Mopeia et Mobala et

d"autres souches d"arénavirus d'Afrique~ d"autre part sur le

passage éventuel à l"infection chronique chez 1 a sour'i s dl?

Contrairement au virus Lassa qui ne démontre que peu ou

pas d"effet pathogène sur le souriceau nouveau né inoculé par voie

les virus Mopeia et Mobala tuent en l j OLWS

l"animal inoculé par voie intra cerebrale (i.e.). TC:llJt.efois on

peut Cli:Jsel'"vel''' des survivants qui vont manifester la maladie par

un ralentIssement de 1:' a(::tivi.té~1 une perte de poids et un

hypotrophisme marqué. En génér-al les premiers si, gnes de

ralentissement de l"activité apparaissent au troisième jour pest

inoculi:\ti.on (p.U. 1 :' ép i sod(~ ai gu les sour" i CI:Jau>:

reprennent un taux de croissance sub"normal mai!:; restent de

taille réduit.e dans le cas des virus Mopeia et Mobala, mais aussi

dans le cas du virus Lassa de fa90n plus ou moins marquée

(Tableau 15).Ce tableau clinique dominé par une hypotrophie a été
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in+ec:t.é par- le vir-us Lassa [Demar-tini et coll.~19"15J. Di:'tn s 1 ia

major-ité des cas et pour- les vir-us LassB et Mobala~ il a ét é

possible de réisoler aisément le vir-us à partir- des individus

morts et sur-tout è partir- de l'ur-ine des survivants. Ju:;C!u:' à 1:2

semaines p.i.~ date de la fin de l'expér-ience~ nCILls avons pLI

r-éisoler le vir-us dans les ur-ines de cer-tains spécimens.

Nous avons laissé se r-eproduir-e des spécimens infectés

Cela nous a per-mis d'observer en F2 uneentr-e EU:-:.

nombr-E:.' de S Cl LIt'"' i c e ë\ 1,,1:< nouveau-'n és viables mais

chr-onique du virus sans hypoi:r-cphie notable. Le:;

et F2 des souris infectées par le virus Lassa étaient r-éduites à

4 et 5 individus qui ont sur-vécu tandis que les autr"e::i étc'ù eni:.

morts ou malë\des 24 heur-es aprés la mise bas.

d'expér-iences'est prolongé sur- 3 générations et

LE~ mê'me t.ypF.~

], E) vi l'" us a

toujours pu être r-éisolé pour les trois souches de vir-us choisies.

On est en dr-cJi t de penser- que la contamination a du sf.~ 'fair"e

avant ou tr-és r-apidement apr-és la naissance dans la mesure o~

ncus avons pu réiso],er- le vir-us chez des individus morts quelques

h~?ur"es apr- és 1 a nai ssance. Cette contamination périnatale doit

intervenir- par voie tr-ansplacentair-e ou lor-s de l'allaitement~

la pr-ésence d'anticor-ps mater-nels pour-rait per-mettr-e une

protection r-elative du sour-iceau et l'installation d'un por-tage

chr-onique moins meur-tr-ier- que dans le cas de l'inoculation

par-entér-ale. Ceci peut itr-e vr-ai dans notr-e expér-ience mais il a

été démontr-é que chez certaines souches de sour-is le lait

mater-nel r-iche en IgE pouvait avoir- un effet pr-otecteur- absolu et
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souriceaux l"infection

[Peters,1984,ccmm.pers.J. Les mères de la génération parentale ne

semblent pas avoir été contaminées par les virus Mopeia et Mobala

(pas d"isclement de souche à partir des urines ni de sérologie

positive au 38ème jour p.i.), par contre nous avons pu réisoler

le virus Lassa des mères des portées de souriceaux nouveau-nés

inoculés avec ce virus. La mère n"a pas manifesté de symptomes

cliniques décelables à la simple inspection quotidienne; le titre

en anticorps anti-Lassa était de 2048 au 38ème jour p.i •• Il

semble donc que la contamination -par les excrétats et/cu par

aérosols soit aisée avec le virus de Lassa mais problématique

avec les autres virus; nous verrons plus bas le m§me type

d"observation faite dans la seconde expérience.

Au total, on peu considérer que l"effet pathogène est

dans ce cas génétiquement lié aux virus dont les souches étudiées

avaient la même historique de passages au laboratoire et les

souris testées provenaient d"un élevage monoclonal. En effet

Jahrling et Peters [1983,non publié] ont pu mettre en évidence des

souches de souris sensibles et d"autres plus ou moins résistantes

à une même souche du virus Lassa, d"ou l"emplci

matériel d"expérience dans ce type de manipulations.

choisi du

Chez LES singes d"expérience, les virus Lassa et Mopéia

révèlent une pathogénicité inverse de celle démontrée pour le

souriceau nouveau-né. Le virus Mopeia n"induit pas chez le singe

Rhésus de maladie et l"infection reste inapparente.Enfin

P.Jarhling (non publié) a pu observer que les arénavirus de

rongeurs (Mopeia, Mobala et celui du Zimbabwe) étaient sans effet
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pathogène pour le singe Rhésus et le cobaye. Ces diférences en

complète opposition de comportement de ces virus dans ces groupes

animaux (Primates/Rongeurs) reste difficilement explicable. Sans

doute la souris de laboratoire ne représente pas le modèle

n i:,:\t ur el de rongeur pour démontrer l'effet de portage sain du

vi l''US Lassa; mais le fait que déja au sein d'une m~me espèce il

existe des lignées réfractaires

singulièrement le problème.

et d'autres non~ complique

Dans un second type d"expérience une gamme étendue de

souches de virus Lassa et Lassa like d'origines variées met en

évidence ce caractère de léthalité pour le souriceau nouveau né

et nous permet une première appréciation de ce qui peut paraître

comme étant des différence biologiques stables CT ab 1. e a Ll 16) • Les

souches humaines de Sierra Léone et de Guinée ne sont pas

léthales pour le souriceau nouveau

une gradation dans la mortalité

né. Au contraire on observe

entre les souches humaines du

Liberia~ du Nigeria puis les isolats viraux de rongeurs (figure

pathogénicité chez

22) Il On relève dcmc Llne

les souches

certaine homogénéité dans leur

humaines de Sierra Léone et des

pays limitrophes~ une pathogénicité marquée du virus humain du

Nigeria; ces différences de comportement biologique ont déjà été

observées lors des épidémies du Nigeria et du Sierra Léone oi le

virus du Nigeria montre une mortalité chez l'homme plus élevée,

apparait sous forme de bouffées épidémiques hautement

contagieuses et léthales à l'inverse de ce que l'on observe en

Siel~rë\ Léone (McCormic:k et coll. 19E13~non publié)', Enfin les
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souches de rongeurs sont généralement léthales pour le souriceau

nouveau né et le virus n"a pas pu être réisolé chez les spécimens

i n·f t?C:t. é;i par le virus Mopéia. La perte de poids signe toujours

l'infection par les arénavirus africains m~me si la clinique

reste trés discrète. Comme nous l'avons observé précédemment la

mère des portées inoculées a été contaminée par le virus Lassa

mais épargnée par les virus Mobala et Mopeia.

souches humaines testées pour cet aspect ont

Si la totalité des

pu contaminer la

mère,

E~ll e

la souche

aLlsi pLl

"rongeur" de 8ierr-a Léone (Mastomy~, 1515) a

contaminer la mère de la portée inoculée. En

conclusion on observe des différences de pathogénicité importantes

entre les souches, une certaine homogénéité de comportement des

"RongeLlrs" et pour les souches humaines peut-~tre déja

"Lassa" et "l\Iigel'''ia''.biotypes

Si 1es souc:he~;; "rongeurs" semblent de

ver't.i cal e, la transmission horizontale ne semble pas ~tre la

sur le terrain des variations du

de rongeurs en fonction des

règle et cela pourrait expliquer

taux d"infection des populations

variations de populations. En ce qu i, concerne les souches

"hl.lmai nes" 1es dew{ mécani smes chez 1 es rongeurs semb 1ent autant

privilégiés et pourraient expliquer les bouffées enzootiques lors

de l'expansion des populations de rongeurs.

