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Avant-propos 
 

Cette thğse a ĠtĠ ƌĠalisĠe au seiŶ de l’ÉĐole DoĐtoƌale “ĐieŶĐes TeĐhŶologies “aŶtĠ de 
l’UŶiǀeƌsitĠ de la RĠuŶioŶ ;EDϱϰϮͿ et fiŶaŶĐĠe paƌ uŶe AlloĐation Régionale de Recherche de 
la Région Réunion. Les recherches ont été menées grâce au soutien financier de la Région 
RĠuŶioŶ et de l’UŶioŶ EuƌopĠeŶŶe.  
 
 Ces travaux de recherche ont été réalisés à partir de plantes, fraîchement récoltées, 
généreusement mises à disposition par la CAHEB (Coopérative Agricole des Huiles essentielles 
de Bourbon). Les extractions ont été réalisées en collaboration avec la start-up EDB (Extraits 
de Bourbon) au sein de leurs locaux.  
 

Ces tƌaǀauǆ de ƌeĐheƌĐhe oŶt dĠďutĠ eŶ dĠĐeŵďƌe ϮϬϭϱ au seiŶ de l’UMR PIMIT 
(Processus Infectieux en Milieu Insulaire Tropical, Université de la Réunion, INSERM U1187, 
CNRS 9192, IRD 249) dirigée par le Dr Patrick MAVINGUI. Ces travaux ont été menés en 
collaboration avec différents partenaires :  

• Institut Pasteur, Paris, France ; 

• Instituto Carlos Chagas, Fiocruz, Curitia, Brésil ; 

• Laboratoire Chiŵie IŶteƌfaĐe Biologie pouƌ l’EŶǀiƌoŶŶeŵeŶt, la “aŶtĠ et la ToǆiĐologie 
(CIBEST), CEA Grenoble, Grenoble, France ; 

• Département de Pharmacochimie Moléculaire, UMR CNRS 5063, Grenoble, France. 
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Abréviations 
 
A549  Cellule épithéliales pulmonaire humaine 
ADN   Acide DésoxyriboNucléique 
ANSM  Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé 
ARN  Acide RiboNucléique 
ARNsb  Acide RiboNucléique simple brin 
ATCC  American Type Culture Collection 
BCIP  5- bromo-4-chloro-39-indolyphosphate p-toluidine salt 
BGE  Bovin pituitary extract 
BHK  Cellules de reins de hamster doré 
BSA  Bovin serum albumine 
C  Protéine de Capside 
CC50  Concentration Cytotoxique à 50% 
IC50  Concentration Inhibitrice à 50% 
CH2Cl2  Dichlorométhane 
CHIKV  Virus Chikungunya 
CMC  Carboxyméthylcellulose 
CO2  Dioxyde de carbone 
CONV  Composés Organiques Non Volatiles 
COV  Composés Organiques Volatiles 
CVB3  Coxackievirus B3 
DAPI   4',6-diamidino-2-phénylindole 
DC-SIGN Dendritic Cell-Specific Intercellular Adhesion Molecule-3-Grabbing Non-

Integrin 
DEET N-N-diéthyl-m-toluamide 
DENV  Virus de la Dengue 
DENSpm Diéthylnorspermine 
DH  Dengue Hémorragique 
DMEM  DulďeĐĐo’s modified eagle’s medium 
DMNC  Dose maximale non cytotoxique 
DMSO  Diméthylsulfoxide 
DSC  Dengue avec syndrome de choc 
E  PƌotĠiŶe d’Enveloppe E 
EDTA  Acide éthylène diamine tétraacétique 
EGCG  Epigallocatéchine gallate 
EGF  Epidermal Growth Factor 
eIF4A  Eukaryotic initiation factor 4A 
ESSAM  Extraction Sans Solvant Assistée par Micro-ondes 
EtOAc  AĐĠtate d’ĠthǇle 
FDA  Food and Drug Administration 
FFU  Foci forming unit 
FISH  Fluorescence In Situ Hybridization 
FMa  Fibroblast mamary cell 
GAG  Glycoaminoglycane 
Gas-6  Growth-arrest-specific 6 
HBV  Virus de l’Hépatite B 
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HCV  Virus de l’Hépatite C 
HEK  Human embryonic kidney cells 
HGV  Virus de l’Hépatite G 
HKPM  Human keratinocytes plasty mammary 
H2O  Eau 
H2O2  PeƌoǆǇde d’HǇdƌogğŶe 
Hsp  Heat shock protein 
HSV-1  Herpès simplex virus type 1 
Huh7  Cellule hépatique humaine 
IFN  Interféron 
IL-6  Interleukine 6 
IMPDH  Inosine monophosphate déshydrogénase 
ISG  Interferon stimulated-genes 
JE-MB  Japanese Encephalitis-Mousse brain 
JE-VC  Japanese Encephalitis-Vero cells 
JEV  Virus de l’Encéphalite Japonaise 
M  Protéine de membrane M 
M4N  Acide tétra-O-méthyl nordiahydroguaiarétique 
MCDK  Madin-Darby Canine Kidney cells  
MDA5  Melanoma Differentiation Associated protein 5 
MEM  Modified Eagle’s medium 
MeOH  Méthanol 
MF  Matière fraiche 
MMPD  Mérimépodibe 
MOI  Multiplicity of infection 
MPA  Acide mycophénolique (mycophenolic acid) 
MR766  Macaque Rhesus 766 
MTase  Domaine méthytranférase N-terminal 
MTT  Bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 
NaCl  Chlorure de sodium 
NaOH  Hydroxyde de sodium 
NBT  Nitroblue tetrazolium chloride 
NDGA  Acide nordihydroguaiarétique 
NEAA  Non essential amino acid 
NH4Cl  Chloƌuƌe d’aŵoŶiuŵ 
NS  Protéine Non structurales 
ns  Non significatif 
NTPase Nucleoside-triphosphatase 
OIE  Organisation mondiale de la santé animale 
OMS  Organisation Mondiale de la Santé 
ORF  Open Reading Frame (cadre de lecture ouvert) 
PAHO  Pan American Health Organization 
PBS  Phosphate buffer salin 
PFA  Paraformaldéhyde 
PF13  Polynésie Française 2013 
PFU  Plaque Forming Unit 
PKI  Inhibiteur de la protéine kinase A 
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PrM  Précurseur de la protéine M 
RT-qPCR Reverse Transcription-quantitative Polymerase Chain Reaction 
RE  Residual extract 
RE  Réticulum Endoplasmique 
RdRp  Domaine ARN polymérase ARN dépendant C-terminal 
RIG-1  Retinoic acid Inductible Gene 1 
RSA  Relation Structure Activité 
RV  Rotavirus 
SDS   Sodium dodécyle sulfate 
sfRNA  ARN subgénomique 
SI  Index de sélectivité 
SOD  Superoxyde dismutase 
SREBP  Sterol regulatory element binding protein 
SREV  Virus du récif de Saumarez 
STAT2  Signal transducer and activator of transcription 2 
SVF  Sérum de veau foetal 
TAM  Récepteur tyrosine kinase 
TBEV  Viƌus de l’eŶĐĠphalite à tiƋues 
TGN  Trans-Golgi Network 
TIM  T-cell immunoglobulin and mucin domain 
TLR3  Toll-like receptor 3 
VACV  Virus vaccinia 
VIH  Viƌus de l’immunodéficience humaine 
WHO  World Health Organisation 
WI-38  Fibroblastes pulmonaires humains 
WNV  Virus du Nil Occidental 
WRAIR  Walter Reed Army Institut of Research 
YFV  Virus de la Fièvre jaune 
ZIKV  Virus Zika 
ZIKV-GFP Zika Virus-Green Fluorescent Protein 
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Résumé 
 

Les maladies virales à transmission vectorielle émergentes et ré-émergentes comme 

la dengue, le chikungunya ou le zika sont responsables de nombreuses épidémies sévères à 

travers le monde. Récemment, la propagation rapide et très étendue du virus zika (ZIKV) ainsi 

Ƌue les ĐoŵpliĐatioŶs ŶeuƌologiƋues gƌaǀes liĠes à l’iŶfeĐtioŶ paƌ )IKV oŶt iŶĐitĠ l’OƌgaŶisatioŶ 
Mondiale de la Santé (OMS) à déclarer le ZIKV comme une urgence de santé publique 

ŵoŶdiale. Aujouƌd’hui, les ŵesuƌes pƌĠǀeŶtiǀes ou Đuƌatiǀes de l’iŶfection par ZIKV sont 

quasiment inexistantes. D’autƌe paƌt, la floƌe eŶdĠŵiƋue de La RĠuŶioŶ est ĐoŶŶue Đoŵŵe 
une source riche, renouvelable et prometteuse en produits naturels anti-infectieux. 

L’iŶsĐƌiptioŶ à la phaƌŵaĐopĠe fƌaŶçaise de ϭϵ plaŶtes ŵĠdiĐiŶales réunionnaises souligne le 

potentiel thérapeutique des substances naturelles issues de la biodiversité locale. 

Les travaux ont été ĐoŶsaĐƌĠs à l’ideŶtifiĐatioŶ de substances naturelles anti-ZIKV 

issues d’uŶe sĠleĐtioŶ de sept plaŶtes ŵĠdiĐiŶales ƌĠuŶionnaises inscrites à la pharmacopée 

française. Dans une première étape, une extraction sans solvant assistée par micro-ondes a 

ĠtĠ appliƋuĠe suƌ les sept plaŶtes ŵĠdiĐiŶales sĠleĐtioŶŶĠes afiŶ d’oďteŶiƌ des ĠĐo-extraits. 

Dans une deuxième étape, le criblage de l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale, eŶ utilisaŶt uŶ ĐloŶe ŵolĠĐulaiƌe 
du )IKV aǀeĐ uŶ gğŶe ƌappoƌteuƌ, a peƌŵis d’ideŶtifieƌ deuǆ ĠĐo-extraits actifs provenant de 

Aphloia theiformis et de Psiloxylon mauritianum. Apƌğs aǀoiƌ ǀĠƌifiĠ l’aďseŶĐe de ĐǇtotoǆiĐitĠ 
et de gĠŶotoǆiĐitĠ des eǆtƌaits aĐtifs, l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale a ĠtĠ aussi dĠŵoŶtƌĠe suƌ d’autƌes 
tǇpes d’eǆtƌaits ƌĠalisĠs via des ŵĠthodes d’eǆtƌaĐtioŶs tƌaditioŶŶelles ;iŶfusioŶ, dĠĐoĐtioŶ et 
macération). L’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale a ĠtĠ ǀalidĠe suƌ diffĠƌeŶtes souĐhes de )IKV ;histoƌiƋue et 
ĠpidĠŵiƋueͿ aiŶsi Ƌue suƌ les ϰ sĠƌotǇpes du ǀiƌus de la deŶgue. EŶfiŶ, le ŵode d’aĐtioŶ des 
deux extraits actifs a été étudié. Il a été montré que les éco-eǆtƌaits d’A. theiformis et de P. 

mauritianum ciblent les phases précoces du cycle viral eŶ iŶhiďaŶt l’attaĐheŵeŶt du ǀiƌus à la 
Đellule hôte. A l’aide de la ŵiĐƌosĐopie ĠleĐtƌoŶiƋue, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l’ĠĐo-eǆtƌait d’A. 

theiformis déforme la particule virale empêchant cette deƌŶiğƌe de s’attaĐheƌ à la ŵeŵďƌaŶe 
de la cellule hôte. 

Ces ƌĠsultats dĠŵoŶtƌeŶt l’iŵpoƌtaŶĐe des plaŶtes ŵĠdiĐiŶales ƌĠuŶioŶŶaises comme 

source de substances naturelles anti-infectieuses. 

 

Mots clés : Flavivirus, virus Zika, virus de la dengue, plantes médicinales, Aphloia theiformis, 

Psiloxylon mauritianum, activité antivirale, attachement, entrée virale. 
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Abstract 
 

Emerging and re-emerging vector-borne viral diseases such as dengue, chikungunya or 

zika are responsible for many severe epidemics worldwide. Recently, the rapid spread of zika 

virus (ZIKV) worldwide and the serious neurological complications associated with ZIKV 

infection have prompted the World Health Organization (WHO) to declare ZIKV a public health 

emergency. Today, preventive or curative measures against ZIKV infection are almost non-

existing. On the other hand, the endemic flora of Reunion Island is known as a rich, renewable 

and promising source of natural anti-infective products. The registration of 19 medicinal 

plants from Reunion Island in the French pharmacopoeia highlights the therapeutic potential 

of natural substances derived from local biodiversity. 

The work was dedicated to the identification of natural anti-ZIKV substances from a 

selection of seven medicinal plants from La Reunion registered in the French pharmacopoeia. 

