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PREAMBULE

Il est aisée de discerner en Biologie deux tendances,
1"une évolutionniste, 1°autre moléculaire, "deux attitudes qui
finissent par s’opposer radicalement'. Frangois Jaceb nous donne
ainsi dans "La logigque duVivant" une des raisons qui ont pu faire
paraitre a certains la Fiologie comme une science divisée et
hétéerogeéene. Cet aspect morcelé peut Etre ressenti par le
chercheur lui mé&mey son désir dexceller dansle domaine qyi est
le sien, le contraint trop souvent & délaisser certains aspects
de la Fiologie gui luisemblent lointains ouw d'un intérdt limité
dans la quEte qgqu’il poursuit. Enfin tous les biologistes
reconnaissent aisément 17 étendue de la Science de la Vie et
trouveraient bien vain de pouvoir 1 embrasser en une seule fois

Four rester dans ce vaste domaine de la BRiologie que
rnows ne quitterons plus  tout au long de ce travail,voyons
comment se place 17Fcoleogie dans la Science biolegique. Dajoz
nous parle de l17écologiste comme celui qui étudie les organismes,
les populations, les biocénoses, les écosystémes et la biosphere,
cela par opposition aux biologistes moléculaires qui étudient les
macromol écul es et aux cytophysiologistes qui étudient les
cellules et les organes. L Ecolpbgie se situerait donc dans 1la
tendance intégriste évogquée plus haut.

De fait. 1 Ecologie Virale, qui sera l'objet de notre



propos, se place au milieu de ces tendances par 1 essence méme du
matériel quielle étudie: Le virus, ®&tre mol éculaire, son

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

veut parler d'Ecologie Virale, les définitions classiqgues
deviennent difficilement utilisables et les concepts déplacés.
L"Ecologie Virale canduit le Virologue & porter son intérét au
del a et en degd& du germe: la composition du virus au nivau

moléculaire est en +fait sa carte diidentité 3 1 °hste obligatoire
sans lequel le germe ne pourrait survivre constitue son
gcaosystéme, limité & une biocénose particulieéere faite de matieére
organique. Enfin la place de cet hdte dans la nature et
1"environnement dans lequel il circule conditionnent le maintien
du virus cdans ce second écosystéme, ce macroenvironnement cette
fois i propre & 17 hste. Vue sous cet aspect, 1"étude
virologique ne nous met-elle pas alors dans une situation
particuliere ol les deux tendances énoncées plus haut, coéxistent
et plus encore sont au service l1'une de 1 autre? C'est le pari
que nous avons fait, tenter de comprendre les relations de | &tre
moléculaire dans son environnement macroscopique en utilisant &
la fwis 17 analyse évolutionniste et 1"analyse mol éculaire.
L"échange permanent entre ces différentes approches nous a permi
une approche pour la compréhension globale de la dynamique de ces
morceaur diacides nucléiques que sont les virus perdus dans
l1immensité de la biosphere. De la& procéde notre synthése, dans

le continuum de "la logique du vivant".

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



Afrigque, notre intérét s'est porté sur ce groupe des maladies
humaines d”apparition soudaine et redoutables que sont les Fievres
.Hémorragiques et en particulier la Fiévre de Lassa. La pratique
de la Médecine Tropicale dans le Tiers Monde force le praticien
non seulement & 1l7observation du malade mais aussi & celle de
l'environnement dans leguel celui-ci gvolue. En effet le
diagnostic biologique n"intervient que rarement pow contfirmer un
diagnostic éticlogique posé au lit du mal ade. lLa thérapeutique
s engage le plus souvent aprés un simple examen et un diagnostic
de présomption. L observation, tout au long de ces démarches,
jour un role fondamental dans la recherche éthiopathogénique , la
thérapeutique, et 1"analyse d un éventuel risque épidémigue.
L."Homme en milieu tropical est en effet plongé dans une nature
riche et grouillante de vie. Au mEme titre que les autres
vertébrés de son regne, 11 se trouve mis en compétition permanente
mais nécessalre dans cet environnement ol toute forme de vie
tente son émergence et ot les pathogénes déploient une ardeur
égale dans la quFte d un hote.

Confronté & cette mosaique de "bons et de mauvais", le
médecin tropicaliste pose le décor d'une pathologie quotidienne
dans laquelle il aura a organiser sa démarche. Face aux épidémies

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

grand dés#arois quand le germe est nouveau et la lutte
incertaine. Guand une épidémie dun type jusque la méconnu
¢clate, 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 Fiévres Hémorragigues



ont trop souvent confronté le médecin et le chercheuw a ces
phénoménes dont 17 apparition reste souvent inexpliquée. Ainsi

.sont apparues dans la&a seconde moitié de ce siecle, quand nous

pensions  avoir exploré largement notre Monde, de nouvelles
maladies tropicales graves et étendues. ..M. Johnson L1979
l"exprimait—ilainsi cdans un  bref gditorial sw la Maladie

d'Ebola destiné aux médecins: wwsmajor epidemics of acute
hemorrhagic fever...as a poignant reminder that infectious
"mlague"” have not been, nor are they likely seen to be,
eliminated from ouw World.".

Guatre fois en 25 ans, des virus de la famille des
Arenaviridae furent impliqués dans de telles épidémises. Ces

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

quand ils se transmettent & 1°Homme, la clinique montre un

spectre qui s"étale de l7infection inapparente a une
symptomatologie gravissime de fievre héemorragique souvent
mortel le. Néanmoins, ces éveénements doul oureus farcent

l"opinrTtatreté de 1" Homme de science & caomprendre pour vaincre. Le
naturaliste et le chercheur provoqué par ces nouvaux mysteres,
iront souvent en une longue quEte tenter d'expliquer 17 oeuvre de

la Nature.

FPour situer notre recherche dans cet ensemble encore peu
connu des Fiévres Hémorragigues d*0Origine Virale, nous avons voulu
présenter briévement ce qu'est ce groupe diaffections qui en
quelques années de rares exposés développés en fin de meeting

occupe aunjourdhui  rang de SYmposium dans les réunions
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internationales. L.ee terme de Fiévres Hémorragiliqgues Fegroupe
plusieurs maladies virales dont les agents infectieur de
biologies varidées appartiennent a des groupes taxonomigues divers.
Lrunité de ces affections s'est faite & 1l7origine autour du
tableauw clinique que leuwr appellation deésigne en partie: Un
gyndirome hémorragique d'intensite variable révélant un  pouvolrr
infectiew: élevée et un génie évolutif mal connu en sont les
caracteres essentiels. Du point de vue géographigue on distingue
les Fidvires Hémorragigques d” Améri que gt Sud (La Fiévre
Hémorragique d'Argentine et la Fieévre Hémorragigue de Baolivie),
les Fiévres Hémorragigues dfAfrigue {(lLa fievre de Lassa, la
Maladie d'Ebola, la Maladie de Marburg et la Fievre de la Vallée
du Rifty, les Fiévres Hémorragi ques d'Eurasie (Fievre
Hémorragigque o Omsk, Maladie de la Forét de Kyasianuw) et enfin
la Fiédvre Hemorragigque avec Syndrome Rénal (FH de Corée,
Neéphroso-neéephrite Hémorragigue d'URSS, Néphropathie Epidémigue de
Srandinavie  ou Nephropathie Murine) qui semble avoir une
répartiion mondiale nfépargnant Jusguici gue lLYAustralie et
1" 0Océanie. Les Dengues et la Fiévre Jaune, bien que responsables
de syndromes hémorragiques graves, n'ont pas été introduites dans
ce groupe en raison de l'ancienneté et l17importance des études
entreprises a leur sujet, la qualité de la vaccination amarile,
et la faible pathogénicité habituelle du virus de la Dengue qui

peut &tre aisément manipulé au laboratoire.



1. INTRODUCTION

C'est en 1925 gqu’un  nouveat virus est isolé d'un cas
tatal d'encéphalite cher 1 'Homme par Amstrong et Lillie L[19341.
Ce virus ne ftait alorse gqu’ une entrée timide dans le monde en
pleine expansion de la Virologie et est désigné comme Lymphocytic
choriomeningitis Virus (LECMV) ou virus de la Chorio-Méningite
Lymphocytaire (Virus CHML). Feu aprés Rivers et Scott [19381,
isolent celui  ci dans plusieurs cas humains de méningites
aseptiques, enfin Traub en 1936 isole le virus de colonies de
souris infectées. Frogressivement ce nouveau virus provogue
l*intérégt des chercheurs, en particulier aprés les travawd: de

Traubh et permet ainsi de poser les bases de 1"immunobiologie du

LEMV. En 1929, Amstrong et Sweet démontrent 17 apparition de la
maladie che:z 1"homme en relation directe avec des souris
infectées in__natura. Ces résultats princeps. au delad des

vaoies nouvelles ouvertes a i"etude de la pathogénie, de

1" écologie et de 17immunologie virale, favorisent l'établissement
des théories s la tolérance immunitaire [Burnet and
Fenner, 1949} . En effet le LCMV a la propriéteé d'infecter de
fagon chronique non seulement les cellules en culture mais aussi
la spuris de laboratoire et de se transmettre verticalement sur
plusieurs générations. Ce modele expérimental exceptionnel sert
gncore awjourd”hui dans 1"etude de 1"immunotol érance et
1l établissement du concept de maladies lides aux immuncomplexes

[Buchmeier et coll.,1980)}, et dans la compréhension du complexe



majeur d'histocompatibilité entre cellules {(Zinkermnagel and
Doherty,i@?@)"

En 1948, Dalton et coll. décrivent la morphologie du
LEMY  en microscopie électronique et apportent une description
originale qui deviendra le caractere clé d'une nouvelle famille
2t servira & nommer 12 nouvean taxong En eftet la microscopie
met en évidence a l7intérieuwr des particules virales la présence
de structwres denses aux électrons, ces éléments seront plus tard
Ftre identifiés aux ribosomes appartenant &a la cellule hste
{Federsen, 1973}. Ainsi en 1970, Rowe et coll., proposent le nom
d’Arenavirus (arenosus lat.= sableu) pouwr marguer l1’originalité
de la capture de grains ribosomaux & 1l intérieur des virions et le
comité de nomenclature accepte le genre unigue des Arenavirus

dans la nouvelle famille des Arenaviridae [Ni]dy,1971]n =4y

1958, est isolé 1 agent de la Fievre Hémorragique d Argentine par
Farodi et coll., puis en 1963 le virus Tacaribe par Downs et
coll., et enfin Johnson et coll. isole en 19465 le virus de la
Fiegvre Hemorragigue de Bolivie. Les liens de parenté entre ces
différents isolats ne seront mis en évidence gue progressivement
[Mettler et coll.,1963), et c'est Johnson qui en 1945 émet
1" hypotheése de 1" appartenance a un mé&me groupe de ces virus et du
LMCV  anticipant ainsi sur 1l organisation de cette nouvelle
famille presgue 10 ans avant son établissement définitif.

Ce n"est gu'en 1974 gque Pfau et coll. sur la base des
données biologigues, sérologiques et ultrastructurales définissent
de tagon compleéte les caractéristiques de cette nouvelle famille.

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



pour la pluspart aux Amérigques et pour 1°une d'entre elles en

Afriques On dénombrait en 1977 onze espeéces d Arénavirus .
ARENAVIRIDAE
CHML 1933 Amérigque, Europe
Junin 1958 Argentine
Tacaribe 19463 Trinidad
Machupo 1965 Bolivie
Amapari 1964 Brésil
Tamiami 1970 Floride
Farana 1970 Faraguay
Lassa 1970 Nigeria
Pichinde 1971 Colombie
Latino 1973 Bolivie

Lintéré&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 Fubligue. En effet, les Fievres Hémorragigues qgui avaient
éclaté en Argentine et en Bolivie suscitérent un grand émoi en
raison de l°infectiosité des germes mis en cause et du pronostic
sevére de la maladie. En 1969 la Fiévre de Lassa est décrite en
Atrigue, un  areénavirus est pour la premiére tois rendu
responsable diune Fiévre Hémorragigue dans 17Ancien Monde. Dés
les premiéres observations on identifie la Fievre de Lassa comme
une maladie grave , de mauvais pronostic et dotée d'un génie
épidémique & caracteére rapidement évolutif. En fait elle vient
directement s inscrire dans ce groupe des Fiévres Hémorragiques
au mEme titre que la Fiévre Hémorragique d Argentine et la Fieévre
Hémorragique de PBolivie. Ainsi, & partir de cette époque, les
Arénavirus prennent une dimension planétaire et suscitent de

nombreuses recherches tant en virologie fondamentale qu’en



épidémiologie et en pathologie compareée.

Aprés la dramatigue et brutale apparition de la Fiévre
‘de Lassa, des épidémies sont observées dans plusieurs pays
d’Afrigque de 17'0uest [Monath,19731 et Fraser et coll.[19741,
démontrent 17 existence d'une zone d'hyperendémicité de la maladie
en Sierra Leone . Dés la preuve de l'origine virale de la maladie
par 1’isolement de 1"agent ¢étiologique, Buckley et Casals [196%1,
posent la guestion de la préexistence de la Fiévre de Lassa en
Afrique. Casals porte alors & l'attention de la communauté
scientifique les éléments de publications anciennes qui
mentionnaient des fiévres pseuwdo—-typhiques en Afrique Centrale
[LeGac,1946b1 et en Haute Volta [Le Gac,194bal. Ces observations
rapportaient wn syndrome typhique sans étiologie connue, de
clinique proche de celle rencontrée dans la Fievre de Lassa avec
une mortalité élevée (environ I0%). Monmath [1975]1 nous donne en
fait trois iraisons pour lesguelles cette maladie aurait été
méconnue jusqu’ad une date tardive: lLa faible couverturs
geographique des services de Santé Fubligue, 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,19801, et enfin la densité autrefois faible
masi aujourd*hui croissante de rongeurs péridomestiques die au
déefrichement et & 1 agriculturisation. La Fiévre de Lassa est
aujourd*hui considérée comme une zoonose enzootique avec un cycle
interhumain fréquent mais non obligatoire. Guand les conditions

de densité de population humaine et animale sont réunies dans une
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m&me zone, la Fievre de Lassa, si elle préexiste dans la
population de rongeurs peut s'établir de fagon hyperendémique et
le risque pour les populations humaines augmenter en particulier
lors d'un passage a une transmission de type nosocomial. le rsle
du rongeur du  genre Mastomys est au centre de la compréhension
de 1"épidémiologie de ce virusi; Ce rongeur péridomestique est
considéreé comme le réservoir de virus en Afrigue de 17'0Ouest
LMonath et coll.,1974; Wul+ff et coll.,19751. Toutetois, des
expériences préliminaires de réductiaon de populations de
Mastomys n"ont pas montré une diminution de 17incidence de la
maladie dans les populations humaines de zone hyperendémique en
Sierra l.éone (keenlyside et coll.,1983%).

Les travaux concernant 1l*épidémiologie, la pathogénicité

et la thérapeutique de la Fievre de lLassa ont éte
particuliérement développées ces derniéres anndes en Sierra
lLeone; dans «e pays, de 1977 a 1979, sur 3844 patients

hospitalisés 124 se& sont avéreés Etre des cas de Fievre de Lassa
et représentaient 3F0% de la +totalité des décés enregistrés dans
les deusx hopitaux surveill és [McCormick et coll., 19803
McCormick,King,Webb et Johnson, non publiél. Augourd® huil la
Fiévire de Lassa en Afrique de 1°0uest est considérée comme un
probléeme de santé publigue important dont 1"étendue reste a
déterminer mais doit Btre certainement considérable
(Feters, 1984).

Aprés 1 isolement du virus de Lassa chez le rongeur du
genre Mastomys par Monath et coll. en 1974, trois autres

isolements d"Arénavirus se succédent cher des rongeuwrs dans des



11

régions diftérentes d'Afrigque: au Mozambique dabord ol Herta

Wul £+ et coll. L1977] isolent de Mastomys natalensis un

arenavirus antigénigquement proche du virus Lassa, puis au

Zimbabwe, un arénavirus est isolé de Mastomys natalensis par

Johnson et coll.019811; entfin nous isolens de rongeurs sauvages
capturéds en Centrafrigue un arénavirus antigéniqguement praoche des
précédents mais aisément discermnables [Bonzaler et coll.,19831. A
partir de ces isolats variés de par leuws origines géographiques
et leurs hotes, nous allons explorer de la fagon la plus étendue
possible ce gui apparait deéja comme un grone des arenavirus
d"Afriqgue. Al fur et & mesuwre de nos échecs et de nos modestes
progrés nous nous trouvons confrontés non plus & 4 ou © biotypes
de virus proches les uns des autres, mais plutct & des groupes de
souches virales pouvant #tre distingués par leurs origines

2 leuwrs caractéres

o
y

geographigques mais aussi par certains
biologiques et physico-chimiques.

En  moins de cing années, nous assistons A la
constitution d"une entité analogue & celle connue comme le

complexe Tacaribe au Nouveau Monde.

Nous avons voulu présenter ici le long cheminement qui
nous a condult aun cours de cing années du  terrain centrafricain
aux laboratoires hautement spécialisés des Etats Unis d”Amérique
paur dtudier le virus Lassa et les virus qui lui  sont proches.

L conditions parfois difficile de la réecalte dee échantillens

en climat équatorial ont été doublées du travail 1long et délicat

imposé par les manipulations dans wun laboratoire de haute
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sécurité. Néanmoins la richesse du matériel étudié et la
diversité des technigues auxguelles nous avons pu accéder ont
rendu notre gquéte passionnante et des guestions nouvelles sont
apparues et ne font que raviver auvjourd’hul notre enthousiasme du
début.

Le bilan de ces années consacrées a un méme sujet reste
toutefols trés fragmentaire et nous sommes conscient de sa
faiblesse qui nous & obligé & travailler dans des domaines variés
sans pouvoir Jjamais les exploiter intrinséquement jusqu'a leurs
limites. Cette approche qui peul paraitre de prime abord trop
dispersée nous a paru néanmoins nécessaire pouwr débrouiller la

trame serrée et nouvelle des Arenavirus d'Afrique.



2-1. Présentation du milieu

2-1-1. Phytogéographie

L'essentiel de nos travausr personnels concerne le Centrafrigue.
Nous y avons prélevé de nombreuwx échantillons, nous avons explore
largement le pays et c’est encore 1& que nous travaillons
avujourd’hui  sur ce sujet ditficile des Fiévres Hémorragique
d’0Origine Virale. Four 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 ou le virus de Lassa existe ou pourrait circuler.

Four revenir au Centrafrique et au proposg gqui nous intéresse,
nous avons opté, et cela comme nombre dfépidémiologistes et

microbiologistes de terrain, pour la reconnaissance globale d'un

érosysteme aun  travers de sa représentation phytogéographigque. En
effet pour une  rone  donnéde, les composantes pédologiques,
géol ogi ques, geomorphologi ques et climatologiques ont pour
résultante un couvert végétal originalg les espéces végétales

représentées par leur fréquence et leur distribution restent le
témoin de cette somme. Ainsi l"analyse botanique qualitative et
gquantitative par rétérence A& une partie de territoire donne
permet une cartographie des essences compagnes et de leur
abondance relative.

La variété des terrains rencontrés en Afrique sous différentes
latitudes & donné & la litterature de nombreuses interprétations

phytogéographiques. Géographes et botanistes ont souvent apporté



14

leur propre terminologie ce qui a souvent rendu confus les

tentatives de comparaison entre des pays ou des auteurs
différents avaient travaillé. Four le Centrafrique, Boul vert
[1960]1 nous donne une "esquisse phytogéographigue’” gui reste un

mocdele de clarté et une aide précieuse tant pour les sciences
humaines gue pouwr les sciences biologilgues. Nous nous  SOMmMmes
largement inspirds de la carte proposeée par  Boulvert pour
rechercher sw le terrain les zones & prospecter et retrouver
d*éventuelles correlation avec la prévalence en anticorps humains
ouw animauwx. Nous présentons une carte simplifiéde des domaines
phytogéographigques de la R.C.A. (Figure 1).

Enfin nous avons wvoulu présenter & trés grande échelle une
esqul sse des domaines phytogéographiques d'Afrigue, recomposée A

partir de documents variés (Figure 2).



FIGURE 1: CARTE FHYTOGEUOGRAFHI QUE DE LA

REFURLIQUE CENTRAFRICAINE (D”aprés Il.EBoulvert,1980).
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Secteur guineo-sSoUdanNieN . e ensnasnennnsnnenat
Secteur cONYO—QUINEEN . cuvnnwnvamnannnssnvanns?

Legende détaillée dans les pages sulivant la carte
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LEGENDE DE LA FIGURE 1

Domaine soudano—-sahélien

Secteur sahélo-soudanien (1): steppe herbacée & Sclerocarcya

birrea, Acacia seyal et Ziriphus mucromata.

Secteur soudano-sahélien (&)1 savane arborée claire A&

Terminalia ladiflora.

Domaine Medio-soudanien
Sectewr médio~soudanien type (2): zone de savannes boisées a aver

une strate herbacéee a Cympegon giganteus, et de foréts

serches résiduelles & Anogeissus. Elle se caractérise par

l"apparition d'espeéces septentrionales comme le Farité

(Butvrospermum paradoxum) et la présence déja de savanes & espéces

mélangées.

Secteuwr sub-soudanien (4): savanes a espéces mélangées & Terminpalia

tagiflora,Grevia mollis et Combretum hypopilinum.

Domaine soudano—gquinéen

Secteur NW-N (3): Savanes antrhopigues & Daniella,lophira avec

surpituwage et embuisonnement par Harungana madagascarensis

et Samonea leptophylla (Région de Fouar). Des savanes boisées

& Lophira lanceolata et Burkea africana dans la région

de Carnot.

Secteur central et oriental (&): foréts denses semi-humides

& Anogeigsus leiocarpus et Albizia zygia.

Secteur sud (7): Dégradation anthropique probable de la végeétation
ligneuse de la forgt dense semi-humide, dominée aujourd’hui par

Daniella oclivieri et Terminalia glaucescens.




Domaine congo-guinéen
Secteuwrguineo~soudanien (8): secteuwr préfarestier & Terminalia

alavcescens, Albizia zvaia, avec une strate herbacée a

FPennisetum purpureum, OSframomam sp. et Hyparrenia bracteata.

La végeétation arborée qui occupe les plaines du bassin oubanguien,
est souwvent dégradée pour se transformer en savanes anthropiqgues.

Ce sont alors des savanes herbeuses a Fennisetum puwrpurewm

("Herbe & éléphant'"), a Imperata cylindrica et & Afromomum
SP. . Les espéces ligneuses sont souvent réduites & des espece

banales dites pyrophiles qui résistent aux feu de brousse:

Anona senagalensis, Terminalia glaucescens.
Sectewr congo-guinéen (9): ForE&t dense humide semi caducifoliéde
{composée principalement de Sterculiacées,Ulmacées,Sapotacées et

Mélioacées) a Triplochiton scleroxylon, Terminalia

superba et Celtis spp.. A la pointe sud-ouest du pays

en Basse Sangha on trouve une foré&t mixte semi-caducifoliée

et sempervirente (De type homogéne & Gilbertiodendron dewevrei

o de type for&t ripicole & Guibourtia demeusei et Uapaca

quineensis. En lisiére Aubrevillea kerstingii devient

l"espéce dominante. Flusiesurs observations faites au cours des
dernieéres decennies [Sillans,19%%ulvert, 19801 tendent & montrer

une expansion de la fprét sur la savane malgré 1"action de
défrichement due a la mise en culture ou a l'exploitation de la

forét.

A l'intérieur de ces différents secteurs on peut décrire des

districts correspondant & un peuplement végétal spécifique dérivé



des caractéres généraux propres au secteur. Enfin il existe
gquel ques peuplements particuliers et limites & type de

hambousales, raneraies ou doumeraies. Certains décosystémes sont

s des surfaces plus  ouw moins etendues

par des cultures arbustives (Caté,palmier & huile,hevéa,coton).
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FAYSAGES DE REFPUBLIGUE CENTRAFRICAINME:

A. Village rue en secteur sud-soudano-guinéen

E. Derriére les habitations commence la savane arborée
et forét galerie, zone privilégidée de pieégeage des
rongeuwrs péridomestiques.

C. Domaine soudano—guinéen des savanes arborées A&
végétation ligneuse dégradée anthropigue:

L.l.: Lophira lanceclata

D.o.: Daniella olivieri

F.p«.: Penniseptum puwpuwreum
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FIGURE Zr CARTE DES DOMAINES FHYTOGEQGRAFHIQUES D' AFRIOUE.
Légende:

1~ Domaine congo-guinéen: Forét tropicale humide

2~ Domaine soudang—guinéen: Mosaligue de for&t-savane

I~ Domaine medio—soudanien: Savane arborée

4~ Dpmaine soudanien: bavane seche

S Domaine soudano sahélieny Steppe herbeuse &t boiséde

6~  Domaine sahélien: Steppe seéche, Saheél

7-  Domaine saharien: Désert

g&- Domaine méditerranden: Maquis

9~  Domaine du Natal: Frairie herbeuse ce climats tempeéré et

sub-tropical

10—~ Domaine montagnard
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2.1.2. Climatologie

Du point de vue climatique, la carte phytogéographique restant le
marqueur le plus sensible qui sepit, nous nous sommes donc bornés
& ne présenter gue des éléments généraux afin diarticuler en
particulier les rythmes saisonniers sur le terrain observe.