Enfin un dernier aspect concerne la connaissance dè la

physiopathogénie du virus de Lassa

développement du modèle animal chez

premier. Il semble que le

pour l'Homme et pour cela le

le singe reste d'un intér~t

virus ne démontre pas d'effet

cytopathique direct dans les organes infectés mais que la
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la réponse immunitaire serait le facteur déclenchant

1

de la maladie (McCormick~1983~non publié). Le raIe attribué il y

arénavirus dans sur lea plus de 40 ans aux

système immunitaire reste sans

leur intervention

doute d'actualité dans la

connaissance de la pathogénie du virus de lassa chez l'Homme.



T'ABLI:::~~U j, ~5:: RECHERCHE D'UN EFFET PATHOGENE CHEZ LE SOURICEAU
NOUVEAU-NE PAR INOCULATION INTRACEREBRALE DES VIRUS
LASSA~ MOPEIA ET MDBALA.

:===============:=~:=========:====:==:================ ===================

Souch~~ i. noc:uJ. ée

Observati on:. Lassa Mope:ia l''lclbal a Témoin

l'1ort.al i té :3:/8 (1) 5/l:l 0/8 0/8
Poi.ds (2 ) 9.2 c; N :3; 9. j, 11.9
Anti COI~pS <:5) 6/6 5/:i 4/4 0/2
Isolement (4 ) 5/7 4/6 8/8 0/8
=:===========~======================:================================

(1) Positifs/total testés ou observ~s

(2) Poids moyen en gramme des survivants à j,2 jours p.i.
(3) Anticorps fluorescents (IFI)
(4) Réisclement de virus sur cellules Vero à part.ir du sang.



TABLEAU 16: INOCULATION DE DIVERSES SOUCHES O"ARENAVIRUS
D"AFRIQUE AU SOURICEAU NOUVEAU NE.

SOUChE' 'ï.
mm" t. a 1 i té

Poids moyen
(qr)

l" é i ~;;ol emE'rd:
de vi r'u!:; C::)

sérologie
posi t.i VI'"..:' (4)

(2 ) Ur i ne,' Dr Ç} an es SI\IN 1"1

LA::; Lp::::: 0 El (i "". + + +,
MOF' Mp::::: 6:::~: Cf 1 + + +,
MOD Ali :3:1:1 9,0 + + +
LA~J NIG 50 9. 1 nt + + ."'.
LAS "1"'Iano" 0 8.8 + nt nt nt
LAS "Fofani:.'\" 0 11,8 + nt "". nt.
LAE; "151~=j" ~50 9,5 nt + nt. +
LAS GUI 0 11,5 + nt. nt nt
LA!3 LIB 14 12,5 -1.. + nt. nt.
LAS "Zor Zor'" 15 9,0 nt + nt +
Témoin 0 11,5

(1) Mortalité an pourcentage sur 8 individus
(2) Pesée faite au 20ème jour p.i.
(3) Réisclements tentés au 8ème jour p.i.
(4) Sérologie faite au 50ème jour p.i.
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FIGURE 22: TAUX DE SURVIE DES SOURICEAUX NOUVEAU-NES INOCULES PAR
DIFFEREN18 ARENAVIRUS D'AFRIQUE
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3.5.Parentés antigéniques des arenavirus d'Afrique

3.5.1. Evidences

D"une part nous avons vu dans un précédent ch ap :i. t. ~ .. f:?

C:~:,,~2,,) qu'il existait des différences d'antigénicité entre

Mopeia et Mobala décelables dans la nature 101'"S de

l'analyse sérologique de sérums de convalescents cu de sérums de

r on q ~~LII'" S in'fE::?cté'Ei par- c: €"'S virus; d'autre part, une b.:~t.ter-ie

d'anticol~ps monocICH'laLl:-: nous a pE>r'mi's de distingw.:r' ces :;;: t.yP(·?S; de

Afin de donner plus de poids à ces observations

et de faire apparaître nettement ces différences antigéniques nous

avonr.-5 utilisé largement le POLlvoi r d"analyse fourni par

l :' 1.1 t i 1 i S i;l. t i CH'l d'WH? battel"iE::? élargie d'anticorps monoclonaux

( Tab :1. eau :.: 1 '7 , :1. l::l) ,

dè:lns le pr-emi. er- t.at.J:l.eé;~u les

différentes souches du virus Mobala sont identiques entr'elles si

l'on en juge par l'absence de discordance dans la réponse vis à

vis des anticorps monoclonaux utilisés. Dans le tableau suivant

pë:\r' contre, on met en évidence des différences nettes entre les

souches d'arénavirus testées. Il est admis que les protéines de

la nucléocapside CNe) représentent des protéines caractéristiques

du groupe auquel appartient le virus, tandis que les protéines de

sLtr'face SLlr" la particule OLt glycoprotéines (GP) , sont

caractéristiques de l'espèce virale et donc sujettes à des

variations intraspécifiques. Si on considère l.es antie:c)rps

monDe: 1 onau:-: anti nucléacapside préparés contre le virus L.assa,
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ils distinguent les virus de I"Ancien Monde du virus Tacaribe

d'une part et d"autre part un épitope paraît unique [52-158-3J

1

peur le virus Lassa, souche de Sierra Leone. On remarque donc

dés à présent une différence notable portant sur la Ne, entre les

deux souches humalnes du virus Lassa provenant de Sierra léone et

du Nigeria. Inversement, les anticorps monoclonaux dirigés contre

la NC du virus Mopeia, semblent donner une certaine identité

entre les virus Mopeia et Mobala et les différencier radicalement

des autres souches. Enfin le virus Tacaribe emprunte quelques

épitopes aux souches de I"Ancien ·Monde sans que l"on puuisse

jusqu' ici l·expliquer.

Buchmeier et coll. [1981], montrent que sur 46 anticorps

monoclonaux préparés centre le virus CML, 6 présentent une

réaction croisée avec les virus Lassa et/ou Mopeia. Sur 6

anticorps monoclonaux préparés contre le virus Pichinde, un seul

présente une réaction croisée contre les virus Lassa et CML et

est dirigé contre la NC.

des éléments en faveur de

Ces observations apportent d"une part

l"existence de deux groupes séparés

d"arénavirus, ceux du Nouveau Monde et ceux de l"Ancien Monde; et

d"autres part, elles témoignent de différences marquées à

l"intérieur du groupe des arénavirus de I"Ancien Monde.