In a first step, in collaboration with a local start-up (Bourbon Extracts), a solvent-free 

microwave-assisted extraction was applied to the seven selected plants in order to obtain eco-

extracts. In a second step, the screening for antiviral activity, using a ZIKV molecular clone with 

a reporter gene, allowed the identification of two candidate plants: Aphloia theiformis and 

Psiloxylon mauritianum. After verifying the absence of cytotoxicity and genotoxicity of the 

active extracts, the antiviral activity was also demonstrated on other types of extracts using 

traditional extraction methods (infusion, decoction and maceration). The antiviral activity has 

been validated on different strains of ZIKV (historical and epidemic) as well as on the four 

serotypes of the dengue virus. Finally, the mode of action of the two active extracts has been 

studied. It has been shown that the eco-extracts from A. theiformis and P. mauritianum target 

the early steps of the viral cycle by inhibiting the attachment of the virus to the host cell. Using 

electron microscopy, it has been shown that the eco-extract of A. theiformis deforms the viral 

particle preventing its attachment to the membrane of the host cell. 

These results demonstrate the importance of medicinal plants from Reunion Island as 

a source of natural anti-infectious substances. 

 

Key words: Flavivirus, Zika virus, dengue virus, medicinal plants, Aphloia theiformis, Psiloxylon mauritianum, 

antiviral activity, attachment, viral entry. 
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« Contre chaque maladie il y a une plante qui pousse » 
 

Abbé Kneipp 
 
  



 22 

 



 23 

Introduction générale 
 

L’île de La Réunion, située au Đœuƌ de l’OĐĠaŶ IŶdieŶ, daŶs uŶe zoŶe tƌopiĐale est un 

lieu de prédisposition à de nombreuses maladies infectieuses. Ces dernières peuvent être 

causées par des microorganismes pathogènes : bactéries, champignons ou virus. On retrouve 

parmi elles les arboviroses Ƌui soŶt tƌaŶsŵises à l’Homme par la piqûƌe d’uŶ arthropode 

hématophage, comme le moustique, lors de son repas de sang. On recense notamment la 

présence de moustiques du genre Aedes suƌ l’île ; Aedes albopictus et Aedes aegypti en 

particulier. Les moustiques du genre Aedes font partie des plus grands vecteurs de nombreux 

arboviƌus d’iŶtĠƌġt ŵĠdiĐal ŵajeuƌ, tels Ƌue les ǀiƌus de la deŶgue, du ĐhikuŶguŶǇa, de la 
fièvre jaune, et de zika pouvant causer des épidémies sévères. Nous pouǀoŶs Điteƌ l’eǆeŵple 
du chikungunya qui a touché plus d’uŶ tieƌs de la populatioŶ ƌéunionnaise lors de l’ĠpidĠŵie 
de 2005-2006. Plus réceŵŵeŶt, l’ĠpidĠŵie de deŶgue sévit depuis le dĠďut de l’aŶŶĠe ϮϬϭϴ 
suƌ l’île, avec plus de 6595 cas autochtones recensés au mois de septembre. 

Le virus zika découvert pour la première fois en Ouganda en 1947, a ré-émergé dans le 

Pacifique en 2007 avec sa première épidémie en Micronésie, puis en Polynésie Française en 

2013 et a causé eŶ ϮϬϭϱ au BƌĠsil des ŵillioŶs d’iŶfeĐtioŶs. Ces ĠpidĠŵies s’aĐĐoŵpagŶeŶt de 
désordres neurologiques comme le syndrome de Guillain Barré, ou de malformations 

ĐoŶgĠŶitales Đhez le fœtus, telles que les microcéphalies. Du fait de la propagation du virus 

également en Afrique (Cap-ǀeƌt, Côte d’IǀoiƌeͿ et daŶs d’autƌes paǇs de la zoŶe OĐĠaŶ IŶdieŶ 
comme l’IŶde et les Maldiǀes, l’île de La Réunion fait partie des pays à fort risque d’ĠŵeƌgeŶĐe 
pour le virus zika. De plus, cette propagation peut être facilitée par la présence d’uŶ de ses 
potentiels vecteurs Aedes albopictus suƌ l’île. 

Outre la lutte anti-vectorielle qui vise à cibler directement les vecteurs responsables 

de la propagation du virus, la vaccination et les antiviraux sont les principaux moyens de lutte 

spĠĐifiƋueŵeŶt diƌigĠs ĐoŶtƌe les ǀiƌus. Les ǀaĐĐiŶs ǀoŶt peƌŵettƌe d’aĐtiǀeƌ uŶe ƌĠaĐtioŶ 
immunitaire chez un individu par introduction du virus « non pathogène » ou de certains 

antigènes viraux. AiŶsi loƌs d’uŶe iŶfeĐtioŶ paƌ l’ageŶt pathogğŶe, l’iŵŵuŶitĠ aĐƋuise ǀa 
peƌŵettƌe uŶe ƌĠaĐtioŶ ƌapide du sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe Đapaďle de pƌotĠgeƌ l’iŶdiǀidu. Les 

antiviraux sont principalement issus de deux origines, les antiviraux synthétiques et les 

antiviraux naturels. De façon générale ces antiviraux, quelle que soit leur nature, vont pouvoir 

intervenir à différents niveaux, soit au niveau du cycle viral en ciblant différentes enzymes 

virales, soit directement sur la particule virale. Les antiviraux naturels peuvent être issus de 

plantes médicinales connues ou non pour une utilisation traditionnelle antivirale. 

De par la positioŶ gĠogƌaphiƋue de l’île de La Réunion, son climat est adapté à une grande 

diǀeƌsitĠ d’espèces végétales. En effet, l’île est connue pour être un hot spot de biodiversité, 

avec une faune et une flore riches en espèces endémiques et indigènes. En 2015, 19 plantes 

médicinales réunionnaises ont été inscrites à la Pharmacopée Française montrant ainsi, le 

potentiel de la flore locale dans le traitement et la pƌĠǀeŶtioŶ de ŵaladies. L’utilisatioŶ de 
plantes médicinales locales est encore ancrée dans la culture réunionnaise. Ces plantes sont 

généralement utilisées pour les petits maux du quotidien : problèmes de digestion, plaies, 
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douleurs, inflammation ; mais elles peuvent aussi être utilisées dans le cas de maladies plus 

graves, comme le diabète, ou encore les maladies infectieuses. L’utilisatioŶ de ĐeƌtaiŶes 

plantes loƌs de l’ĠpidĠŵie de Đhikungunya a été décrite. CeƌtaiŶes d’eŶtƌe elles, communes 

de la zone Océan Indien, font partie de formulation de « tisanes » contre le paludisme (ou 

malaria) par exemple. 

L’oďjeĐtif de Đette Ġtude est de ǀaloƌiseƌ les plantes médicinales réunionnaises dans 

un contexte infectieux en tant que substances naturelles antivirales. Mon sujet de thèse vise 

à évaluer le potentiel antiviral des plantes médicinales réunionnaises inscrites en 2015 à la 

Pharmacopée Française contre le virus zika.  

Différents critères de sélections, détaillés plus tard dans le manuscrit, ont permis 

d’Ġtaďliƌ uŶe liste de sept plantes candidates : Antirhea borbonica, Aphloia theiformis, 

Ayapana triplinervis, Dodonaea viscosa, Hubertia ambavilla, Mussaenda arcuata et Psiloxylon 

mauritianum. Une extraction sans solvant assistée par micro-ondes, respectant les aspects 

écologiques et économiques de la chimie verte, a été appliquée afiŶ d’oďteŶiƌ des ĠĐo-

extraits. 

Un clone moléculaire du virus zika avec le gène rapporteur GFP (ZIKV-GFP) a été utilisé afin de 

Đƌiďleƌ l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale des sept ĠĐo-extraits. Les plaŶtes ƌeteŶues à l’issue de Đes tests oŶt 
fait l’oďjet d’Ġtudes plus poussĠes suƌ leur cytotoxicité et génotoxicité sur des cellules 

primaires et des lignées cellulaires humaines. L’aĐtiǀité antivirale a été aussi évaluée sur 

d’autƌes tǇpes d’eǆtƌaits oďteŶus ǀia des ŵĠthodes d’eǆtƌaĐtioŶ tƌaditioŶŶelles ;iŶfusioŶ, 
dĠĐoĐtioŶ et ŵaĐĠƌatioŶͿ. EŶfiŶ, le ŵode d’aĐtioŶ aŶtiǀiƌale des ĠĐo-extraits actifs a été illustré 

par diverses techniques immuno-virologiques et microscopiques. Ainsi, ces travaux de thèse 

se divisent en trois grandes parties : 

- La première partie qui est ĐoŵposĠe d’un état des lieux concernant les Flavivirus 

et plus particulièrement le virus zika ainsi que les moyens de lutte antivirale ; une 

synthèse sous forme de monographies concernant les connaissances sur chacune 

des plantes sélectionnées a été établie ; 

- La deuxième partie qui reprend les résultats et discussion de la partie 

expérimentale, aǀeĐ l’ĠluĐidatioŶ du ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ des éco-extraits ; 

- La troisième partie qui correspond une discussion générale et des perspectives 

dégagées par nos travaux.
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I. Les maladies virales 
 

Les maladies virales ou viroses sont des maladies causées par un virus. Selon le virus, la 

transmission de ces maladies virales peut se faire par différents modes : par la salive, loƌs d’uŶ 
rapport sexuel, via certains aliments ou encore par certains vecteurs. Elles peuvent être plus 

ou moins graves aǀeĐ uŶe pĠƌiode d’iŶĐuďatioŶ de ƋuelƋues heuƌes à plusieuƌs ŵois. Le virus 

ǀa eŶsuite se pƌopageƌ à l’oƌgaŶisŵe eŶ attaƋuaŶt uŶ ou plusieuƌs oƌgaŶes. Parmi les maladies 

ǀiƌales, oŶ ƌetƌouǀe la gƌippe, l’aŶgiŶe, la ƌougeole, la varicelle, les hépatites, la dengue, la 

fiğǀƌe jauŶe, l’eŶĐĠphalite japoŶaise ou encore le zika. 

Certaines de ces maladies sont des maladies virales dites émergentes ou ré-émergentes. 

Selon le Code sanitaire pour les animaux terrestre de l’OƌgaŶisatioŶ ŵoŶdiale de la saŶtĠ 
animale (OIE), une maladie émergente désigne « une nouvelle apparition, chez un animal, 

d’uŶe ŵaladie, d’uŶe iŶfeĐtioŶ, ou d’uŶe iŶfestatioŶ aǇaŶt des ƌĠpeƌĐussioŶs sigŶificatives sur 

la santé animale ou humaine et résultant : aͿ de la ŵodifiĐatioŶ d’uŶ ageŶt pathogğŶe ĐoŶŶu 
ou de sa pƌopagatioŶ à uŶe Ŷouǀelle aiƌe gĠogƌaphiƋue ou à uŶe Ŷouǀelle espğĐe ou ďͿ d’uŶ 
agent pathogène non identifié antérieurement ou d’uŶe ŵaladie diagnostiquée pour la 

première fois ».  

Cette dĠfiŶitioŶ peut ĠgaleŵeŶt s’appliƋueƌ à l’Homme et à de nombreuses maladies 

loƌsƋu’il Ǉ a ĐhaŶgeŵeŶt d’hôte, de ǀeĐteuƌ, de pathogĠŶiĐitĠ ou de souĐhe entraînant 

généralement une augmentation de leur incidence par rapport à leur situation 

épidémiologique habituelle. Ainsi, une maladie ré-émergente peut se définir comme une 

maladie qui a déjà été émergente et qui le devient à nouveau. 

Parmi ces maladies virales émergentes et/ou ré-émergentes on retrouve notamment les 

arboviroses. 

 

I.1 Les arboviroses et arbovirus 
 

I.1.1 Définition et Classification 
 

Les arboviroses sont des maladies virales transmises par morsures ou piqûres 

d’arthropodes hématophages tels que les tiques, les moustiques, phlébotomes ou culicoïdes 

qui constituent ainsi les vecteurs (Iranpour et al., 2016). Ces derniers transmettent donc des 

arthropod-borne virus plus couramment appelés arbovirus. Les arboviroses sont des 

zooŶoses, Đ’est à diƌe des ŵaladies tƌaŶsŵissiďles Ŷatuƌellement des animaux vertébrés à 

l’Homme ou inversement. 

 

Les arbovirus peuvent être classés en trois grands groupes selon la nature de leur génome, les 

virus à ARN simple brin positif, les virus à ARN simple brin négatif et les virus à ARN double 

brin (figure 1). 