Four l1'ensemble du pays, la moyenne des températures est de 26°C
avec une moyenne des maxkima de 3190C et une moyenne des minima de
26°C.  L7humidité relative est en moyenne de 77% avec une moyenne
maximale de 964 et une moyenne minimale de S3%UlFajot,19721. Le
climat peut ~8tre gualifié de tropical humide au Sud pour devenir
plus sec vers le Nord-Est; De la m&me fagon, du Sud au Nord, la
pluviométrie diminue et la durée de la saison des plules diminue
FRoul vert, 198017,

Enfin si on se réfeére d'une part & la carte phytogéographique de
la Républigue Cenrtrafricaine (Figure 1) &t d'autre part & la
carte des précipitations (Figure 3) ont peut décrire trois grands
types de climats:

1- Un climat sub-sahélien avec une limite sud & 1'isohyéte
1200mm. La saison séche qui s’y étend de Novembre & Juillet est
plus longue gue la saison des pluies. L*amplitude thermigue est
glevée en saison seéche; on a pu par exemple enregistrer & BRirao
un maximum absolu de 44,2°C en Mars 1953, et un minimum absolu

de Z,19C en Janvier 1986. L hygrométrie varie d'une moyenne de
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Q77 en Juillet, Aolt, Septembre et Octobre & 41% en Février
LHillans, 19581,

2= UWUn climat de type intertropical avec une limite sud a
L"isohyeéte 13500mm. lLes deux saisons sont  bien marquées; Une
salison séche de Novembre & Avril, caractérisée par une période de
petites pluies ("pluie des mangues'") de Décembre & Févier. La
saison des pluies de Avril & Novembre est caractérisée par trois
périodes égales de pluies dont la fréquence varie de moyvenne a
fréquente puis moyenne annongant le début de la saison seéche.
les amplitudes thermiques et hygrométrigues sont fortes en saison
seche et faibles en saison des pluies.

On note dans la région de Bouwar un climat patrticulier, lié & une
élévation relative du terrain (1000m) ol le climat reste de type
intertropical mais plus frais et plus orageux.

I Un climat de type équatorial correspondant au Domaine
COnQo~guinéen: De Décembre & Février se situe la saison seéeche
avec des tempéraltures minimales enregistrées de la mi-Décembre &
la fin Janvier et la formation de brumes caractéristiques de
cette saison en forét,. La saison des pluies présente le méme
type de distribution dans la fréquence des précipitations que
pour le climat intertropical mais guantitativement augmentées.
Lhumidité reste élevée et les températures subissent de faibles
variations damplitude.

Sur la carte des précipitations figurent les principales

localités explorées lors de nos études. Ces localités
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représentées de fagon ponctuelle sur  la carte ont en fait été
explorées dans uwun  rayon de 3 a 28km pour la collecte des

échantillons humains Ow animaud.
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FIGURE 3: CARTE DES FRECIFITATIONS ANNUELLES¥ EN

REFUBL IQUE CENTRAFRICAINE (D" aprés R.Chabras, 1976)

LEGENDE :

(x) Exprimées en millimetres

. Les différents points de prélevements humains et de capture
de rongeurs tigurent par le nom de 1°agglomération concernée.
« Fréfectures et leur département:

Bangui (Ombella M*Foko)

M*Baiki (Lobaye)

Sibut (Kemo Gribingui)

Bouar (Nana Mambere)

EBozoum (COuham Fende)

Bossangoa (Oubham)

Berberati (Haute Sangha)

Carnot (Sangha)

Birao (Vakaga)

N"Dele (Bamingui Rangoran)

Bambari (COuaka)

Bangassou (M"Bomouw)

Mobaye (Basse Kotto)

Obo {(Haut M"Bomouw)

Bria (Haute FKotto)
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'2.2. La récolte et le conditionnement

les échantillons de sang humain ont

sur  des tubes secs a vide partiel

Aprés retraction du caillot pendant

amhiante, le sang été centrifugé

Iminutes. Centrifugeuse de table

électrogeéne), le sérum décanté et

polypropilene a vis (Eml ~NUNC

ensuite conserveé & 4°C pendant

jouwrs (Réfrigeratew & gaz). De

stockdé & -20°C

l1"utilisation.

Les rongeuwrs ont été capturés dans,

dans lesquels les

points de capture ont varié

recherchés; Les piéges étaient

des cases, & distance des cases,

forét galerie sans

avons utilisé les piéges de type

les différentes denrées alimentaires

populations locales

de manioc, des ignames,

Les preélévements de sang et

au laboratoire, suw des spécimens

morts dans les I

prélevé a ciel ouvert

conditionné dans des
T ) .
la dureése de la mission,
retour au

(Congel ateur Revoco™)

préleévements humains
selon

posés au
en
excéder un kilométre au dela

Chauvency

(principalement de la poudre
des patates douces,
d’organes de rongeurs ont
vivants le
heures précédant la

par ponction

des échantillons

éete préleveés au pli  du bras

de type Vacutainers'™,

une heure a la température

surplace (800 tpm pendant

FProlabo™™ et groupe

tubes de

Ce matériel était

de 1 &a 10

laboratoire il était

jusquiauw Jjour de son

et aux abords, des villages

étaient pratiqueés. lLes

l"abondance des rongeurs

g0l dans, et alentour

savanne et en bordure de

du village. Nous

(CNRS) appatés avec

végétales consommées par les

ou des morceaux

des arachides).
éteé faits

plus souvent, ou

dissection. Le sang était

cardiaque chez 1"animal



anesthésié au chloroforme . Four les rongeurs de petite taille
une saignée complémentaire était pratiguéde par section des gros
val sseaw: du coeuwr, dralnege et aspiration dans la partie déclive
de la cage thoracique. Aprés  formation du caillot, le sang était
centrifuge (Microtuge Bekman), le sérum décanté puis stockeé &
~200C ou -80°C. Les organes étaient prélevés {(Coeur, poumon,
foie, rate, rein, encéphale,vessie), conditionnés dang des tubes
de Nunc & vis et stockés a ~-80OYC.

Lidentification des spécimens de rongeurs a été pratiquees ,sur
le terrain, le sene et les mensurations relevées et notées
systématiquement (Longueur de la t&te et du corps, de la queus,
de 1l 'oreille et du pied postérieur). l.a clé, uwtilisée pour
i"identification & 1 7espéce des rongews du Centrafrique, a été
gtablie d’aprés les travaux de Rosevear L1969], et modifiée en
fonction de données plus recentes contenues dans les publications
de Fetter sur les rongeurs de R.C.A. (Fetter,197%;Fetter,1977).
Four les animaux domestiques le sang prélevé & la veine jugulaire
a ¢té conditionné et conservé de la mEme fagon, gque les sangs

humaing, sur le terrain et au laboratoire.
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" 2.2. La récolte et le conditionnement des échantillons

l.es échantillons de sang humain ont  été préleveés auw pli  du bras
sur des tubes secs & vide partiel de type Vaoutainers ™,
Aprés rétraction du caillot pendant une heuwre & la tempédrature
ambpiante, le sanga #té centrifugéd sur place a 800 ftpmin pendant
Eminutes (centrifugeuse de table Frolabo™™ et groupe
électrogéne) s le sérum & eté décanté et conditionnéd dans des
tubes de polypropiléne & vis  CIml-NUNC vy | Ce matériel a

¢té ensuite conservé & 4°C pendanﬁ la duree de la mission, de 1
a 10 jours (Réfrigératew & gaz). De retour au laboratoire il a
éte¢ stockeé a ~-20°C (Congelateuwr Revco™) jusgu”au jour de son
utilisation.

Les romgeurs ont été captureés dans, et aux abords, des villages

dans lesquels les prélévements humains étaient pratiguds (Figure

Z2-fy B . lles points de capture ont varié selon 'abondance des
rongeurs recherchesy Les pieéges étaient posés aun sol dans, et
alentour des cases, & distance des cases, en savane et en bordure
de foré&t galerie sansg excéder un kilometre auw deld du village.
Nous avons wultilisé les pileges de type Chauventy (CNRS) app&tés
aver les différentes denrdes alimentaires végétales consommées
par les populations locvales (principalement de la poudre ou des
morceauws de Marioe , des ignames, des patates douces, des
arachides),

Les prélevemaents de sang et d'organes de rongeurs ont  #té faits

au  laborateoire, sur des spécimens vivants le plus souvent, ou
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morts dansun délais de moins de S heures précédant la dissection.
‘l.e sang était prélevé a ciel ouvert par ponction cardiaque chez
1"animal anesthésié au chloroforme . Four 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 thoracigue. Aprés formation du caillot, le
sang é¢tait centrifugé (Microfuge Bekman), le sérum décanté puis
stocké & ~20°C ou -B0° ., Les organes étaient prélevés (coeur,
poumon, foie, rate, rein, encéphale,vessie),'conditionnés dans
des tubes de Nunc a vis et stockés a -809C.

L'identification des spécimens de rongeurs a été pratiquée ,sur
le terrain, le sexe et les mensurations relevées et notées
systématiquement (longueur de la t&te et du corps, de la gueue,
de l7oreille et du pied postérieur). l.La clé, utilisée pour
l'identification a 1'espéce des rongeurs du Centrafrique, a été
établie d aprés les travaux de Rosevear [19469], et modifiée en
fonction de données plus récentes contenues dans les publications
de Fetter sur les rongeurs de R.C.A. [Fetter,1975;Fetter,19771.
Four les animaux domestiques le sang prélevé & la veinme jugulaire
a éteé conditionné et conservé de la m&me fagon, que les sangs

humains, sur le terrain et au laboratoire.



2-3. Le laboratoire de haute sécurité: Le

risque biologique.

Certains germes connus pour leur trés grande
infectiviteé chez 1°Homme, la gravité de la maladie qgu'ils
entrainent ouw la méconnaissance que 1 'on a de leuwr pathogéniciteé
pour 1'Homme les ont Ffait classer selon le risque potentiel

intrinseque apprécié.

Classe 1 Micro-organismes vivants non pathogénes, non infectieux

’ (ex.:Bacillus cereus,Naegleria fowleri)

Microorganismes & risque modéré pouvant donner une

maladie humaine (ex.:Hépatites A,R,nA-nEjToxoplasme)

Classe = Agents infectieux indigénes ou exotigues pouvant Etre
responsables d"infections sérieuses ou potentiellement
léthaux (ex. :Mycobacterium tuberculosis, Coxiella
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 Ebola,Virus Marburg)

3

Classe

Les agents ainsi classés ont permis de définir les
caractéristigues technigues des structures dans lesquelles ils
pourraient €tre manipulés sans danger pour le chercheur et son
environnement [USDHHS,19781. Ainsi a été définie la notion de
risque biologique qui jusgu'ici ne concernait & un niveau de
sécurité élevé que les manipulation génétiqgues; présentgment le

risgue est lié & 1'infectiosité et & la pathogénicité du germe.

A la suite des épidémies mortelles & virus Marburg,
Ebola et Lassa, et des cas mortels enregistrés en Europe et aux

Etats Unis d*AmeriquelMartini, 1968;Leitfer, 19703 Woodruff, 19731,



trois laboratoires pour manipuler les germes de classe 4 furent

construits (Fortown Down,UkjiFort Detrick,U8A et Atlanta,USA). Ce

type  de labeoratolre oit e Bécurite  Maxwimale ou Mas:d mum
LContainment Laboratory  (MCL) est  de conception totalement
originale et  régi par des lors spéciales. Il permet de

travailler avec des agents infectieuwr ouw expérimentaus suspects
ou avérés preéesenter un tisque biologigue pouwr le manipulateur
et/oun la communauté. 0On distingue 5 aspects principaux
caractérisant les laboratoires autorisés a manipuler des agents
de classe 43 On parle alors de protection 4 (F4) pour ce type
diinstallations:

- L7acces en est controlé par des sas (Fersonnel et
Matériel).

~- La pression négative est maintenue & 1l intérieur pour
protéger 1l environnement.

- La totalité des effluents sont décontaminés et/ou
stérilisés.

- Le matériel infectieux peut €Etre manipulé dans des
enceintes étanches par l"'intermédiaire de gants soudés &
l1"enceinte, ou bien le manipulateur est libre de ses mouvement
dans 1 enceinte contaminée et porte un scaphandre maintenu en
pression positive par rappott a son  environnement local
(Fig.4P .

IL faut souligner que la complexité d un tel
laboratoire, en rapport avec 17entretien de routine et les
manipulations exigées, demande au chercheuwr un apprentissage du

fonctionnement général des systémes de sécuritée et unlentrainement
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‘assez long pour apprendre & vy travailler. Ces impératifs restent

lids au souci de sécurité tant individuel que collectit.

Les enquétes sérologiques préliminaires réalisées en
1979 et 1980 en Centrafrique faisaient appel & des technigues de
sérologie conventionnelle et furent réalisédes & 1'Inmstitut
Fasteuwr de RBangui. Toutefois nous avons di utiliser un matériel
antigenique de classe 4 inactivé. Un tel matériel constitué de
cellules intfectées par des germes hautement infectieux tels que
le virus Lagssa et d'avtres virus responsables de Fieévres
Hémorragiques, & #hée prépareé dans le laboratoire de Haute
sécurité (MCL) de la Spécial Fathogens Branch (SFE) des Centers
for  Disease Control (CDCY a Atlanta (Figure&S-—-A). Les cellules

fivédes & l ' acétone sur des lames destinées & 17observation aul

microscope, #taient inactivées par irradiation gamma (Charge au
Cobaltsd — Model 220, Atomic Energy of Canada Ltd.), pour Etre
ensuite utilisédes comme antigéne tdans la réaction

d*immunoflucrescence. L7 acheminement vers PRangui s'est fait &
~20°C en glace carbonique.

Les manipulations faisant intervenir des germes vivants
comme la préparation des lames d'antigéne, les tentatives
d' isolement de virus, la croissance et la concentration de
particules infectieuses, ont toutes été réalisées dans les
condition du MCL. Les ¢études physico-chimigques et de biclogie
mol éculaire ont été réalisées dans des laboratoires de la SFB
(Department of Viral Division,CDC).

La premiére année nous avons travaillé principalement
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‘dans la partie constituée dienceintes hermétiques (Isolement du
virus Mobala) (Figure 4»-44); Fendant les deux autres années, nous
avons  travaillé en scaphandre ce qui nous était imposé par le
type de manipulations entreprises: d'une part l'utilisation de
trés gros volumes de cultures cellulaires infecteéss et la
concentration de virions hautement pathogenes (Jusqu™a 107

Unités Farmant Flages), d'autre part l17inoculation d7animaux de

laboratoires avec des germes virulents.
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FIGURE‘éJ LE LABORATOIRE DE HAUTE SECURITE DES

CENTERS FOR DISEASE CONTROL A ATLANTA

A. FLAN
B. Vue de 1l intérieur: Fort du scaphandre de

protection individuelle dans le secteur
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2.4. Les souches virales

lLes souches clonédes ont servies dans les études
physicochimiques des virus et comme souches de référence pour les

études généti gues.

Souches "sauvages":

LAS"J": Lassa "Josiah" (Th.J.057562) : Souche
humaine du virus Lassa isolée du sang d’un malade en Sierra Léone

LAS MANO: Lassa 803973, souche isclée de sang
humain en Sierra Léone

LAS Fofana: Lassa 8044793, souche isolée du sérum
d"un malade de Bierra Léone

LAS Zor Zor : Lassa B0O3I793%, souche humaine isolée
du sang d”un malade du Liberia

LAS "M"= 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 NIG: Lassa "FPinneo", souche isolée du premier
cas humain reconnu de la Fiévre de Lassa au Nigeria en 1949
[Buckley et Casals, 19691.

LAS LIB: Souchqhumaine de virus Lassa du Liberia
(SFEB/DVD/CDC: BO3794)

LAS GUI: Souche Lassa isolée d un cas humain en
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‘Guinée Equatoriale (SFE/DVD/CDC:BOI7E8)
MOP: Souche d'un arenavirus isolé de Mastomys

natalensis & Mopeia au  Mozambigue (AN Z20410) TWul £+ et

coll.,19277]. Historigque des passages: 5 fois par par voie intra
péritaonédale sur souriceau nouveau né et I fois sur cellules Vero
Eé&.

LAS "Z": Souche d*un arénavirus isolée d organes

de Mastomys natalensis capturé a Qué-Qué (18°55 33 29°948E) au

Zimbabwe et proche du virus Mopeia (Johnson et coll.1%981la)

MOB 3076: Souche du  virus Mobala isolée de
Fraomys de RCA capturé & PBoubouli (4" 36N3 18P 19E) en 1980
[Gonzalez et coll.l19821.

MOB 3200: Souche du virus Maobala isolé de
Mastomys capturé & Botambi en RCA en 1981 [Gonzalez et

coll.,19821].

Souches clonées:

LAS Lp3: (SFE/DVD/CDC: 803620 Souche clonée du
virus Lassa & partir de 1la souche Lassa '"Josiah" par repiqguage
de plage 3 fois sur culture cellulaire de type VerokEs [Kiley et
coll. 19761.

MOP Mp3: Souche clonée & partir de Mopéia AN20410
de la mBme fagon que LAS Lp3.

MOB Al11 et MOB BZ1: Souches clonées du virus
Mobala, souche 30746, méme technique que pour LAS Lp3.

MOB B23: Souche clonée de Mobala 2076.



LCM—-ARM= Souche du virus CML, souche Armstrong
EZ50, plus de 200 passages sur souris adulte et un  passage sur

cellule Vero.

2.5. Les cultures cellulaires
2-5-1. Cellules Vero E&/74:

Cette lignée cellulaire a été produite par clonage de
la lignée VERO (Dr F.Frice, CDC) provenant de cellules rénales du
singe vert africain (Cercopvthecus aethiops): elle s'est
révélde trés sensible pour le virus Lagsa et particuliérement
apte & sa réplication {?ohnson et coll.,iqalb]. Elle est déposée
a 1*American Type Cells Culture Collection NeCRL 1586
LATCCC, 19831].

Les cellules E6 sont cultivées dans le milieu classique
Eagle Minimum Essential Media (EMEM) [Eagle, 19591 supplémenté par
10% de sérum de veau foetal inactivé lheure & $56°C, auqguel on
ajoute 1U.I. de pénicilline G, 0,5pg de streptomycine et 0,02pg
d’amphotéricine B par millilitre de milieu.

Elles ont été controlées périodiguement pour la
présence de plasmides aprés passage dans un milieu enrichi pour
la culture de mycoplasmes en athmosphére anaerobie selon la
méthode décrite par Hayflick [19651, puis controlées en
microscopie électronigue.

Elles sont maintenues en survie § & 20 jours maximum
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‘aprés inoculation dams un milieu de survie EMEM supplémenté en
antibiotiques, sérum de veau foetal glutamine et bicarbonate pour

rendre le pH=7,8

2.95.2. cellules BHK 21:

Cette lignée n'a été utilisée que trés secondairement
dans une expérience de réplication comparées de souches virales.
C'est wune lignée classigue obtenue aprés clonage de cellules
rénales de cobaye nouveau-né. Elle pousse en EMEM supplémenté par
200 u. de Fénicilline et 200pg de Streptomycine par millilitre, &
107 de sérum de veau foetal et 2,84 de Bicarbonate de Sodium. Le
milieu de maintenance différe du milieu de croissance par la
concentration des deuwx derniers composants qui sont

respectivement de 24 et 8,8%.

2.5.3. Préparation et inoculation des échantillons:

Le sang a été dilué dans du EMEM & 2% de sérum de veau
Foetal complémenté par des antibiotigues concentrés guatre fois
par rapport au EMEM utilisé pour la croissance et inoculés a 4
tubes de cultures cellulaires aux dilutions de
10©,107*,10-2 et 107, |es organes ont été
broyés au mortier en présence de sable de verre dans 1ml de EMEM
pour environ 1g dforganes; Aprés sédimentation des débris par
centrifugation (1500 tpmin. pendant 30min.; Centrifugeuse Beckman

J21C), le surnageant a été inoculé aux mEmes dilutions. Les
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‘cellules choisies pour leur tapis confluent de moins de trois
Jours ont été, aprés décantation du milieuw de croissance,
inocul édes avec une suspension virale sous un volume de O, 1ml.
Elles ont été ensuite maintenues une heure & 3I7°C puis 1l inpculum
rejeté, le tapis cellulaire rincé trois fois et nourri avec 1imi
de milieu EMEM & 2% de sérum de veau foetal pour une
concentration X4 en antibiotiques.

Les tubes ainsi préparés ont été laissés & incuber entre
S et 10 jours selon les reésultats recherchés. A 17isolement le
tapis cellulaire a ete testé pouw la preésence d'antigéne de type
Lassa aux Séme et 1Qeéme jour par IFI.

Des passages de virus ont pu Etre réalisés par
inoculation d*un tapis cellulaire neuf comme précédemments
L7inoculum était alors constitué par 0,1ml de surnageant d’une
culture cellulaire intfectée aux dilutions de 109«"%r-® dang
du EMEM. Le controle pour la présence d'antigene viral a été
réalisé au Jéme et au 10éme jour post inoculation.

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, Méthode des plages

La méthode des plages a été utilisée pour le titrage des
virus, le clonage des virus par repiquage des plages et 1°étude
de la morphologie des plages.

Des tapis cellulaires confluent ont été utilisés aprés



‘obtention sur plaque Libro™ & 6 trous (2cm de diamétre) en

plastique ou sur flacons plastigues (Falcon 75cm®) pour

l"étude de la morphbologie des plagues. Aprés avoir retiré le
milieu de croissance par aspiration, le tapié cellulaire a été
infecté sous un volume de O,1ml de dilutions de raison 10 d une
suspension virale contenue dans du milieu EMEM. Aprés adsorption
du virus Z20min. & 3I5C, 17inoculum a été rejetéd par aspiration,
et le tapis cellulaire infecté recouvert avec 2,9ml de EMEM
contenant 1% d*Agarose. 5 jours plus tard a été ajouteée, 2ml de
milieu de Hanks contenant 1% d*Agar Noble a 1:20.000 de Rouge
Neutre. La lecture et le dénombrement des plages ont été faits

24 et 48 heures plus tard.

2.7. Modéles et réservoirs animaux
2.7.1. Souris blanches d’élevage

Des portées de B souriceaux nouveau—-nés (Swiss ICR)
agés de 48 heures ont été utilisédes pour 1l1'inoculation de souches
virales et la mise en évidence de leur effet pathogéne. Les
souriceaux ont été inoculés par voie intra-péritonéale par
2%10%.%  UFF de virus sous un volume de 0,025ml en
suspension dans du EMEM. Les portées étaient maintenues dans des
cages séparées recouvertes d'un Ffiltre de papier. Ces cages
étaient placées dans une enceinte close en pression positive &

l1"intérieur du MCL.. Les portées étaient observées
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Le sous genre Mastomys a depuis longtemps posé  un

probléme systématigue qui semble en voie de résolution depuis A

-

peine I anndédes. En effet récemment par 17 étude du caryotype des
Y espéces connues su le continent, Hubert et coll.,1982 ont pu
dresser une carte de distribution de ces espéces et permettre une
déenomination plus preécise des spécimens rencontrés SOUS
ditférentes latitudes en Afrigue (Fig.‘g.

Le sous genre Fraomys posséde & espeéces décrites dont

5 semblent plus ou moins localisées en Afrique Centrale:

F.tulbergi. F.hartwigi, F.jacksoni, F.morio,

Folukolele. Fraomys delectorum n*a été décrit gu'en Afrigue

de 17Est (Faradiso et coll.,1983).

Mastomys est plus volontiers commensal de 1l MHomme mais

peut-8tre aisément déplacé de son biotope par Rattus rattus.
Fraomys sé rencontre plus volontiers en zones humides,
forestiére et peut Etre trouvé en situation péridomestigque aux
abords des villages ou des cultures.

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

leurs aires de répartition se recouvirent.



FIGURE & A. Fraomys jacksoni

EB. Mastomys sp.
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FIGURE ‘E REFARTITION DU S0OUS GENRE MASTOMYS EN AFRIGUE
DE L"OUEST DU CENTRE ET DU SUD.