On peut donc consid~rer que chacun des virus de

I"Ancien Monde donne une image particulière qui les font se

distinguer nettement pour les souches testées en trois groupes

d"inégale importance: les souches Lassa humaines, les arénavirus

africains isolés de rongeurs et le virus CML. On sait que le

virus CML présente des variations intraspécifiques importantes et



stables [Chastel J. En-fin~

lZ7

il est encore di-fficile de détecter

1

une fIliation entre ces différents arénavirus, mais comme Howard

E!t Young [1984J en formulent l'espoir, il ne fait aucun doute

que la préparation d'anticorps monoclonaux sera de plus en

plus utilisée dans le recherche de l'évolution des arénavirus.

3.6.2. Applications

Des souriceaux nouveau-nés inoculés avec les 3 souches

Lass,:\, Mopeai et Mobala, produisent à des titres différents des

anticorps fluorescents vis à vis des 3 souches en fonction du

v i, r' u ~; c:: au s "'ü ( rab 1eau 19) • Compte tenu que les inoculats ont été

administrés à des titres en UFP semblables on est en droit de

penser que la sollicitation du système immunitaire a été la même.

Si on considère les titres en anticorps produits vis à vis des 3

le virus Mopeia parait le moins réacti-f dans la

production d'anticorps contre les souches hétérologues. Cette

observation est en accord avec ce que nous observons dans la

nature c"est à di r-e une mei Il eur€-:> pr-cduct ion

d'anticorps anti Lassa par le virus Mobala que le virus Mopeia.

Si ces différences restent toutefois de faible intensité elles

peuvent se révèler d'importance dans le choix ou la recherche de
.

protéines immunogènes contre le virus Lassa et non pathogènes pour

l" HOmmE!.

De sévères épidémies de Fièvre de Lassa en Afrique de

l'Ouest et la démonstration par la sérologie d'une maladie
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étendue sur le territoire ont rapidement démontré

aprés sa découverte l"importance clinique que pouvait avoir cette

maladie CFrame,1970;Monath,1975;Carey et coll.,1972;Mertens et

coll.,1973;Smith 1974). Sensibilisée par l"émergence de ce

véritable problème de Santé Publique en Afrique de l'Ouest, la

recherche d'un vaccin è débuté précocément. Malheureusement les

expériences difficiles d'obtention de vaccins contre les Fièvres

Hémorragiques d"Amérique du Sudne laissent entrevoir que des

solutions à moyen ou long terme pour le virus de Lassa. La

réalisation d'un vaccin vivant at~énué a pu se faire pour le

virus Junin [Maiztegui et coll.,1979J toutefois l'établissement

d'un vaccin de ce type est apparu difficile avec les arénavirus

en général, surtout en raison de la faible production d'anticorps

neutralisants (ce qui est encore plus évident dans le groupe

Lassa) et de l'instabilité génétique des souches. Quelques

espoirs sont nés de la découverte de virus apparentés au virus

Lassa et apparemment non pathogènes pour l'Homme. Déjà des

esssais de protection du singe Rhésus vis à vis du virus Lassa

par une infection préalable par le virus Mopeia, ont donné des

résultats satisfaisants CKiley et coll.,1979; Jahrling et

coll.,1980). L'emploi de ces virus sauvages nécessitent en fait

pour pouvoir penser à les utiliser en médecine humaine;
.

deux

souches du virus Mobala ont ainsi été réisclées par nous

directement sur des cultures certifiées pour leur absence de

mycoplasme ou de virus contaminant et déposé à l'ATCC pour

éventuellement servir dans un tel protocole de préparation d'un
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Une autre voie pour la préparation d'un vaccin est

1

celle de l"identification

proteine virale immunogène.

et de (3onzalez et coll.

de la séquence, puis de

Les travaux de Clegg

[1984J par l'analyse

la synthèse de

et coll. 1: 1983]

comparée des

caractéristiques antigéniques de souches variées du groupe lassa

constituent un préliminaire dans l'identification de protéines

immunogènes. Deplus la recherche d'anticorps monoclonaux

neutf~alisants déjà engagée par P.Jarhling et coll. (comm.pers.)

devrait ~tre une étape décisive dan~ la sélection d"oligopeptides

immunogènes efficaces.

Enfin l'étude de la séquence du sARN est aujourd'hui un

objectif que nous nous sommes fixés, étape indispensable à la

synthèse protéinique ultérieure; la mise au point des techniques

de résolution des différentes espèces d'ARN viraux constitue une

avance notable dans cette recherche.



TABLEAU 17: IDENTITE DES SOUCHES MOBALA ENTRE ELLES EN UTILISANT
DES ANTICORPS MONOCLONAUX DANS LA REACTION
D"IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE

=====================~=======:====================================

l"lonoc 1one Spé. Souches Mobala
P.V. _.._._. . .. _._.. _.._.._.... _. __._._. h_•••••-.--.-----•• ------.--------••--.--

(1) 3051 3059 3061 3068 3076 3080 3099 3200 Ali B21

9-··7'-9 (2 ) 82 nt
24··A···21 (2 ) NP nt. nt nt nt nt nt nt nt
52-54'-6 <::::;) NP nt nt nt nt + + nt nt nt nt.
52-54-'2 NC + + + + + ';1- + + + +
52-54-11 '? nt nt nt nt + + nt nt + nt
52-84 ..··16 GF' nt nt nt nt nt nt nt
52-85-6 GP nt nt·
52-1 :35-1 '7 G2 nt nt nt nt nt nt
53-1 T ..·2 (4 ) NC nt nt nt nt nt nt
5 ~3 -<"2 1;> .... 1 NC nt nt nt nt nt
======:============================================================

(1) Spécificité de proteine virale de structure: nucleocapsidique
(NC); glucoprotéinique (GP) ou spécifiquement G2.

(2) Anticorps monoclonaux préparés à partir d'une souche de
LCMV (Buchmeier et coll.,1982)

(3) [52- .• - •. ]= Anticorps monoclonaux préparés à partir d"antigène
Lassa (McCormick et coll.,1980,non publié)

(4) [53- .• - .. ]= Anticorps monoclonaux préparés à partir d'une
souche Mopéia (McCormick et coll.,1980,non publié)



TABLEAU 18~ PARENTES ANTIGENIQUES DETECTEES PAR DES ANTICORPS
MONOCLONAUX EN IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE ENTRE
DIVERSES SOUCHES D'ARENAVIRUS

==================================~=========================:==:=:

1

souches virales (5)Anticorps
mon oc 1 on aw.:

Spé.
F'.V.
(1) LAS MOr- MOB NIG Ct"IL

24·-A ..··21 (2 ) NC +.
9 ..-'7 ···('01 (2 ) GP
5;'~····54·-6 (3 ) NC +
52-"158-~; NC +
52--1 :::;:5-1 '76 82 +
52··.. 158···3 NC +
52-' 1~;4""'2:3 GP +
52 ..··134 ....·23 GF' +
52·-85··,15 (:iF' +
=;:2--'8~j""'6 Gr;;' ...
52-,1 :::'Ç5-1 7 GP +
53-29,-,1 (4 ) Ne
53--T3-B Ne
5:::::-·12·-16A GF'
5:::::-16-1 1 GP

+ + +
+ + +
+ + + +

+. +

+
+ + +
+ +
+
+ +
+ + +
+

..1-

...