Parmi ces trois groupes, on distingue cinq grandes familles d’aƌďoǀiƌus (Iranpour et al., 2016): 

- Togaviridae avec le genre Alphavirus auquel appartient le virus du chikungunya ; 
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- Flaviviridae, tels que les virus de la fièvre jaune ou de la dengue appartenant au genre 

Flavivirus ; 

- Bunyaviridae parmi lesquels on retrouve le virus de la fièvre de la vallée du Rift ; 

- Reoviridae, comme les Rotavirus responsables des gastro-entérites ; 

- Rhabdoviridae auquel appartient le genre Lyssavirus comme le virus de la rage ; 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figure 1 : Schéma de classification des arbovirus (adapté de (Go et al., 2014) 

 

Les virus sont maintenus dans un cycle de transmission faisant intervenir trois acteurs : 

le virus, le vecteuƌ, et l’hôte ǀeƌtĠďƌĠ. On peut distinguer plusieurs niveaux dans le cycle de 

transmission des arbovirus. 

Un cycle sylvatique où l’iŶfeĐtioŶ est ŵaiŶteŶue eŶtƌe le ǀeĐteuƌ et l’hôte ǀeƌtĠďƌĠ 
sauvage naturel (généralement des oiseaux, des rongeurs ou des primates). Dans ce cas, 

l’iŶfeĐtioŶ peut ġtƌe « terminale » loƌsƋue le ǀeƌtĠďƌĠ Ŷe peut tƌaŶsŵettƌe le ǀiƌus, Ƌu’il ait 
développé ou non la maladie.  

UŶ ĐǇĐle d’aŵplifiĐatioŶ daŶs leƋuel certains arbovirus importants en termes de santé 

publique sont impliqués. Ce dernier va modifier le cycle classique de transmission des 

arbovirus (figure 2Ϳ. EŶ effet, l’hôte ǀeƌtĠďƌĠ ǀa seƌǀiƌ de ƌĠseƌǀoiƌ au ǀiƌus, s’il dĠǀeloppe uŶe 
virémie importante. Cela signifie Ƌue le ǀeƌtĠďƌĠ iŶfeĐtĠ ǀa ġtƌe la souƌĐe d’iŶfeĐtioŶ de 
vecteurs sains Ƌui ǀoŶt à leuƌ touƌ ƌĠpliƋueƌ le ǀiƌus et pƌopageƌ l’iŶfeĐtioŶ à uŶ autƌe ǀeƌtébré 

sain loƌs d’uŶ ƌepas de saŶg. A partir de ce scénario, il émerge deux nouveaux cycles : 
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Un cycle rural, où le vecteur va transmettre le virus à des animaux domestiques ou le 

ďĠtail, peƌŵettaŶt uŶe Ŷouǀelle aŵplifiĐatioŶ de l’iŶfeĐtioŶ.   
Un cycle épidémique se met en place directement par la piqûre ou morsure du vecteur 

iŶfeĐtĠ à l’Homme, qui est un hôte accidentel. LoƌsƋue l’iŶdiǀidu iŶfeĐtĠ se fait piƋueƌ paƌ de 
nouveaux vecteurs sains, le virus sera alors transmis à ces derniers, qui vont eux-mêmes 

tƌaŶsŵettƌe à Ŷouǀeau le ǀiƌus à d’autƌes iŶdiǀidus saiŶs et aiŶsi ĐƌĠer une épidémie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Modes de transmission des arbovirus (Iranpour et al., 2016) 

 
I.1.2 Physiopathologie des arbovirus 

 
L’iŶfeĐtioŶ aƌďoǀiƌale se développe chez un vertébré sain suite à l’iŶjeĐtioŶ de saliǀe 

lors de la piqûre d’un arthropode infestant. Le virus se retrouve ainsi dans la circulation 

sanguine. Il va se répliquer à proximité du point d’inoculation, puis dans les ganglions 

lǇŵphatiƋues et pouǀoiƌ se dissĠŵiŶeƌ daŶs l’oƌgaŶisŵe jusƋu’auǆ oƌgaŶes Điďles. L’iŶfeĐtioŶ 
entraîne ainsi une réponse immunitaire (Petersen et al., 2013). 

La majorité des infections par les arbovirus sont soit asymptomatiques, soit bégnines. 

Néanmoins, il est possible de regrouper les arbovirus selon le type de manifestations cliniques 

principales Ƌu’ils pƌoǀoƋueŶt : 
- Les polyalgies fébriles (ou syndrome dengue-like) ; 

- Les fièvres hémorragiques ; 

- Les méningo-encéphalites. 

 
Différents arbovirus peuvent être responsables de l’appaƌitioŶ de sǇŵptôŵes ideŶtiƋues. 

Les virus de la dengue et de la fièvre jaune provoquent des fièvres sévères. A l’iŶǀeƌse, un 

même virus peut provoquer, plusieurs types de symptômes, comme dans le cas du virus de la 

Cycle enzootique 

Virus 

Virus 

Cycle épidémique urbain 

Cycle épizootique rural 

Hôtes terminaux 
et accidentels 

Débordement 

du virus 



 30 

dengue. En effet, ce virus peut être responsable de nombreux symptômes de type grippal ou 

encore de fièvres hémorragiques. 

OŶ ƌĠpeƌtoƌie aujouƌd’hui plus de ϭϯϬ aƌďoǀiƌus pathogğŶes pouƌ l’Homme. Parmi ces 

derniers, on retrouve les Alphavirus et les Flavivirus. Je détaillerai par la suite uniquement les 

Flavivirus. 

 

I.2 Flavivirus 
 

I.2.1 Classification 
 

Les Flavivirus appartiennent à la famille des Flaviviridae. Cette famille de virus tient 

son nom du virus de la fièvre jaune qui tient son origine du mot latin flavus signifiant jaune, 

car il cause la jaunisse chez les patients infectés. 

La famille des Flaviviridae Đoŵpte plus d’uŶe ĐeŶtaiŶe d’espğĐes aĐtuelleŵeŶt. Elle est divisée 

en 4 grands genres (Simmonds et al., 2017) : 

- Hepacivirus, tel Ƌue l’hĠpatite C ; 

- Pestivirus qui comprend le virus de la diarrhée virale bovine ;  

- Pegivirus iŶĐluaŶt le ǀiƌus de l’hĠpatite G ;HGVͿ ; 
- Flavivirus comme le virus de la dengue et le virus zika. 

 

Selon la classification de Baltimore, les Flavivirus appartiennent aux virus du groupe V, 

possédant un ARN simple brin positif et sont actuellement le genre le plus représenté de la 

famille des Flaviviridae. Le genre Flavivirus contient plus de 70 espèces, dont les principales 

sont les virus de la fièvre jauŶe ;YFVͿ, de la deŶgue ;DENVͿ, de l’eŶĐĠphalite japoŶaise ;JEVͿ, 
du Nil occidental (WNV) ou encore zika (ZIKV). 

Des études phylogénétiques ont permis de diviser les Flavivirus en deux grands groupes. Ceux 

dont le vecteur est inconnu et ceux dont le vecteur est connu. Parmi les virus dont le vecteur 

est connu, on distingue ceux transmis par les tiques et ceux transmis par les moustiques 

(Billoir et al., 2000; Kuno et al., 1998)(figure 3). 

Au sein des virus transmis par les moustiques, on distingue à nouveau deux groupes (figure 

3): 

• les virus neurotropes, causaŶt des eŶĐĠphalites Đhez l’Homme et le bétail ; 

• les virus non neurotropes, assoĐiĠs à des hĠŵoƌƌagies Đhez l’Homme, (Gaunt et al., 

2001). 
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Figure 3 : Classification de quelques Flavivirus selon leurs vecteurs 

 

I.2.2 Biologie des Flavivirus 
 

a) Structure du virion 

 
Les virions des Flavivirus possèdent une forme sphérique avec un diamètre de 40 à 60 

Ŷŵ. Ils soŶt ĐoŶstituĠs d’uŶ siŵple ďƌiŶ d’ARN à polaƌité positive, protégé par une capside et 

d’uŶe ďiĐouĐhe lipidiƋue daŶs laƋuelle deuǆ pƌotĠiŶes d’eŶǀeloppe soŶt iŶĐluses (figure 4) 

(Simmonds et al., 2017) 
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Figure 4 : Structuƌe d’uŶe paƌtiĐule viƌale de Flavivirus (Heinz and Stiasny, 2012) 
prM : précurseur de la protéine de membrane ; E pƌotĠiŶe d’eŶǀeloppe ; M : protéine de membrane ; C : 
capside. 

 

La Đapside est ĐoŵposĠe de ϭϮϬ aĐides aŵiŶĠs, elle est iŵpliƋuĠe daŶs l’empaquetage 

du génome viral et la formation du noyau nucléocapsidique (Mukhopadhyay et al., 2005). 

Les pƌotĠiŶes d’eŶǀeloppe pƌM et E soŶt des glǇĐopƌotĠiŶes possĠdaŶt deux hélices 

transmembranaires. Les protéines prM sont présentes sur les virions immatures, et 

interviennent comme chaperonnes daŶs le ƌeplieŵeŶt et l’asseŵďlage des pƌotĠiŶes E (Lorenz 

et al., 2002). Elles sont ensuite clivées pendant la maturation afin de donner des virions 

matures constitués des protéines M et E.  

Les dimères de protéines E possèdent un (des) site(s) de liaison au récepteur cellulaire et un 

peptide de fusioŶ, peƌŵettaŶt aiŶsi l’eŶtƌĠe des ǀiƌioŶs dans la cellule hôte (Lorenz et al., 

2002; Mukhopadhyay et al., 2005). 

 

b) Le génome viral 

 
Le génome des Flavivirus est ĐoŵposĠ d’uŶ siŵple ďƌiŶ d’ARN à polaƌitĠ positiǀe 

d’eŶǀiƌoŶ ϵ,Ϯ-11 kb. Il possède un seul cadre de lecture ouvert ou ORF (Open Reading Frame) 

dĠliŵitĠ paƌ des eǆtƌĠŵitĠs ϱ’ et ϯ’ ŶoŶ ĐodaŶte. Ces deƌŶiğƌes foƌŵeŶt des stƌuĐtuƌes 
secondaires nécessaires à la réplication et à la traduction.  

L’ARN ǀiƌal est tƌaduit eŶ uŶ seul polǇpeptide qui, une fois clivé par différentes 

protéases, donne dix protéines :  

- trois protéines structurales : la pƌotĠiŶe de Đapside ;CͿ, la pƌotĠiŶe d’eŶǀeloppe ;EͿ et 
la protéine de membrane (M) ;  

- sept protéines non structurales : NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5 (figure 5). 
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Figure 5 : Organisation du génome d’uŶ Flavivirus 

 

La traduction est permise grâce à la pƌĠseŶĐe d’uŶe Đoiffe à l’eǆtƌĠŵitĠ ϱ’ (Simmonds 

et al., 2017). L’eǆtƌĠŵitĠ ϯ’ Ŷe possğde pas de Ƌueue poly(A) mais forme une structure en 

ďouĐle, ĐoŶduisaŶt à la foƌŵatioŶ d’uŶ ARN suďgĠŶoŵiƋue ;sfRNA) (Chapman et al., 2014). 

Cet ARN subgénomique joue un rôle essentiel dans la pathogénicité et intervient dans la 

modulation de la réponse antivirale des cellules (Heinz and Stiasny, 2012; Chapman et al., 

2014; Manokaran et al., 2015). 

 

c) Cycle de réplication 

 

Le processus infectieux débute paƌ l’attaĐheŵeŶt de la paƌtiĐule ǀiƌale suƌ la 
membrane de la cellule hôte (figure 6). Il s’effeĐtue par interaction et liaison à des récepteurs 

cellulaires, notamment avec les glycoaminoglycanes (GAGs) tels que les héparanes sulfates 

présents à la surface cellulaire. Dans le cas de la dengue (DENV) cet attachement se fait via 

l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe les ŵotifs de liaisoŶ aux glycoaminoglycanes, présents sur la partie C 

terminale de la pƌotĠiŶe d’eŶǀeloppe E et les héparanes sulfates (Chen et al., 1997; Hilgard 

and Stockert, 2000; Germi et al., 2002; Kroschewski et al., 2003; Okamoto et al., 2012). 

Récemment, une étude a pu montrer que la protéine d’eŶǀeloppe E de )IKV est Đapaďle 
d’iŶteƌagiƌ aǀeĐ les glǇĐoaŵiŶoglǇĐaŶes pƌĠseŶts à la suƌfaĐe de Đellules plaĐeŶtaiƌes 

humaines (Kim et al., 2017). 

Ce mécanisme est également décrit dans le cas de la fièvre jaune (Germi et al., 2002). De 

même, l’iŶhiďitioŶ de l’iŶfeĐtioŶ des ǀiƌus du Nil OĐĐideŶtal ;WNVͿ ou de l’eŶĐĠphalite 
japonaise (JEV) lors de l’utilisatioŶ d’hĠpaƌiŶe ŵoŶtƌe Ƌue Đes derniers utilisent également les 

GAGs dans leur pƌoĐessus d’eŶtƌĠe (Su et al., 2001; Lee et al., 2006). 