(D" aprés E.HUBERT et coll.,1982).
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2.7. Microscopie électronique

Des sections fines de cellules Verop Eé6 intectées ont
été préparées. Aprés cing jours, le tapis cellulaire a été laveé
avec un tampon phosphate (Millonig,pH 7,3 & 4°C) et détaché par
lambeaux avec une spatule de plastigue souple. Ce matériel a été
ensuite centrifugé en tampon phosphate & 1000 tpmin. pendant
20min. Le culot conservé intact a ¢été fixé dans une solution a
2,9% de glutaraldehyde tamponnée pendant 3Z0min. Fuis la
préeparation fixée a été rincée au tampon phosphate, traitée &
lacide osmique & 1% et déshydratée dans une série de bains &
1" éthanol pour €tre ensuite incluse dans un mélange Araldite—-Epon
selon la techniue décrite par Mollenhauer,1964. Les sections
obtenues ont été colorées & 1 acetate d unanyl et au citrate de
plomb[Murphy et co0ll.19701, Four 1la coloration négative, le
surnageant de culture a été utilisé dilué au 1:2 en eau distillée
puis centrifugé a 43000 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 1'observation en microscopie

électronique.

2.8. Les anticorps monoclonaux

Ils ont éteé préparés & la 6FB & partir d’antigeénes
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‘inactivés par radiation gamma et injectés aux souris (McCormick
non publiégkiley et coll.non publié).

L*Antigeéne wutilisé a été préparé & partir de cultures
cellulaires de type Vero Eé6 infectées par les virus l.assa et
Mopéia. Les protéines virales ont été purifiées selon la méthode
exposée en 2.12.3. Des souris BALE/c agées d une semaine ont été
inocul ées par voie intra-péritonéale avec 150pg de proteines
virales purifiées mélangées & de l"adjuvant de Freund incomplet.
Une semaine plus tard une injection de rappel a é&té pratiquée
avec 150pg de proteines virales sans adjuvant. Aprés trois
semaines la méme dose de protéines virales a été injectée cette
fois ci par volie intra-veineuse. Aprés 3 Jours les spécimens
sacrifiés ont donné lieu a 1 'extraction de lymphocytes R
splénique destinés & la fusion avec des cellules myelomateuse.

L*hybridation des lymphocytes de souris avec des
cellules transformées (PIné&2~-AgB.653/d..kKearney) a été faite selon
la technique décrite par G.J.HAMMERLING de 1°Intitut de Génétique

de Cologne, modifiées par J.F.KEARNEYS.

2.9. L’immunofluorescence sur cellules infectées

La méthode utilisée dans la techni gue
d*immunofluorescence indirecte sur cellules infectées a été
utilisée a 1'origine pour les arénavirus par C.J.FPeters et

coll.[192731, modifiéde et adaptée au virus de Lassa par Herta
Wulff et J.Lange L[1975]1. Enfin des éléments ont été apportés par

Johnson et coll.[19781bl, pour la rendre utilisable dans des



‘enquiEtes sérologiques étendues. La méthode a été utilisée pour la
sérologie de deux fagons: L'une qui consiste a trier les sérums
pour en reconnaltre ceux qui possedent des anticorps spécifiques
de l1"antigéne testeé (cela lors des enquites sérologiques)il’autre
gui a pour but le titrage des sérums trouvés positifs lors du
triage. Le sérum dilué (au 1:8 dans du FES pour le triage ou plus
pour le titrage) est appliqué sous un volume d’environ 15pl sur
un  spot de cellules infectées inactivées,fixées a l'acétone et
séchées. Le contact antigéne-anticorps & lieuw en chambre humide,
& la température du laboratoire (20 & 25°C) pendant une heure.
Fuis le sérum est rejeté lavé pendant 10 minutes dans du PRS sous
agitation lente; ensuite un jet indirect d'eau distillée retire
1"encés de sel de la préparation, ce qui a pour but dféviter
l1*étalement du conjugué  fluorescent lors de 1a phase de
coloration.la lame est alors séchée et 18pl de conjugué
fluorescent a 0,024 de solution de BRBleuw Evansy sont mis en
contact pour 30 minutes A& la température du laboratoire. De la
méEme fagon que précédemment, la préparation est lavée puis
montée, sans sécher, entre lame et lamelle dans une goutte de
glycérine tamponnée. Un microscope de type Dialux™ 3J
¢pl-illumination avec objectifs & immersion & eau (Gross.x40 et
HEQ) A eté utiliseé. Généralgment un grossisement de 400
(obj.x40/0c.X10) suffit pour reconnaitre les éléments
fluorescents intracellulaires spécifiques du virien.

Les conjugués Ffluorescents étaient principalement ceux
du commerce: Immunoglobulines de chévre anti Ig6 et/ou IgM

humaines (Wellcome laboratory), Immunoglobulines de mouton anti
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Igt de rat, immunoglobulines de mouton anti IglG de cobaye et
‘immunoglobulines de lapin anti IgG de mouton et de chévre (Miles
laboratory). Enfin des conjugués Ffluorescents fabriqués aux
Centers far Disease Control ant auEsl éte wtiliséds:
Immunoglobulines de lapin anti Mastomys et Immunoglobulines de

mouton anti chien.
2.10. Les essais sérologiques

Nous avons utilisé 1 'ultracentrifugation dans des cas
particuliers pour débarasser certains sérums chargds en protéines
et en agrégats d'anticorps. En effet ces sérums masquaient &
faible dilution {(v=13&4) des reactions positives par une
adsorption non spécifique des agrégats d'immumnoglobulines qui en
firxant le conjugué donnaient un  "bruit de fond" plus ou moins
intense sur toute la préparation. En pratigque une partie
aliquote des sérums & traiter a été déposée dans des tubes de
polypropiiéne contenant 3I00pl et centrifugée dans un rotor

angulaire (Reckman LF-42Ti) & 15000 tpmin et & 4°C pendant une

heure.

Sérologies comparées humaine et animale: Certains
sérums ont été comparés pour leur titre en anticorps fluorescents
et la speécificité de leur réponse vis & vis de souche homologues
ou hétérologues. La réaction d°IFI a ¢été pratiquée sur des
cellules Vero Eé& infectées par les différentes souches et

récoltées aprés 5 Jjours, Ffixées a 1 acétone et inactivées au
rayons gamma (20x10%rad.) selon les doses définies par

Elliot et coll.[1982].



2.11. Méthodes d’analyse des protéines

2.11.1. Croissance des virions

Un millilitre de suspension virale en milieuw EMEM a
servi & infecter un tapis contluent de cellules Vero Eé& & la
dose finale de 0,01 UFF/cellule. Des Fflacons cylindriques de
plastique (Corning ™, 4%0cwm®) maintenus en rotation
lente a I5C ont été utilisds pour la croissance et
1l inoculation des cellules. L’inogulum était laissé en contact
avec les cellules dans le fiacon maintenuw en rotation 1/2 heure a
TEY. Aprés infection le tapis cellulaire était mourri  avec 75ml
de EMEM ,le surnageant était ensuite récolté au Seme Jjour et le

virus purifié comme suit.

2.11.2. Purification et préparation de 1’échantillon

pour électrophoreése

Purification des virions:

Le surnageant de culture a été clarifié de ses débris
cellulaires par centrifugation horizontale (Flacons cylindriques
Nalgene'™ de 250ml) pendant 1% minutes & 10.000g (Rotor
Beclkman GS13). La suspension virale ainsi obtenue a été
précipitée avec 7,54 de polyéthyléne glycol (FEG &000) a 2,3% de
Chlorure de sodium et maintenue en agitation 1lente pendant 4

heures a 4°C. Aprés centrifugation & 7.000 tpmin. pendant IO
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‘minutes, le culot de précipitation par le FEGE a été resuspendu
dans un  tampon stérile TNE (fris HCL 10mM,NaCl 150mM, EDTA Z2mM,
pH7 . 4) et  déposé swr o un gradient de densite Glyoeraol (RO-0%) et
Tartrate de Fotassium (0-404) puis centrifuge & 1 équilibre
pendant 18 heures a 45,000 tpmin (Rotor Heckmarn swd), l.a bhande

vigible collectée par pipetage et diluée dansg du THNE auw 1/2 a été

ensuwite déposée sur un  second gradient de 8ml de sucrose
(20%--70% dans i TNED pour subir uine centrifugation
différentielle de 45, 000 tpmin pendant dheures. Aprés

collection de la bande visible dans le gradient contenant le
vivrion puritié, on a procéde, aprés dilution du matériel dans du
TNE, & une ultracentrifugation (Z5.000  tpmin  pendant lheuwre)
pour obtenir les particules virales sous forme e culot
concentre. Le culot  resuspendu dans un faible volume de TNE

(LOOpL) a été conservé & —-80OC.

Préparation des échantillons pour 1’électrophorése:

Le culot de virion infectieux conservé a -BO°C remis &
la température du laboratoire a ¢été repris dans une solution
tampon de TNE & S%4 de 2-mercapto-éthanol, 24 de sodium dodécyl
sulfate (8DS), 504 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 guantité de matériel a utiliser dans
les puits de migretion électrophorétique (25 a 100pl). Cette
solution a été alors maintenue au bain marie & 100°C pendant 2

minutes, les protéines dissociédes et le virion ainsi inactive
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ont alors  eté sortis du MCL  pour &@tre traités par la technigue
d'Electrophorése en Gel de Folyacrylamide (FAGE) dang  un

laboratoire de chimie conventionnel.

2.11.3. Electrophorése des protéines virales

Nous avons uwtilisé la méthode décrite par Laemmli
19701, pour l'électrophorese en gel de polyacrylamide en lrée
2,9 M, Tampon Glycine-Tris et 5DS & 1% (SDS-FAGE). Le gel de

séparation contenairt 12,57 d'acrylamide et le gel de depart

contenait 3% diacrylamide. Les gels, de 1,5mm dfépaisseur,
étaient maintenus entre deux plaques de verre verticales
(Vertical Gel Electrophoresis System 2001 - LER) .

L electrophorése des protéines virales s"est déroulée pendant 16
heures sous une tension constante de 60V par gel. Fuis le gel de
séparation a éteée fixeé et coloré dans une solution a 74 d'acide
acétique, 5% de méthanol et 0,24 de bleu de Coomassie brillant,
pendant 30 minutes, et & la température du laboratoire. La
décoloration a etée faite dans une splution d'acide acétique & 7%
et B4 de méthanol le temps nécessaire pour obtenir un bon
contraste des bandes de migration des protéimnes. Une supension
protéinique de référence contenant diverses protéines marguées au
'“Carbone & été mise en FABE afin d'évaluer les poids

mol éculaires des protéines virales de comigration.

2.11.4. Marquage et extraction des protéines
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virales intracellulaires.

Des boites de Fétri (diamétre &Omm) conternant une
cultuwre de cellules Eé confluentes ont été inoculées avec O, 1ml
d'une  supension virale a 1[O7 UFF/ml. Aprés  incubation 30
min., & 36,%°C le surnageant était rejeté et les cellules nourries
aver Iml de EMEM survie supplémenté & 2% de sérum de veau foetal.
Aprés  un temps déterminé par 1'expérience choisie (courbe de
croissance, délai d*appearition QES proteéines, chtention de
protéimes matures en grande guantité) le milieu a été remplacéd par
wn milieu EMEM sans méthionine, le tapis rincé deux fpois aveo ce
milieuw., Une heuwe aprés le milieu était rejeté et remplacé par
250pl  de EMEM sans méthionime contenant 100mCi de [=%g]
méthionine . Aprés une incubation de 1 & 4 heures en  étuve A
COz (36,5°0), l'extraction des protéines virales a partir
des cellules était pratiquée selon la techrnique décrite par
kessler [19731. Le milieu rejeté, le tapis cellulaire était laveé
deuws fois avec un tampon phosphate (PES, 0,85M Tris,pH&,B8) sterile
s & 4°0C. Liedtrait de cellules infectées étart pipeté et placeé
dans des tubes conigques de 1,5ml (Eppendorf), centrifugé Smin.a
2,000 tpmin {Retafuge Reckman). Les cellules étaient alors
resuspendues dans un tampon de lyse (TNE pH 7,4, 1%ANF40, 0,5%
bocC, 148DS) et agitées au Vortex a Froid (4°C) pendant 10min.
Les cellules ainsi lysées étaient passées plusieurs fois au
travers d'une aiguille +fine (266A) puis culottées a 2.000 tpmin.

pendant une minute. Le surnageant congtitueit alors le cytosol
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axtrait des cellules contenant les protéines virales marquées.
Il a été¢ conservé & 4°0 pendant une période couwte 24 & 48 heuwres

avant d" &tre utilisé dans la réaction d"immunoprécipitation,

2.11.5. Immunoprécipitation en gel de polyacrylamide

Six  volumes de cytosol etaient mis en présence d’un
valume d'anticorps (poly ou monoclonaux) et laissdés 30 min. & la
température du laboratoire pour initier la réaction antigene
anticorps et maintenu 20 heures a 4°90C.

A ce meélange étaient ajoutés I volumes de protéine A du
staphylocogue (SFA- Staphylococcal Frotein A-Bacterial Adsorbant,
Miles-Yeda Ltd) a 104 dans du TNE et 174 de NF40, et maintenu A&
4°C aprés agitation au Vortex.

Fuis la suspension etalt centrifugée 30 secondes et le
culot resuspendu dans 0,25 ml de tambmn de lavage (1%UNF40 dans du
TNE) . Fuis de nouveauw centrifugeé 3F0 secondes, resuspendu dans 0,35
mi de tampon de lavage et centritugé 30 secondes. Le dernier
culot était alors resuspendu dans S0Pl de tampon "C" (Tampon "C"=
146D8, 1% 2-mercapto-éthanol, 30mM Tris HCL, pH6,8) et mis dans un
bain-marie & 100°C pour Zmin puis centrifugé pour une minute.

Le surnageant traﬁsféré dans un nouveau tube
Eppendorf™ contenant 5Spl de Z-mercaptoéthanol était mis une
minute au bain—-marie bouillant. Cette mixture pouvait alors &tre
sortie du MCL et additionnée de S0% de glucose et ©0,01% de bleu

de bromophenol pour constituer 1"échantillon pr&t pour



l"électrophorése. La SDhE-FAGE a éteée utilisde dans les mEmes
conditions que celles décrites aw &.11.75.

fAprés électrophordéses, le el était Fixe & 1 acide
acetigue & 7% et enswite trempé pendant une heure dans wun coktall
liguide & scintillation (ENAHANCE~NEN) puis  rincé dansg de
I "eau pouwr EFO min. Enfin le gel a était séché sous vide pour
phtenir une autoradiographie aprés esposition su  film (Kodack
X~-Omatic ou Dupont Cronex 4) a =709, Le développement & éte
fait selon le procédé standard préva par le vendesur pour ces

films radiologigues RX.

2.11.6. Cartes oligopetidiques

les protéines non margqueées séparédes par électrophorése
en SDE-FAGE et révélées aul Bleuw de Coomassie Brillant (2.11.35.),
ont été utilisdes pour 17 étude de leurs peptides de digestion par
la trypsine selon la technique de Buchmeier et coll.[198%01.Les
bandes de migration dans des polypeptides contenus dans le gel
apreées SHDES-FAGE ont été excisérs et marquées cdirectement a
1"#=>lode selon la méthode décrite par Elder et coll.

[19711. Les oligopeptides de digestion obtenus ont subi une

migration é¢lectrophorétique bidimensionnelle en gel de
polyacrylamide. Les qgels préparés comme au 2.11.7. ont été

antoradiographiés et les résultats directement interprétés.

Al g o
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2.13. Méthodes d’analyse des Nucléotides

2.13.1. Marqgquage radioc actif de 1°ARN in vivo

Four obterir de grandes quantités de virug nous avons
utilisé les cultures cellulaires maintenues en tlacons &n
rotation et infectées par wne suspension virale donnant une
mltiplicité diinfection de 0,01 UFF/cellule (Cf.2.11.1).
LYARN viral & éte marqueé par adjonction au milieuw de
-

survie de 2OpCi  de Sy 60 Juridine  (New Englard  Nuclear

laboratory) par millilitre de EMEM aprés infection.

2.13.2. Densité de la nucléocapside en chlorure

de Césium

Le virus purifié et margquég awn  “H, traité ou non
par action de détergents (Nonidet-F40) a été déposé en supension
dans du TNE sur un qgradient linéaire de 404 de chlorure de
cesium/TNE et centrifugeé a 45.000 tpmin pendant 18 heures. Aprés
centrifugation, les fractions ont été collectées par le fond du
tube (Beckman nitrocellulose) et pesées pouren determiner leur
densité. La distribution de la radic—activité dans les fractions
a #teé  évalueée dans un compteur & scintillation, sur une partie
aliqgupt de 100pl de chague fraction mélangée a é6&ml d un cocktail a

scintillation (Agquasol™™, New England Nuclear laboratory).
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2.13.3.Extraction de 1’ARN

e virus purifie & etd traité & la protéinase 1 (Beclkman
Instruments, Atlanta, GA,UBA) powe  reduire tout éventuel et fet

enrymatique 1résiduel @&t les proteines dissocldes par  du Sodium

Dodécyl Sulfate & 1074, Fuls l'extraction de 1°ARN & eu lieu &
volume égal dans un  tube de verre par action da Fhénol en
présence de Chlorure de Lithiuwm. Alors, le mélange a eté place
dans un bain—-marie & S96°C agiteé au Vortex en alternance pendant 9
minutes, puis  refroids dans un bain de glace fondante pour
éviter 17 évaporation du Phénol. Enfin la séparation des phases

du milieua eté obtenue aprés adjonction dIsocamyl de chlore

(S00g/14ml) @t 10 min de centrifugation a 30,000 tpmin
(Beckman, GS13) . Le surnageant, phase agueuss, contenait la
premiére extraction d'ARN. A ce stade seulement le matériel

pouvait €tre sorti dua MCL, 17ARN viral alors isolé n'étant pas
intectieusr.

Aprés trois extractions du méme type & froid, 1 ARN a
été précipité dams 70U d*éthamol glacial (-200C) et 300mM
d"acétate de sodium puis conserveée a -20°C jusugu’au jour de son
utilisation. Cette préparation constituait 1le matériel de base

dans toutes les expériences qui se sont portées sur 1°ARN viral.

2.13.4. Analyse de 1’ARN sur gradient de sucrose

Aprés extraction au phénol (2.13.3%.), 17ARN  margue au

tritium (2.13.73) et resuspendu dans 1ml de TNE a éteé déposé sur



‘un gracdient linédaire de sucrose (1EH-30% poids/volume) dans du TNE
&, 8% de 8D, La centrifugation s'est ftaite dans un rotor SW40
vechmar) & 2E5.000tpmin.  pendant & hewres a  18°0C.  Les 4ractions
ont éte  collectées par aspiration par le hauwt du tube de
centrifugation. Une partie aliguot de 100pl de chague fraction,
préalablement précipités aun TEA, & été mélangéde & bdml de cocktail
de scintillation (Agquasol) pour Etre comptée au compteuwr a

scintillation gammea.

2.13.5. Electrophoreése de 1°ARN en gel d’Agarose

lLes échantillons o ARN précipités dang 70% d'ethanol
(CF.2.13.5.) ont éte culottés par centrifugation dans des tubes de
verre siliconé (Corex 10ml) & 80OO0D tpmin pendant 20 min (Beckman
GS13).  La résolution des différentes espeéces d ARN présentes dans
Llextratt a été faite dune part aprés démnaturation au Glyoxal
selon la methode de MocMaster et Carmichael [19791, suivie d’une
électrophorése sur gel d'agarose a 1,5%; et d autre part pear une
simple électrophortése sur un gel diagarose a basse température de
liquétaction en pH acide pH 3.9 et tampon Citrate 0,285M. La
premieére méthode availt pour but de caractériser les brins d"ARN
par leur poids moléculaire et la deuxiéme technique nous a servi
aprés electrophorése et observation en lumiere ultra-violette des
bandes de migration colorées au bromure d7éthyle. Les bandes
ainsi repérées ont pu &tre excisées et les espéces d”ARN cette
fois ci séparées ont pu en Etre extraites. L'extraction de 17°ARN

a partir de 1 agarose s'est faite aprés liquéfaction du gel par
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“la chaleur, puis dilution dans du tampon TNE et deus extractions

BUCERESIVES au phenol (178D, Chloroforme-alcool isoamyl et phénol

a températuwre  ambiante. l.a  phase agueuse finale
reprise dans 2,%  volumes d'REtharnol glacial et Z00mM df acédtate de
sodium a  été refroidie & ~HOC powr 4 heures afin  de récupdérer
LPARN precipité et de le concentrer dans un faible volume aprés
centrifugation.

Four 17"établissement de la courbe électrophorétique des
segments d'ARN  dénaturés au glioval et la détermination de leur
poids moléculaire, des tranches de_ imm de gel d'agarose ont eté
faites de fagon Seri ée pour chague bande de migration
correspondant & un échantillon d"ARN total. Ce matériel liquéfié
pendant 9 minutes & 100°C et mélangé & éml  d'Aguasol a éteé

analysé dans un compteuwr & scintillation gamma.

2.13.4. Carte des Oligonucléotides de digestion

LYARN  total obtenu  aprés extraction aw pheénol et les
segments 7 ARN Féeutraite  au phénel & partir dea  bandes  de
migration en gel d'Agarose ont #&té utilisés dans la méthode
LUl vante:  nous  avons  #suilvi sur le principe la technique de
migration bidimensionnelle en gel de polyacrylamide des
nligonucleotides de digestion par la ARNase T1 mise au point par
De Watcher et Fiers [1972]1, utilisanmt 1"ARN marqué in vitro
au F=Fhopsphore.

Nous avons adapté une méthode dérivée et mise au point




par Cox et coll., pour le virus de la grippe, aux conditions
propres alus Arenavirus.

La digestion et le margquage aud phophore radicactif sont
pratioués sur le culot d"ARN  preécipité dens 1 "éthanol et
centritugé. La digestion se +ta1t par la 1 enzyme de restriction
71 (Tl ribonuclease, Calbochiem Behring Corp.,San  Diego) pendant
40 min & A7¢C.

l-e MAr quacge utilise la polynucleotide kinase
(Roehringer Mannheim REiochemicals, Indianapolis) qui, pendant 20

min & I7'C permet le transfert du phosphate distal ma-gué  au

phosphore radio actif d'une Adenosine ' triphosphate [32F1 sur
l'extrémité 5% d'un oligonucléotide de digestion. Les résidus en
zymatiques et les proteines sont  éliminés par erxtraction

phéncligque , 17ARN reprécipité dans 17 éthanol & 70%, culottéd et
ajouté auw  melange des solution de SUCrOse & 1O% pour
¢lectrophorése.

La premiére dimension électrophorétique a été réaliséde
& pH 2,9 dans un gel a 10% de polyacrylamide et urée 6M danss une
solution dacide citrigue 0,028M, La seconde dimension a eété
faite & pH 8,3 dans un gel & 21,B8% de polyacrylamide et en tampon
borate. Des marquewrs colorés contenus dans la solution de
sucrose avec l échantillon (Hleuw de bromophénolo, 2%, Xyléne de
cyanolo, 2%) ont permis de suivre la migation des
oligonucléotides. La premiére électrophorése avait pour but de
séparer les oligonucléotides par leurs poids moléculaires, la

seconde dimension sépare les oligonuclécotides par leur charge.

Apreés migration le gel est exposé pour auwtoradiographie
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a 4900 e film  contenuw dans une poche scellée st applique
directement sw le gel ol des spots de repdrage aw  phospore 32
ont éte placeés. Un écran amplificateur (Kodack) placé par dessus
le film en opposition au gel est maintena plaguéd par un verre de
S0Omm  d'épaissewr (Limitation du  rayonnement radio actif). e
negatlit obtenu et developpd dans des bains conventionnels pows les
films RX & servi directement & 1l analvyse des spots de migration

des oligonucléotide.