================================================================

(1) Spécificité de proteine virale de structure: nucleocapsidique
(NC); glucoprotéinique (GF') ou spécifiquement G2. (J.B.
McCormick,non publié)

(2) Anticorps monoclonaux préparés à partir d'une souche de LCMV
(Buchmeier et coll.,1982)

(3) [52- •• - •• ]= Anticorps monoclonaux préparés à partir d'antigène
Lassa (McCormick et coll.,1980,non publié)

(4) [53- •• - •• ]= Anticorps monoclonaux préparés à partir d"une
souche Mopéia (McCormick et coll.,1980,non publié)

(5) LAS= virus Lassa "J" de Sierra Leone
MOP= virus Mopeia de rongeur du Mozambique
MOB= virus Mobala de rongeur de R.C.A.
NI8= virus Lassa humain du Nigeria
TAC= virus Tacaribe de chauve souris de Trinidad-Tobago
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TABLEAU 19:CINETIQUE D'APPARITION DES ANTICORPS FLUORESCENTS
CHEZ LE SOURICEAU NOUVEAU-NE INOCULE PAR LES VIRUS
LASSA,MOPEIA ET MOBALA

=:============================:~====================== =============

1

Souche
inoculée

LASSA I_p:::;'

Prélévement:
j OLlr p. i .

21
40

LASSA

2048
2048

IFI (1)

MOPElA

512
512

MOBAU-)

512
1024

__••__ ~._. • __ • __._. • __• ._ •• M •••• • __• • __._••~._· ft_ ••• • , _

MOPEIA

MOBALA

8
21
40

8
21
40

256

512
512

16
2048
4096

512
2048

512
1024

16
4096
4096

=================================================================

11) Les titres exprimés représentent la moyenne géométrique
calculée sur 2 à 5 spécimens.



3.7. Distance génétique des arénavirus d~Afrique

L'épidémiologie moléculaire existe depuis peu et a joué

1

Llrl rôle de plus en plus important dans l'étude des maladies

infect,ieuses. Ellese I/Tlanifestedéjà de fac;~nstariées suivant les

mar- queurs recherchéset l etyps) d'anal yseoiattendu. Ai nsi a-t'-on
j ,

puassister à la création d'un nouveau p~radigme des pandémies

grippales imposé par l'étudedes recombinants moléculaires des

mi xovi r'us. L.es vi rLlS à ARN sont a"Llssi un modèle intéréssant

particulièrement dans une telle approche épidémiologique; en effet

ces vi r'usont, la propriété d'évoluer rapidementet les mét.hodes

classiques utilisant les réactions antigène-anticorps ontdumalà

détecter defaibles variations à l'intérieur d'un m'ê'me sérot ype

dont les conséquences peuvent 'ë'tre d'importance Enfin

l'épidémiolocJie possède ai rlsi Lln oLlt il de recherche sLlr

l'évolution des germes pathogènes en particulier par l'analyse

directe de leur génotype. Au même titre que d'autres techniques

de biologie moléculaire, l " étab li sement des cartes des

oligcnucléotides de digestion par des enzymes de restriction est

une méthode d'analyse puissante des virus à ARN [Clewley et

E1ishop, 1982J.

Les cartes des oligonucléotides de digestion par la

ribonucléase du bactériophage Tl que nous avons réalisées,

représentent deux types différents d'analyse d"une part ce sont

les oligonucléotides obtenus aprés digestion de ,l'ARN viral
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total de différentes souches d'Arénavlrus; d"autre part~ ce sont

'les cartes obtenues aprés digestion du segment S des ARN des

souches clonées des virus Lassa, Mcpeia et Mobala.

L"analyse de I"ARN total a fait craindre au début la

c:ontami nat. i cm excessive des échantillons d"ARN purifiés par

1 :' AR!\! I~ i bm50mal emprunté aux cellules par les virions. En ·fait:.

des expériences préliminaires nous ont montré que, après mise au

point, dans le système utilisé,la contamination par les ARN 18s

et 28s était négligeable ou absente. Ilsemble d'une partque la

concentration en ARN ribosomal soit faible dans les échantillons

rE'?Qard des AF~N vil'''au)·~, et. 1EiS oligonucléotides sont

généralement de petite taille et n'interfèrent pas dans la région

analysée des oligonucléctidiques. L.e même t yp t:~

d'observation est rapporté par Vezza et coll.l1978J qui observent

des variations importantes dans l"obtention d"ARN ribo50mal aprèffi

extract.ion de I"ARN du virus Pichinde selon les conditions de

croissance du virus et les souches utilisées. Ënfin~ nOLIS aVC)rHi

pu extraire directement des cellules Vero, l"ARN ribosomel que

nous avons traité de la même façon que l"ARN viral afin de

pouvoir en dresser la carte et distinguer éventuellement des

oligonucléotides cont.aminants dans les cartes des ARN viraux

tot:au>( . Nous présentons à cet effet 3 souches différentes de

"
~

i,
i

virus Lassa, obtenueslors d"expériences préliminaires, dont l"ARN

a été largement contaminé par l"ARN riboscmal et une carte de

l"ARN ribosomal decellules Vero (Figure 23~G,H~I,J,K); i 1 est

aisé de faire la différence avec les cartes non contaminées
~

(Figure 23,A,B,C,D,E,F). A:i nsi avons nous pu inclure dans notre



analyse sans souci

1 ""·,,,,·._" ....J

d"erreur ces 3 cartes supplémentaires, dent

l.lne de la souche de r-é+érence LaSSë\ "ao~;j,ah" qu:i. aser-vi. de

contrale interne à l"expérience. Si nous tenons à inclure cette

analysE.' malgré son i mperf ect ion:. cela tient au fai.t qLle

l"obtention des ARN d" arénavirus en quantité suffisante a été un

tr-avai l l. abor i eLIN qui a rendu ce matériel précieux, dont.

l"analyse reste possible grâce au contrale apporté par les autres

cartes non contaminées.

Différentes souches sont donc analysées et la souche

L.assèl "aosiah" de Sierr'a Léone a servi arbitrairement de souche

de réf él'''m'lc:e" Les souches qui en sont les plus proches sont. les

souches Mobala ce qui reste en accord avec: les observations

faites lors de l"utilisation de la sérologie croisée avec: des

Sél"LlITlS humains; et animaLlN réc:clltés in D.~9!L~. ( ) ., en

aussi. avec: 1 ei; étLldes des sOL.lc:hes

monoe:: 1 anaL!),: ), et enfin cette observation se retrouve

dans l'expérience de cinétique d"apparition de~:5 anticorps

fluorescents vis-à-vis des 3 souches Lassa, Mopeia et Mobala

(Tab l. eaLl 19). La souche humaine de Guinée se déma~que de façon

singulière et laisse à penser à une séparation récente vis à vis

de la sOLlche de I~éf érence. Elle ne possède qLle 6

oligonucléotide~ uniques dont un seul se retrouve dans une

autre souche que celle de référence (Souche Mopeia). Dans le

tableau 21 figure une synthèse des résultats obtenus dans

l"analyse des ARN totaux. Pour replacer les différenc:es observées

dans le contexte de la séquence totale des nucléotides, il faut

garder présent à l"esprit que par ce type d"analyseseul 10% dLl
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En contrepartie ce sont les oligcnucléotides

possédant les séquences les plus longues donc les plus rares

statistiquement qui sont analysés. Aaronson et coll.C19 ] ont pu

ainsi estimer la sensibilité de la méthode par simulation sur

ordinateur. Il leur a été possible d'établir une fonction entre

le pourcentage d'homologie des oligonucléotides générés et le

degré d'identité des séquences des nucléotides de l'ARN total

(Figure 21). Ainsi nous pouvons considérer pour l'ensemble des

souches étudiées que les changements intéressent de 0,5 à 2,2% de

leLlr génome.