D’autƌes récepteurs potentiels ont été décrits dans la littérature, tels que les heat 

shock protéines (Hsp70/90) décrits pour DENV et JEV à la fois sur des cellules humaines 

(Jindadamrongwech et al., 2004; Reyes-Del Valle et al., 2005; Cabrera-Hernandez et al., 2007; 

Das et al., 2009; Zhu et al., 2012a; Thongtan et al., 2012) et dans les cellules de moustiques 

(Salas-Benito et al., 2007; Cabrera-Hernandez et al., 2007; Zhu et al., 2012a; Vega-Almeida et 

al., 2013). Le récepteur intégrine alpha 5 béta 3 peut également jouer un rôle dans le 

pƌoĐessus d’eŶtƌĠe daŶs le Đas de WNV et de JEV (Chu and Ng, 2004; Bogachek et al., 2010; 

Fan et al., 2017).  

Les récepteurs lectines calcium dépendants interviennent daŶs l’eŶtƌĠe des ǀiƌus tels Ƌue 
DENV et JEV dans les cellules humaines ou encore pour WNV dans les cellules de moustiques 
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(Navarro-Sanchez et al., 2003; Davis et al., 2006; Miller et al., 2008; Dejnirattisai et al., 2011; 

Wang et al., 2016; Liu et al., 2017). 

Enfin, on retrouve aussi les récepteurs tyrosine kinase comme les TAM. Ils comprennent les 

récepteurs AXL et TYRO3, qui interviennent dans les infections par DENV (Kuadkitkan et al., 

2010; Meertens et al., 2012; Perera-Lecoin et al., 2013) mais principalement par le ZIKV 

(Hamel et al., 2015; Nowakowski et al., 2016; Liu et al., 2016a; Meertens et al., 2017). En effet 

ces récepteurs seraient impliqués dans la reconnaissance des résidus phosphatidyl-sérine 

présents à la surface du virion ǀia l’iŶteƌǀeŶtioŶ de Gas-6 (Perera-Lecoin et al., 2013; Moller-

Tank and Maury, 2014). Cependant selon des études in vivo, ces récepteurs TAM ne sont pas 

nécessaires à l’iŶfeĐtioŶ paƌ le ZIKV chez la souris (Hastings et al., 2017; Wang et al., 2017c).  

Dans le cas de ZIKV, d’autƌes ƌĠĐepteuƌs peuǀeŶt ĠgaleŵeŶt ġtƌe iŵpliƋuĠs daŶs le 

pƌoĐessus d’attaĐheŵeŶt et/ou d’eŶtƌĠe, tels que les récepteurs TIM (T-cell immunoglobulin 

and mucin domain) ou encore les récepteurs DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular 

Adhesion Molecule-3-Grabbing Non-Integrin) (Hamel et al., 2015). 

 

Pour la majorité des Flavivirus, la ǀoie pƌiŶĐipale d’eŶtƌĠe des virions dans la cellule 

s’effeĐtue par endocytose clathrine-dépendante (figure 6). L’aĐidifiĐatioŶ de l’eŶdosoŵe 
entraîne un changement conformationnel de la protéine E et permet la fusion entre la 

ŵeŵďƌaŶe de l’eŶdosoŵe et celle de la particule virale, libérant ainsi le matériel génétique 

du virion (figure 6) (Allison et al., 1995; Mukhopadhyay et al., 2005; Stiasny and Heinz, 2006). 

 
Figure 6 : CǇĐle de ƌĠpliĐatioŶ d’uŶ Flavivirus (adapté de (Fernández-Sanlés et al., 2017) 

 

L’ARN simple brin est ensuite traduit en une seule polyprotéine.  Cette dernière est 

ensuite clivée par des protéases virales et cellulaires afin de donner les trois protéines 
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structurales (C, prM (précurseur de M) et E) et les sept protéines non structurales (NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5). 

La ƌĠpliĐatioŶ de l’ARN et l’asseŵďlage des pƌotĠiŶes ǀiƌales se déroulent au niveau du 

réticulum endoplasmique (RE). Les nouvelles particules virales immatures, constituées des 

protéines structurales et d’ARN, ǀoŶt bouƌgeoŶŶeƌ et ŵigƌeƌ jusƋu’à l’appaƌeil de Golgi. Les 
protéines prM des particules non infectieuses vont ensuite être clivées par des protéases 

cellulaires, les furines, permettant ainsi la formation de virions matures infectieux. Ces 

derniers seront relargués dans le milieu extra cellulaire par exocytose (figure 6). 

 

I.2.3 Mode de transmission 
 

Les arthropodes tels que les moustiques et les tiques sont les principaux vecteurs des 

Flavivirus. De façon générale, le cycle de transmission des Flavivirus est très semblable à celui 

des arbovirus (figure 1). 

La grande majorité des Flavivirus d’iŶtĠƌġt ŵĠdiĐal sont transmis principalement par les 

moustiques du genre Aedes et Culex.  

 

I.2.4 Physiopathologie 
 
 Les principaux Flavivirus d’intérêt médical humains (YFV, JEV, WNV, DENV et ZIKV) sont 

le plus souvent asymptomatiques ou entraînent certains symptômes bénins de type pseudo 

grippal. Dans la minorité des cas symptomatiques, de pourcentage variable selon les 

populations touchées, ces virus peuvent induire des pathologies plus ou moins sévères qui 

sont classées en trois types de syndromes : les syndromes aigus fébriles (DENV, WNV et ZIKV), 

les syndromes encéphaliques (JEV, WNV, ZIKV) et les syndromes hémorragiques (DENV, YFV). 

Il est difficile de pouvoir classer ces différents virus par types de pathologies associées. Dans 

le cas de DENV par exemple elle ne peut être définie comme une maladie hémorragique car il 

Ŷe s’agit Ƌue d’uŶ faiďle pouƌĐeŶtage de Đas. La dĠfiŶitioŶ de ŵaladie sĠǀğƌe paƌ l’OM“ a 

variée au fil du temps (Flamand et al., 2017; da Silva et al., 2018). Ces classifications sont utiles 

surtout en usages cliniques dans la prise en charge des patients. 

 

La dengue est une maladie de type grippal à manifestations normales à sévères survenant 

après une incubation du virus de 4 à 10 jours. La maladie peut évoluer de différentes façons 

et donne ainsi trois formes de dengue possibles : 

- Une dengue classique, avec une forte fièvre (40°C) associée à des céphalées, des 

douleurs musculaires, articulaires, oculaires, des nausées, des vomissements, une 

éruption cutanée. Elle dure dans ce cas environ une semaine. 

- Une dengue sévère ou hémorragique (DH), elle survient généralement entre 3 à 7 jours 

après les premiers symptômes de la maladie conjointement à une chute de fièvre chez 

l’eŶfaŶt ;eŶtƌe 2 et 14 ans). Elle est ĐaƌaĐtĠƌisĠe paƌ l’appaƌitioŶ d’hĠŵoƌƌagies suƌtout 
digestives.  



 36 

- Une dengue avec syndrome de choc (DSC), Đ’est une complication qui peut survenir 

suite à uŶe deŶgue hĠŵoƌƌagiƋue. Elle ƌĠsulte d’uŶe fuite plasmatique massive et 

soudaine ;ĠpaŶĐheŵeŶt pleuƌal, ĠlĠǀatioŶ de l’hĠŵatoĐƌite > ϮϬ%Ϳ. Le risque de 

dĠǀeloppeƌ uŶe D“C est tƌois fois supĠƌieuƌ loƌs d’uŶe ƌĠ-infection. Dans 20% des cas, 

la mort survient dans les 24 à 48h (Guzman and Harris, 2015a; WHO, 2018a). 

 

La fièvre jaune est une hépatonéphrite hémorragique. Le virus incube silencieusement 

pendant 3 à 6 jours et de nombreuses personnes infectées ne présentent aucun symptôme. 

CepeŶdaŶt loƌsƋu’il Ǉ a sǇŵptôŵes, la ŵaladie Ġǀolue eŶ deuǆ phases : 

- Une phase dite « rouge » (de 2 à 4 jours) avec une montée brutale de fièvre, des yeux 

injectés de sang, des céphalées, des rachialgies, une soif vive, des vomissements. Dans 

la plupart des cas, ces symptômes disparaissent après 3 à 4 jours. 

- Une phase dite « jaune » qui survient chez 15% des patients 24h après la phase de 

rémission, avec une nouvelle montée de fièvre, des vomissements noirs marc de café 

(vomito negro), des hémorragies digestives, une protéinurie importante, une 

adynamie. 

C’est au Đouƌs de Đette phase Ƌue les patients peuvent développer la jaunisse. La mort survient 

ensuite dans les 7 à 10 jours dans 50% des cas suite aux hémorragies et aux myocardites par 

exemple (Monath and Vasconcelos, 2015). 

 

DaŶs le Đas de l’eŶĐĠphalite japoŶaise, oŶ Ŷ’observe le plus souvent aucuns 

sǇŵptôŵes. UŶiƋueŵeŶt ϭ Đas suƌ ϮϱϬ s’aǀğƌe sǇŵptoŵatiƋue apƌğs ϱ à ϭϱ jouƌs d’iŶĐuďatioŶ 
silencieuse. La maladie peut se manifester soit par une fièvre aiguë sans gravité associée à une 

migraine, soit sous sa forme plus sévère. Dans ce cas, on observe une rapide montée de fièvre, 

des ƌaideuƌs au Ŷiǀeau de la ŶuƋue, aǀeĐ l’appaƌitioŶ d’une méningite sans atteinte 

encéphalique ou encore une encéphalite avec ou sans atteinte méningée (le liquide céphalo-

rachidien étant normal dans 30 à 50% des cas). 

Le taux de mortalité est généralement supérieur à 30% dans les cas où la maladie provoque 

des symptômes. Parmi les patients qui survivent, 20 à 30% développent des troubles 

neurologiques et/ou comportementaux permanents tels que des paralysies, des troubles de 

la mémoire ou même une incapacité de parler (Unni et al., 2011; Yun and Lee, 2014).  

 

Lors d’uŶe infection par le virus du Nil Occidental on observe une période d’iŶĐuďatioŶ 

de 3 à 14 jours et environ 80% des infections sont asymptomatiques. Cependant dans 20% des 

cas l’iŶfeĐtioŶ peut également provoquer une simple fièvre, des nausées, des éruptions 

cutanées et le renflement des ganglions lymphatiques. Les symptômes retrouvés dans les 

formes sévères sont des signes neurologiques (coma, désorientation), des paralysies flasques, 

des convulsions avec un risque important de mort. Dans 1 cas sur 150, les sujets de plus de 50 

ans ou les personnes immunodéprimées peuvent développer une forme dite neuro-invasive. 

Aux États-Unis, 20% des infections par le WNV entrainent une néphropathie (Petersen et al., 

2013). 
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I.2.5 Épidémiologie 

 
L’Ġmergence ou la ré-émergence des Flavivirus ces dernières années pourrait 

s’eǆpliƋueƌ paƌ la ĐapaĐitĠ des ǀiƌus à s’adapteƌ à de Ŷouǀelles espğĐes de ǀeĐteuƌs et d’hôtes, 

l’uƌďaŶisatioŶ, les ĐhaŶgeŵeŶts ĐliŵatiƋues et ďieŶ d’autƌes facteurs, déclenchant ainsi des 

ĠpidĠŵies daŶs des zoŶes jusƋu’à loƌs ŶoŶ ĐoŶĐeƌŶĠes (Go et al., 2014). 

 

Le virus de la dengue (DENV) a été isolé pour la première fois en 1943 au Japon (Hotta, 

1952). Il existe 4 sérotypes différents de DENV. La dengue est présente dans plus de 128 pays 

actuellement à tƌaǀeƌs l’AfƌiƋue, le ĐoŶtiŶeŶt AŵĠƌiĐaiŶ, l’Asie du “ud-Est ou encore dans 

l’Ouest du PaĐifiƋue ;figure 7A)(Guzman and Harris, 2015b; Iranpour et al., 2016). Ce virus est 

le seul arbovirus qui a pu s’adapteƌ eŶtiğƌeŵeŶt à l’Homme comme hôte privilégié, ne 

nécessitant plus de cycle sylvatique pour se propager (Iranpour et al., 2016). 

D’apƌğs l’OM“ il y a environ 390 millions d’iŶfeĐtioŶs paƌ le DENV par an dans le monde 

entier avec en moyenne 96 millions de cas cliniques. Chaque année environ 500000 personnes 

développent une dengue sévère nécessitant une hospitalisation avec un taux de mortalité de 

2,5% (WHO, 2018a). 