2.14, Milieux et produits radioactifs

Acrylamide et Bis-acrylamide purifié (Biorad Laboratories
i chmongd Cal )
Adenosine 5" ~Triphosphate, Tetra(Triethylammonium)Salt, [YwF¥]1,
(NEG~002A ) 2700001 /mmol i New England Nuclear Corp.,Boston
Adjuvant de Freud (Grand Island Riological Company,NY)
Agaross:r Low gelling temperature agarosse (Miles
laboratories, Inc. El khart, Ind.)
Bleu de Bormophénol et Xylene cyanol,poudre (Bio-Racd)
2-Mercaptoethanol (Sigma)
Mixture pour les échantillons o’ ARN dans 1"électrophorése sur
agarose:n Urée 10M

Tampon citrate IM

SDE 14%

Ficoll 20%

EBleu de bromophénol 2%
Fhénol~-liqguefied 88% (Mallinckrodt,Inc.,Faris,ken.)
Folynucleotide kinase NEN #MEE 101
Froteinase K #340321 (ReckmanInstruments Inc.)
Ribonuclease Tl "Crystalline” (SBankyo Company, Limited,Japan)
Ribonuclease T1 (Calhochiem—~EBehring Crop.,S%an Diego)
Eagle Minimum Essential Media (EMEM)
Methionine soufrée (™%Methionine., Hio-Rad)
Gel d’agarose : &b.é6ml Urée 9M

29.4 H20

1.597 Acarose & basse températuwre de fusion




Gel de polyacrylamide pour la premiére dimension du "Finger

Frimt":10%acrylamide, 0, 22% bisacrylamide, 6M ures, 0,025M acide

crteioue, O, acide ascerbiguoe, D,0008% sulfate ferrioue,
O, 009% paw oxygéndées pkH final 3,5,
Gel de polyacrylamide pour la seconds dimension du "Finger
Frimt": 227 dacrylamide,0,7% de Bisacrylamide, O, 1M Tris,pH 8,2
& l7acide borigque,,037% de persulfate d’ammonium
. Tampon borate pow "Finger Print'"pH B,Z2 1001 Tris
IMOLE21, 19710 , 0, 025M ERTA(7,39/71), pH ajusté & 1l"acide borigue
. Tampon citeiqgue pour premiére dimension "FF': 0,028M dacide
citrigque pH 3,3 ajuté avec NalOH
» Tampon citrate pour electrophoreése en gel d’agarose (1M, pHI,3):
Acide citrique H20 FPM 210,151 1499
Citrate de sodium ZHZ0 PM 294,10 1 &7g
Qs 11 M2
(Freéeparation stock utilisde & la molarité de 0,025
pour l1'"électrophoreése)
. Tampon glycine pour electrophorése des proteines

« Tris (VWR Scientific)

2.14.2 Abréviations

ARN: Acide RibolNucléigue
CDCs» Centers +or Disease Control
EMEM: Eagle Minimum Essential Media

FH: Fiévres Hémorragigues
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FHA: Fidvre Hémorragigque d”Argentine

FHE: Fiévre Hémorragigue de Bolivie

FHADOV: Fi évieres MHémorragl aues Atriocaines d origine Virales
Fir:e Finger Frint

GHy GlycoFrotéine

IFI: Immunofluorescence indirecte

Ig: Immunoglobulines

LMCV: Lymphocytic Chorin Meningitis Virus

MCLy Maximum Containment Laboratory

CML: (virus de la) Chorio-Méningite Lymphocytaire

NC: Nucleo Capside

NF: Nuclen Frotéeine

FAGE: Folyacrylamide Analysis Gel Electrophor®¥sis

FES: Fhosphate Buffered Saline

Fadr Niveauw de protection contre le risgue biologigques=4d
Pelar post inoculation

FM: Foids moléculaire

R.C.A.: République Centrafricaine

SFE: Special Fathogens Branch

8Dh&: Sodium dodecyl sulfate

UFF: Unité Formant Flage
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3. RESULTATS ET COMMENTAIRES

3.1. Premiéres approches sérologiques en RCA

Jugu’en 1982, les enquétes serologigues faites en
Centrafrique avalent pour  but de mettre en évidence des
anticorps humains dirigés spécifiquement contre les virus de la
Maladie de Marburg, de la maladie d’Ebola et de la Figvre de
Lassa (Bonzalez et coll.,1980; Saluzzo et coll.,1980).Ce travail
fut décidé pour deux raisone principales. Dune part en raison
de la situation géographigque de ce pays pris entre les épidémies
de maladie d'Ebola du Nord Zaire et du Sud Soudan, et 1'hypothése

d'un foyer ougandien proche, & virus de Marburgs; d’autre part sur

les observations de le Gac [19461 sur un  "typhus des
broussailles" sans étiologie connue et observée dans |°Est du
Centrafrigue. Ces enquiétes devaient ensuite Etre élargies a

d*auntres virus responsables de Fiévres Hémorragiques (Le virus de
la Fievre de Congo-Crimée, le virus de la Fiévre de la vallée du
Rift, et le virus Hantaan de la Fievre Hémorragique de Corée).
Nous rapporterons les résultats obtenus alors vis a vis du virus
Lagssa en utilisant comme antigéne une souche isplée en Sierra
Leone (LAS"Josiah'") dans la réaction d*immunofluorescence
indirecte (Tableau 1).

La sérologie humaine pratiguée dans une grande variété
de secteuwrs et la totalité des domaines phytogéographigues de

R.C.A..n"a donné quiune prévalance faible en anticorps
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anti-lLassa. De 197% & 1982, 1%0% individus testés sur une
périodse de 30 molis ont donnéseulement lieuw & la mise en évidence
dranticorps Fluorescents anti-lassa ochex 4 sujels provenant

exelusivement de la wville de BRowar et de sa proche banlieue

CF i guures 1,4, Les titres en anticorps observeés sont
particuliérement peu élevés, de 16 & 3, mais doivent Etre
consideérés comme spécifigues  du virug lassa ou  d'un virus

antigéniquement trés proche. En effet 1°IFI apparait comme trés
speécifique du virus Lassa avec pratiquement pas de réactions
croisédes aver les virus du complexe Tacaribe ouw le LCMVY (Wull+f et
coll.,1978). Ces guelqgues résultats nous ont toutefois incités A
rechercher la présence éventuelle d'anticorps anti-lLassa chez les
rongeurs., En effet si un  arénavirus circulait dans cette partie
du pays il devait, comme on 1"observe pour la plupart des virus
de ce groupe, posséder un réservoir animal che: les rongeurs. Les
réesultats obtenus montrerent de fagon suwprenante wune nette
prévalence en anticorps chez des rongeurs sauvages (Tableauw 2.
On relevalt ainsi 20% de positivités & Botambi, %4 & Bouar, 9% a
RBoubowi , 13% & Bozo et 3I0% & Gamoka. Cette situation n’était

pas sans rappeler les observations faites au Zimbabwe par Johnson

et coll.l1981lal, ou 207% de Mastomys natalensis étaient
trouvés positifs vis & vis de 1 antigéne Lassa dans deux

villages explorés alors que la population humaine apparaissait
séronégative (K.M.Johnson, comm.pers.). Ainsi dés 1981 nous
proposions 1 hypothése de la circulation du virus Mopeia (nomme
alors provisoirement 'Mozambigue'") ouw d'un  virus antigéniquement

proche en Centrafrique. Four appuyer cette thése et en 17absence



d'isolement du virus
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Lassa, t ndis que dans le RIA on ne relavait pas de différence
notable dans la mesure ou un écart d'une dilution n’est pas

considéréd comme signiticatif.

Cee réesultatas nows firent ainsi conclure dans

premi e

uno o rapport écrit en Féveier 1981: '"Les rongewrs positifs vis & vie
du  virus  M"Mozambi que’” (Mopéia) éttendent d'une part Maire de
repartition de ce virus & 1 'Afrique Centrale et d’auvtre part font
reconnaitre le genre Eﬁé9m¥§4)ﬁ¢¢€$¥& comme nouveaw réservoir

de virus. ... Dans cette région d'A+trigque Centrale le virus de
lL.assa céde la place cher les rongeuws du groupe Mastomys-Fraomys
au virus  "Maorambigue”, ou oun virus  antigéniguement proche, comme
il semble le faire aw  Zimbabwe et au Mozambigue....la présence de
ce virus dans le Centrafrigue pose 17intéressant probleéeme de la
zone de transition aver les &ires diendémie de la Fieéevre de

Toutetois il faut s attendre e répartition

géographigue intriquée considérant gque des enquites préliminalires
cher  des rongeuwrs da Zailre ont donmée  des résultats  totalement
négatifs".

Trois mois plus  tard nous avions la chance d'isoler un
nouvel arénavirus antigénigquement proche du virus de Lassa et

différent du virus '"Mozambigue'", & partir du broyat d'organes de

Fraopmys capturds en RCA [Bonzaler et coll.,198310.
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TARLEAU 1 FREVALENCE EN ANTICORFS FLUORESCENTS ANTI~LASSH DANS
DIVERSES FOFULATIONSG HUMAINES DE REFUBLIGUE CENTRAFHKICAINE.

Frovince ouw Festal
Fegilon te

Mongoumba . L97%
Bangassou 0 198(0)
Bozo 100 Q 1981
Birao 280 ] 1981
Bambari Y0 0 1981
Bouar 1&4 4 1981
Nola €30 9] 1982
Gomoka 873 Q 1982
Bouboui , 44 0 1982
EBotambi 52 Q 1982
Zemio (T) 166 0 LRz
N*BanguiN® Goro (4) 22 0 198X
tomie/Adjela(d) &5 ) 1984
Faoua () Fé 0 1584

(1) Fositifs vis & vis du virus Lassa,

2) Année de récolte des échantillons

(Z) A.J.Georges,D.Y.M.Meunier et J.F.Gonzalez, 1983, non publié

(4) D.Y.M.Meuniar,f.J.6eorges et J.F.Gonzalez, 1984, non publié.
(Région de RBangassou).

(&) D.Y.M.Meunier,A.J.Gearges et J.F.Gonzalez, 1984, non publié.



TTARLEAL 2 PREVALENCE EN ANTICORFS ANTI-LASSA DANS DIVERS GROUFES
ANIMAUX DE REFUBLIGUE CENTRAFRICAINE.
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Iy s

Maitikouwlouw) Arvicanthve

Lemnniscomys
Mastomys
T
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()  D.Y.M.Meunier,A.J.Beorges et

tect é

Nombire de
positifscl)

total

18
12

-~

0
()
9]
[§]
173
0
O
)
1

=%

AR RIS ORI OO R = b

b

a L

i F
G -

Vel

2 Q
=5 4]
2 o
1E 4
£ 1
25 0

LEPRLEE

1

J.F.Gonzalez, 1984, non publié
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‘Centrafricaine

Er 1981 et 1982,

avons traité 4873 spécimens

~ 2y

centrafricain de 1979 a 1982,

d'isolement de virus étalt «c

Isolement d”un

dans

&b

nouvel arénavirus en République

Te MOL  awe TDC & Abtlanta, nous

biologigues prélevés le terrain

SL

Ce matériel destiné aux tentatives

onstitue & Q0% par des prélevements

de rongeurs salvages ou péridomestiques (organes et sang total).
Les autres spécimens {(Bang humain, musaraignes, chauves souris,
cobayes et puces) de mEme origine ont #8té aussi traités et
entraient dang un protocole détude pour leguel la recherche du
virus Ebola, ¢tait faite en paralléle.

Ces études ont permi  1l"isolement de 2 smouches dun
nouvel arénavirus (Tableaux T et 4).

Déy les premiers isolements faits cher Fraomys, le
vViFus identitié¢ apparait comm2 un  arénavirus antigéniguement

proche du  virus mai s

Lassa,

Mopéia par la mise en

de souche A 1" aide

coll.,198%al (Tableauw 3.

En effet les troi

Mobal a sont reconmnus

polyclonaux humains au

virus de Lassa. Guand

monoclonaux préparéds contre 1
possible de

ou non de

évidence de

danticorps

sans
Animaux

an

certains sites antigéniques,

différent de ce dernier et du virus

sites antigénigues speécitiques

monoclonaus [Gonzalex et

s types de virus Lassa, Mopeia et

distinction par les anticorps

produits aprés infection par le

utilise wne batterie d'anticorps
es souches LAS"J" ou MOF Mp3, il est

distinguer ces trois types de virus par la présence

ou épitopes, & la surface



des protéines virales. l.es anticorps monoclonaus quii
‘reconnaissent de fagon  univogue LAG"I" (52.183.7)  ou MOF MpZ

(S5.17.10) ont éteée testéds contre différentes souwches du méme type
Vi ral pronar éliminer 17 éventuelle reconnalissance d'un épitope
spécifigue de souche et non plus spécifique de genre ou despece.
Nows savens  que cette différenciation a 1'aide d'anticorps
moneclonaws est en fait la traduction de structures guaternaires

ou primaires des protéines de structuwre. en relation directe avec

l7antigénicité des souches. En ce qui concerne les réactions
croisées de lTantigéne Mobal a avec les sérums hyperimmuns
dirigés contre les virus du complese Tacaribe, les réactions

positives ne sont pas treées significatives du degreé de parenté
avec ces virus du fait du titre homologue élevée (x>=1024). Far
contre, les reactions négatives avec 1les antigénes Mobala et
1"¢loignement des souches testétes vis & visg des souches
homologues Tacaribe, Macnupo et Latino (Tableau 9. Wul++ et
coll.L19783,  montrent dans une étude quantitative tle Ces
réeactions croiseées que "les arénavirus du Nouveau Monde donnent
des réactions croisées importantes entre eux la plupart du temps
mais faiblement avec ceux de 1'Ancien Monde.". Au total le virus
Mobala testé vis a vis danticorps polyclonaus montre son
appartenance nettement préférentielle au groupe des arénavirus de
1"Ancien Monde et gréce aux anticorps monoclonaux, on peut
aisément différencier les virus Lassa, Mopeia, PMobala et LCH.
Enfin F.Jahrling (Comm.pers.) démontrait récemment dans un test
de neutralisation utilisant des sérums de cobayes, de singes et

humains, qu'il existe entre ces virus de 17Ancien Monde une
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parenté certalinecependant gque l17on observe des variations
‘géagraphi ques indiscutables d*intensités variables mais
partaitement reproductibles.

i l'isolement dune souche de virwus apparentd au virus
Lassa chez Mastomye ne swprend guére en raison de sa oualité de
réservoir  avéré pour  les virus Lassa el  Mopéia [Monath et
coall 974 Wulfsd et coll.,1973bidohnson et coll.,1981la.1, par

contre les deur souches isolées chez Arvicanthis niloticus et

Hylomiscus sp. paraissent sipguliéres. En ce qui concerne

A.niloticus, une enguéte sérologigque faite dans  le Nord—-Ouest

du pays, au  village de Maitikoulou, montre wune prevalence nulle
en anticorps anti-Lassa et  anti-Mobala [Meunier et coll.,1984,non
publiél. Il n"en reste pas moins que cette aspeéce est
relativement abondante dans cette région, et qu’il y aurait 1A un
excellent candidat réssrvoir ou réservoir alterne, de virus en
"zone de transition"” entre le virus pathogéne pour 17 Homme et le
virug spécitique de rongeurs. Rappelons ilci que cette région de
Centrafrique se situe & environ S00km du village de lLassa et dans
|

e mé@me domaine phytogéographiquemédio-soudanien. La souche

igselée tardivement d Arvicanthis devra +faire 1l objet d7une

étude des parentés antigénique et génétigque au méme titre que les
autres isolats dfarénavirus africains. Déja sur le terrain nous
focalisons nos recherches sur cette espéce afin d'en préciser son
role éventuel dans 17"écologie des arénavirus d*Afrique.

En 198727 nous proposions ank cours d'un symposium sur les
virus a ARN négatit [Gonzalezr et coll.,19831 de nommer ce nouvel

arénavirus de Centrafrique d’aprés le nom donné aw Fraomys dans
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la langue Lissango des natifs oubanguiens: Mobala. Ce terme en
fait désigne aussi Mastomys. Au couwrs de la mEme session Nous
mettions 1"accent sur 17intérét de nommer le virus "Mozambique',
Mopéia du nom du village ol a été capturé le rongewr ayant permis
1"isolement de ce viruws. Ces propositions présentent & nos yeux
le double intérét de faire ressortir dés & présent l7originalité
de ces isolats les uns par rapport aux autres el éviter
1"ambiguité de souches identigues isolées de pays différents.

Four nous résumer: nous entreprendns les premieéres
enquites sérologigques & la recherche du virus Lassa, guidés par
l"idée que la Fiévre de Lassa aurait pu se manifester dans les
années 40 dans  17Est de 170ubangui-~-Chari, et entreprenons aveao
assurance les premiéres enquétes sérologiques & la recherche du
virus Lassa. En 1928C¢ nous trouvons guelques rares cicatrices
sérologiques dans les populations humaines de Centrafrigue  qui
font alors penser plus A des cas sporadigues et vralsemblablement,
par comparaison aver la situation présente en Sierra Léone L, &
1" absence de zone diendémie de la fievre de Lassa en R.C.AG. Enfin
en 1982 le virus Mobala est isolé chez des rongeurs sauvages et
nous fait conclure au caracteére vicariant de cet arénavirus
otcupant en R.C.A la niche écologigque propre au virus Lassa en
Afrigue de 1"0uest; situation semblable et directement applicable
au virus Mopeia en Afrique de 17Est et australe. Nous envisageons
alors, par référence & la situation connue des arénavirus en
Amérique du Sud., dentreprendre 1'esquisse d'une répartition de
ces arénavirus au niveauw du continent et de comparer sous

différents aspects les isolats variés par leur héte et leur

origine géographique en Afriqgue.
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"TABLEAU 3: SFECIMENS INOCULES FPOUR LT ISOLEMENT DU VIRUS MORALA

Origine Nombr e SpQCLm S(J) Houches 1§ mlén%
Fraomys 127 Urganes+5ang 10
Mastomys S Organes+sang 1
Mus leggada 41 Organes Q
Arvicanthys 14 Urganes 0
Hylomyscus 1% Organes 1
Hylomys 1 Organes Q
Kattus rattus 5 Organes )
ophuromys 5 Organes Q
Lemniscomys S Organes 0
Dephomys 3 Organes O
Mal acomys 1 Organes Q
Oenomys 1 Organes 9]
Stochamys 2 Organes ) O
Thamnomys 4 Organes O
Aethomys 4 Organes O
Soricidae 1 Organes O
Micropteropus 2 Organes a
Xenopsilla 20 Entier 0
Cobayes 20 Organes+siang 0
Homme 7 Sang O

e et et garte hmpat Sadm Lok M et e Py peoee Sy Y e IS S S e ey e M ot Aot Ay A St i et e s st ey Y MM TS St S e e Wi et ST T fmian o Awwt laés (o A st L S s S s S Eam mem san: Smir tmer s s mewt
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(1) Au total 487 spécimens de sang total et de broyats d’organes
(Coeur, poumon, foie, rate, rein, encéphale) ont été inoculés
séparément aux cultures cellulaires.
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FPAYSAGES DE REFUBRLIGUE CENTRAFRICAINE:

A. Village rue en secteuw sud-soudano-guinéen

B. Derriére les habitations commence la savane arborée
et forét galerie, zone privilégiée de pieégeage des
rongeurs péridomestiques.

C. Domaine soudano-guinéen des savanes arborées a
végétation ligneuse dégradée anthropique:

L.1.: Lophira lanceclata

D.o.: Daniella olivieri

F.p.: Penniseptum purpureum
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3.3.Recherche de zones endémiques et/ou enzootiques

La répartition actuelle du virus de la Fiédvre de Lassa
gl des virus gul 1l sonlt antigéml quemant proches en Afrique peul
Ftre considérde selon trols grandes zones géoagraphlqques (Tableaw
&)Y LUPAtrigue de 170uwest, aveo gquatre pays oo la Ffiévre de Lassa
semblie endémique et peult se manifester de fagon épidémigues
Nigeria .Sierra Léone, Liberia et Guinéey l"Afrique de 17Est et
australe ol seuls le virus Mopéia et un virus antigéniguement
apparenté ont été mis en évidence che:r des rongeuwrs sauvages du
Mozambigue et du Zimbabwe, st ol les populaticons bumaines ne
semblent pas  présenter de cicatrices sérologigues vis & vis de
ces virus. Et enfin en Afrique centrale ol nous avons 1solé le
virus Mobala en R.C.A. Fouwr rechercher les réactions crolisées
hérdrologues et préciser la spécificité de souche des margues
sérologioques abserveées, nous avons  utilisé la réaction o IFL. En
gffet, en raison du faible pouvoir neutralisant des virus étudiés
ol de la mise en jeu de technigues lourdes pour obtenir un effet
neutralisant,la réaction d'immunofluorescence était la méthode de
choix pour des enguftes 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 1'un ow de 1 autre des antigenes; au

moins note-t-on un titre légérement plus élevé avec le virus de
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Lassa ce qui rend alors ces résultats insuffisants pour conclure.
'De plus S sdrums humains testés contre ces mEme sérums dans un
test radio-immunologique (Cleveland,Johnson et Gonzalex, non
publie) sont  demewréds négatifs. LPisolement du  virus Mobala
levait le doute sur | appartenance de ces margques sérologiques.
l.a séernlogie comparative nous a -alors s@rvi A definir
l"homogéneité des réponses obtenues lors des enquites de
prévalence &t une éventuelle réponse préférentielle contre la
souche virale géographiqguement mise en cause. Ainsi wne enquite
serologique utilisant 1"antigéne Mobala met en évidence dans les
populations humaines de RCA, ure prévalence SURGrleure  &n
anticorps contre la souche PMobala gue contre la souche Lassa
(Tableauw 7).

En ce qui concerne les sérums humains {(Tabhleau 8): Er
R.C.A., nous sommes en  droit de considérer gue 3 des sérums
trouveés positifs (1574, 1604 et 1624) peuvent éventuel lement #tre
rapportés  a des cicatrices sérologigues dies effectivement au
virus lLassa compte tenu des échanges privilégiés des populations
de la région de Bouar vers le Cameroun. Nous n"avons
mal heureusement pas pu retrouver les personnes concernées par ces
sérologies et ainsi pouvoir confirmer l*hypotheése d'un séjour hors
du territoire centrafricain. Le sérum 1544 pourait aussi @tre
rattaché auwt autres dans la mesure ol les convalescents de
Fiévre de Lassa présentent des anticorps anti Mopeiaa un titre
énal ou inférieuwr au titre homologue [Wulff et coll.,19771.
Enfin les deux autres sérums dépistés par triage en utilisant

l"antigene Mobala [Georges et coll.,1987), semblent trés en



faveur d'une contamination spécifigue par ce virus. En effet sur
‘8 villages explorés sérologiquement on e trouve de
séropositivitées que dans dews villages ol précisément le virus
Mobala & été dsoleée cher les rongeurs, Er ce  gui concerne  les
sérologies humaines de cas contfirmés de Fievre de Lassa de Gierra
Leéone et de suiets deépistés en zone diendémie au Nigeria
[Tomori,comm.pers. 1, la réaction est nettement prétérentielle vis
& vis de ]l antigéne Lassa par rapport auw virus Mopeie, ce gui est
devenu classigue de 1 intection par le virus Lassa en Afrigue de
17" Ouesty toutefois, la sérologie réalisée aveco le virus Mobala
deneure surprenante par des titres . égaud ou supérieuwrs au virus
Lagssa lui méEme (Tableau 8). Cette derniére observation est
encore difficilement interprétable et nous verrons au chapitre
des parentés génétigues gu'une explication peut’®étre possible.
Voyons maintenant les résultats obtenus en utilisant
des sérums de rongeuwrs diorigines différentes et testés vis &
vig des vitrus Lassa, Mopéia et Mobala (Tableau 9). Sur 17 groupes
animauws, dont 11 genres de rongeurs, capturés dans divers pays
d*Aftrique, seuls les rongeurs des sous genre Mastomys et
Fraomys et un seul spécimen pour chacun des genres Mus et
Aethomys ont été trouvés porteurs danticorps anti Lassa. Le
virus Lassa et les arénavirus gqui lui sont proches paraissent
avoir une certaine spécificité d'héte naturel chez les Muridae
et particuliérement dans le genre Praomys. Enfin on remarqgue 6
chiens séropositifs & Bouar. O0On sait que ces animaux ont A& se

nourrir eux mémes dans la quasi totalité des cas, ce sont des

prédateurs reconnus de rongeurs et une éventuelle infection de
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ce fait n'est donc pas & exclure.9i cette observation peut faire
‘penser & un réservoir de virus accidentel il n'en reste pas
moins qu'elle revét une importance particulieére dans la mesure ouw
2lle concerne un  animal domestique et commensal de 17Homme. En
effet cet animal na jamais été étudie jugu’ici sous cet angle,
et pourrait €tre un réservoir potentiel redoutable pour 1"Homme.

Fouur la R.Cuh., 81 les titres en anticorps
préférentiels sont naturellement dirigés contre 1l antigene
Mobala on est frappé d observer une meilleure réponse vis & vis
du  virus de Lassa que du  virus Mopeia (Tableau 10). Comme
preéecédemment pour les virus huamains,cela laisse penser & une
parenté antigénigue plus étroite entre les virus lLassa et Mobala
gu’avec le virus Mopeia. En haute WVolta, nous savons qu’a
Duagadougou wun  cas humain de Fiévre de Lassa a été dépisté en
1960LOME, 19811y les spécimens de rongeurs que nous avons testés
proviennent de la région de Ouagadougou et semblent en faveur
d'une circulation du virus Lassa & bas bruit. La faible densité
de rongeurs Joue peut-Etre un reole dans 1"absence de
manifestation & caracteére épidémique. Au Sénégal la situation est
différente, la réponse en anticorps n'est pas homogéne et
pourrait faire penser & la présence d’un arenavirus
antigéniquement proche mais distinct de ceux testés.