Afin d'obtenir une bonne séparation des ARN viraux nous

avens utilisé deux méthodes différentes. D'abord nous avons

obtenu la résolution des espèces d'ARN sur gradient de sucrase

et les fractions contenant les différents ARN nous

ont al or~; sel"vi de mè~l'"queLlr dans

électrophorèse sur gel d'agarose (Figure 26). Pour des raisons

pratiques nous avons préféré la séparation sur gel d'agarose et

les cartes de ARNS présentées sont obtenues par ré~extraction de

migration visualisées en lumière U.V.l'ARN à partir des bandesde

aprés coloration au bromure d'éthyle. Les ARN8 et ARNL sont

aisément repérables grâce au marqueur ribosomal présent dans la

colonne de gauche fig.26.

Nous avons choisi de commencer l'étude des espèces

d'ARN par le ARNS en raison de son implication dans la synthèse

c'estdes protéines

antigéniques chez

de strLlcture,

l'hôte vertébré.

à dire

Bishop et

des

coll. [

molécules

J ont en



effet démontréque le génSme de I"ARNL codait pour les protéines

enzymatiques nécessaires è la réplication du virion, tandis que le

ARNS cade pour les glycoprotéines et la nucléoprotéine. De

l"analyse des ARNS en observe une moindre homologie que lors de

l"analyse des ARN totaux; cela est compréhensible dans la mesure

o~ les virus étudiés appartiennent au mime groupe et possèdent

une "pol i ti que" de r' épI i cat ion i denti que dont 1es enz ymes sant

codés par I"ARNL qui doit par conséquent présenter une homologie

de séqLlence importante à l"intérieur du groupe. Comme nous

l"avons vu à plusieursreprises le virus Mobala et la souche Lassa

"Josiah" pr'ésentent entr"elles plus d"affinités qLlE:~ cette

avec la souche Mopeia. TOLltefoi Si parmi les

oligonucléotides uniques des souches Mobalaet Mopeia vis à vis de

la souche de référence, 11 d"entr"eux sont communs à ces deux

souches ce qui est un lien important entr"elles

Er, conclusion, cette étude préliminaire de I"ARN

d"arénavirus d"Afrique, apporte l"élément génétique de la

différence; en effet les observationsinitiales, d"avant m~me

l"isolement du virus Mobala,nous avaient déjà montré les prémices

de!:'. ar énavi rL\Sde la diversité

originaw: des différents types

d" Af r i qLle. Si 1es

vi raux qLli se

caractères

dessinent

intél~essent aLls-si bien les sites antigéniqLles présents SLlr' les

Protéines de structures qL\e le comportement biologique, cela

semble bien s"inscrire dans le génSme et ~tre le prodL\it d'une

évolL\tion 241 complexe. Dans l"avenir nous pensons compléter ces

cartes par celles de souches provenant d"hôtes et/oLI d"origines

géographiques différentes. Mais c"est surtoL\t la séquence mime des
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les arénavirus d"Afrique du Sud qui devaient

nous apporter d'une part les éléments de réponse sur une

éventuelle filiation entre ces virus et la possibilité de

synthèse de protéines candidates pour la préparation d'un vaccin.



TABLEAU 20: ANALYSE DES CARTES OLIGONUCLEOTIDIQUES DES ARN
TOTAUX DE DIVERSES SOUCHES D'ARENAVIRUS DE L'ANCIEN MONDE

=============~================~====:========================~=====

Souches
Ana.lysées

Lassa "JcJsi ah" : Souche humai. ne de Si en'" a Léone
Souche de référence

(1) Oligcnucléotides
(2 )

POlU"' cent ag e
d" t10mol og i e

Oliqonucléctides
L.ln i, ques (~!.)

LAS Il ...1 11 63/63 1OC> (>

LAS GUI 18/63 76 c'
;;J

MOF' Mp:3: 18/63 76 :~:o

MOEI A11 55/63 87 15
MOB 3200 52/6~~ 83 ~~;6

LCMV "A" 21/6:3: 3~; ."'-..:... ..:;.

====================================================== :~==========

(1) Vis à vis de la souche de réfén:!'nce Lassa "J"
(2) Nombre commun/nombre total analysé
(3) Non communs avec la souche de référence



TABLEAU 21:
OLIGONUCLEOTIDES
LASSA OU DE VIRUS
AFRIGlUE:
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POURCENTAGE C"HOMOLOGIE CANS L"ANALVSE DES
DE DIGESTION CE L"ARN TOTAL DE SOUCHES DE VIRUS

APPARENTES D'ORIGINES GEOGRAPHIQUES DIVERSES EN

=====================:====:~==================~======= ========:=====

Souches Analysées

Sopches humaines
La~.sé~ "Josiah"
Lass.:1. "Pi nneo"
Lassa GUI
SOLll:;...t::!es de rongeLlr s,
Lassa 1515
Mopeia Mp3
Mobala Al1
Mobala 3200

Si err"a Leone
Nigeria
GLli.née

Sierra Leone
MozambiqLle
FLC.A.
R.C.A.

Pourcentage d"Homologie

100
87
76

70
76
88
8 <''-'

============~======:===:============================================



'4. ,

TABLEAU 22- ANALYSE DU DEGRE D'HOMOLOGIE ENTRE DIVERS ARNS DE

SOUCHE D'ARENAVIRUS D'AFRIQUE

==================================================================

Souches (1) Oligonucléotides Oligonucléotides pourcentage

LAS "Josiah"Lp3

LAS "Fofana"

MOP Mp3

MOB All

(2)

54/54

37/54

34/54

42/54

uniques

18 (3)

29

21

33

d'homologie

100

69

63

72

==================================================================

(1) ARNS de souches de virus clonés- Lassa "Josiah"

Lp3, souche humaine de Sierra Leone (LAS); Mopéia Mp3, souche de

rongeur du Hozambi que (MOP); ,Mobal a All, souche de rongeur de

R. C. A. (MOB) •

(2) Oligonucléotides communs av~ ARNS de LAS/Nombre
"

d'oligonucléotides considérés pour l'analyse dans la carte du

sARN de LAS.

(3) Oligonucléotides uniques de la souche LAS vis à vis

des autres souches et de chacune des souches vis • vis de la

souche LAS.
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FIGURE 23: CARTES DES OLIGONUCLEOTIDES Tl DE L'ARN TOTAL
DES VIRUS LASSA ET APPARENTES

L'ARN aprés extraction au phénol a été digéré dans un
mélange de 5~l de ribonucléase Tl et marqué à son extrémité 5'
par du phosphore radioactif par transfert d'un ion P*; se
transfert s'est fait dans un mélange réactionnel de
ploynucléotide kynase et d'adénosine tri phopsphatée*. Les
oligonucléotides marqués en 5' ont été isolés par électrophorèse
en deux dimensions sur gel de polyacrylamide et révélés par
autoradiographie. La première dimension sur les cartes s'est
faite de gauche à droite, et la seconde de bas en haut>. Les
marqueurs colorés sont indiqués par un cercle plein. Un schéma
des oligonucléotides est présenté pour chaque autoradiographie.