Depuis le dĠďut de l’aŶŶĠe ϮϬϭϴ, l’île de La Réunion, subit une épidémie de dengue. 

OŶ ƌeĐeŶse au ŵois de “epteŵďƌe ϲϱϳϯ Đas ĐoŶfiƌŵĠs d’iŶfeĐtioŶ paƌ le DENV aǀeĐ seuleŵeŶt 
8 cas importés. Le seul sérotype actuellement identifié suƌ l’île paƌŵi les Đas autoĐhtoŶes est 
DENV-2. On reporte également 4 décès, dont 3 directement liés à DENV et 1 indirectement lié 

à la maladie (Cire Océan Indien, 2018). 

 

Le virus de la fièvre jaune (Yellow Fever Virus, YFV ou encore virus Amaril) est 

endémique d’AŵĠƌiƋue du “ud et d’AfƌiƋue (figure 7B) où il a été isolé pour la première fois 

en 1927 (Barrett and Higgs, 2007) . Cette maladie concerne 47 pays, ce qui représente environ 

900000 personnes infectées.  

 En 2013, une étude de l’OM“ estiŵe à 200000 le nombre de nouveaux cas de fièvre 

jaune chaque année, avec environ 30000 décès suite à l’infection. En 2015, on recensait 970 

cas avérés et 140 décès en Angola. Puis en 2017, le Brésil a été sévèrement touché avec 800 

nouveaux cas et plus de 250 morts (WHO, 2018b). 

 

Le virus du Nil Occidental (West Nile Virus, WNV) a été isolé pour la première fois en 

Ouganda en 1937 (Smithburn et al., 1940). Il cause sa première épidémie sur le continent 

américain en 1999. Les Hommes et les autres grands mammifères comme les chevaux sont 

considérés comme des impasses épidémiologiques (Go et al., 2014). Désormais, ce virus 

circule en Europe, en Amérique et en Asie et semble avoir une distribution globale proche de 

celle de la dengue, notamment avec une présence dans des zones tropicales ou subtropicales 

(Asie du Sud-Est et Pacifique) (figure 7C) (Go et al., 2014; Iranpour et al., 2016). 

Entre 1999 et 2006, on a recensé plus de 23000 cas de WNV sur le continent américain 

doŶt ϰϭ% de foƌŵes gƌaǀes et ϵϴϮ dĠĐğs suite à l’iŶfeĐtioŶ. Il ƌĠ-émerge en France entre les 
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aŶŶĠes ϮϬϬϬ à ϮϬϬϴ aǀeĐ uŶe dizaiŶe de Đas huŵaiŶs et ϭϮϬ Đas d’eŶĐĠphalites ĠƋuiŶes 
ƌeĐeŶsĠs. Deuǆ Đas d’eŶĐĠphalites ont été également décrits à Madagascar en 2001-2002. De 

même, à La RĠuŶioŶ uŶ Đas d’eŶĐĠphalite a ĠtĠ diagŶostiƋuĠ Đhez uŶe feŵŵe de ƌetouƌ de 
Madagascar (Tantely et al., 2016). 

 

Figure 7 : Distribution mondiale des Flavivirus d’iŶtĠƌġt ŵĠdiĐal ŵajeuƌ (adapté de (Iranpour et al., 2016). 

 

Le ǀiƌus de l’eŶĐĠphalite japoŶaise (Japanese Encephalitis Virus, JEV) est isolé pour la 

première fois en 1935 (Lewis and Taylor, 1947). Ce virus est présent en Asie du “ud et de l’Est 
(figure 7D)(Iranpour et al., 2016), Đ’est à diƌe Ƌu’il circule dans plus de 24 pays et concerne 

plus de 3 milliards de personnes. En 1995, JEV cause pour la première fois une épidémie en 

Inde (Kabilan et al., 2004; Tiwari et al., 2012). Ce virus touche des individus de tout âge, mais 

infecte principalement les enfants. En effet, de nombreux adultes vivant dans les zones 

endémiques sont déjà immunisés depuis l’eŶfaŶĐe.  
L’OM“ estime à 68000 le nombre de cas cliniques chaque année. Lors de complications 

sévères, on observe un tauǆ de ŵoƌtalitĠ jusƋu’à ϯϬ% (WHO, 2015). 
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I.3 Zika 
 

I.3.1 Historique et Généralités 
 

a) Historique 
 

Le virus zika (ZIKV) a été isolé pour la première fois en 1947 à paƌtiƌ du saŶg d’un singe 

Rhesus sentinelle (Macaca mulatta) en Ouganda dans la forêt Zika (Dick et al., 1952). Un 

second isolement fut effectué à paƌtiƌ d’uŶ ŵoustiƋue Aedes africanus sur le même site en 

1948 (Dick, 1952; Haddow et al., 2012). Le ZIKV appartient à la famille des Flaviviridae, au 

genre Flavivirus et au serocomplex Spondweni. Des études ont pu mettre en évidence 

différentes souches du virus, une souche Africaine et une souche Asiatique, en se basant sur 

des alignements de séquences nucléotidiques et des acides aminés (figure 8) (Haddow et al., 

2012). Une autre étude montre que la souche africaine pourrait être à nouveau divisée en 

deux autres souches : AfƌiƋue de l’Est et AfƌiƋue du l’Ouest eŶ se ďasaŶt suƌ les sĠƋueŶĐes 
d’aĐides nucléiques du gène de la protéines NS5 (Lanciotti et al., 2008). 

La souche Asiatique aurait évolué à paƌtiƌ d’uŶ aŶĐġtƌe ĐoŵŵuŶ aǀeĐ la souĐhe AfƌiĐaiŶe 
apportant avec ses mutations une plus grande pathogénicité et un potentiel épidémique plus 

important. La souĐhe AsiatiƋue seƌait à l’oƌigine de la première épidémie de zika, survenue en 

Micronésie dans les Iles de Yap en 2007. 

 
Figure 8 : Arbre phylogénique de ZIKV à paƌtiƌ d’aligŶeŵeŶt de ŶuĐlĠotides et d’aĐides aminés  (Haddow 
et al., 2012) 
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b) Structure et génome du virus zika 
 

Le génome du ZIKV, comme les autres Flavivirus est coŶstituĠ, d’uŶ ARN simple brin 

positif qui code pour une seule polyprotéine. Une fois clivée, elle produit trois protéines 

structurales (pré-M, E et la capside C) et sept protéines non structurales (NS1, NS2A, NS2B, 

NS3, NS4A, NSAB, NS5) (figure 5). Ces protéines structurales et non structurales sont 

essentielles au bon fonctionnement de la particule virale afin de permettre sa propagation 

dans les cellules hôtes.  

Sa particule virale observée en microscopie électronique, est semblable à celles de 

nombreux autres Flavivirus, aǀeĐ eŶ suƌfaĐe les pƌotĠiŶes d’eŶǀeloppe ;EͿ et de ŵeŵďƌaŶe 
(pré-M et M) (Sirohi et al., 2016). La protéine de capside C joue un rôle primordial dans 

l’asseŵďlage et la pƌoteĐtioŶ du gĠŶoŵe ǀiƌal et foƌŵe aiŶsi la ŶuĐlĠoĐapside. La protéine 

d’enveloppe E est assoĐiĠe auǆ ŵĠĐaŶisŵes d’attaĐheŵeŶt, d’iŶteƌŶalisatioŶ et de fusioŶ des 
paƌtiĐules iŶfeĐtieuses aǀeĐ les Đellules hôtes. Elle possğde ĠgaleŵeŶt uŶ ƌôle daŶs l’iŶhiďitioŶ 
de la mise en place du système immunitaire (Mottin et al., 2018). Il s’agit d’uŶe Điďle 
pƌiŵoƌdiale daŶs la ƌeĐheƌĐhe d’aŶtiǀiƌauǆ. Des antiviraux efficaces sur la protéine E 

eŵpġĐheƌaieŶt l’attaĐheŵeŶt des ǀiƌioŶs suƌ la Đellule et doŶĐ l’aďseŶĐe d’iŶitiatioŶ du ĐǇĐle 
viral. La protéine prM possède plusieurs rôles dans le cycle viral des Flavivirus, comme assurer 

le bon repliement des protéines E ou encore empêcher une exocytose prématurée des virions 

immatures (Mottin et al., 2018). 

La glycoprotéine NS1, associée à des lipides sous forme homodimérique dans la cellule 

infectée est esseŶtielle à l’iŶfeĐtioŶ et paƌtiĐuliğƌeŵeŶt à la ƌĠpliĐatioŶ ǀiƌale (Song et al., 

2016). Elle peut également être sécrétée dans le cytoplasme sous une forme hexamérique. 

Cette forme est impliquée dans les processus de pathogénicité par interaction avec des 

composés impliqués dans la réponse immunitaire (Suthar et al., 2013). Cependant malgré les 

fortes ressemblances, la NS1 de ZIKV semble être totalement unique de par son interface 

électrostatique différente de celle de DENV ou de WNV, impliquant peut être une spécificité 

dans son rôle dans l’iŶfeĐtioŶ paƌ le ZIKV et constituant potentiellement une cible pour une 

nouvelle approche thérapeutique (Song et al., 2016). 

La protéine NS3 du ZIKV est ƌelatiǀeŵeŶt seŵďlaďle à Đelle d’autres Flavivirus, avec la 

présence de deux domaines fonctionnels : un domaine protéase et un domaine hélicase, 

formant ainsi le complexe NS2B/NS3 essentiel à la formation de la polyprotéine finale avec 

des formes plus ou moins « ouvertes » pouƌ peƌŵettƌe l’aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue (Lei et al., 2016; 

Zhang et al., 2016). Ce complexe apparaît donc comme une excellente cible pour la recherche 

d’aŶtiǀiƌauǆ anti-Flavivirus. 

La protéine NS5 essentielle à la réplication, est constituée également de deux 

domaines distincts : le domaine méthyltransférase N-terminal (MTase) responsable de la 

stƌuĐtuƌe ϱ’ « coiffée » afiŶ d’assuƌeƌ la staďilitĠ et l’effiĐaĐitĠ de la tƌaduĐtioŶ ; le domaine 

ARN polymérase ARN dépendant C-terminal (RdRp), responsable de la réplication (Coloma et 

al., 2016; Duan et al., 2017; Zhao et al., 2017). De plus, la protéine NS5 est impliquée dans la 

réponse antivirale eŶ agissaŶt eŶ taŶt Ƌu’aŶtagoŶiste de l’iŶteƌfĠƌoŶ de tǇpe I, paƌ dĠgƌadatioŶ 
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de la protéine STAT2 directement ou indirectement (Grant et al., 2016; Kumar et al., 2016; 

Dar et al., 2017; Chaudhary et al., 2017). Malgré quelques différences dans la répartition des 

charges dans la structure C-terminale de NS5 (Godoy et al., 2017), la forte conservation de 

structure entre la protéine NS5 de ZIKV et de JEV permet de mieux comprendre le rôle de la 

protéine dans le cycle viral (Upadhyay et al., 2017). La conservation de structure de ces 

différentes protéines pourraient permettre le développement de molécules antivirales 

spécifiques à leurs sites actifs (Zhang et al., 2014; Wang et al., 2017a). 

 
I.3.2 Tropisme et physiopathologie du virus zika 

 
Depuis l’isoleŵeŶt de )IKV en 1947 et jusƋu’eŶ ϮϬϬϳ, quelques cas sporadiques ont 

été dénombrés avec des symptômes peu importants lorsque la maladie se manifeste, car la 

maladie est symptomatique dans 20% des cas seulement. Il s’agit de sǇŵptôŵes pseudo 
grippaux semblables à ceux décrits pour la dengue, avec de la fièvre, des douleurs articulaires 

et musculaires, des éruptions cutanées, des migraines ou encore des conjonctivites, qui 

peuvent durer quelques jours à une semaine (Petersen et al., 2016). Ces symptômes peuvent 

être expliqués en partie, par la permissivité de diverses cellules au virus, telles que les 

fibroblastes, les kératinocytes, les cellules dendritiques ou encore des cellules épithéliales 

pulmonaires humaines (Hamel et al., 2015; Frumence et al., 2016). 