En Sierra Leone, la'prévalence en anticorps é&levéde
confirme la circulation du virus de Lassa dans la population de
Muridae de ce pays. Au Zaire l"échantillonage reste faible mais
1" absence d"arénavirus peut trouver un début diexplication si

l1on 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.
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de ces virus, dans la mesure ol nous nous trouvons la en plein

‘massif forestier congolais du domaine Congo-guinéen. Enfin pour
l"Afrique de 17Est et australe, le faible échantillonage testé
confirme toutefois la circulation active d”aw moins un

arénavirus, le virus Mopéia.

En fait en ce qui concerne le virus Lassa, les zones
épidémiques ou de prévalence en anticorps anti-Lassa élevée
(+=10%) intéressent des régions géographigues limitées. I1
existerait donc un facteur limitant & la ciculation du virus. La
gpécificité d'hste ne devrait pas intervenir en raison de 1la
large distribution du sous genre Mastomys en Afrigque. 0On pense
en fait que 1l appartion de bouffées épidémiques serait die a la
convergence de facteurs daccroissement des populations humaines
et des. populations. de-rongeurs. dans un m8me -écosystéme [McCormick
et coll.,1980; Keenlyside et coll.,198721. De la méme maniére, si
1’on consideére des régions proches et des écosystéemes comparables
& ceux des zones diendémie, on observe une prévalence en
anticorps étonnamment faible ou nulle. En ce gul concerne les
popul ations humaines on est en droit de penser que le phénoméne
d*”épidémisation est heureusement exceptionnelet nécessite une
déviation plus ou moins complexe du cycle naturel du virus.
Four les rongeurs, plusieurs hypothéses a 1" absence de prévalence
en anticorps peuvent Etre ' avancées: en premier lieu
l1"insuffisance des enquétes sérologiques sur les populations de
rongeurs appartenant a 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
‘pu démontrer pouwr le virus Machupo gue 1l aptitude & produire des

anticorps contre ce virus chez Calomus et & présenter une

infection chronigue eétaient lides aul génotype: ainsi pouvait on
avoir deux populations en balance dans le temps selon le taux.
Four nous resumer, il semble que les marques sérologiques aient

une certaine specificité de reéeponse vis & vis des souches de la
méme origine gQéographique, mais cela n'est pas absolu et doit
faire intervenir plusieuwr facteurs antigéniqués imbriqués. En
conclusion, ce que nous observons en considérant l'ensemble de
ces données relatives & la circulation darénavirus en Afrigue,
c'est la délimitation plus ou moins restreinte des zones de
prévalence en anticorps et/ou d'incidence des virus. Cela avait
trés tot été observeé en Amérigque du Bud pour les arenavirus du
Complexe Tacaribe ou Johnson et coll.[}?bi] mettaient 1"accent

s la relative spécificité d'hétes de ces virus et parlaient

alors de foci enzootigues. De vastes zones apparaissent des
aujourd’hui comme indemnes darénavirus, au moins dans les
popul ations humaines (Sud Soudan, Ethiopie; G.H.Tignor,
comm.pers.) ce qui semble a priori 1lié & des écosystemes

radicalement différents des ford&ts-savanes Jjusqu'ici concernées.
Enfin, le niveau de surveillance demeure encore trop +aiﬁle pour
avoir une représentation pfécise de la distribution des
arénavirus et une notion dynamigque de leur circulation, mais dés
& présent les réservoirs semblent variés, et leur ‘'"choix" par le

virus déterminé par le macro-environnement en place.
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‘TABLEAU &:@ FREVALENCE EN ANTICORFS HUMAINS ANTI-LASSA DANS
DIFFERENTS PFAYS D"AFRIGUE.

Fays total “ouwrcentage de
testé positifs
Benin (1) bO5S O, 0
Gabon (Haut Ogoué) (2) 283 0,0
Gabon (My Ugoué-Estuaire) (3) LY 12,9
Haute Volta (1) PPE Oy 1
Fenya (4) 741 0,0
Liberia (Zor Zor) (5) % 53 13,0
Moz ambique (&) 29 Q.0
Nigeria (7) 749% ba 0
Nigeria (8)x 190 9.8
Nigeria (Benue) (9)x 458 2,0
R.C.A. (10) 2154 0,2
Sierra Leone (11)% 461 47,
Sierra Leone (12) ) 1-15
Sénégal (173 283 17
Sénégal (14) 100 0y 0
Soudan Sud—-Ouest (15) 291 5.5
Sud—~Est 48 2.1
Nord 159 0,0
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¥ Tests de seroneutralisation et de fixation du complément.
(1) Gonzalez et coll.,1984

(2) Ivanoff et coll.,1982

(%) Kern et coll., 1982

(4) Johnson E. et coll.,1982

(%) Monath et coll.,1973

(6) M.F.Kiley comm.pers.

(7) Henderson et coll.,1972

(8) Fraser et coll.,1%97S

(9) Tignor G.H.,Casals J. et Chukwumah b.,comm.pers.
(1) Gonzale: et coll.,198%

(11)Fraser et coll.,1974

(12)McCormick et coll.,

(13)Casals j. et Tignor G.H.,comm.pers.

(14)Saluzzo J.F.,comm.pers.

(15) Meegan J. et Tignor G.H.,comm.pers.
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TABLEAU 73 FREVALENCE EN ANTICORFS FLUORESCENTS ANTI-MUOEBALA DANS
DIVERSES FOFULATIONS HUMAINES DE REFUBLIGUE CENTRAFRICAINE

Origine l'otal teste Nombre de positi+fs
Bangassou 22 )
Bouar 229 O
Bouboui 127 4
Gomoka 78 E
Zemio (1) 1646 0]
Lomiex (1) J2 O
Adjelax (1) 33 0

- M i b e mesr oot v fuite e S He okt SouE Semn S T gmms e S St fmies A Skt St ST Ew revm ety IS S R Ames Mm mme S ey ile oMt Mt Sewms T Mt S Sy S Py it P A M M et b S S St saam rebwr e 4 Y seome bemes seeme teser
R S R N T N N N N N I N N N N N N D I N S S L N N S T N S T I T e S RN s o o e e R i o

¥ Région de Zémio
(1) D.Y.M.Meunier, A.J.Georges et J.F.Gonzalez,1984,non publié
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.TARLEAU B8: SEROLOGIE COMFAREE DE SERUMS HUMAINS FOSSEDANT DES
ANTICORFS FLUDRESCENTS CONTRE LES VIRUS LASSA, MOPEIA ET MOBALA

N T N T N T I N T T N NN I N N NN R I TN TS SmmmmmEmRNnmsmmmEEmR s =

Origine Identification LAS MOF MOE
R.C.A. (1) 1544 64 b4 -
1574 &4 - -
1604 16 = -
1624 128 - -
2209 - - 16
2310 - - 32
315 - - 16
Sierra Léone (2) 093312 >=1024 1024 s=10Z
77120 1024 256 1024
QOE7758 256 128 256
Nigeria (3) MGH Z9 160 C320 640
JALZOG 160 80 160

(1) Georges et coll.,1984; Gonzalez et coll., 1983
(2) Ju.F.Gonzaler et J.B.McCormick, 1983, non publié
(3) O.Tomori, 1983, comm.pers.
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‘TABLEAU 9: FREVALENCE EN ANTICORFS FLUORESCENTS ANTI-LASSA CONTRE
DIVERS GROUFES ANIMAUX D*AFRIQUE.

T R N R I T S N T N S N T N T N S S T N I N L I N N N I T T S T s RIS ESNsmTES o REass=x

Fays Origine Genre Fréval ence positits
oOu groupe /total %
R.C.A. R.C.A. Aethomys Q 0/ 2
Arvicanthys Q Q7 25
Chien &, 9 G/ 13E
cobavye 0 0/ 18
Lemniscomys Q 0/ b
Mastomys guype =/ 94
Mus Q 0/ 35
Fraomys 19,9 217186
Rattus Q o/ 8
Tatera Q osr X
Taterillus O or 5
Thamnomys - 17 2
Haute volta Ouagadougou Mastomys 4,9 57102
(banliew) Rattus Q o/ 2
Zaire (1) Yalosemba, Mastomys Q 0/ &4
Tandala et Fraomys O 0/ 44
Guémena Mus Q O/ 16
Rattus 8] 0/ 47
Sierra Fangouma Mastomys 28,73 267127
Leéone (2) Fraomys - i/ 1
Mus 1,9 17 54
Beénégal (3) Bavoligne Arvicanthys O Q7 20
Mus 0 or 9
Dakar (région)@Arvicanthys 0 0/ Zi
Cricetomys 0 0/ 16
Mastomys 0 0/ 64
Rattus v o7 1
Kaolack Arvicanthys 0 O/ 29
Mastomys O Qs 10
Rattus 0 os 1
Mozambique (4) Mastomys 21 47 19
Zimbabwe (35) Mastomys 20 117 85
Aethomys - 1/ 1

(1) Bonzalez and Johnson, 1980.non publié

(2) Gonzalez and McCormichk,1981l.non publié

(3) Saluzzo et coll, 1982,comm.pers.

(4) Wulff et coll.,1977.

(5) Johnson et coll., 1981

X Nombre de sérums positifs (:=16)/nombre total de sérums testés
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TABLEAL 10: SEROLOGIE COMFAREE DE SERUMS ANIMAUX FOSSEDANT DES
ANTICORFS FLUORESCENTS CONTRE LES VIRUS LASSA, MORPELIA ET MOBALA

Origine Benre Numer o LAS MOF MOE
ID Lab

R.C.A. Mastomys 041 256 128 256
Mastomys 04 1é
Fraomys 3087 128 &4 148
Frapmys I088 32 - 128
Rattus I097 16 16 64
Thamnomys 3108 64 32 64
Praomys I110 - - 2
Fraomys I167 16 16 32
Fraomys 3184 64 32 128
Praomys 3198 64 &4 256
Fraomys I214 &4 256 226
Fraomys 3217 64 ~ 64
Fraomys 3I223 2564 25 1024
Fraomys I243 64 &4 &4
Fraomys I250 64 16 128
Fraomys 3293 &4 2 64
Lanis 91 256 128 16

Haute-Volta (1) Mastomys 20200 16 - -
Mastomys 20271 14 3 8
Mastomys 20239 16 - 16
Mastomys 20265 32 -

Sierra Léone (£) Mastomys Q0014 32 16 -
Mastomys 00021 16 ! -
Mastomys 00055 16 - -
Mastomys DO076 16 16 -
Mastomys Q0872 256 16 8
Mastomys 00879 64 - -
Mastomys 01884 128 16 8
Mus Q4320 64 16 16

Sénégal () Muridae 367 16 - 64
Muridae 374 16 - -
Muridae 379 16 - 32
Mutridae 17 - 16 -

B A R T N R N S N T N S R T N T s T T I I I I T N O NS I ET TR mEREmEmm TS mEEEsE:

¥ Titre en anticorps

XX Titre inférieur & 4

(1) J.P.Gonzalez et J.C.Gautun,1983,non publié
(2) J.F.Gonzalez et J.B.McCormick, 1983, non publié
(3) J.F.Saluzzo,1984,comm.pers.

-



3.4.Caractéristiques physico-chimiques des souches

Lassa, Mopeia et Mobala

3.4.1. Microscopie électronique

Nows avons navons étudié en détail que le virus Mobala

pouwr sa morphologie en microscopie #lectronique, cela en raison du

obhservation

i

caracteére nouveaw de son  isolement. Ainsi, le
faltes ont pu Etre wilement comparédes & celles pour le virus

Lassa, largement étudieée sous cet aspect par Murphy et coll.D1®70

et 19751, Enfin, nous avons pu réalisé que trés récemment des
observations du mEme type sur le virus Mopéiay ce travail
original est encore & l7étude mais les observations faites
Jusquiici ne semblent pas apporter de diffeérences fondamentales
d"avec celles fartes sur le virus Lassa L[J.F.Gonzalez: et
coll. 1984, non publieél.

En ce gui concerne le virus Mobala, la morphologie des
particules virales observées est geénédralement d"aspect sphérique
mais peut aussi Btre pléomorphigue. Leur diametre varie de &7
nm A& 2850 nm avec un diamétre moyen 'de 165 nm. 0On observe en
surface de ces particules des projections de 1 enveloppe de type
membranaire a 3 strates moléculaires. Intérieurement les
particules contiennent des granulations d'un diamétre moyen de 20
nn (dimensions variant de 17 & 26 nm). Les virions bpurgeonnent

de fagon caractéristique a partir de la membrane cellulaire et
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plus  rarement & partir de la membrane ergastoplasmigue. On
observe en owtre des corps  d'inclusion  intracytoplasmiqgue de
tairlle et de densité variables & 1 intériew des cellules
infectéss (Figure 9).

Les caractéristiques morphologigues observees sont
similaires & celles décrites classiguement pouwr les arénavicrus.
On & pu remarqguer unigquemsnt la largew un peu plus élevée des
projections membranaires et la forme décrite en club de golf
n"apparait pas [Murphy et Whithfield,12703Murphy et coll., 19751,
Signalons dici qgque les inclusions contenues dans la particule
virale et denses aux électrons onf éte rapportées a la présence'
de 1°ARN ribosomal d'origine cellulaire dont le role reste

totalement inconnu.
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FIGURE 9: Le virus Mobala en microscopie électronique
Les cellules Vero Eéd intecteéees par le virus Mobala ont  éte

récvoltées & Jours aprés dnoculation, le tapis cellulaire et

lee milew de cultwe ont servi aws preéparations:

M. Coupes tines de cellules infectées: le virus
bourgeonne & partir de la membrane cellulaire Ca) puis se
retrouve libre dans les espaces ergastoplasmiques () ou

wtracellulaire (c).

E. 0On observe dans le cytdplasme cellulaire des amas de
matériel viral avec une grande concentration ribosomigue (d).

. L.ess particules virales ont été  concentrés sur
gradient de Tartrate / Glycerol puis de Sucrose le culot
d*ultracentrifugation des particules purifides a eté directement
five et coloré damng 1 acide osmlgue. Les particules n"ont été
que partiellement péndédtrées par le milieu de contraste, la nature
membraneuse de | enveloppe se remarque mais les détails internes
ne sont pas visibles. x86. 000,

LV =]
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3.4.2. Immunofluorescence indirecte

Dans le ocas  du virus  Mobal &, La morphologre  des

inclusions virales observées dans les cellules infectdes

peut
revEtir plusieurs aspects sterdotypés. L7antigéne viral
intracellulaire iéveélé par  la& reaction diimmunofluorescence:

indirecte se présente dans la plupart des cas sous forme
d"un
semis de points finement disperséé dans le cytoplasme. On
peut
aussi ohserver des inclusions intracellulaires plus grosses de |1
& I pm. Entin on observe des cellules avec une coloration
diffuse du cytoplasme pouvant donner un aspect en  anneau. Des
expériences préalables ont pu montrer gue ce type de
fluorescence
pouvait ©Etre du & une liaison d'anticorps speécifigues des
antigenes viraux glycoprotéinigues de surface [Buchmeiar
et (Oldstone,19811 (Figure 10)

La morphologie observée & type d'inclusions
granulaires et de
points finement dispersés dans le cytoplasme, se retrouve chesz
leg trois virus étudiés et ne permet pas de les distinguer entre

eux.
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FIGURE 10: Inclusions virales intracellulaires dans les
cellules Vero infectées par 1le virus Mobala en immunoflucrescence
indirecte : Une culture intectée de I jouwrs a eté utilisde, un
sérum  humain de convalescent de fleves de Lasse a fournd le

syshtéme apticorps spécifigue de ces inclusions.

a. Inclusions en goutte de cire de taille de 1 & Zpm
b. Inclusion de type "sableuse"

c. Fluorescence périphérigque et diffuse dans la cellules
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3.4.3. Protéines de structure

L*etude des protéines virales concerne plus
particuliérement les protéines structurales des souches clonées
des virus Lassa "J"LpA3, Mopeia MpAZ et Mobala All. e travail
avalt pour hut de mettre en évidence des différences entre les
proteines pouvant €tre éventuellement rapportées aux variations
d*antigénicité observées., Deux approches ont pu &tre faites,
l1'une par analyse électrophorétique des proteines 17autre par
immunaprécipitation suivie d'électrophorese €N gel de

polyacrylamide.

Analyse#lectrophorétique surFel de polyacrylamide:

lLes proteines de structure deg 3 virus étudiés
dénaturées sous l action d'un détergent (8DS), sont séparées

selon leur poids moléculaire par électrophorese sur un gel de
polvacrylamide. Un margueur contenant des protéines standard de

poids moléculaires connus a été utilisé afin de pouveoir en
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déduwire le poids moléculaire des protéines virales (Figure 11).
La coloration aw bleuw de Coomassie met en évidence pour chagque
type de virus la présence d'une nucléoprotéine (NP, d'une
glycoproteéine (B2 et en faible guantiteé une glycoprotéine (Gl)de
poids moléculaire différent de Gl. La glycoproteéeine Gl est
souvenlt absente des préparations ou bien présente en faible
gquantite.

Les protéines majeuwres du virus Mobala sont semblables
A& celles rapportées pour les autres arédnavirus aveco la NF et la
G2 COMme espéces protéinigues les mieus représentées
[Federsen, 1?7913 Dans les cellulea. infectées et aprés extraction
des protéines on met en  eévidence un précur seur des
glycoprotéines (GFC) (Tableau 11). 8i les peoids moléculaires ne
différent gquére des valeurs classiques observées pour cette
famille de virus, nous  avons pu deémontrer [Gonzalez et

coll. 19833, puis Clegg et Lloyd [19831 aprés nous, quil

existait des ditfeérences de migration reproductibl es dans
l"¢lectrophorégramme des diftérentes souches testées (Figure
11). Cela a pu &tre mis en évidence de fagon particulidérement

marquée pour la nucleo proteine des virus Lassa, Mopeia et lLassa
Finneo. Nous avons réalisé de nombreux électrophorégrammes et
obtenu taujours les meEmes résultats, s01t la séquence
d*organisation en poids moléculaires des nucleoprotéines les plus
lourdes aux plus légéres: Mopeia, Mobala,lLassa humain de sierra
lLeone, Lassa de Mastomys de Sierra Leone, Lassa du Nigeria
(Figure 12). Clegq et Lloyd ont pu montrer que ces

particularités se retrouvaient au niveau des glycoproteines de
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plusieurs arenavirus d”Afrique. 81 ces différences sont réelles,
elles ne powrrent  toutefols pas  servir  de mar Queur  pour
l'identification de souches ouw  un suivi épidémiologigue en raison

de la quasi impossibilité de standardisation de différences aussi

minimes dans les techniques uwtilisées, Toutefols ce type de
variations minimes maisconstantes entre les souches est le
témoin d'un  changement d'un ou plusieurs acides aminés dans la

séquence des polypeptides et par conségquent de modifications au
niveau du code génétique.

Afin de comparer plus avant les protéines de ces
virions, des cartes mligopeptidiquaé ont pu Etre réalisées dans
les laboratoires duw  Dr  Buchmeier (Scripp Clinmic,C€al.) par
digestion des protéines G2 et NF [Gonzalez et coll.,19841. Les
préparations virales ne contenaient pas assez de Gl pour en faire
les cartes. Afin de mettre en évidence d'éventuelles différences
Nous avons  d une part fait migrer individuellement les
polypeptides puis réalisé des composites du méme polypeptide
cdigéreé de différentes souches; ainsi 11 a été possible de vqir
8@ superposer  les oligo-polypeptides communs et distinguer
aisément les uniques. Les cartes analysées montrent un haut degré
d*identité entre les souches Mopel a et Mobala et des
oligo-polypeptides des trois souches Lassa, Mopeia et Mobala.
Ceci est en accord gquantitativement avec les observations faites
en utilisant les anticorps monoclonaux pour lesquels le rapport
du nombre en commun au nombre de monovalents ou bivalents est

grand [Gonzalez et coll.,198%3;McCormick et coll.non publiél
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Figure 11: Electrophorése en gel de polyacrylamide des

protéines virales de structure

Les échantillons de protéines purifiées des virions
(LA = Lassa, MOP = Mopeia; MOE = Mobala) sont préparés dans une
solution & 2% de sulfate de dodecyl sodium, S% de 2-mercapto
éthanol et chauffés 3 min & 100°C avant électrophorése. Les gels
sont colorés au bleu Brillant de Coomassie & 0,24 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), 92 800 (Phosphorylase B), 68 000 (sérum albumine
bovine), 43 000 (ovalbumine), 25 700 (alpha-chymotrypsinogéne) et
18 400 (beta—lactoglobuline).

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 1"écart séparant les deux NF aprés 16

/ .
heures de migration sous une tension de 60 volts. (O\Vt.c \ & Yorisetiom

0\& HP KIley g (o“./ HZS/ nym rvl:'\'d).

N
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FIGURE12: Electrophorégramme comparatif en gel de

polyacrylamide des nucléoprotéines de plusieurs souches

d’arénavirus d’Afrique

L= Lassa de Sierra Leone souche humaine
Mb= Virus Mobala de R.C.A.
Mp= Virus Mopeia du Mozambigue

LN

Lassa "Finneo'", souche humaine du Nigeria

LM= Lassa souche de Mastomys de Sierra Leone
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TABLEAU 10: FOIDS MOLECULAIRES COMFARES DES FROTEINES STRUCTURALES
DES ARENAVIRUS LASSA,MOFELIA ET MOBALA (FMx10™)

oo o imm o i T et i e e oo ot e e T e e e S o gt ey e S seem me T ek S s T 120 RSP S ;e o NS IR ST T £ S S St e I IS S I e 2 T T e o I T I Imm o T B B e

Souche virale FROTEINES
virales (1) intracellulaires (2)
L (3) N Gl G2 L. GFC N Gl G2 X

LAS "Josiah" 180 Lo 45 38 - 71 60 45 35 17,5
MOF "Moz" 180 61 48 35 - 71 61 48 31 21
MOE All 180 60 48 37 - - 69 59 45 19
CML ¢4) 200 &3 44 35

S e s e e S S Mt T S A ke it e St e M M SLrh MRS s - e T ity e meve St Lami Eawr s S e Aok S s S oy HTY St S ST ey W e 00004 s E M seres e e At S semme iy M 4 S T i ke ETH T e e
N T T N T N T N N N N S T N N T T N N N N N N T N L T N N R N T T TSmO T SR e

(1) Frotéines obtenues & partir de virion purifié

(2) Frotéines obtenues & partir dextraits du cytoscl cellulaire
(Culture Vero Eé&).

(3) L=Large,N=nucléoproteine,Bl=glycoprotéine 1,G2=Glycoprotéine 2,
GFC=précurseur de la glycoprotéine, X=protéine de faible poids
moléculaire non identifiée probablement produit de dégradation
de la nucléocapside.

(4) Bruns et coll., 1983,



L?’immunoprécipitation en gel de polyacrylamide:

Cette technique nous a permis de localiser les sites
antigéniques mis en jeu par les anticorps monoclonaux et les
sérums  polyclonaux  swr  les différentes espéces de proteines
structurales des virus Lassa, Mopeia et Mobala (Figure 13). Les
anticorps monoclonaux nous ont aussi permis de rapprocher la
proteine GFC des glycoproteines GF1 et GFEZ par la présence d’un
mEme épitope chez ces différentes proteines et de cautionner le
fait que GFC serait 1la proteine dimérigue précurseur des
glycoproteines (Figure 14). Tout dabord le marguage a la
glucosamine tritiée confirme pour les colonnes de migration 3 a 8
la qualité glycosylée des protéines GPC et G2 des virus Lassa et
Mopeias; on distingue clairement sur cet électrophorégramme sur
les colonnes S5 &4 8 et pour chacun des deux virus, un transfert de
la radioactivité de GFC sur 2, ce qgqui confirme GPC comme
précurseur de BGZ. Enfin la derniére colonne & droite affirme le
caratere glycosylé de Gl et sa communauté antigénique avec GFC.

La combinaison de cette technigue etl *usage des
anticorps monoclonaux a été pour la premiére fois utilisée de
fagon aussi large pour ce groupe viraly McCormick et
cell.,[1984,non publiél travaillent & cartographier les sites de
réponse antigénigue sur les proteines de structure de ces virus
dans le but d'identifier le ré&le 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 réle neutralisant.
lLLa découverte d*un tel monoclsne pourrait permettre la réalisation

de colonnes d'affinité afin de purifier la fraction protéinigue
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candidate alors, & la préparation d un vaccin.