A: Lassa "Josiah", souche·humaine de Sierra Léone
B: Lassa "Guinée", souche -humaine de guinée
C: Mopeia Mp3, souche de rongeur du Mozambique
D: Mobala Ail, souche de rongeur de R.C.A.
E: Mobala 3200, souche de rongeur de R.C.A.
F: LCMV, souche "Armstrong"
G: Lassa "F'inneo", souche humaine du Niger"ia
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FIGURE 24: FONCTION
OLIGONUCLEOTIDES COMMUNS A DEUX
DANS LEUR SEQUENCE

DE ~~EL..F·~r 1DI\I
ARN PROCHES ET LES

E.NT~:(E: LES
VAF-i: 1(~T 10l\1!:l

Le tracé de la courbe a été généré par simulation sur
ordinateur et représente les valeurs moyennes d'homologie entre
les oligonucléotides les plus longs de deux ARN de taille et de
composition connue qui auraient un certain degré de parenté
(D'aprés Aaronson et coll. ~1982).
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~"O CJ Pourcentage de variations
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Le virus a été marqué à l"Uridine tritiée et purifié
sur gradient de Tartrate-glycercl et un second gradient de
sucrase 20%-70%. L"ARN a été extrait selon la technique
h.:lb i tl_leI 1 E' (SDS; à 1%~ Pr'ot. é i nase l,::: ~ Ph éno l et Ch]' ol~of orme i sC)
amylique). L'ARN resuspendu dans du tampon TNE (0,5% de SDS) a
été centrifugé dans un gradient de sucrose (15%-30%;
poids/volume) à :25000 tpmin pt,:,nd"."'1nt ],6 hE?Ur-eS à 18 ll C dab~:;l,m l'"(:JtClr'
8Wl0. Les fractions ont été collectées et une partie aliquot
précipitée à l'acide trichloracétique. Ce précipité fixé sur un
filt.e de cellulose a été traité par coktail à scintillation avant
d'~tre compté au compteur gamma.
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FIGURE 26 - RESOLUTION DES SEGMENTS D'ARN SUR GEL D'AGARDSE

L"ARN non marqué a été extrait comme dans la méthode de
séparation sur gradient de sucrcse (Fig.2S). L'électrophorèse a
été pratiquée sur un gel d'agarose (1,5%) à bas point de fusion (6
heures sous 100 volts). Les bandes de migration des ARN ont été
visualisées par coloration au bromure d'éthyle et la lecture
faite en lumière ultra-violette.
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FIGURE 27- CARTE DES OLIGONUCLEOTIDES DE DIGESTION DES sRNA DES
VIRUS LASSA, MOPEIA ET MOBALA PAR LA RIBONUCLEASE Tl

Les ARNS ont été isolé et réextraits aprés résolution
sur gel d"agarose et excision des bandes de migration
correspondantes. Les ARN ont été ainsi réextrait de l"agarose
aprés fusion de celui ci dans du tampon TNE par la méthode au
phénol-chloroforme-alcool isoamylique. Les ARNS ainsi obtenus
ont été traités de façon identique aux ARN totaux- Digestion par
la ribonuclésase Tl, marquage au phosphore* utilisant l'ATP* en
présence de polynucléotide kynase et électrophorèse en deux
dimension de oligonucléotides marqués à leur extrémité 5".Aprés
autoradiographie les cartes obtenues ont été directement
i rit.erprét ées.

A = ARNS de la souche clonée (Lp3) L.assa "Josiah
humaine de Sierra Léone
B = ARNS de la souche clonée (Mp3) Mopeia de rongeur
d \.\ Moz arnb i que
C = ARNS de la souche clonée (All) Mobala de rongeur de
RCA
D = ARNS de la souche sauvage (Fofana) Lassa humaine de
Sierra Leon.?
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CONCLUSIONS

De par leur morphologie~ leur biologie

caractères physico-chimiques~ les virus de la Fièvre

ceux qui lui sont apparentés se classent~ nous l"avons

et 1eurs

de Lassa et

vu , dans

la famille des arénaviridés. Si nombre de caractères analysés

montrent les liens qui existent entre ces virus et les autres

espèces virales de la famille~ nous avons pu décrire toutefois

une certaine originalité de groupe pour les arénavirus d"Afrique

en les distinguant en particulier de ceux du Complexe Tacaribe.

Enfin nous avons pu définir à l'intérieur de cet ensemble des

incH vi dLlal i tés constituées par des isolats de mime origine.

Ainsi devons nous aujourd"hui considérer l"existence sur le

continent africain d"une variété notable d'arénavirus possédant

des caractères communs et pour lesquels le virus de Lassa~ de par

son antériorité d"isolement , sera considéré comme la souche

prototype d"une entité taxonomique que nous proposons de nommer

ilLe Complexe Lassa".

On peut considérer que les viroses engendrées chez

l"Homme par les arénavirus font partie de l"ensemble des

zoonoses [Mohanty et Dutta,1981;Acha et Szyfres,1982J. Dans ce

groupe des maladies animales transmissibles à l"Homme, une

fi d"une spécificité d"h8te plus ou moins

ils pathogènes pour l~Homme et quels sont les

question apparaît

parasites faisant

m~rquée, deviennent

immédiatement: pOLIr qLloi certains virus ou
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'm~c~ni~m~~ ~ui Qnt cQnduit ~ c@tt~ tft~u~? Ain§i ~VQn~ ncu~ t~nt~

peur les arénavirus, de retrouver le cheminement qui pourrait

expliquer tout au moins en partie, leur situation actuelle.

Les quelques lignes qui vont suivre ne représentent ni

une th éor- i e, ni un modèle, elles ne font que regrouper de~:;

observations éparses et pourraient constituer une tentative dans

la recher-che sur l"origine des Arénavirus. On peut penser aisément

que les arénavirus sont des virus de Rongeurs plusieurs

observations peuvent ~tr-e retenues dans ce sens et peu à

l"encontre. En effet le virus Tacaribe est le seul de la famille à

ne pas avoir été isolé de rongeur mais de chauve-souris. Cette

différence mise à part, on a pu démontrer

virus le phénomène d"infection chronique

susceptibles de provoquer chez le rongeur

pOLIr

qLle

cela

nombre dE:~ ces

ceux-ci sont

CClnst i tue une

étape vers une forme de "parasitisme absolu". On reconnait.

aisément è cet état parasitaire une valeur adaptative du germe par

opposition à un comportement lethal qu"il pourrait développer vis

à vis de l"h8te. Enfin, aucun vecteur arthropode n"a été mis en

évidence in natura chez ces rongeurs infectés par des

arénavirus, ce qui tend à montrer l'exclusivité d"h8te-réservoir

qu"intervient la notion

l"évolution qui est celle de

ici

et

C"estde ces micromamifères

indispensable à l"histoire

chronologie des évènements.