Cependant dans certains cas, notamment depuis la propagation de ZIKV et les 

nombreuses épidémies dans le monde entier, de nombreuses études ont mis en évidence un 

lien eŶtƌe l’iŶfeĐtioŶ paƌ )IKV et l’appaƌitioŶ de ĐoŵpliĐatioŶs ŶeuƌologiƋues, telles que le 

syndrome de Guillain-BaƌƌĠ Đhez l’adulte (Oehler et al., 2014; Cao-Lormeau et al., 2016; 

Watrin et al., 2016) ou encore les microcéphalies chez les nourrissons (Calvet et al., 2016; 

Jouannic et al., 2016). EŶ effet, uŶe Ġtude a ŵis eŶ ĠǀideŶĐe uŶe ŵiĐƌoĐĠphalie Đhez uŶ fœtus 
dont la mère avait été infectée par ZIKV (Mlakar et al., 2016). Depuis de nombreuses études 

in vitro et in vivo ont démontré le tropisme de ZIKV au niveau cérébral. Des dommages ont 

été observés dans diverses régions du cerveau suite à une infection chez des souris par ZIKV 

(Bell et al., 1971; Weinbren and Williams, 1958). De même in vitro, une infection de cellules 

progénitrices neurales par le ZIKV entraîne une perturbation du cycle cellulaire normal et une 

augmentation de la mort cellulaire ayant pour conséquence une diminution de leur 

prolifération (Tang et al., 2016). Ces dommages peuvent être causés par la traversée de la 

barrière hémato-eŶĐĠphaliƋue paƌ le ǀiƌus, peƌŵettaŶt aiŶsi l’iŶfection des cellules 

endothéliales du cerveau et des cellules neurales (Alimonti et al., 2018). 

De nombreuses études, ont pu mettre en évidence la présence de ce virus dans les 

fluides corporels : le sang, la salive (Musso et al., 2015a), les urines (Fonseca et al., 2014; 

Gourinat et al., 2015; Shinohara et al., 2016), le lait maternel (Besnard et al., 2014; Dupont-

Rouzeyrol et al., 2016). Une virémie très importante est aussi retrouvée dans le sperme 

(Mansuy et al., 2016). La présence de ZIKV daŶs d’aussi nombreux fluides corporels autres que 

le sang augmente les risques de tƌaŶsŵissioŶ d’Hoŵŵe à Homme. 
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L’iŶfeĐtioŶ des Đellules pouƌƌait se faiƌe paƌ l’iŶteƌǀeŶtioŶ de Ŷoŵďƌeuǆ ƌĠĐepteuƌs 
cellulaires, tels que DC-SIGN, les récepteurs TAM AXL et Tyro3 ou encore TIM-1, avec une 

prédominance pour le récepteur AXL (Hamel et al., 2015; Liu et al., 2016a). Par exemple, la 

présence du récepteur AXL au niveau des cellules de testicule ou de l’épididyme de souris, 

permet une infection par le virus entraînant une atrophie de ces tissus (Ma et al., 2016). La 

permissivité de ces cellules peut expliquer la présence du virus dans le sperme de certains 

patients et la possiďilitĠ d’uŶe tƌaŶsŵissioŶ seǆuelle. De plus, ZIKV est capable de déclencher 

la réponse immunitaire via une interaction avec les récepteurs viraux TLR3, RIG-1 et MDA5 et 

la transcription de nombreux facteurs antiviraux, les ISG (interferon-stimulated genes) (Hamel 

et al., 2015). Cette réponse immunitaire a également été prouvée chez des patients infectés 

peŶdaŶt la phase aiguë, aǀeĐ l’augŵeŶtatioŶ de ĐǇtokiŶes et uŶe forte production de 

lymphocytes T activés (Tappe et al., 2016). 

)IKV est Đapaďle d’iŶfeĐteƌ d’autƌes tǇpes de Đellules, plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt les Đellules 
du placenta ou du cordon ombilical (Costa et al., 2016), montrant sa capacité à traverser la 

ďaƌƌiğƌe plaĐeŶtaiƌe et iŶfeĐteƌ le fœtus duƌaŶt le pƌeŵieƌ tƌiŵestƌe de gƌossesse. 
 

I.3.3 Mode de transmission  
 

Le mode de transmission de ZIKV est semblable, à Đeuǆ d’autƌes Flavivirus, avec 

probablement un cycle sylvatique entre des primates et les moustiques du genre Aedes. 

Comme pour les autres Flavivirus, l’Homme est alors un hôte accidentel. Cependant, il arrive 

Ƌue la Đhaƌge ǀiƌale Đhez l’Hoŵŵe soit suffisaŶte pouƌ peƌŵettƌe l’iŶfeĐtioŶ d’uŶ Ŷouǀeau 
vecteur qui va lui-même pouvoir infecter un nouvel individu, déclenchant ainsi une épidémie. 

Les moustiques les plus impliqués sont principalement les Aedes aegypti et de façon moins 

importante les Aedes albopictus (Wong et al., 2013; Marcondes and Ximenes, 2016). 

Outre une transmission vectorielle, des suspicions de cas de transmissions sexuelles 

ont également été rapportés dès 2008 chez des sujets revenant du Sénégal, (Foy et al., 2011) 

chez des patieŶts atteiŶts loƌs de l’ĠpidĠŵie de PolǇŶĠsie FƌaŶçaise (Musso, et al. 2015), et à 

propos de cas autochtones en Italie en 2014 (Venturi et al., 2016). 

Certains cas de transmission veƌtiĐale, de ŵğƌe à l’eŶfaŶt, soŶt ĠgaleŵeŶt suspectées 

loƌs d’uŶe iŶfeĐtioŶ virale par le ZIKV pendant la grossesse (Besnard et al., 2014). Une étude a 

pu aussi ŵoŶtƌeƌ la possiďilitĠ d’uŶe tƌaŶsŵissioŶ pƌĠŶatale, de façoŶ tƌaŶs-placentaire avec 

la présence de ZIKV dans les cellules placentaires et du cordon ombilical (Costa et al., 2016). 

La possiďilitĠ d’uŶe tƌaŶsŵissioŶ pĠƌiŶatale a dĠjà ĠtĠ décrite pour de nombreux autres 

Flavivirus, pour le DENV, le YFV ou encore le WNV (Tan et al., 2008; Adam et al., 2010; Bentlin 

et al., 2011; Stewart et al., 2013). La transmission peut se faire de différentes façons, lors de 

l’aĐĐouĐheŵeŶt, ou même lors du repas par le lait maternel.  

La transfusion sanguine est également un mode de transmission possible de virus, 

d’Hoŵŵe à Homme, déjà décrit notamment pour le DENV et le WNV (Stramer et al., 2005; 

Tambyah et al., 2008). Des études ont montré que des donneurs de sang avait été testés 

positifs pour ZIKV loƌs de l’ĠpidĠŵie, aǀeĐ ŶotaŵŵeŶt l’appaƌitioŶ de sǇŵptôŵes le 
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lendemain du don de sang, apportant ainsi un risque de contamination lors de la transfusion 

chez les receveurs (Musso et al., 2014; Bierlaire et al., 2017). 

I.3.4 Épidémiologie 
 

Le véritable premier cas humain de zika a été décrit en 1952 en Ouganda. Puis 

uniquement quelques cas sporadiques sont recensés en Afrique équatoriale, au Nigéria ou 

encore en Indonésie (Pellissier, 1954; Fagbami, 1979; Olson et al., 1981). 

La première épidémie est décrite en Micronésie dans les îles de Yap en 2007 (figure 9). 

On estime que plus de 73% de la population, soit environ 5000 personnes, aurait été infectée 

par le ZIKV (Duffy et al., 2009). Les symptômes retrouvés chez les patients infectés sont 

seŵďlaďles à Đeuǆ dĠĐƌits ĐlassiƋueŵeŶt loƌs d’uŶe iŶfeĐtioŶ paƌ uŶ autƌe aƌďoǀiƌus Đoŵŵe 
DENV. 

En 2013, survient une nouvelle épidémie, cette fois en Polynésie Française (figure 9). 

Le tauǆ d’iŶfeĐtioŶ de la populatioŶ est estimé à 10% environ. En plus des symptômes 

classiques, lors de cette épidémie, on note l’appaƌitioŶ de ĐoŵpliĐatioŶs ŶeuƌologiƋues 
notamment le syndrome de Guillain-Barré (Oehler et al., 2014; Cao-Lormeau et al., 2016; 

Watrin et al., 2016). De plus, des études rétrospectives ont pu mettre en évidence des cas de 

malformations et de dysfonctionnement cérébral chez des nouveaux nés, mais également une 

augŵeŶtatioŶ du tauǆ d’iŶĐideŶĐe de ŵiĐƌoĐĠphalies lors de cette épidémie (Besnard et al., 

2016; Cauchemez et al., 2016). 

 Suite à cette épidémie, le virus a continué sa propagation dans le pacifique, avec de 

plus petites épidémies en Nouvelle Calédonie, dans les îles de Pâques, les îles Cook (Roth et 

al., 2014; Dupont-Rouzeyrol et al., 2015; Tognarelli et al., 2016). En 2015 également, au 

Vanuatu, dans les îles Solomon, Samua, et les Fiji. D’autƌes Đas soŶt iŵpoƌtĠs au JapoŶ, au 
Canada, en Italie, en Allemagne et en Angleterre (Paixão et al., 2016). 

 
Figure 9 : Propagation du ZIKV à travers le monde (Centers for Diseases Control and Prevention, Février 
2016) 
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C’est en mars 2015 que le virus gagne le continent américain, en touchant 

premièrement le Brésil (Zanluca et al., 2015) puis s’ĠteŶd à la majorité du territoire. En 2016, 

l’OM“ dĠĐlaƌe zika comme une « urgence de santé publique mondiale ». De ŵġŵe Ƌu’eŶ 
Polynésie Française, on observe lors de cette épidémie uŶe augŵeŶtatioŶ de l’iŶĐideŶĐe du 

nombre de complications neurologiques, avec une augmentation des cas de syndrome de 

Guillain-Barré chez l’adulte (Salinas et al., 2017) mais aussi du nombre de cas de 

microcéphalies chez les nouveaux nés, qui seraient liés à une infection de la mère pendant la 

grossesse (de Araújo et al., 2016; Cunha et al., 2017). Le lien entre les infections par le ZIKV et 

les microcéphalies a été renforcé par une étude récente qui a pu mettre en évidence une 

superposition géo spatiale entre les deux (Vissoci et al., 2018). On estime de nos jours à 1,3 

millions le nombre de personnes touchées par le ZIKV, uniquement au Brésil. 

Actuellement selon le dernier rappoƌt de l’OM“/PAHO (Mitchell, 2017), on recense des 

cas autochtones confirmés dans 48 pays et/ou territoires des Amériques. 

Au total, plus de 84 pays dans le monde ont recensé des transmissions du ZIKV sur leur 
territoire. 
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I. Les stratégies antivirales 
 

Les différentes stratégies de lutte contre les arboviroses peuvent être divisées en 3 

gƌoupes seloŶ leuƌs ŵodes d’aĐtioŶ et/ou leuƌ ŵise eŶ plaĐe paƌ ƌappoƌt au stade 
d’aǀaŶĐeŵeŶt de la ŵaladie. 

- La prévention primaire qui comprend la lutte anti-vectorielle et la protection 

individuelle par utilisation des répulsifs cutanés ; 

- La vaccination ; 

- Les antiviraux (le terme « antiviraux » désigne ici les agents qui perturbent le cycle 

viral). 

 

II.1 La prévention primaire 
 

La prévention primaire reste aujouƌd’hui l’uŶe des stƌatĠgies les plus effiĐaĐes daŶs la 
lutte contre les arboviroses. Il s’agit iĐi d’uŶ stade pƌĠǀeŶtif, pouƌ liŵiteƌ le ƌisƋue d’iŶfeĐtioŶ. 
La lutte anti-vectorielle consiste à réduire ou éliminer les populations de moustiques et ainsi 

diŵiŶueƌ les ƌisƋues d’iŶfeĐtioŶ. “eloŶ l’OM“, elle regroupe 3 méthodes :  

- la gestion environnementale par réduction, élimination des habitats larvaires et des 

vecteurs ; 

- la lutte ĐhiŵiƋue, il s’agit de la destƌuĐtioŶ des gîtes laƌǀaiƌes paƌ l’utilisatioŶ de 
laƌǀiĐides et d’iŶseĐtiĐides ; 

- et la lutte biologique qui est fondée sur l’iŶtƌoduĐtioŶ d’oƌgaŶisŵes Ƌui s’attaƋueŶt 
aux vecteurs pour en réduire la densité (poissons et petits crustacés). 

 

La pƌoteĐtioŶ iŶdiǀiduelle ĐoŶsiste à liŵiteƌ les suƌfaĐes d’eǆpositioŶ, par le port de 

vêtements longs, et/ou les contacts avec les vecteurs par des répulsifs afin de réduire les 

infections. Il existe différents types de répulsifs :  

- les répulsifs physiques (essentiellement des ultrasons) ; 

- les répulsifs oraux (vitamine B ou thiamine) ; 

- les répulsifs de contacts et odorants qui sont les mieux tolérés actuellement. 

L’effiĐaĐitĠ des répulsifs physiques et oraux a cependant été remise en cause (Croft, 2010). 