La cinétigue d apparition des protéines structurales
majeures a pu Btre mise en évidence gr8ce & l'utilisation
d’anticorps monoclonaux spécifigues de la NC et de la B2 par la
méthode d” IFI (Tableaull). L accumulation des produits
nucleocapsidiques se fait rapidement de la lleme & la 8ééme heure

~y

aprés inoculation aux cultures cellulaires. La production de G2
semble n"&tre importante gu’au bout de 38 heures et ne
s accumuler dans le milieu intracellulaire que progressivement.
Le relargage de particules virales infestantes se fait
progressivement pour subir un accréissement net au moment ou les
protéines structurales s’ accumulent en gquantité suffisante dans
les cellules (4 partir de la F8éme heure). Farallélement
l*immunoprécipitation par un sérum de hamster hyperimmun anti
Mopeia, nous a permis de suivre 1’apparition des protéines
virales des virus Lassa, Mopeia et Mobala aprés éiectrophorése en
gel de FA (Figure 15). Cette expérience confirme 1l apparition de
la NP entre 11 et 192 heures aprés incculation ainsi que celle du
précurseur GFC. Puis entre 19 et 38 heures p.i. la production
s’accroit pour diminuer entre 38 et 42 heures p.i. pour le virus
Lassa, &2 & 86 heures pour le virus Mopeia, et se maintenir pour
le virus Mobala.

On est en droit de penser que dés l infection il vy a
production de particules virales infectantes gqui vont coloniser
les cellules saines puis progressivement la machinerie
enzymatique de la cellule produit en grandes quantités les

protéines virales pour atteindre un optimum. On sait que cet



7

optimum existe en raison des observations antérieures montrant
1"apparition de particules défectives interférentes [Kiley et

coll., 1983, comm.pers. 1.
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TABLEAU 12: CINETICGUE D"AFFARITION DES FROTEINES VIRALES

INTRACELLULAIRES DU VIRUS MOBALA EN

IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE (IFI)

O ey oy ry—
N e D T L S A T T T A I T O A S S N N T N T I I N N N T N S T N T N T T SN e mmmmm s

Heures aprés IFI Titre (1)
inoculation e e s e — e —— e L sUFNAQEANt
Mab/NC (2) Mab/G2 (3)

11 0,0 (4) 0,0 243

19 15,3 Q,0 2,7

38 21,6 9.6 4,1

2 59,7 25,7 5.6

86 100,0 52,7 6,0

e BT Somt sk mries et B fpe S e P e YO S Sy s S S S S A S e foe M S S Em Sttt oY SN PR Shea S Stew gy cems Sy S0 ShSs MM S e maw S ke it YOS FSY SO Sares Ao M St St SO M Se00s e mams e Sy Sy S
N N N T T N S T T N I T T N I N T N T I SN ST mmm T mmE =

(1) UFP=Unités Formant Plages
(2) Mab/NC:Anticorps monoclonal anti nucléocapside (52.54.6)

(3F) Mab/B2:Anticorps monoclonal 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

a la méthionine radicactive (7%8) et récoltées 20 heuwres
aprés le marquage pour en extraire les protéines (U= témain
cellules non infectées). Aprés incubation, les complexes

antigéne-anticorps formés sont séparés des immunoglobulines et
des antigeénes libres par fixation non spécifique par la protéine
A du staphylocoque. Les complexes ainsi isolés sont visualisés
par électrophorese sur gel de polyacrylamide suivie diune
autoradiographie.

Les 4 premiéres colonnes de migration sont occupées par
les protéines virales totales qui servent de margueurs.

MW = margueur de protéines standards marguées au
1aC (cf.fig.11).

MF = Virus Mopéia utilisé comme marqueur
Anticorps Spécificiteé virale Spécificité de
monoclonal =0 0 —oemeeee e e e e protéine

LAS MarF MOE

S3.177.100 - + + G2, GFC
52.93.4 + + + N
52.85.6 + + + G2, GFC
S2.273.8A + - - N
535.29.1 - + N









FIGURE 14:Expérience de pulse—-chase par
immunoprécipitation et emploi d’anticorps monoclonaux

Le principe de cette eupérience est de suivre le
devenir des protéines préformées GFC.

a. Les cellules infectées par le virus Mopeia sont
marguées de la méme fagon aque dans 1 expérience précédente

(Fig. LX) . Au temps = O, c’'est a dire deuws heures aprés le
marquage, une partie du tapis cellulaire sst récoltée. Le reste
est laissé & incuber en présence de la méthionine froide
concentrée 10 fois par rapport a la concentration lors du
mar quage. Deur récoltes sont ensuite Ffaites & & heuwres et 18
hewres du  temps O. Les extraits protéiniques des cellules
infectées sont précipités avec un monoclone anti G2 S52.85.64)

Cavant électrophoreése sur gel de FA.

b. Sur le méEme principe, mais en utilisant cette
fois—ci la glucosamine tritiée comme acide aminé radio-actif, le
devenir du précurseur GFC est suivi parallélement pour les virus
Lassa et Mopeia.

LPN et LCN = Contrsles Lassa + sérums de hamster anti
Mopeia.
= Blucosaminex

Lassa

Mopeia

Controle cellules non infectées
Fulse

Chase

anti GZ(32.358.6)

= anti G1 (S2.74.4).
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) FIBURE 15: Cinétique d’apparition des protéines
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 (MOFP(MOZ)) et Mobala de RCA (MOB(ACAR)) et marqués &
la methionine%. Une partie des cellules & été récoltée 11, 19,
8, 62 et B4 heures aprés infection, le cytosol extrait et
utilisé en immunoprécipitation avec un  sérum hyperimmun de
hamster suivi d'electrophorése en gel de polyacrylamide.

LAS Sl MOP. (MOZ)
36 62 38 1 19 11 86 62 38 19 ll

;cf‘ - ;; ;; T; q "l.‘
I
o ‘ b - :
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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
étudiés. Ces densités sont proches de celles déja décrites pour
les autres membres du groupe des arénavirus (Figure 16).

Il existe che:z les arénavirus deux nucléocapsides
correspondant, 17une aux segments d’ARN viraux associés a des
protéines, 1"autre a 1’ARN ribosomal associé a4 des protéines.
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 (FPedersen et Konigshofer,19746) on
peut séparer les deux nucléocapsides virales liédes aux deux
espeéces d’ARN. Les nucléocapsides isolées pour les wvirus
Lassa,Mopeia et Mobala sédimentent respectivement é 1,28, 1,13 et
1,32 gm/em3, aver 95%4 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 deéfinitivement dans les virus & ARN négatif.

Densité de la nucléocapside de guelques arénavirus

o - — e s e e e e T Mooty e et M =08 0040 U (o mam SOumd OSSO U Pl S P Loqe el P ke Gy SO S G i i et Sl S eyl b Sl P G GO SO SO SR

virus densité en chlorure de césium
MLC (1) 1,32

Lassa 1,25

Mopeia 1,13

Mobal a (2) 1,32

Pichinde (3) 1,31-1,37

Tami ami (4) 1,36

Tacaribe (%) 1,31-1,33

——— e - — — T o " —— - — > _—— f— — o o o S e — — — - ——— — T —— —— — —— -
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(1) Pedersen and kbnigshéfer,1976;Buchmeier et
coll.,1978.

(2) Gonzalez et coll., 1984

(3) Ramos et coll.,1972;Farber and Rawls, |973:Vezza
et coll.,1977.

(4) Gard et coll.,1977.

(5) FPalmer et coll.,1974;6Gard et coll,1977.
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‘ FIGURE 17: Densité de 1la nucléocapside sur gradient
de chlorure de césium

Le wvirus purifié traité au Nonidet-F40 (NF-40) est
centrifugé & l'équilibre sur un gradient linédaire de Chlorure de
Césium. Le virus purifié a ¢été marqué a l°Uridine tritiéde et
incubé avec du NF-40 (Z2%Wv/v 15 min & 4°0). Le mélange a éte
déposé sur un gradient préformeé de ClCs (1,17 a 1,36g/ml) dans
du tampon TNE et centrifugé & 40 000 tpmin pendant 20 heures &
4°C dans un rotor Heckman 8W S50.1. Les fractions sont collectées
par le +fond du tube et peséps pouwr deéterminer leur densité. La
radioactivité de chaque fraction a été mesurée sur 0,02%5ml
additionnés d’un liquide & scintillation (Agquasol) et passée au
compteur & scintillation gamma.



“lwyb “ snsuag

T 8 & @ T e @ $ 8 28 @
L i L i 1 1 " - - i - M
I
<
— g -4 -
] 4 g 3
a - 3 I o
|
oo oo .
et < <
/M— ﬂl j
o
el | ] I I T t T T :
< N -] © < o

(-] © < o~
g- Ob " IWGZ'0 /'uw/ 10 “eutplin —H



105

Résolution des segments d’ARN:

L"ARN dénaturé des virus Mobala et Mopeia par action du
glioxal montre aprés électrophorése sur gel dagarose, le méEme
type de distribution des pics de radio-activité correspondant aux
espeéces d ARN connues pouwr les arénavirus. Par référence a
1"ARN  ribosomal (18s et 28s) on distingue un grand (L) et un
petit (8) ARN viraux. Etant donné la dénaturation des brins d"ARN
nous avons pu calculer par la méthode graphique préconisée par
McMaster et Carmichael [19771, les poids moléculaires respectifs
des ARN viraux . I1 sont similaires aux poids moléculaires des

ARN extraits des autres arénavirus (Figure 17).

Poids moléculaires des ARN de quelques arénavirus

Virus ARN
Large (L) Small (8S)
LCM (1) 2,1 1,1
Lassa (2) 2,2 1,3
Mopeia 2,1 1.4
Mobal a ) 2,1 1,2
Machupo (2 2,2 1,3
Fichinde (4) 2,1 1,1
Junin (3) 2,4 1,34

(1) Pedersen, 1971 [in Pedersen, 1973al

(2) Lukashevitch et coll.(19641]

(3) Gonzalez et coll.[1984]

(4) Carter et coll.[1973]

(3) Anon et coll., 1976 [in FPedersen, 1973al
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, FIGURE 19: Résolution des ARNs des virus Mobala et
Mopeia par denaturation au glioxal puis électrophorése sur gel
d’ agarose

Les virus ont été marqués & 1°Uridine tritiée lors de la
croissance en cultures cellulaires de type Vero. Les ARNs sont
extraits par le phénol a partir de préparation de virus purifiés
par deux gradient de centrifugation (Blycerol/tartrate;Sucrose).
La dénaturation des ARN se fait dans un tampon PO, molaire a
volume égal avec une solution de Glioxal 6,9 (GBlioxal, FDa
TOmM a v/v DMSM) pendant 1 heure a 50°C. Fuis
l1"électrophoreése est faite sur un gel d'agarose a 1,8% pendant 2
heures sous une tension de 100 volts.



3.5. Caracteristiques biologiques des virus Lassa,

Mopeia et Maobala

3.5.1. Inocuiations aux cultures cellulaires

La lignée cellulaire Vero Eé& a été reconnue pouwr
permettre une bonne réplication du virus Lassa [Johnson et
coll,1981b] et les expériences diverses qﬁe nous avons faltes ont
touwjours confirmé cette donnée.- Ern revanche la lignée BHERL
reconnue pour son bon rendement aveco les virus du groupe Tacaribe
ne donne pas les titres en particules infectantes espérés avec
les souches africaines (Figure 19). De plus la lignése Vero nous
a permis diobtenir un effet cytopathique pour certaines souches.
Cet effet cyltopathigue a toujours été mis en évidence aveo les
souches clonédes des virus Lassa et Mopeia, et dans certaines
conditions avet les souches clonées du virus Mobala (Figure 208 -

Tableau 13).

Méthode des plages:

Aprés deux passages sur cellules Vero de la souche
sauvage Mobala 3076 deux types de plages sont apparus et par la
technigque de repiguage de plage plusieurs clones ont pu §Etre
isolés. Deux de ces clones ont été étudiés: les clones dériveés
du type "A”, donnent un effet cytopathique avec des cellules
fusiformes réfringentes puis une lyse du tapis cellulaire; les

clones du type "RB" ne donnent pas de transformation majeure des
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cellules et 17ECF n'est détectable gu’ aprés addition du rouge

neutre en  phase solide (Figure 20E). Dans le cas des clones de
type "RB" le tapis cellulaire semble présenter une densité plus
importante de syncitia cellulaires. Deux clones All et B2

testés aver uwne batterie d'anticorps monoclonaus  ont conservé un
profil identique & la souche sauvage; teci est en accord aveco les
observatiions faites sur le virus Fichinde ‘chez lequel Leung
L1981]1 a pu démontrer que la morphologie des plages était liée &
1"ARN L alore gque les protéines de structurés, donc antigéniques
sont liédes a 1 "ARN 8.

"En ce qui concerne la courbe de croissance des trois
gsouches virales en cultures cellaires Vero, elle présente pour
les trois souches une allure assez proche (Figure 21). 0On note
toutefois la présence d’un pic vers le 4éme Jjouwr p.i. pour le
virus Mobala, tandis que les virus Lassa et Mopeia ont tendance &
montrer un plateau respectivement du 2 éme au 8éme et du & éme au
Y  eme jours p.ia. Ces observations s’ accordent avec les
résultats donnés par EkKiley et coll.[1981]1 lors des études
comparatives princeps sur les virus de Lassa et Mobala.

Il est remarquable de constater que les arénavirus ne
donnent généralement pas d'effet cytopathigue en culture de
cellules et encore moins une lyse du tapis cellulaire; Cela
pourrait Btre lié au pouvoir d'infection chronique gque possedent
ces virus. En ce qui concerne le virus Mobala Souche sauvage
MORZ200) nous avons pu maintenir pendant plus de 6 mois, date &
laguelle nous avons cessé 1 expérience, une infection chronique

d’une culture de cellules Vero. Tous les 10 Jjows le tapis

W
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lcellulaire était lavé avec du milieu neuf EMEM, trypsinég et 1/8
du tapis repigué dans un nouveauw flacon de croissance en présence
de EMEM & 10% de sérum de veau foetal. l-es cellules ont éteé
controlées chaque fois pour la présence d'antigénes fluorescents
puis all bout de 6 mois en microscoplie électronigue pouwr  la
présence de particules virales intracellulaires. Aucun  effet
cytopathique n'a pu Etre observé, 1"antigéne a toujours été mis
en évidence par IFI, la microscopie ¢électroniquea montré des
particul es virales en faible densité ‘et des inclusions
intracellulaires de protéines virales en grand nombre(?).

Le virus Mobala semble comme la plupert des ardénavirus
déemontrer peu ou pas dieffet cytopathigue en cultures cellulaires
et possdéder le pouvoir d'infection chronique de lignées. Dans
cette optique de passage sur lignées cellulaires nous avons pu &
partir d'un broyat dorgane initial infecter des cellules de type
partaitement testé pour leuwr absence de tout germe pathogéne pour
1"Homme, cela pourrait permettre éventuellement la préparation
diun vaccin avec le virus Mobala dans 1les conditions de
sécurité requise par la loi (Cette culture est déposée & 1 ATCC

et & 1"USAMRIID de Fort Detrick, USA).
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TABLEAD 13: MORFHOLOGIE DES FLAGES OBTENUES AFRES CROISSANCE DE
FLUSIEURS SOUCHES DY ARENAVIRUS SUR CULTURES CELLULAIRES
DE TYFE VERQO E&

oot e b e Tt e e mevy i ks TS S temy e mes S A e e e T et SSmt Lomey ey wrey oy v AL ey sovm S P ey S S iat i Pemn M Pt Ak ek M S ST S e s i S Siiar S Seete Prase rrive b Sk 0381 S semve sevrm S Sumy Baree oy
T N T I N I S T T T I O R N R N S S I N R L S T N e R T I N A S S N NN N S SN I T s s

Souche Fays Diamétre moyen Cytolyse
d'origine des plages (mm)
MORBRIO76A1 1 R.C.A. 1,5 +
MOBZ0O76R21 R.C.A. 3,0 -~
LAS"Josiah"Lp3 Sierra leone » +
LAS1IS1S (Mast.) Sierra leone 1,0 +
LAS "Foftana" Sierra leone 1,0 -
LAS"Borbor" GUINEE? 1,2 -
LAS" Zorzor" Liberia 1,4 -
LAS "Finneo" Nigeria 1,4 +
LAS 803794 Liberia 0,9 =
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TABLEAL 14: ANALYSE COMFARATIVE DE LA REFLICATION DES VIRUSG
LASSA, MOFEIA ET MOBALA SUR CULTURES CELLULAIRES DE TYFE VERO FAR
IMMUNOFLUORECENCE INDIRECTE (IFI) ET METHODE DES FLAGES

Hewres aprés LAY MO MOE

infection o s e e e o
UFF X IF %% UFF IFI UFF IFI

11 R 0,0 2.7 Oy, 0 E,é, 0,0

19 209 4,5 247 19,5 & . 83 L&, 5

IR Sl 7@ 4,1 EELE i el b

) by 45, 3 Se b 67,9 by S S 7

8é 7,3 51,8 b0 VASIR S b9 1fH)t

¥ log des Un:tés Formant Flage par ml

XX Fourcentages de cellules fluorescentes (anticorps polyclonaws).
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194
Figure 20: COURBES DE CROISSANCE DES VIRUS LASSA, MOPEIA ET MOBALA
EN CULTURES CELLULAIRES DE TYPES VERO ET BHK21

Un tapis confluent de cellules Vero Eé et BHEKZ2l est
inoculé en boites plastiques a vis (Falcon 753cmz) & faible
tauwx dinfectiviteé (1UFF/10 cellules) Aprés un contact de 1 heure
a I6,5°C le tapis cellulaire est nouwri avec S ml de milieu de

survie EMEM. Un prélevement du surnageant de culture est fait
F,16,32 et 60 heures p.i.. Le titrage de ce surnageant est
reéealisé sur des plagues a 6 trous (Limbro) par la méthode des

plages en double couche de gélose.
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Figure 20: MORPHOLOGIE DES PLAGES DES VIRUS LASSA, MOPEIA ET
MOBAL A

Le tapis cellulaire confluent est infecté par O,1ml
d’une suspension virale ajustée selon le titre de la suspension
de virus originale pour obtenir une bonne séparation des
clones
viraux & observer. Aprés incubation 1 heure a 36,5°C, 17inoculum
est rejeté et la premiére couche d*agar Noble en milieu EMEM
coulée., 3  Jjours aprés, la seconde couche d*agar additionné de
rouge neutre est couldée et la lecture se fait & 24 etd4B heures

apreés,



MOB LAS MOP

MOB A11 MOB B21
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Figure 21: Courbes de croissance en cul tures
cellulaires de type Vero Eé6 des virus Lassa, Mopeia et Mobala:

La technigue utilisée est la méme que précédemment
(Fig.1%?) mais le surnageant de culture a été testeée Jjusqu'a 10
Jjours  pPaia.g quand le tapis cellulaire trop agé commengait a
perdre son pouvoir d adhérence sur la surtace de la boite.
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3.9.2. Inoculation aux souriceau nouveau—-né

Les expériences diinoculation auw souriceauw nouveaw neé
fournissent deux types dobservations: D'une part sur la
pathogénicité comparée des virus Lassa, Mopeia et Mobala et
d’autres souches d'arénavirus d’'Afrigue; d’autre part SQr le
passage éventuel & l17infection chronigue chez la souris de
laboratoire.

Contrairement au virus Lassa qui ne démontre gue peu ou
pas d*effet pathogene sur le souriceauw nouveau né inoculé par voie
intracérébrale, les virus Mopeia et Mobala tuent en & a 7 jours
l7animal inoculé par voie intra ceéebrale (1.C.). Toutefois on
peut observer des survivants gqui vont manifester la maladie par
urn ralentissement de 1'activité, wrne perte de poids et un
hypotrophisme margué. En  général les premiers signes de
ralentissement de |"activité apparaissent au troisiéme Jjour post
inoculation (p.iJ. Apr és I "épisode aigu leg BOWP L CEeaus
reprennent wun  taux de croissance sub-normal mais restent de
taille réduite dans le cas des virus Mopeia et Mobala, mais aussi
dans le cas du virus Lassa de fagon plus ou moins margquée

(Tableauw 15).Ce tableau clinigue dominé par une hypotrophie a été
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observé in natura enSierra Léone chez Mastomys

infecté par le virus Lassa [Demartini et coll.,19751. Dans la
majorité des cas et pour les virus Lassa et Mobala, . 11 & éte
possible de réisoler aisément le virus & partir des individus
marts et surtout a partir de 17urine des survivants., Jusqu’a 12
semaines p.li., date de la +fin de 1 'expérience, nows avons pu
réisoler le virus dans les uwrines de certains spécimens.

Nous avons laissé se reproduire des spécimens infectés

entre eux. Cela nous a permis d'observer en FZ2 une baisse du
nombre de sourliceaux nouveau-nés viables mais un portage
chronique du virus sans hypoltrophie notable. Les portées de M1

et F2 des sowis infectées par le virus Lassa étailient réduites a
4 et Y individus gui ont survécu tandis gque les autres étaient
morts ou malades 24 heures apreés la mise bas. Le mEme type
diexpériences” est prolongé suw I génédrations et le virus a
towjours pu Etre réisolé pour les trois souches de virus choisies.
On est en droit de penser gue la contamination & du se faire
avant ou trés rapidement aprés la naissance dans la mesure ou
nous avons pu réisoler le virus chez des individus morts quel ques
heures aprés la naissance. Cette contamination périnatale doit
intervenir par voie transplacentaire ou lors de 17allaitement,
la présence d'anticorps maternels pourrait permettre une
protection relative du souriceau et l'installation d un porfage
chronique moins meurtrier gque dans le cas de 17'inoculation
parentérale. Ceci peut &tre vrai dans notre expérience méis il a

été démontreé que chez certaines souches de souris le lait

maternel riche en IgE pouvait avoir un effet protecteur absolu et



118

N

rendre réfractaires les SOWUriceaun a I infection
[Feters, 1984,comm.pers.l. Les méres de la génération parentale ne
semblent pas avoir été contamindes par les virus Mopeia et Mobala
(pas d ' isolement de souche & partivr des wines ni de sérologie
positive au I8éme jour p.i.), par contre nous avons pu réisoler
le virus Lassa des méres des portées de souwiceaux nouveau-nés
inocul és aveo ce virus. La mere n"a pas manifesté de symptomes

cliniques décelables & la simple inspection quotidienney le titre

en anticorps anti-Lassa étalit de 2048 au IBeme jour p.i.. 11
semble donc gque la contamination par les xcréetats et/ou par

agrosnls solt aisée avec le virus de Lassa mais problématique
aver les autres virusi; nous verrons plus bas le méEme type
d'observation faite dans la seconde expérience.

AL total, on pew considérer que 1'effet pathogéne est
dans ce cas génédtiguement 1ié aux virus dont les souches édtudides
avaient la méme historique de passages au laboratoire et les
souris testées provenaient d'un élevage monoclonal. En effet
Jahrling et Feters [1987,non publiél ont pu mettre en évidence des
souches de souris sensibles et dautres plus ou moins résistantes
a une méme souche du virus Lassa, d'ou 17emploi choisi du
matériel d'expérience dans ce type de manipulations.

Chez les singes d'expérience, les virus Lassa et Mopéia
révélent une pathogénicité inverse de celle démontrée pour' le
souriceau nouveau-né. Le virus Mopeia n'induit pas chez le singe
Rhésus de maladie et l1'infection reste inapparenfe.Enfin

F.Jarhling (non publié) a pu observer que les arénavirus de

rongeurs (Mopeia, Mobala et celui du Zimbabwe) étaient sans effet
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'pathogéne pour le singe Rhésus et le cobaye. Ces diférences en
compl éte 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 modéle
naturel de rongeur pour démontrer l'effet de portage sain du
virus Lassa; mais le fait que déja au sein d une mEme espéce il
existe des lignées réfractaires et diautres non, compligue

singulierement le probléeme.