Quand et comment les virus ont-ils évolué? Girard et

Hir'th [1980], concluent ainsi un de leLtrs oLlvrage:" ••• les virus

représentent un monde trés particulier, bien défini et trés

varié, dont l"évolution s"est effectuée et s"effectue encore
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sont propre, en p~r~llèle avec

l'évolution des espèces qu'ils parasitent". Nous retiendrons de

cette proposition la notion de pérennité de l'infect~nt et de

l'infecté, mais plus qu'une évolution p~ralèlle qui est synonyme

de séparée à l'infini~ nous pensons plus volontiers que les

On a pu démontrer que

~rénavirus ont, qu~nt à eux, coévolués;

influant tour à tour sur son parten~ire.

l'hate et le parasite

des souches de souris de l~bor~toire pouv~ient génétiquement

présenter un degré variable de sensibilité aux ~rénavirus ~llant

de l'état d'infection léthale à celui d'infection chronique

[Webb et coll.,1973;Webb et coll.,1975; Jarhling et Peters "A

role of mouse genotype in outcome of L~ssa virus infection,non

publié]; c'est s~ns doute là un modèle ~rtificiel d'évolution l'en

raccourci" m~is qui pourr~it exister en partie dans la nature où

les régIes, alors un peu changées donneraient plus volontiers une

évolution quantique vers certains des stades observés au

laboratoire. Nous retiendrons que le virus peut donc influencer

directement par sélection, l'évolution de son h8te. Si donc on

pose, s~ns

coévolution

pouvoir en administrer la

des arénavirus il nous faut

preuve,

alors,

l'hypothèse d'une

ce qui pourait

paraître plus aisé, retrouver au niveau planétaire les mouvements

de populations de rongeurs qui ont pu amener une distribution

des arénavirus comme nous la connaissons aujourd'hui. Les

arénavirus , à l'exception du virus CML, occupent des zones

se borner à ungéographiques limitées et leur circulation paraît

écosystème particulier propre à chaque type de virus~ faisant

int~rvenir un hate-réservoir de spécificit~ plus ou moins étroite.
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La famille de rongeurs la plus florissante en Afrique

est celle des Muridés. C"est la plus nombreuse en genres et en

espèces. Sur 90 genres de Rongeurs recensés en Afrique~ 23 (soit

37~5%) appartiennent à la famille des Muridés~ avec 90 espèce5~ et

vraisemblablement la famille la

épidémiologiques ont-elles porté

Happe)l d , 1979 J . Ainsi

plus

la

nombreuse en individus

plupart des enquètes

les spécimens les plus

fréquemment rencontrés principalement dans l"environnement de

l'Homme. Si l"on se réfère aux divers isolements d'arénavirus et

à leur prévalence en anticorps chez les rongeurs d"Afrique~ on

constate que seule la sous famille des Murinés est concernée.

pl"éféremtiel

sE.'mb 1 en t 'ë't r e

un grollpeCette observation peut désigner ainsi

mais non exclusif comme réservoir de virus~ ce que

les Murinés d"Afrique vis à vis des arénavirus.

En ce qui concerne le virus CML~ il semble bien avoir

trés tôt

Tllr kestan.

infesté le genre !'1us. musc.lll:.!-l§. originaire dll

Ce genre s'est étendu peu à peu par le Nord en Europe

Dcci dental e pour y donner 1" espèce Mus ffi.!::!.â. muscul liS et par 1 e

Sud, en Asie du Sud Ouest puis en Afrique et de retour en Europe

par- 1 a Pén i nsul e i b ér i que avec 1" esp èce Mus mus domest i CLIS"

Aujourd'hui ces deux espèces sont porteuses du virus CML et ne

croisent pas entre elles, ce qui laisse à penser que le virus

pr ée:~ i stai t dans 1" esp èce ancestral e avant sa doubl e "mi grat ion"

[F.Lehman Grube~In OMS,1975,p.626J.

par la souris porteuse du virus CML

La "traversée" de l"Afrique

ou plus vraisemblablement

d'un virus en voie de spéciation, se situerait au Pléistocène. A

cette époque le retrait vers l"Ouestde la grande forêt



qui barrait tout'ombroph il e

équatoriale, aura favor-isé
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le

le

continent dans sa partie

passage des vertébrés vers

1

CDelany et Happold,1979J.l'Afrique australe

du F'l éi stocène, un cli.mat favor"abl e de

De plus au milieu

type paléartiquB

CMaley,1980J aura-t-il favorisé un contact entre les différents

genres de rongeurs présents depuis le Pliocène et par conséquent

un éventLlel échange de virus. Au Pléistocène terminal

vers un climat de type

d'importantes variations climatiques

l'évolution de la zone saharienne

aLl niveau Africain et

sahélien, sont aLItant de factew"s qui auront favorisé la

diversification des espèces de rongeurs pour une adaptation à un

biotope

étendus.

et leur ségrégation dans ces biotopes plus

Reste à considérer le couple réservoir-virus,

OLl moi ns

dLl poi nt

de vue de l'évolution microscopique. L'ARN évolue environ 10 000

fois plus vite que l'ADN si on considère le taux de mutations,

déletions et recombinaisons CHolland et coll.,1982J. On peut

aisément imaginer que dans un premier temps LUl arenavi r'us

ancestral se soit trouvé isolé dans une m~me espèce de rongeurs

laquelle s'est trouvée elle-m~me isolée

écoclimatiques , dans des écosystèmes

pour des

i dent i qLles

raisons

mais

géographiquement distants. Les souches virales de m~me origine ont

alors évolué et donné naissance à des souches antigéniquement

proches mais différentiables et bien adaptées dans tous les cas à

leur h8te. Les facteurs d'évolution de ces ARN ségrégés dans des

conditions similaires seraient essentiellement dus au hasard; en

effet on s'accorde aujourd"hui pour donner à la microévolution un

P9tentiel de changement uniquement lié au hasard et non aux
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'mut.at.ir:lrl!:. favorables ou non.

Peur nous résumer~ la souris vectrice d'un arénavirus

1

primordial aurait donc essaimé sur le continent africain où les

Muridés déja en place ont. pu à leur tour recevoir ce virus et en

ségréger des souches en raison des isolements de biotopes dOs aux

changements climatiques. Rappel cms ici, que qLlel qLIE"S rares

MLI~ leggada sp. ont été troLlvés por-teLlrs d'anticorps anti-

Lassa en zone d'endémie [McCormick et coll.,1980;Gonzalez et

coll.,1980J. Ai, nsi trouve-t-on aujourd"hui d'une part des

arénavirus africains possédant des ressemblances antigéniques

nettes avec le virus CML et d"autre part ces mêmes virus avec des

caractères antigéniques différents acquis chez des h8tes de même

espèce DU genre mais distants géographiquement. Enfin il est à

remarquer que la relative stabilité de la région paléartique aura

f avol~ i sé LlnE' bonne ci rCLll at ion dLl genre Mu?-. et Llne

"homoÇ) én éi s.:.'\t ion" des sOLlches du vi rLlS CML en Europe. Chastel

Cl 976 J a pLI mo.ntrer des var i at i ons ph énot ypi qLles de di f f érentes

souches du virus CML mais sans rapport avec l'antigénicité qui

seraient donc liées à l'ARNL. L'apparition du pouvoir pathogène

pour l'Homme de la souche Lassa reste une énigme et démontre un

manque de caractère adaptatif chez ce virus témoin d'une évolution

encore inachevée. L'absence du virus CML en Scandinavie pourrait

être liée à des conditions climatiques.

De l'autre coté

quelque peu différente;

semblent à l'exception du

de l"Atlantique la situation est

les arénavirus du Nouveau Monde

virus Tacarib~, accepter comme h8tes



'naturels les rongeurs de la sous famille des Hespercmyinés

(famille des Cricétidés). Les Cricétidés sont semble-t-il apparus

1

au Plyocène-Myocène, en Amérique Latine venant d'Amérique du

Nord par l'isthme de PanamaCHerskhovitz, 1966J. Ce sont de lein

la famille la plus riche en espèces et en individus sur ce

continent. Les espèces liées aux isolements d"arénavirus sont

taxonomiquement assez proches (Arata, 1975) et démontrent ainsi

une certainehomogénéité de ces virus dans le choix deleur hate.