Les répulsifs de contacts peuvent ġtƌe d’oƌigiŶe sǇŶthĠtiƋue ou Ŷatuƌelle. Ils altèrent le 

comportement des moustiques en les détournant de leurs cibles. Le composé synthétique 

répulsif le plus utilisé dans les formulations et le plus efficace est le DEET (N-N-diéthyl-m-

toluamide) (Patel et al., 2016). Les répulsifs naturels sont principalement des huiles 

essentielles issues de plantes dont les espèces Cymbopogon, Eucalyptus et Ocimum, qui sont 

les plus étudiées pour leur activité répulsive (Nerio et al., 2010).  
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II.2 Les vaccins 
 

Dans la lutte contre les maladies infectieuses et notamment virales, la vaccination est un 

des moyens le plus utilisé et le plus efficace pour combattre et diminuer le nombre de décès 

lié à ces maladies. Il existe différents types de vaccins selon leur mode de préparation :  

- les ǀaĐĐiŶs issus d’ageŶts infectieux atténués ; les ǀiƌus soŶt aŵplifiĠs jusƋu’à la peƌte, 
naturellement ou par mutation, de leur pathogénicité. Comme ils conservent leurs antigènes, 

ils vont pouvoir déclencher une réaction immunitaire mais seront incapables d’eŶgeŶdƌeƌ la 
maladie (Kollaritsch and Rendi-Wagner, 2013) ; 

- les ǀaĐĐiŶs issus d’agents infectieux inactivés ; les virus sont produits en grande 

quantité puis inactivés par la chaleur ou chimiquement par utilisation de formaldéhyde 

(formol), ou de psoralène. Le psoralène, suite à une exposition aux ultraviolets, s’iŶteƌĐale 
entre les acides nucléiques et forme des liaisons avec les pyrimidines. Les virus inactivés 

perdent ainsi leur pouvoir infectieux mais gardent leur capacité à induire une réaction 

immunitaire (Maves et al., 2010) ; 

- les vaccins synthétiques ; il s’agit de virus sans matériel génétique, possédant 

uniquement les protéines d’eŶǀeloppe ou eŶĐoƌe d’ADN ƌeĐoŵďiŶaŶt capables d’induire une 

réaction immunitaire ; 

 

Depuis l’ĠŵeƌgeŶĐe des Flavivirus d’iŶtĠƌġt ŵĠdiĐal, de nombreuses études ont été menées 

en vue de développer des vaccins pour lutter contre les maladies associées. 

La plupaƌt d’eŶtƌe euǆ soŶt eŶĐoƌe au stade d’Ġtudes ĐliŶiƋues. OŶ eŶ ƌetƌouǀe seuleŵeŶt 
quelques-uns qui sont homologués et utilisés pour lutter contre les Flavivirus décrits 

précédemment. 

Parmi les vaccins vivants atténués, il y a celui contre YFV, développé par Max Theiler, 

à partir de la souche 17D (Theiler and Smith, 1937a, 1937b). Ce vaccin permet une protection 

dans 95% des cas une semaine après la vaccination. Il est systématiquement appliqué, lors 

d’uŶe ŵise eŶ ĠǀideŶĐe d’uŶe ĠpidĠmie, auǆ populatioŶs Ƌui ǀiǀeŶt eŶ zoŶe d’eŶdĠŵisŵe 
mais également aux voyageurs qui se rendent dans ces zones (Verma et al., 2014). 

Actuellement deux souches vaccinales sont utilisées, la souche 17D-214 et la souche 17DD qui 

apparaît plus sûre et tout aussi efficace que la souche 17D-214 (Barrett and Higgs, 2007; 

Pereira et al., 2015). 

Il existe également un vaccin recombinant atténué ChimeriVax-JE développé par Sanofi 

Pasteur homologué et utilisé en Asie (Halstead and Thomas, 2010). 

 

 Concernant les vaccins issus d’ageŶts iŶfeĐtieuǆ inactivés, uniquement ceux contre JEV 

sont actuellement utilisés. Ces vaccins sont homologués aux États-Unis, en Europe, en 

Australie, au Canada, en Thaïlande, et en Corée du Sud (Tauber et al., 2007; Chen et al., 2015) 

avec un taux de protection se rapprochant des 100%. Un vaccin pour le WNV est homologué 

pouƌ les Đheǀauǆ ŵais la ƌeĐheƌĐhe du ǀaĐĐiŶ pouƌ l’Hoŵŵe est toujouƌs eŶ phase ĐliŶiƋue. 
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AĐtuelleŵeŶt auĐuŶ ǀaĐĐiŶ sǇŶthĠtiƋue Ŷ’est hoŵologuĠ et/ou utilisé. La majorité 

d’eŶtƌe euǆ soŶt eŶĐoƌe eŶ phase ĐliŶiƋue pouƌ des Ġtudes plus appƌofoŶdies. 
 

DaŶs le Đas de )IKV, de Ŷoŵďƌeuses Ġtudes soŶt eŶ Đouƌs pouƌ le dĠǀeloppeŵeŶt d’uŶe 
stƌatĠgie ǀaĐĐiŶale, paƌ l’utilisatioŶ de ǀaĐĐiŶs ǀiǀaŶt attĠŶuĠs (Giel-Moloney et al., 2018; 

Touret et al., 2018; Xie et al., 2018), inactivés (Abbink et al., 2016) ou encore synthétiques 

(Tebas et al., 2017; Yi et al., 2017; Gaudinski et al., 2018; Prow et al., 2018). 

 
Il y a également le cas particulier du vaccin recombinant vivant atténué contre DENV. 

Un vaccin recombinant est un vaccin chimérique obtenu à partir du vaccin YF-17D, dans lequel 

les régions codantes pour les protéines prM et E sont remplacées par celles d’uŶ autƌe ǀiƌus 

(figure 10). 

 

 

Figure 10 : Schéma de construction des vaccins recombinant selon la technique ChimeriVax (adapté de 
(Guy et al., 2010) 

 

En 2015 le vaccin chimérique YF-17D-DENV développé par Sanofi Pasteur, Dengvaxia, 

est homologué au Mexique, puis aux Philippines et au Brésil. En 2016 Dengvaxia est alors 

homologué dans plus de 10 pays. Cependant, fin 2017, Sanofi Pasteur actualise les 

informations liées au vaccin et évoque des écarts de performance liés aux antécédents 

d’iŶfeĐtioŶ ou ŶoŶ des patients (Sanofi, 2017). EŶ effet, si uŶ iŶdiǀidu Ŷ’aǇaŶt jaŵais ĐoŶtƌaĐtĠ 
la maladie se fait vacciner, le risque de développer des formes graves suite à une infection par 

DENV augmente. RĠĐeŵŵeŶt, “aŶofi a aŶŶoŶĐĠ aǀoiƌ oďteŶu uŶ aǀis positif d’uŶ ĐoŵitĠ de 
l’AgeŶĐe euƌopĠeŶŶe du médicament (EMA) pour mettre Dengvaxia sur le marché en Europe. 
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L’autoƌisatioŶ de ŵise suƌ le ŵaƌĐhĠ de la CoŵŵissioŶ euƌopĠeŶŶe est atteŶdue eŶ dĠĐeŵďƌe 
2018 (Le Monde, 2018). 

Même si les avancées des recherches sur les vaccins sont importantes et tendent vers 

des méthodes de plus en plus sûres, certaines polémiques comme celle concernant Dengvaxia 

(Barnéoud and Hecketsweiler, 2018) ŵoŶtƌeŶt l’iŵpoƌtaŶĐe de dĠǀeloppeƌ d’autƌes ŵoǇeŶs 
de lutte efficaces mais surtout adaptés à des personnes fragiles, notamment les femmes 

enceintes ou les personnes âgées. UŶe des possiďilitĠs est paƌ eǆeŵple l’utilisatioŶ des 
antiviraux. 

 

II.3 Les antiviraux et leur ŵode d’actioŶ 
 

Les antiviraux sont des molécules capables de perturber le cycle viral d’uŶ ou plusieuƌs 
virus ƌaleŶtissaŶt aiŶsi l’iŶfeĐtioŶ. Ils peuvent agir à différents moments du cycle viral (figure 

11) : 

- Au niveau de la particule virale ; 

- Au niveau des phases pƌĠĐoĐes du ĐǇĐle, iŶĐluaŶt l’attaĐheŵeŶt, l’eŶtƌĠe ǀiƌale daŶs la 
cellule hôte ainsi que la fusion des virions et de la membrane cellulaire ; 

- Au niveau des phases tardives, telles que la transcription, la réplication, l’asseŵďlage 
et la maturation des différents éléments des particules virales ainsi que leur exocytose.  

 

 

 

Figure 11 : Les différentes cibles d’uŶ aŶtiviƌal loƌs d’uŶ ĐǇĐle viƌal d’uŶ Flavivirus (adapté de (Fernández-
Sanlés et al., 2017) 
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Les aŶtiǀiƌauǆ peuǀeŶt ġtƌe d’oƌigiŶe sǇŶthĠtiƋue ou Ŷatuƌelle. Les aŶtiǀiƌauǆ Ŷatuƌels soŶt 
des molécules pures isolées à partir des plantes, des champignons, des levures ou encore des 

bactéries. On retrouve également certains extraits bruts de plantes qui démontrent 

d’iŵpoƌtaŶtes aĐtiǀitĠs aŶtiǀiƌales. 
  

II.3.1 Inhibition directe au niveau de la particule virale (action virostatique 
ou virucide) 

 

Paƌŵi les ŵodes d’aĐtioŶ des aŶtiǀiƌauǆ, oŶ ƌetƌouǀe Đeuǆ Ƌui agisseŶt directement sur 

la particule physique virale. Ces antiviraux peuvent alors être définit comme virostatique ou 

virucide. Ces termes ne sont ici pris en considération que dans un contexte virus/cellule 

saĐhaŶt Ƌu’uŶ ǀiƌus Ŷ’est à pƌopƌeŵeŶt dit pas « vivant ». Une molécule ou subtance 

ǀiƌostatiƋue ou ǀiƌuĐide ǀoŶt toutes les deuǆ iŶduiƌe des ŵodifiĐatioŶs ŵoƌphologiƋues d’uŶe 
paƌtiĐule ǀiƌale eŶtƌaiŶaŶt uŶe peƌte de l’iŶfeĐtiǀitĠ. CepeŶdaŶt lorsque que la molécule ou 

subtance est virucide elle est également capable de pƌoǀoƋueƌ des doŵŵages à l’ARN ou ADN 
du virus. 

L’effiĐaĐitĠ d’uŶ aŶtiǀiƌal peut ġtƌe dĠteƌŵiŶĠe paƌ soŶ iŶdeǆ de sĠleĐtiǀitĠ ;“IͿ ou iŶdeǆ 
thérapeutique (TI). Ces index permetteŶt d’Ġǀalueƌ l’effiĐaĐitĠ de la ŵolĠĐule 
ĐoŵpaƌatiǀeŵeŶt à sa toǆiĐitĠ. DoŶĐ plus l’iŶdiĐe est ĠleǀĠ, plus la ŵolĠĐule est effiĐaĐe et 
peu toǆiƋue. L’iŶdeǆ thĠƌapeutiƋue est plus utilisĠ daŶs le Đadƌe d’Ġtudes in vivo. 

L’ĠpigalloĐatĠĐhiŶe gallate ;EGCGͿ (figure 12), un polyphénol appartenant à la famille des 

flaǀaŶols tƌğs aďoŶdaŶt daŶs le thĠ, est dĠĐƌit eŶ taŶt Ƌu’ageŶt aŶtiǀiƌal suƌ de Ŷoŵďƌeuǆ 
Flavivirus d’iŶtĠƌġt ŵĠdiĐal Đoŵŵe le DENV et le WNV (Vázquez-Calvo et al., 2017). Depuis 

2016, il a été décrit pour son activité anti-ZIKV où il agit soit directement sur la particule virale 

eŵpġĐhaŶt l’attaĐheŵeŶt de cette dernière sur la cellule (Carneiro et al., 2016; Vázquez-Calvo 

et al., 2017), soit par une interaction avec les protéines NS2B-NS3 (Lim et al., 2016).  

De même, un autre polyphénol, la delphinidine a également été décrit pour son activité anti-

)IKV ŵais aussi suƌ d’autƌes Flavivirus Đoŵŵe le DENV et le WNV. Le ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ est 
iĐi le ŵġŵe Ƌue daŶs le Đas de l’EGCG aǀeĐ uŶe aĐtioŶ diƌeĐte suƌ la paƌticule virale (Vázquez-

Calvo et al., 2017). Ce ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ a ĠtĠ dĠĐƌit pƌĠĐĠdeŵŵeŶt pouƌ la delphinidine 

sur le ǀiƌus de l’hĠpatite C (Calland et al., 2015). 