Dans un second type dexpérience une gamme étendue de
souches de virus lLassa et Lassa like d’origines variées met en
evidence ce caracteéere de léthalité pour le souriceau nouveauw né
gt nous permet une premiére appréciation de ce gui peut parartre
comme étant des différence biologiques stables (Tableauld). Les
souches humaines de Sierra Léone et de BGuinéde ne sont pas
léthales pour le souriceau nouveau né. Au contraire on observe
une gradation dans la mortalité entre les souches humaines du
Liberia, du Nigeria puis les isolats viraux de rongeurs (figure
22 . On releve donc une certaine homogénéiteé dans leur
pathogénicité che: les souches humaines de Sierra Léone et des
pays limitrophes, une pathogénicité marquée du virus humain du
Nigeria; ces différences de comportement biologique ont deéja été
ohservées lors des épidémies du Nigeria et du Sierra Léone ol le
virus du Nigeria montre une mortalité chez 1 homme plus élevée,
apparait SOUS forme de bouffées epidémiques hautement

contagieuses et léthales &4 1'inverse de ce que l1°on observe en

Sierra Léone (McCormick et coll. 198%3,non publié). Enfin les
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‘souchea de rongeuwrs sont génédralement léthales pour le souriceauw
nouveau né et le virus n'a pas pu &tre réisclé chez les spécimens
infectés par le virus Mopéia. La perte de poids signe toujours
1"infection par les ardnavirus africains mEme si la& clinigue
reste trés discréte. Comme nous 17avons observé précédemment la
mere des portées inoculées a été contaminés par le virus Lassa
mais épargnée par les virus Mobala et Mopeia. 8i la totalité des
souches humaines testées pour cet aspect ont pu contaminer la
mére, la souche "rongeur'" de Siertra Léone (Mégtomxg_isiS) a

elle ausi pu contaminer la meére de la portée inoculée. En
conclusion on observe des différences de pathogénicité importantes

entre les souches, une certaine homogénéité de comportement des

souches "Rongeurs' et pour les souches humaines peut—-8tre déja
deux biotypes '"Lassa'" et "Nigeria'.
Bi les souches "rongeurs' semblent passer de fagon

verticale, la transmission horizontale ne semble pas Etre la
regle et cela pourrait expliguer sur le terrain des variations du
taux d'infection des populations de rongeurs en fonction des
variations de populations. En ce qui concerne les souches
"humaines" les deux mécanismes che: les rongeurs semblent autant
privileégiés et pourraient expliquer les bouffées enzootiques lors
de 1 ' expansion des populations de rongeurs.

Enfin vun dernier aspect concerne la connaissance de la
physiopathogénie du virus de Lassa pour 1°Homme et pour cela le
développement du modeéle animal chez le singe reste d’un.intérﬁt

premier. Il semble que le virus ne démontre pas d'effet

cytopathique direct dans les organes infectés mais que la
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'qualit@ de la réponse immunitaire serait le factewr déclenchant
tde la maladie {(McCormick, 198%, non publié). Le rale attribué il vy
a plus de 40 ans aux arénavirus dans leur intervention sur le
systéme immunitaire reste sans doute d'actualité cdans la

connaissance de la pathogénie du virus de lassa chez 17"Homme.



TARLEAL 1%y RECHERCHE D*UN EFFET FATHOGENE CHEZ LE SOURICEAU
NOUVEAU-NE FAR INOCLLATION INTRACEREBRALE DES VIRUS
LASSA, MOFEIA ET MOBALA.

Souche inocul ée

Observations Lassa Mopeia Mobala Témoin
Mortalité 278 (1) 5/8 /8 0n/8
Foids (2 9.2 Dl @1 11.9
Anticorps (3) &/b 575 4/4 Q/2
Isolement (4) S/7 4/6 . 8/8 0/8

et s e M Mo 20008 e sy S mom rmish eR? s e Se Seoes MM ST obs ieews e e S S o0 Sim mams mms Tt A Ml LmMY st e sbat Sl WD SIS S et s i T SEY Lo e e e St SOl LA S terwe S Mew et fome S ers crus seow s Sae vt mom e teme

(1) Fositifts/total testés ou observés

(2) Foids moyen en gramme des survivants a 12 jours p.i.

3 Anticorps fluorescents (IFD)

(4) Réisolement de virus sur cellules Vero & partir du sang.
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TARBLEAU 1é6: INCOCULATION DE DIVERSES SOUCHES DY ARENAVIRUS
D* AFRIGUE AU SOURICEAU NOUVEAU NE.

Souche pA Foids moyen réisolement sérologie
Jr ) de virus (2) positive (4)

(1) (2) Urine Organes SNN M

LAG Lp3 ] 8,9 + + + +
MOF Mp3 TN Gl -+ . + e
MOE A1l e Q0 + + 4 "
LAS NIG S0 9.1 nt + + 22
LAS "Mano" Q 8.8 : + nt nt nt
LAS "Fotana" 0 11,8 -+ nt + Nt
LAS "1S1E &0 G nt + nt +
LAs GUl Q 11,8 + nt rmt nt
LAS LIEB 14 12,5 +
LAS "Zorior" 173 G, 0 nt
Téemoin ] 11 -

(1) Mortalite en pourcentage sur 8 individus
2) Pesée faite au 20&me Jjour p.i.

(3) Reisolements tentés au Béme jouwr p.i.

(4) Sérologie faite au SOeme jour p.i.



FILIGURE 22y TaUX DE SURVIE DES SOURICEAUX NOUVEAU-NES ITNOCLLES FAR
DIFFERENTS ARENAVIRUE DY AFRICUE
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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 chapitre
(X 2.0) gu'il existait des différences diantigénicité entre les
virus Lassa, Mopeia et Mobala décelables dans la nature lors de
l1"analyse sérologigque de sérums de convalescents ou de sérums de
rongeurs  infectés par ces  virusy dTautre 'part, une batterie

o

d'anticorps monoclonaw: nous a permis de distinguer ces 3 types de

virus entre e, Afin de donner plus de poids & ces observations
et de faire apparaitre nettement ces différences antigénigues nous
avons utilisé largement le pouvoir d'analyse fourni par
l"utilisation d'une batterie élargie d'anticorps monoclonaux
(Tableaux 17, 16).

Nous observons dans le premier tahleau que les
différentes souches du virus Mobala sont identiques entrelles si
17on en juge par 1"absence de discordance dans la réponse vis &
vis des anticorps monoclonaux utilisés.Dans le tableau suivant
par contre, on met en évidence des différences nettes entre les
souches darénavirus testées. Il est admis que les protéines de

la nucléocapsicde (NC) représentent des protéines caractéristiques

du groupe auguel appartient le virus, tandis que les protéineé de

surface sur la particule ou glycoprotéines (GF) , sont
caractéristiques de 17 espeéce virale et donc sujettes a des
variations intraspécifigues. Si on considére les anticorps

monoclonaux anti nucléocapside préparés contre le virus Lassa,
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‘115 distinguent les virus de 17Ancien Monde du virus Tacaribe
d*une part et d'autre parlt un  épitope parait unique [H52-158-37
pour le virus lassa, souche de Sierra Leone. 0On remargue donc
dés & présent une différence notable portant sur la NCy entre les
dew: souches humaines du virus Lassa provenant de Sierra léone et
du Nigeria. Inversement, les anticorps monoclonauwx 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 Tacariba emprunte gquel ques
épitopes aux souches de 17"Ancien -Monde sans que l17°on puulsse
Jusquici 1expliquer.

Buchmeier et coll. L[19811, montrent gue sur 446 anticorps
monoclonauws  préparés contre le virus CML, 6 présentent une
réaction  croisée aveco les virus Lassa et/ou Mopeia. Sur b
anticorps monoclonaux préparés contre le virus PFichinde, un seul
présente wune réaction croisdée contre les virus Lassa et CM. et
est dirigeé contre la NC. Ces observations apportent diune part
des éléments en favewr de l"existence de deux groupes séparés
d*arénavirus, ceux du Nouveau Monde et ceux dé l1*Ancien Monde; et
d*autres part, elles témoignent de différences marguées &
l7intérieur du groupe des arénavirus de 1°Ancien Monde.

On peut donc considérer que chacun des virus de
1*Ancien Monde donne une image particuliére 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 CHML. On sait que le

virus CML presente des variations intraspécifigques importantes et



stables [Chastel 1. Entin, il est encore difficile de détecter
une filiation entre ces différents arénavirus, mais comme Howard
el Young [19841 en formulent 1 espoir, il ne fait aucun doute
quie la préparation d'anticorps monoclonaux sera de plus  en

plus utilisdée dans la recherche de 1 évolution des arénavirus.
3.6.2. Applications

Des souricealux nouveau-nés inoculé§ avec les I souches
Lassa, Mopeai et Mobala, produisent A& des titres différents des
anticorps fluorescents vis & vis des 3 souches en fonction du
virus causal (Tableau 19). Compte tenu que les inoculats ont été
administrés & des titres en UFF semblables on est en droit de
penser gue la sollicitation du systeéeme immunitaire a été la méme.
81 on considére les Litres en anticorps produits vis & vis des &
antigénes, le wvirus Mopeia parart le moins reéactif dans la
production d'anticorps contre les souches hétérolaogues. flette
observation est en accord avec ce gue nous observons dans la
nature (cf.3.3), c'est a dire une meilleure production
d'anticorps anti Lassa par le virus Mobala que le virus Mopeia.
8i ces différences restent toutefois de faible intensité elles
peuvent se réveler d'importance damns le choix ou la recherche de

protéines immunogenes contre le virus Lassa et non pathogénes pour

1" Homme.

De sévéres épidémies de Fievre de Lassa en Afrigque de

1"0uest et la démonstration par la sérologie d’une maladie
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‘relativement étendue sur le territoire ont rapidement démoﬁtré
aprés sa découverte 1l importance clinique gque pouvait avoir cette
maladﬁe LFrame, 19703 Monath, 1975 Carey et coll.,1927d3Mertens et
coll.,1973:8mith 1974)., Sensibilisée par 17émergence de ce
véritable probleéeme de Santé Fubligue en Afrigue de 1°0uest, la
recherche d"un  vaccin & débuté précocément. Malhesureusement les
expériences difficiles d'obtention de vaccins contre les Fieévres
Hémorragiques d Amérique du Sudne laissent entrevoir que des
solutions & moyen ou long terme pour le Qirus de Lassa. La
réalisation d'un vacecin vivant atténué a pu se faire pour le
virus Junin  [MaiztegQuwi et coll.,197921] toutefois 1 établissement
d?un vaccin de ce type est apparu difficile avec les arénavirus
en général, surtout en raison de la faible production d'anticorps
neuwtralisants (ce qui est encore plus  dvident dans le groupe
Lassa) et de 1'instabilité gendtique des souches. Quel ques
esproirs sont nés de la découverte de virus apparentés au virus
Lassa et apparemment non pathogénes pour 17 Homme. Déja des
esssais de protection du singe Rhésus vis & vis du virus Lassa
par une infection préalable par le virus Mbpeia, ont donné des
résultats satisfaisants [Kiley et coll.,1979; Jahrling et
coll.,1980). L'emploi de ces virus sauvages nécessitent en fait
wRE  espérimsntatian lempgus et des contréles d'inocuité séveres
pour pouvoir penser & les utiliser en médecine humaine; deux
gsouches du virus Mobala ont ainsi été réisolées par nous
directement sur des cultures certifides pour leur absénce de
mycoplasme ou de virus contamimant et déposé & 1°ATCC pour

éventuellement servir dans un tel protocole de préparation d’un
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‘vacccin.

Une autre voie pour la préparation d’un vaccin est
celle de l'identification de la séquence, puis de la synthese de
proteine virale immunogene. Les travauwt de Clegg et coll. [198E]
et de (GBonzalez et coll. 19841 par 1"analyse comparée des
caractéristiques antigénigques de souches variédes du groupe lassa
constituent un préliminaire dans 17identification de protéines
immunogénes. Deplus la recherche danticorps monoclonaux
neutralisants déja engagée par F.Jarhling ét coll. (comm.pers.)
devrait Etre une étape décisive dans la sélection dioligopeptides
immunogeénes etficaces.

Enfin 1"étude de la séqguence du sARN est avjourd®hul un
objectif que nous nous sommes fixés, étape indispensable & la
synthése protéinigque ultérieure; la mise au point des technigues
de résolution des differentes espéces d'ARN viraux constitue une

avance notable dans cette recherche.
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TABLEAY 17: IDENTITE DES SOUCHES MOBALA ENTRE ELLES EN UTILISANT
DES ANTICORPE MONOCLONAUX DANS LA REACTION
D" IMMUNOFLUDRESCENCE INDIRECTE

Monoclone Spé. Souches Mobala
F . V . e srars s it Qoo e S48 s bt S84 Pt M WRRH S 1000 M Pomd s S4IBE LRSS MAEPY TR ot bt $1D ML PP omed RS SAb S 04 femt S At SEses S0t P S rth Bobte SOLL sAse bems Y S SR e
(1) 3Z031 20859 5061 3068 3076 IF080 J099 2200 All B2
QP79 (2) 52 - - nt -~ - - - - - -
24-/-21 (2) NF nt nt nt nt - - - nt nt nt nt
S2-54-6 (X)) NF nt nt nt nt + + nt nt nt nt
T e, NC + + + + + + + + + +
52-94-11 i nt nt nt nt + + nt nt + nt
H52-84-16 GF nt nt - nt - - nt nt nt nt
S2-8%—6 GF - - nt nt - - - - -~ -
92=-1385-17 G2 - - nt nt nt nt - - nt nt
S3-17-2 (4) NC nt nt - - - - nt nt nt nt
3 NE nt - nt nt - - - nt - nt

oot ettt evine it s beeae et Mo AR ST g meace it oot SRS e fagte S Sy SOMY S s e o e ek o0 et VA S S Sl S SN SO desme dnawe Nemid 20000 M Aoy AosTe IRUTY TSV AodSd My S Mt HUER meet bt e MY Suint e e MM B L et Mot Sttt A
S A S T O N I R R N N R N N T S N TSN EmEm oo mmss oo mEmmEm RS

(1) SYpécificité de proteine virale de structure: nucleocapsidique
(NC)3 glucoprotéinique (GF) ou spécifiquement G2.

(2) Anticorps monoclonaux préparés & partir d'une souche de
LCMY (Buchmeier et coll.,1982)

(3 [82-..-..1= Anticprps monoclonaux préparés & partir d'antigéne
l.assa (McCormick et coll.,1980,non publié)

(4) [B5%-..~..1= Anticorps monoclonauwx prépareés & partir d une
souche Mopéia (McCormick et coll.,1980,non publié)
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TABLEAL 18y FARENTES ANTIGENIGQUES DETECTEES PAR DES ANTICORFG

MONCCLONAUX EN IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE ENTRE
DIVERSES SOUCHES D ARENAVIRUSG

et b e Legme S4eve A ok St Shvie G e T A e e i Toe S s 4 MM s S Mau Ml s e S N S e DSt FUY Smiy et s Wees WA RAY gL St Sease vt At A e Sy ey P metis Svis s fedst MES muss s AN SO 2000 sy
L I A N N S R T T T S T N N T S N S N N N I N S N N I R oI NIRRT T s I mn

Anticorps Spé. souches virales (5)
MOMOGLORAUI Fu M o oo o o e et o 17 8 ) o o
(1) LAS MOF MOR NIG CHL TAC

24-0-21 (2) NG

4 + - + +
979 (2) BF ~ + - + + -
52-54-6 (3)  NC + + + + +
55— 1583 NC 4 - - - - -
52-13%5-176 G2 + - - +. + -
521 SE-3 NG + - - - - -
5213427 GF + ~ - - - -
5215427 GF + - - - - -
52-85-15 GF 4 - - + -
5256 GF + + ~ + r
52~ 135~17 GF + + - + - -
53-29-1 (4) NC ~ + - - : -
53-75~H NC ~ + + - - -
53-12~-16A GF - + + -
53-16-11 GF ~ + - - - -

(2)

(3)

(4)

et g st detnt Meew o= bt St mrme e obe S B S s Seist et i T s oo 2061 S Ty e e eyt S My s Bt T S s mam e s Aim Lo Hers e T M MM e S e W S St bas b Hem S ety S et SEt baaet
R e D A D T L S A A N N R N N N N N S N T T N R I T N N s I I S N N T o TN N s e e s

Spécificité de proteine virale de structure: nucleocapsidique
(NC); glucoprotéinigue (GBF) ou spécifigquement GZ. (J.B.
McCormick,non publié)

Anticorps monoclonaux préparés a partir d'une souche de LECMV
(Buchmeier et coll.,19BY)

[52~..~-.u]1= Anticorps monoclonaux préparés a partir d antigéne
Lassa (McCormick et coll.,1980,non publié)

[53~.u~.u1= Anticorps monoclonaux préparés a partir d une
souche Mopéia (McLormick et coll.,1980,non publié)

LAS= virus Lassa "J" de Sierra Leone

MOF= virus Mopeia de rongeur du Mozambique

MOB= virus Mobala de rongeur de R.C.A.

NIG= virus Lassa humain du Nigeria

TAC= virus Tacaribe de chauve souris de Trinidad-Tobago



TARLEAL 19:CINETIGUE D"AFFARITION DES ANTICORFS FLUORESCENTS
CHEZ LE SOURICEAU NOUVEAU-NE INOCULE PAR LES VIRUS
LASSA,MOPETA ET MOBALA

Souche Frélévement: IFI (1)
inocul ée jour p.i. o e e it s 1 1 s e
LASSA MOFEIA MOBALA

LASSA Lp3 21 2048 512 912

40 2048 512 1024
MOFEIA & - 16 -
21 - 2048 9512
40 256 4094 102

- i6

MOBALA 8 -
21 512 512 4096
40 512 2044 4096

(1) Les titres exprimés représentent la moyenne géomdtrique
calculée sur 2 a S gpécimens.



1233

3.7. Distance génétique des arénavirus d’Afrique

L épicémiologie moléculaire existe depuis peu et a joué
un  réle de plus en plus important dans 17étude des maladies

5
infectieuses. Ellese manifestedéia de fagonsvariées suivant les
)

f
mar queurs recherchés;t letype d’analysgéttendu. Ainsi a—-t—-on
puassister & la créatgon d un nouveau p;radigme des pandémies
grippales imposé par 1"étudedes recombinanfs moléculaires des
mixovirus. Les wvirus a ARN sont aussi un modeéle intéréssant
particuliérement dans une telle approche épidémioclogique; en effet

ces virusont la propriété d'évoluer rapidementet les méthodes

classiques utilisant les réactions antigeéne—anticorps ontdumala

détecter defaibles variations a 1l intérieuwr d’un méme seérotype
dont les conséquences peuvent Etre d*importance . Enfin
1l épidémiologie possede ainsi un outil de recherche sur
l1"évolution des germes pathogénes en particulier par 1 "analyse

directe de leur génotype. Au méme titre que dautres technigues
de biologie molécul aire, l1"établisement des cartes des
oligonnucléptides de digestion par des enzymes de restriction est
une méthode dfanalyse puissante des virus & ARN [Clewley et

Bishop,19821. -

Les cartes des oligonucléotides de digestion par la
ribonucléase du bactériophage Ti que nous avons réalisées,
représentent deux types différents d'analyse @ d'une part ce sont

les oligonucléotides obtenus aprés digestion de ‘1°ARN viral



total de différentes souches d'Arédnavirusy d'autre part, ce sont
les cartes ohtenues aprés digestion du seqment & des ARN des
spouches clondes des virus Lassa, Mopeia et Mobala.

L'analyse de 1"ARN total a fait craindre au début la
contamination excessive des échantillons d'ARN purifiés par
1"ARN ribosomal emprunté aux cellules par les virions. En fait
des expériences préliminaires nous ont montré que, apreés mise au
point, dans le systeme utilisé,la contamination par les ARN 18s
et 28s détait négligeable ou absente. [lsemble d'une partque la
concentration en ARN ribosomal soit faible ‘dans les échantillons
en regard des ARN  virausx, et les pligonucléptides sont
généralement de petite taille et H“inter&érent pas dans la région
analysée des cartes oligonucléotidiques. L.e meme type
d”observaltion est rapporté par Vezza et coll.l19781 qui observent
des variations importantes dans | obtention d”ARN ribosomal aprés
extraction de 17ARN du virus PFichinde selon les conditions de
craoissance du virus et les souches utilisdes. Enfin, NOUS avons
pu extraire directement des cellules Vero, 17ARN ribosomal que
nous avons traitée de la mEme fagon gque 1°ARN viral afin de
pouvoir en dresser la carte et distinguer éventuellement des
oligonucléotides contaminants dans les cartes des ARN  viraux
totawx. Nous présentons & cet effet I souches différentes de
virus lLassa, obtenueslors dYexpériences préliminaires, dont 1°AKN
a eté largement contaminé par 17ARN ribaosomal et une carte de
1"ARN  ribosomal decellules Vero (Figure 23,G6,H,I,J,K); ii est
aisé de faire la différence avec les cartes non contaminées

(Figure 23,A,B,C,D,E,F). Ainsi avons nous pu inclure dans natre




analyse sans souci derreuwr ces 3 cartes supplémentaires, dont
une de la souche de référence Lassa "Josiah'" gqui & servi de
contrsle interne a 1 expérience. Si nous tenons & inclure cette
analvyse malgré son imperfection, cela tient au fait que
1"obtention des ARN d° arénavirus en quantité suffisante a éteé un
travail laborieux qui a Fendu ce matériel précieus, doant
1"analyse reste possible gr&ce au contr&le apporté par les autres
cartes non contaminées.

Ditférentes souches sont donc anaiyséeg et la souche
Lassa "Josiah" de Sierra Léone a servi arbitrairement de souche
de référence. Les souches qui en sont les plus proches sont les

souches Mobala ce gui reste en accord aveo les observations

faites lors de l'utilisation de la sérologie croisde avec des
sérums humaing et animaux récoltés in natura ( Yy ooen

accord AUSSL  avec leg études des souches par antigénes
monoclonausx « . . Yo et enfin cette observation se retrouve
dans l'expérience de cinétique d'apparition des anticorps

fluorescents vis-a-vie des I souches Lassa , Mopeia et Mobala
(Tableau 19). l.a souche humaine de Buinée se démarque de fagon

singuliére et laisse & penser & une séparation récente vis & vis

de la souche de référence. Elle ne posséde que [
oligonucléotides uniques dont un seul se retrouve dans une
autre souche gue celle de référence (Souche Mopeia). Dans le
tablean 21 figure une synthése des résultats obtenus dans

l'analyse des ARN totaux. Pour replacer les différences observées
dans le contexte de la séqguence totale des nucléotides, il faut

garder présent a l'esprit que par ce type d'analyse seul 10% du
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génome est exploréd. En conbrepartie ce sont les oligonucléotides
possedant les séquences les plus longues donc les plus rares
staltistiguement gui sont analysés. Aaronson et coll.l19 1 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
degreé d*identité des sénuences des nucléotides de 1°ARN total
(Figure 21). Ainsi nous pouvons considérer pour l1"ensemble des

souches étudidées que les changements intéressent de 0,5 & 2,2% de

leur génome.

Afin d'obtenir une bonne séparation des ARN viraux nous
avons utilisé deux méthodes différentes. D*abord nous avons
obtenu la résolution des especes d'ARN suw gradient de sucrose
(Figure 29 et les fractions contenant les différents ARN nous
ont alors servi de mar queur dans la séparation pat
glectrophorése sur gel d7agarose (Figure 26). Pour des raisons
pratigues nous avons préféré la séparation sur gel diagarose et
les cartes de ARNS présentées sont obtenues par ré-extraction de
1*ARN & partir des bandesde migration visualisées en lumieére U.V.
aprés coloration au bromure d éthyle. Les ARNS et ARNL sont
aisément repérables grice au marqgueur ribosomal présent dans la
colpnne de gauche fig.ZXéb. )

Nows avons choisi de commencer 17°étude des esPéces
d"ARN par le ARNS en raison de son implication dans la synthése

des protéines de structure, c’est a dire des molécules

antigéniques chex 1°hdte vertébré. Bishop et coll.L 1 ont en
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‘effet démontréqgue le géndéme de 1°ARNL codait pow les protéines
enasymatiques nécessaires a la réplication du virion, tandis que le
ARNS  code pour les glycoprotéines et la nucléoprotéine. De
l'analyse des ARNS on observe une moindre homologie que lors de
l"analyse des ARN totauxy cela est compréhensible dans la mesure
ol les virus étudiés appartiennent au mEme groupe et possédent
une "politique" de réplication identique dont les enzymes sont
codés par 1°ARNL qui doit par conséqguent présenter une homoiogie
de séqguence importante & l%intérieur du .groupe. Comme nous
l*avons vu & plusieursreprises le virus Mobala et la souche Lassa
"Josiah" présentent entr’elles plus d'affinités gque cette
derni ére avec la souche Mopeia. Toutefois parmi les
oligonucl éotides unigues des souches Mobalaet Mopeia vis a vis de
la souche de référence, 11 dentr’eux sont communs & ces deux
souches ce dqui est un lien important entr’elles

En conclusion, cette étude préliminaire de 17ARN
darénavirus d*Afrique, apporte 1"¢lément génétique de 1la
différence; en effet les observationsinitiales, d’avant méme
l1"isolement du virus Mobala,nous avaient déja montré les prémices
de la diversité des arénavirus d'Afrique. Biles caractéres
originaux des differents types viraus qui se dessinent
intéressent aussi bien les sites antigénigues présents sw les
Protéines de structures que le comportement biologique, éela
semble bien s inscrire dans le géndme et &tre le produitAF’une
évolution 241 complexe. Dans 17avenir nous pensons comﬁléter ces
cartes par celles de souches provemant d'hotes et/on diorigines

géographiques différentes.Mais c’est surtout la séquence mEme des



génomes,incluant les
nous apporter diune
éventuelle filiation

synthése de protéines
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arénavirus d'Afrigue du  Sud qui  devaient

part les éléements de réponse sUr  une

entre ces virus et la possibilité de

candidates pour

la préparation d”un vaccin.
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TABLEAL 20: ANALYSE DES CARTES OLIGONUCLEOTIDIGQUES DES ARN
TOTAUX DE DIVERSES SOUCHES D ARENAVIRUS DE L"ANCIEN MONDE

T e T
A N I T I A I S S N R N R R N S N N NN REEEnm o EImmmEI s m s s

Souches Lassa "Josiah'" @ Souche humaine de Sierra Léone
Analysées Souche de référence
(L Oligonucl éotides Fourcentage Dligonucléotides

() d*homologie uniques (3)

LAS "g" &E/63 100 8]

LA GUI 18/ 63 74 ]

MOF Mp3 18763 76 B0

MOE All S5/63 87 15

MOR Z200 S52/67% a8z . 2o

LCMY "AY 21763 33 33

T e i o e e I T S DS T I s st s s e s s o fooey I g B (e e ew o o o S0 AT a Mew v mme s Somm taaer e mem e s Shmr M) S S e i e tem SN T et e i) N pem fnat T et Mo e e

(1) Vig & vis de la souche de référence Lassa "J"
(2) Nombre commun/nombre total analyseé
(X)) Non communs aver la souche de référence
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TARLEAL 21 FOURCENTAGE D"HOMOLOGIE DANS L*ANALYSE DES

OLIGONUCLEOTIDES DE DIGESTION DE L"ARN TOTAL DE SOUCHES DE VIRUS
LASSA OU DE VIRUS AFFARENTES DTUORIGINES GEOGRAFHIQUES DIVERSES EN
AFRIGUE

Souches Analysées rigine “ource ntage o Homologlc

Souches humaines

Lassa "Josiah" Sierra Leone 100
Lassa "Finnen” Nigeria 87
Lassa GUI Buinée 76

Lassa iuiu Sierra Leone ) 70
Mopeia Mp3 Mozambi que 76
Mobala All R.C.A. a8

Mobala 3JI200 RoCuAa 82
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TABLEAU 22— ANALYSE DU DEGRE D’HOMOLOGIE ENTRE DIVERS ARNS DE

SOUCHE D*ARENAVIRUS D’AFRIQUE

Souches (1) Oligonucléotides U0Oligonucléotides pourcentage
(2) uni ques d’homologie
LAS "Josiah"Lp3 54/54 18 (3) 100
LAS "Fofana" 37/54 29 69
MOP Mp3 34/54 21 63
MOB A1l 42/54 33 72
(1) ARNS de souches de virus clonés— Lassa "Josiah"

Lp3, souche humaine de Sierra Leone (LAS); Mopéia Mp3, souche de
rongeur du Mozambique (MOP); Mobala All, souche de rongeur de

R.C.A. (MOB).