Malgré la connaissance virologique plus ancienne et plus complète

du complexe Tacaribe,la question d~ l"origine de ce groupe et de

diversification demeure LlI1e énigme. Plusieurs éléments

pourraient servir dans une telle quête. C'est d"abord le fait

que, comme nous avons pu l'observer en Afrique les arénavirus

semblent se limiter à une région plus ou moins étendue.

Les arénavirus, à l'exception du virus CML, occupent

donc des zones géographiques limitées et leur circulation parait

se borner à un écosystème particulier propre à chaque type de

virus et faisant intervenir un hate-réservoir de spécificité plus
webb ~coh./

ou moins étroite. Ainsi,14i~ 8esl""!!!Ieh [in Lehmann-Gr'Llbe 1973J

~~rro..r-
~-'iIS l"accent sur la singLllière répartition des arénavirLls

Machupo et Latino en Bolivie; en effet, chacun des virus semble

occuper une zone géographique particulière sans interférer sur la

zone de l"autre. Ainsi la fièvre hémorrhagique de Bolivie ne
la F,av; n c.e. de. liï Beni.

s"observe-t-elle que dans ....t. '1.11;11 il .." ~ et à qLlelqLles

centaines de kilomètres de là, elle est absente et remplacée dans

le même biotope et chez le même hate, Calomys par le virus

L~tino,non pathogène pour 1 "homme. Ne som~es-nous pas ici dans la
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'situat.ion de~s vin.\!:; L.assia et MobQ,],a séparés pal~ moins de SOC) f::m?

!"If.:\], g l'· é l'apparente aberration du virus dans le choix de sen

h8te,nCU5 pouvons là aussi t.irer quelques enseignements; en effet.

les cheiroptères sont taxonomiquement éloignés des rongeurs et on

trouver un ancêtre plus proche des insectivores ou

d0:'~:; prilTlates. Si l'on admet un ancêtre commun aux arénavirus du

Nouve,:'\u Monde, le se serait séparé très

précocément de la souche ancestrale; la ségrégation créée par

une situation insulaire (Trinidad-Tobago) établie jusqu'à nos

, " , tJours. aLlral "forcé" aLl maintien chez un h8te (peut-être à

l'origine accidentel) mais localeme~nt très représenté. Nous ne
fl'lGl\hevre.u> u.t~ r .......s

pouvons te~bereis aller plus loin pour le moment dans cette

recherche sur l'origine des arénavirus du Nouveau Monde. Avec

l'esquisse du complexe Lassa, Il est certain qLle l' étLlde

comparative des arénavirus de part et. d'autre de l'atlantique ne

pOLlrra qLl:' être ri che en ensei gnemer,t da..Yl s c.e. s~V\s.
e.n

F'oL1rV"r'eveni r au){ ar'énavi rLI'.:, d' Afri que et étant donné 1 e

nombre réduit d'enquêtes systématiques consacrées à 1 eur

recherche sur le continent africain, l'extrtme variété des

biotopes rencontrés selon les latitudes et la quantité importante
,Sallr~..;-.~ ~~,.,...k;'!.se,t.o.r 0:-

dO' espèc:es de r'ongeLlrs· présent~î!tfti,"""Ai~~ penser que

nombre d'arénavirus restent aujourd'hui encore inconnus. Si dans

le futur des études se développaient dans ce sens, l"introduction

de techniques nouvelles pour l'isolement faisant appel à des

systèmes biologiques variés,à type de cultures cellulaires ou

animaux de laboratoire, serait un facteur important dans la mise

en évidence d'éventuels arénavirus méconn~s. En effet ce raIe du
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cellulaires alors
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-système utilisé dans la réussite de l"isolement avait déjà été

démontré pour les arénavirus du Nouveau Monde. La découverte du

virus M.bala semble bien liée à l"utilisation des cultures

que de vastes enquêtes faites pendant des

aebClvi eus Or1t Jo.-i.. i nClcule"~11 i ees de

.~ -------.
pr-él èvements faits SUI- de~5 remgeLlr"5 ~ sOLlr-iceaLI nouveau''''né 1san~;

~.-- .._._-- .,_.-- -- --- .._----
jamais donner lieu à 1 "isolement. d"un arénavirus. Johnson en

1975 r OMS, 1975. p. 627 J , fort des expériences acquises aux

Amériques sur le groupe Tacaribe, faisait la réflexion suivante:

"1 n the case of arenavi r-us we now seem to have a si tuati on in

wich viruses are in search of rodent~; l have a feeling that

there al-ê' in -f act many arenavi ruses that are yet und i scovered".

Ceci n"est. point une C~ClLlsion mais bien un prologue à

l"introduction d"un nouveau paradigme sur l"évolution des virus;

les arénavirus si délicatement placés semble-t-il dans leurs

biotopes de l"Ancien et du Nouveau Monde apparaissent comme un

matériel propice à une telle recherche. Comme les mamifères dans

leu~ erranceS avaient aidé Wegener à donner les fondements de ce

qui devait devenir la théorie de la technique des plaques, les

rongeLlrs nOLIS aideraient-ils à comprendre l"origine et la

diversification des arénavirus?



TABLEAU 18: ARENAVIRIDAE

==================================================================
Virus

LCMV

Hâte naturel

Mus musculus

Distribution

Amériques,
et Europe

Auteurs

Amstrong
Lillie,1934

LASSA Mastomys ssp. Nigeria Buckley
and Casals, 1970

MOPEIA Mastomys natalensis Mozambique Wulff et
coll.,1977

MOPEIA "Z" l'1astomys natalensis Zimbabwe Johnson et
coll.,1981

MOBALA Praomys jacksoni R.C.A. Gonzalez et
coll.,1983

ArgentineJUNIN

TACARIBE

Calomys musculinus

Arhbeus jamaicensis trinitatis
Artibeus literatus palmarum

Parodi et
coll.,1958

Trinidad Downs
coll.,1963

MACHUPO

AMAPARI

PARANA

TAMIAMI

PICHINDE

LATINO

FLEXAL

Calomys calosus Bolivie Johnson et
coll.,1965

Oryzomys oaeldi Brésil Pinheiro et
Neacomys guianae coll. 1966

Oryzomys buccinatus Paraguay Webb et
coll.,1970

Sigmodon hispidus USA <Floride) Calisher et
coll.,1970

Oryzomys albigularis Colombie Trapido and
San Martin, 1971

Calomys calosus Bolivie Webb et
coll.,1973

Oryzomys m.:.. Brésil Pinheiro
et coll. 1977

================================================= ===_===œ====
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FIGURE 28: REPARTITION DES ARENAVIRUS DANS LE MONDE

1= Tacaribe
2= Machupo
3= Amapari
4= Parana
5= Tamiami
6= Pichinde
7= Latino
8= Flexal
9= CML
10= Lassa
11= Mopeia
12= Mobala

En grisé figure l~aire de répartition du virus de la
Chorio Méningite Lymphocytaire de l~ Souris dans les pays o~ ce
virus a été recherché et mis en évidence :Allemagne, Angleterre,
Argentine, Autriche, Belgique, Brésil, Bulgarie, France, Hollande,
Hongrie,Portugal,Tchecoslovaquie,Roumanie,URSS,USA.

( Chastel et coll.,1970; Assad et coll.,1980).
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Figure 9: Le virus "obala en licroscopie électronique
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Figure 22: Finger Prints des ARN totaux
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Figure 24: Séparation des seglants d'ARN du virus "obala en gradient de sucrose
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Figure 27: Géographie des Arénavirus
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