~

(2) U0Oligonucléotides communs avag‘ ARNS de LAS/Nombre
d’oligonucl éotides considérés pour 1’analyse dans 1la carte du
sARN de LAS.

(3) Oligonucléotides uniques de la souche LAS vis & vis
des autres souches et de chacune des souches vis & vis de la

souche LAS.
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CARTES DES QLIGONUCLEOTIDES T1 DE L"ARN TOTAL
DES VIRUS LASSA ET APFARENTES

FIGURE 2

(2]

L*ARN aprés extraction au phénol a été digérée dans un
melange de Spl de ribonucléase T1 et margué & son extrémité 5°
par du phosphore radicactif par transfert d'un ion F%X; se
transfert s"est fait dans un mélange réactionnel de
ploynucléotide kynase et d*adénosine tri phopsphatéex. Les
poligonucl éoticdes marqués en 5" ont été isolés par électrophorése

en deux dimensions sur gel de polyacrylamide et révéleés par

autoradiographie. La premiére dimension sur les cartes s'est
faite de gauche & droite, et la seconde de bas en haut). Les
marqueurs colorés sont indiqués par un cercle plein. Un schéma

des bligonucléotides est présenté pour chaque autoradiographie.

Lassa "Josiah", souche humaine de Sierra Léone
Lassa "Guinde'", souche -humaine de guinée
Mopeia Mp3, souche de rongeur du Mozambigue
Mobala All, souche de rongeur de R.C.A.

Mobala 3200, souche de rongeur de R.C.A.

LCMV, souche "Armstrong”

lLassa "Finneo", souche humaine du Nigeria
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FIGURE 24: FOMCTION DE RELATION ENTRE LES
OLIGONUCLEDTIDES  COMMUNS A DEUX  ARN PROCHES ET LES VARIATIONS
DANS LEUR SEGUENCE

e traceé de la courbe a éteée qgénédré 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 gui auraient un  certain degré de parenté
(D" aprés Aaronson el coll.,1982).
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FIGURE 25 RESOLUTION DES SEGMENTS  DYARN  SUR -8,
Bt G RANLEMNT D& SY(ReSE

Le virus a été marqué a&a Jl'Uridine tritiéde et puritis

Sur gradient de Tartrate-glycercl et un second gradient de
sucrose 2QO%U-T0O7. LYARN a été extrait selon la technigue
habituelle (8DS a 1%, Frotéinase K,Fhénol et Chloroforme iso
amyligue). L"ARN resuspendu dans du tampon TNE (O,5% de 6DE) a
eté centrifugé dans L gradient de sucrose CLS7~50%,

poids/volume) a 23000 tpmin pendant 16 heuwres a 18°C dabsun rotor
BW1O. Les fractions ont été collectées et une partie aliquot
précipitée & 1 acide trichloracétigue. Ce précipité fixé swr un
filte de celliulose a été traité par coktail & scintillation avant
d’E&tre compté au complieur gamma.
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FIGURE 26 - RESOLUTION DES SEGMENTES DARN SUR GEL D*AGARASE

L*ARN non marqué a été extrait comme dans la méthode de
séparation sur gradient de sucrose (Fig.2%). L7électrophoreése a
été pratiguée sur un gel d'agarose (1,3%) & bas point de fusion (6
heuwres sous 100 volts). Les bandes de migration des ARN ont été
visualisées par coloration auw bromure d'éthyle et la lecture
faite en lumiére uwltra-violette.



g
2
o
-

18S

rRNA



| & &

FIGURE 27—~ CARTE DES OLIGONUCLEOTIDES DE DIGESTION DES sRNA DES
VIRUS LASSA, MOFEIA ET MOBALA FAR LA RIBONUCLEASE Ti

Les ARNS  ont été isolé et réextraits aprés résolution

sur gel dfagarose et excision des bandes de migration
correspondantes. Les ARN ont été ainsi réextrait de 1"agarose
aprés fusion de celui ci dans du tampon TNE par la méthode au
phénol -chloroforme-~alcool isocamylique. Les ARNS ainsi obtenus

ont été traités de fagon identigque aux ARN  totaux— Digestion par
la ribonuclésase T1i, marquage au phosphorex utilisant 17ATFX en
présence de polynucléotide kynase et électrophoreéese en deux
dimension de oligonucléotides marqués & leuwr extrémité 5°.Aprés
autoradiographie les cartes obtenues ont éteé directement
interprétées.

A = ARNS de 1la souche clonéde (Lp3) Lassa "Josiah
humaine de Sierra Léone
B = ARNS de 1la souche clonée (Mp3) Mopeia de rongeur

dit Mozambigue

C = ARNS de la souche clonée (All) Mobala de rongeur de
RCA

D = ARNS de la souche sauvage (Fofana) Lassa humaine de
Sierra Leone



LAS SRNA

Q@

2® < ¢ %

® © ®® ©

® @® ©
®

@ ®




LAS SRNA




MOP SRNA




MOP SRNA

.-0'

.
-----

o




MOB SRNA




147

CONCLUSIONS

De par leur morphologie, leur biolaogie et leurs
caracteres physico-chimiques, les virus de la Fievre de Lassa et
ceux qui lui sont apparentés se classent, nous l*avons wvu 4 dans
la famille des arénaviridés. 8Si nombre de caracteéres analysés
montrent les liens qui existent entre ces virus et les autres
espéeces 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.
Entin nous avons pu définir & l'intérieur de cet ensemble des
individualités constituées pér des isplats de méme origine.
Ainsi devons nous auwjourdhul considérer 17'existence sur le
continent africain dune variété notable d’'arénavirus possédant
des caractéres 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
"Le Complexe Lassa'.

On peut considérer que les viroses engendrées chex
1*Homme par les arénavirus font partie de 1°ensemble des
zoonoses [Mohanty et Dutta,19813;Acha et Szyfres, 19821]. Dans ce
groupe des maladies animales transmissibles a 1 Homme, une
question apparait immédiatement: pourquoi certains virus ou
parasites faisant +fi dune spécificité d"hste plus ou moins

ma#quée, deviennent ils pathogénes pour 1 Homme et quels sont les
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‘meecani gmes gul ont conduwit & cette isgsue? Ainsi avops nous tenté
pour les arénavirus, de retrouver le cheminement qui pourrait
xpliguer tout au moins en partie,leur situation actuel le.

lLes quelques lignes qui vont suivre ne représentent ni
une théprie, ni un modele, elles ne font que regrouper des
observations éparses et pourraient constituer une tentative dans
la recherche sur l7origine des Arénavirus. On peut penser aisément
que les arénavirus sont des virus de FRongeurs § plusieurs
observations peuvent E&tre retenues dans ce sens et peu &
l"encontre. En effet le virus Tacaribe est le seul de la famille A&
ne pas avoir été isolé de rongew mais de chauve-souris. Cette
différence mise & part, on a pu démontrer pour nombre de ces
virus le phénoméne d"infection chronique que ceux~ci sont
susceptibles de provoguer chez le rongeur 3 cela constitus une
étape vers une forme de ‘"parasitisme absolu”". On reconnait
aisédment 4 cet état parasitaire une valeur adaptative du germe par
opposition & un comportement lethal qu”il pourrait développer vis
& vis de 1"hséte. Enfin, auvcun vecteur arthropode n’a été mis en
évidence in natura cher ces rongeurs infectés par des
arénavirus, ce qui tend & montrer l7exclusivité d héte-réservoir
de ces micromamiféres . C'est ici qu'intervient la notion
indispensable & 1"'histoire et & 17évolution gqui est celle de
chronologie des événements.

Quand et comment les virus ont-ils évolué 7 Girard et
Hirth [19801, concluent ainsi un de leurs ouvrage:"...les virus
représentent uwun monde trés particulier, bien défini et trés

varié, dont 1%évolution s'est effectuée. et s’ effectue encore
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‘selon des reégles qui lui  sont propre, en paralléls avec
l"évolution des espéces gu'ils parasitent”. Nous retiendrons de
cette proposition la notion de pérennité de 17infectant et de
l"infecté, mais plus gu’une évolution paralélle qui est synonyme
de séparéde & 17'infini, nous pensons plus volontiers que les
arénavirus ont, guant & eux, coévolués; 1"hote et le parasite
influant tour & tour sur son partenaire. On  a pu démontrer que
des souches de souris de laboratoire pouvaient génétiguement
présenter un degré variable de sensibiliteé aux arénavirus allant
de 17état d'infection 1léthale & .celui d*infection chroniqgue
[Webb et coll.,1973;Webb et coll.,1975; Jarhling et FPeters "A
role of mouse genotype in outcome of Lassa virus infection,non
publiél; cest sans doute la un modéle artificiel d7évolution "en
raccourci’ mais gui pourrait exister en partie dans la nature ou
les régles, alors un peu changées donneraient plus volontiers une
évolution guantique vers certains des stades observés au
laboratoire. Nous retiendrons que le virus peut donc influencer
directement par sélection, l1"évolution de son hote. 8Si donc on
pose, sans pouvoir en administrer la preuve, 1 hypothése dune
coévolution des arénavirus il nous faut alors, ce qui pourait
paraittre plus aisé, retrouver au niveau planédtaire les mouvements
de populations de rongeurs qui ont pu amener une distribution
des arénavirus comme nous la connaissons audjourd®hui . Les
arénavirus , a 17esception du virus CML, occupent des =zones
gépgraphiques limitées et leur circulation parait se borner & un
écosystéme particulier propre & chagque type de virus, faisant

intervenir un héte-réservoir de spécificité plus ou moins étroite.



La famille de rongeurs la plus florissante en Afrique
est celle des Muridés., C'est la plus nombreuse en genres gt en
especes. Sur 0 genres de Rongeurs recensés en  Afrigue, 27 (soit
T7 L TUD appartiénnent & la famille des Murideés, avec 90 espéces, et
vralisemblablement la famille la plus nombreuse en individus
[Delany et Happold, 19791. ARinsi la plupart des enguetes
épidéminlogiques ont-elles porté sur les spécimens les plus
fréeqguemment rencontrés principalement dans 1 environnement de
1"Homme. Si 1°on se référe aux divers isolements d arénavirus et
& leuwr prévalence en anticorps che:z les rongeurs d Afrigue, on
constate gue seule la sous famille des Murinés est concernde.
Cette observation peut désigner ainsi wn groupe préférentiel
mais non vclusif comme réservoir de virus, ce que semblent &tre
les Murinés d " Afrique vis & vis des arénavirus.

En ce qui concerne le virus CML, il semble bien avoilr
trég tgt infesté le genre Mus musculus originaire du
Turkestan. Ce genre s’ est étendu peu & pew par le Nord en Euwrope
Occidentale pour y donner 1l espéce Mus mus musculus et par le
Sud, en Asie du Bud Ouest puis en Afrique et de retour en Europe

par la Féninsule ibérique avec 1l espéce Mus mus domesticus.

Aujourd huli ces deux espéces sont porteuses du virus CML et ne
croisent pas entre elles, ce qui laisse a penser que le virus
préexistait dans 1 espéce ancestrale avant sa double "migration" .
[F.Lehman Grube,In O0OMS,1973,p.6261. La "traversée" de 17 Afrigue
par la souris porteuse du virus CML ou plus vraisemblablement
d’un virus en voie de spéciation, se situerait au Fléistoceéene. A

cgtte époque le retrait vers 1°'0Ouest de la grande foré&t
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‘ombrophile qui barrait tout le continent dans sa partie
gquatoriale, aura favorisé le passage des verteébrés vers
1"Afrigque australe [Delany et Happold,127%1]. De plus au milieu
du Fléistocene, un climat favorable de type pal é¢artiqgue
[Maley, 19801 aura-t—~il favorisé un contact entre les différents

genres de rongeurs présents depuis le Fliocéne et par conséguent

wn éeventuel échange de virus . Au  Fléistocéne terminal
d*"importantes wvariations climatiques au niveau Africain et
1l évplution de la zone saharienne vers un climat de type
sahélien, sont autant de facteurs qui auront favorisé la

diversification des espéces de rongeurs pour une adaptation a un
biotope et leur ségrégation dans ces biotopes plus ou moins
étendus. Reste A& considérer le couple réservoir-virus, du point
de vue de 17évolution microscopigue . L"ARN évolue environ 10O Q00
fois plus vite gque 1°ADN si on considére le taux de mutations,
déletions et recombinaisons [Holland et coll.,19821. 0On peut
aisément imaginer que danms un premier temps un  arenavirus
ancestral se soit trouvé isolé dans une mEme espéce de rongeurs
lagquelle s’est trouvée elle-mEme isolée , pour des raisons
écoclimatigues , dans des écosystemes identiques mais
géographiguement distants. Les souches viralés de mEme origine ont
alors évolué et donné naissance & des souches antigéniguement
proches mais différentiables et bien adaptées dans tous les cas a
leur héte. 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 donmer & la microévolution un

quentiel de changement uniquement 1ié _au hasard et non aux



‘mutations favorables ouw non.

Four nous résumer, la souwis vectrice d'un arénavirus
primordial aurait donc essaimé sur le continent africain oa les
Muridés déja en place ont pu & lew tour recevoir ce virus et en
ségréger des souches en raison des isolements de biotopes dis aux
changements climatiques. Rappelons ici, que quelques rares

Mus leqoada sp. ont été  trouvés portewrs danticorps anti-

Lassa en zone d'endémie [McCormick et coll.,1980;6onzalez et
coll.,19801. Ainsi trouve-t-on aujourd’hui d'une part des
arénavirus africains possédant des ressemblances antigéniques

nettes avec le virus CML et dautre part ces mEmes virus avec des
caractéres antigénigues différents acqguis chez des hétes de mEme
espéce ou genre malis distants géographiguement. Enfin 11 est &
remarquer que la relative stabilité de la région paléartigque aura
favoriseé une bonne circul ation du genre Mus et une

"homogéndisation"”" des souches du virus CML en Europe. Chastel
[1976] a pu montrer des variations phénotypigues de différentes
souches du virus CML mais sans rapport avec 1 antigénicité qui
seraient donc liées & 1 ARNL. L’apparition du pouveoir pathogéne
pour 1"Homme de la& souche Lassa reste une énigme et démontre un
mangue de caracteére adaptatif chez ce virus témoin d une évolution
encore inachevée. L"absence du virus CML en Scandinavie pourrait

Etre liée a des conditions climatiques.

De 17autre coté de l1*Atlantique la situation est
guelque peu différente ; les arénavirus du Nouveau Monde

sehblent a 1l’exception du virus Tacaribe, accepter comme hétes



naturels les rongeurs de la sous famille des Hesperomyinéds
(famille des Cricétidés). Les (Cricétidés sont semble-t—il apparus
att  Flyocéne~Myocéne, en Amérique Latine venant d"Amérique du
Nord par 1%isthme de FanamalHerskhovitz, 19661. Ce sont de loin
la famille la plus riche en espéces et en iIndividus sur ce
continent. Les espeéces liées aux isolements d'arénavirus sont
taxonomiquement assez proches (Arata,l1973) et démontrent ainsi
une certainehomogénéité de ces virus dans le choix deleur hote.
Malgreé la connaissance virologique plus ancienne et plus compleéte
du complexe Tacaribe,la question de l'origine de ce groupe et de
Sa diversification demeure une énigme. Flusigurs éléments
pourraient servir dans une telle quéte. C'est d'abord le fait
qQue, Ccomme nous avons pu 1 observer en Afrique les arénavirus
semblent se limiter & une régioﬁ plus ou moins étendue.

Les ardénavirus, & 17exception du virus CML, occupent
donc des =sfones géographiques limitées et leuwr circulation parait
se borner A un écosystéme particulier propre & chaque type de

virus et faisant intervenir un héte~réservoir de spécificité plus

WEeLb el col,
ou moins étroite. Ainsi,Hﬁ#ht—ihﬂmwaeé Cin Lehmann~Grube 19731

oY=
miee-i 1S 1" accent sur la singuliére répartition des arénavirus

Machupo et Latino en Bolivie; en effet, chacun des wvirus semble

occuper une zone géographique particulieére sans interférer sur la

zone de l'autre. Ainsi la fievre hémorrhagique de Bolivie ne.
Ja province de €l Bend

s’ observe~t~elle que dans eetEE—ibidl-td—gn—b———=] =t & guelques

centaines de kilometres de la, elle est absente et remplacée dans

le mEme biotope et chezx le méme hote, Calomys par le virus

l.atino,non pathogéne pour 1"homme. Ne sompes~nous pas ici dans la



situation des virus Lassa et Mebala séparés par moins de 00 Em?
Malgré 1" apparente aberration du virus dans le choix de son
hete,nous pouvons l1a aussi  tirer quelgues enseignements; en effet
les cheiroptéres sont taxonomiquement éloignés des rongeurs et on
préfere lewr trouver un ancétre plus proche des insectivores ou
des primates. Si 17on admet un ancétre commun aux arénavirus du
Nouveau Monde, le virus Tacaribe s serait séparé treés
précocément de la souche ancestrale; la ségrégation créée par
une situation insulaire (Trinidad-Tobago) établie jusqu'a nos
jours,Vaurait "“force" au maintien chez un héte (peut-Btre a
1’origine accidentel) mais chalemeﬂnt trés représenté. Nous ne
malhevreos emend™ pPas

pouvons teobeleis aller plus loin pour le moment dans cette
recherche sur lorigine des arénavirus du Nouveau Monde. Avec
l"esquisse du complexxe Lassa , Il est certain que 1"étude
comparative des arénavirus de part et d autre de 17 atlantique ne
pourra qu’Btre riche en enseignemantchxns. ce sens.

PouﬁiLevenir aux areénavirus d Afrigue et étant donné le
nombre réduit d'enquites systématiques consacrées a leur
recherche sur le continent africain, 1l'extrfme variété des
biotopes rencontrés selon les latitudes et la guantité importante

&M—Wam
d'espéces de rongeurs présentes, penser que
nombre darénavirus restent aujourd’hui encore inconnus. 8Si dans
le futur des études se développaient dans ce sens, l7introduction .
de techniques nouvelles pour 17isolement faisant appel & des
systemes biologiques variés,a& type de cultures cellulaires ou

animaux de laboratoire, serait un facteur important dans la mise

en évidence d’éventuels arénavirus méconnuys. En effet ce réle du



systéme utilisé dans la réussite de 17 isolement avait déja eété
démontré powr les arénavirus du Nouveau Monde. l.a découverte du
virus Mebhdla semble bien lide A& l'utilisation des cultures
cellulaires alors que de vastes enquéltes faites pendant des
années pouwr les arbovirus ont mﬁzgéé inoculer(fffigliilliers de
\’_’______/,_/

prélevements faits su- des rongeurs %g__gggrlqggg_gggxggufpé1sans
Jamais donner lieu & l1"isolement d’un arénavirus. Johnson en
1975  [OM&, 1973, p. 6271 , fort des Xpeériences acquises aux
Amériques sur le groupe Tacaribe, faisait la réflexion suivante:
"In the case of arenavirus we now seem to have a situation in
wich viruses are in search of rodentsy I have a feeling that
there are in fact many arenaviruses that are yet undiscovered".

| Ceci n'est point une é%clusion mais bien un prologue &
l1*"introduction d*un nouveau paradigme sur l7évolution des virusj
les arénavirus si délicatement placés semble~t—-il dans leurs
biotopes de 1 'Ancien et du Nouveau Monde apparaissent comme un
matériel propice & une telle recherche. Comme les mamiféres dans
leurs errancesS avaient aidé Wegener a donner les fondements de ce
gui devait devenir la théorie de la technique des plaques, les

rongeurs  nous aideraient—-ils & comprendre 1°origine et la

diversification des arénavirus?




TABLEAU 18: ARENAVIRIDAE

Virus Héte naturel Distribution Auteurs
LCMV Mus musculus Améri ques, Amstrong
et Europe Lillie, 1934

LASSA Mastomys ssp. Nigeria Buckley

and Casals, 1970
MOPEIA Mastomys natalensis Mozambi que Wulff et

coll.,1977
MOPEIA "2Z" Mastomys natalensis Zimbabwe Johnson et

coll.,1981
MOBALA Praomys jacksoni R.C.A. Gonzalez et

coll., 1983
JUNIN Calomys musculinus Argentine Parodi et

coll., 1938
TACARIBE Aﬂﬁbeus jamaicensis trinitatis Trinidad Downs

Artibeus literatus palmarum coll., 1963
MACHUPO Calomys calosus Bolivie Johnson et
coll., 1965
AMAPARI Oryzomys gaeldi Brésil Pinheiro et
Neacomys guianae coll. 1966
PARANA Oryzomys buccinatus Paraquay Webb et
coll., 1970
TAMIAMI Sigmodon hispidus USA(Floride) Calisher et
coll., 1970
PICHINDE Dryzomys albigularis Colombie Trapido and
San Martin, 1971
LATINO Calomys calosus Bolivie Webb et
coll.,1973
FLEXAL Oryzomys sp. Brésil Pinheiro

et coll. 1977

= == ==== == = =
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FIGURE 28: REPARTITION DES ARENAVIRUS DANS LE MONDE

L égende:

1= Tacaribe
2= Machupo
3= Amapari
4= Parana

= Tamiami
= Pichinde
= Latino

= Flexal

= CML

10= Lassa
1i= Mopeia
12= Mobala

En grisé figure l’aire de répartition du virus de la
Chorio Méningite Lymphocytaire de la Souris dans les pays ou ce
virus a été recherché et mis en évidence :Allemagne, Angleterre,
Argentine, Autriche, Belgique, Brésil, Bulgarie, France, Hollande,
Hongrie, Portugal, Tchecoslovaquie, Roumanie, URS5,USA.

( Chastel et coll.,1970; Assad et coll., 1980).
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Figure 7: Paysages centrafricains od ont #té capturés les rongeurs porteurs d’un nouvel arénavirus en Afrigue.
Figure B: Carte de répartion des arénavirus isolés en Afrique et zones de prévalence en anticorps vis d vis du virus Lassa
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Figure 22: Finger Prints des ARN totaux
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Figure 24: Séparation des segmants d’ARN du virus Mobala en gradient de surrose
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Figure 27: Béographie des Arénavirus
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