 
II.3.2 Inhibition des phases précoces du cycle viral 

 
Les phases précoces de l’iŶfeĐtioŶ se sĐindent en 3 étapes principales, l’attachement 

du virion sur la memďƌaŶe Đellulaiƌe, l’eŶtƌĠe du ǀiƌus paƌ eŶdoĐǇtose et la fusion de 

l’eŶdosoŵe peƌŵettaŶt la liďĠƌatioŶ du ŵatĠƌiel gĠŶĠtiƋue ǀiƌal daŶs la Đellule hôte. 
 

a) Inhibition de l’attacheŵeŶt et/ou de l’entrée du virus 
 

Comme dĠĐƌit pƌĠĐĠdeŵŵeŶt la pƌeŵiğƌe Ġtape de l’infection est l’attaĐheŵeŶt du 
virion sur la membrane cellulaire. Cette étape est permise, dans le cas de ZIKV par différents 
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récepteurs, tels que certains membres de la famille des récepteurs tyrosine kinases (TAM) 

comme Tyro3 et Axl, les récepteurs TIM (T-cell immunoglobulin and mucin domain) ainsi que 

les récepteurs de type DC-SIGN (Lee et al., 2018). Ces molécules sont également des 

récepteurs impliƋuĠs daŶs l’iŶfeĐtioŶ par d’autƌes Flavivirus comme DENV ou WNV. 

En se focalisant sur le ZIKV, depuis son importante propagation, de nombreuses 

ŵolĠĐules oŶt dĠjà fait l’oďjet d’Ġtudes et ŵoŶtƌeŶt uŶe ĐapaĐitĠ à iŶhiďeƌ l’attaĐheŵeŶt 
et/ou l’eŶtƌĠe de )IKV dans la cellule.  

On retrouve notamment la suramine qui est un anti parasite ayant déjà été décrit pour 

son activité antivirale contre le DENV (Chen et al., 1997; Basavannacharya and Vasudevan, 

2014). Des études montrent que cette molécule possède également une activité anti-ZIKV. 

Elle bloque l’attaĐheŵeŶt du ǀiƌus suƌ la Đellule hôte, mais aussi le relargage de particules 

virales infectieuses. L’iŶdeǆ de sélectivité (SI) de la suƌaŵiŶe ĐalĐulĠ daŶs l’uŶe de Đes Ġtudes 
est de 48 (Albulescu et al., 2017; Tan et al., 2017).  

D’autƌes ŵolĠĐules sǇŶthĠtiƋues oŶt ĠtĠ aŶalǇsĠes pouƌ leuƌ poteŶtiel aŶtiǀiƌal ĐoŶtƌe 
ZIKV. Meertens et son équipe ont montré que deux autres molécules, R428 (une kinase 

inhibitrice d’AǆlͿ Ƌui ǀa eŵpġĐheƌ la phosphorylation du récepteur Axl, et MYD1 (récepteur 

avec une grande affinité pour Gas6Ϳ iŶhiďeŶt l’iŶfeĐtioŶ de )IKV daŶs des Đellules gliales. De 

ŵġŵe, uŶe autƌe ĠƋuipe dĠŵoŶtƌe ĠgaleŵeŶt l’aĐtiǀitĠ de RϰϮϴ et de la molécule 

ĐaďozaŶtiŶiď ;uŶe autƌe ŵolĠĐule iŶhiďitƌiĐe de la phosphoƌǇlatioŶ d’AǆlͿ Đoŵŵe ageŶt aŶti-
ZIKV par inhibition de la phase précoce (Liu et al., 2016a; Meertens et al., 2017). 

On peut également retrouver des molécules naturelles issues de plantes, comme la 

curĐuŵiŶe. Il s’agit du pigŵeŶt polǇphĠŶoliƋue pƌiŶĐipal du curcuma. Outre des activités 

antioxydante et anti-inflammatoire, la curcumine possède une importante activité antivirale. 

Son activité antivirale contre le ZIKV a été démontrée aǀeĐ uŶ ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtion direct sur 

la particule virale en empêchant son attachement sur la cellule hôte. Cette étude a permis de 

déterminer un index de sélectivité de la ĐuƌĐuŵiŶe, Ġgal à ϲ. C’est à diƌe Ƌue l’aĐtiǀitĠ aŶti-
ZIKV de la curcumine est seulement 6 fois supérieur à sa cytotoxicité, montrant ainsi une 

importante toxicité potentielle de Đette ŵolĠĐule daŶs le Đadƌe d’uŶe adŵiŶistƌatioŶ eŶ taŶt 
Ƌu’antiviral (Mounce et al., 2017). 

 

b) Inhibition de la fusioŶ de l’eŶdosoŵe et/ou de l’internalisation 
 

“uite à l’attaĐheŵeŶt, les virions sont internalisés dans la cellule par un mécanisme 

d’eŶdoĐǇtose clathrine-dépendant. Le matériel génétique viral est libéré dans le cytoplasme 

par fusion des ŵeŵďƌaŶes ǀiƌales et de l’eŶdosoŵe, peƌŵis paƌ l’aĐidifiĐatioŶ du pH de 
l’eŶdosoŵe (figure 11). Cette Ġtape d’iŶteƌŶalisatioŶ et/ou de fusioŶ de l’eŶdosoŵe peut être 

inhibée par diverses molécules. 

On retrouve un antipsychotique, la chlorpromazine, qui possède une action anti-ZIKV 

en inhibant le mĠĐaŶisŵe d’eŶdoĐǇtose ĐlathƌiŶe-dépendant (Persaud et al., 2018).  

L’aƌďidol ;ou uŵifeŶoǀiƌͿ, uŶe ŵolĠĐule aŶtiǀiƌale à laƌge speĐtƌe, utilisĠe ĐoŶtƌe les ǀiƌus 
influenza, démontre une activité anti-ZIKV significative avec une concentration efficace de 



 51 

l’oƌdƌe de ϭϭ µM et un index de sélectivité de 8 sur des cellules Vero (dérivées de cellules 

épithéliales de singe). Elle possède également une activité anti-)IKV suƌ d’autƌes tǇpes de 

lignées cellulaires immortalisées telles que les cellules A549 dérivées des cellules épithéliales 

humaines, les Đellules HuHϳ dĠƌiǀĠes d’hépatocytes humains ou encore des cellules 

ĠpithĠliales pƌiŵaiƌes. “oŶ aĐtiǀitĠ est liĠe à sa ĐapaĐitĠ à s’iŶteƌĐaleƌ daŶs les membranes 

lipidiques, entraînant ainsi une incapacité des membranes cellulaires et virales à fusionner lors 

de l’eŶdoĐǇtose (Fink et al., 2018; Haviernik et al., 2018). La daptomycine, un antibiotique, a 

également été décrite pour son activité anti-ZIKV suiǀaŶt le ŵġŵe ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ 
(Barrows et al., 2016). 

La ĐhloƌoƋuiŶe, uŶ ageŶt ďloƋuaŶt de l’eŶdoĐǇtose paƌ iŶhiďitioŶ de l’aĐidification des 

endosomes, est également largement décrite pour son activité antivirale, contre DENV, JEV 

ou encore contre WNV (Silva et al., 2007; Zhu et al., 2012b; Farias et al., 2014). Elle est 

notamment décrite pour son efficacité sur DENV à la fois in vitro et in vivo chez des singes 

(Farias et al., 2013, 2014, 2015).  Des études ont ĠgaleŵeŶt pu ŵoŶtƌeƌ l’effiĐaĐitĠ de la 
chloroquine face à ZIKV en agissant sur les phases précoces du cycle viral avec une activité 

accrue sur des cellules souches neurales et des fibroblastes humains avec des index de 

sélectivité compris entre 8 et 14 selon le modèle cellulaire étudié (Delvecchio et al., 2016; 

Persaud et al., 2018). In vivo, elle est capable de diŵiŶueƌ le tauǆ d’iŶfeĐtioŶ daŶs le plaĐeŶta 
et Đhez les fœtus de souƌis, ŵais aussi le tauǆ de ŵoƌtalitĠ Đhez des souƌis, en protégeant les 

souriceaux de microcéphalie. De plus, la chloroquine montre également une diminution de la 

transmission verticale chez des souris, avec une chute importante de la virémie dans les 

Đeƌǀeauǆ des fœtus (Cao et al., 2017a; Li et al., 2017a; Shiryaev et al., 2017; Arumugasaamy 

et al., 2018). 

D’autƌes molécules telles que le chlorure d’ammonium, le bafilomycine A1, la 

quinacrine, la méfloquine et le N-tert-butyl Isoquine (GSK369796), connues pour leur capacité 

à inhiber l’aĐidifiĐatioŶ de l’eŶdosoŵe, pƌĠseŶteŶt uŶe aĐtiǀitĠ aŶti-ZIKV chez des cellules Vero 

et des fibroblastes humains (Balasubramanian et al., 2017; Persaud et al., 2018). 

 Des molécules anti-cancéreuses, telles Ƌue l’obatoclax, la saliphenylhalamide (SaliPhe) 

ou encore la gemcitabine, possèdent une activité antivirale significative contre ZIKV chez des 

cellules ĠpithĠliales huŵaiŶes de l’œil, avec des index de sélectivité de 65, >200 et >1000 

respectivement (Kuivanen et al., 2017). Des ƌĠsultats siŵilaiƌes soŶt ƌepoƌtĠs paƌ l’ĠƋuipe de 
Adcock et al, pour la saliphénylhalamide avec notamment un index de sélectivité de 40 sur 

des cellules Vero (Adcock et al., 2017). Ces ŵolĠĐules iŶteƌǀieŶŶeŶt eŶ iŶhiďaŶt l’aĐidifiĐatioŶ 
de l’eŶdosoŵe loƌs du ĐǇĐle ǀiƌal. 

L’aŵodiaƋuiŶe, uŶ antipaludéen, possède aussi une activité anti-ZIKV en agissant sur 

les phases précoces (Han et al., 2018). De ŵġŵe le Đitƌate d’aŵŵoŶiuŵ feƌƌiƋue iŶhiďe 
l’iŶfeĐtioŶ paƌ )IKV dans des cellules Vero et des neuroblastes humains (Wang et al., 2018). 

La niclosamide, connue pour soŶ aĐtiǀitĠ d’iŶhiďitioŶ suƌ l’aĐidifiĐatioŶ du pH de 

l’eŶdosoŵe, possède une activité anti-ZIKV in vitro sur des cellules épithéliales et neurales 

humaines et in vivo en réduisant le tauǆ d’iŶfeĐtioŶ et le nombre de microcéphalies (Xu et al., 

2016; Li et al., 2017b; Cairns et al., 2018). Cependant, certaines études montrent que la 
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ŶiĐlosaŵide agiƌait plutôt suƌ les phases taƌdiǀes loƌs de l’iŶfeĐtioŶ paƌ )IKV (Xu et al., 2016) 

par une interaction avec le complexe protéique NS2B-NS3 (Li et al., 2017b). 

D’autƌes Ġtudes ŵoŶtƌeŶt l’aĐtiǀitĠ aŶti-ZIKV de molécules naturelles, comme 

l’isoƋueƌĐitƌiŶe (Q3G) qui appartient à la famille des flavonoïdes. Q3G a la ĐapaĐitĠ d’iŶhiďeƌ 
l’internalisation du virus dans différentes lignées cellulaires humaines, avec des index de 

sélectivité compris entre 23,3 et 60 selon le type cellulaire (Gaudry et al., 2018). Le 

nanchangmycine, un antibiotique naturel issu de la bactérie Streptomyces nanchangensis, a 

été décrit pour bloquer l’eŶtƌĠe de )IKV daŶs les Đellules hôtes paƌ iŶhiďitioŶ de 
l’iŶteƌŶalisatioŶ (Rausch et al., 2017). 

 

II.3.3 Inhibition des phases tardives du cycle viral 
 

Les phases taƌdiǀes du ĐǇĐle ǀiƌal d’uŶ Flavivirus tel que le ZIKV, comprennent de 

nombreuses étapes essentielles à la formation et à la multiplication de virions matures. Ces 

phases sont constituées des étapes de traduction et de transcription, ainsi que des étapes de 

ƌĠpliĐatioŶ, d’asseŵďlage et de ŵatuƌatioŶ (figure 11). 

 
a) Inhibition de la traduction et/ou de la transcription 

 
Le génome viral est libéré dans le cytoplasme cellulaire suite à la fusioŶ de l’endosome 

et de nouveaux ARN sont synthétisés. De nombreuses molécules inhibitrices interviennent 

dans cette phase du cycle viral. Le N-(4-hydroxyphenyl) retinamide (4-HPR ou fenretinide), un 

activateur des récepteurs rétinoïdes, montre une activité antivirale contre différents 

Flavivirus, DENV, WNV, HCV (Fraser et al., 2014; Carocci et al., 2015). Plus récemment, des 

Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue Đette ŵolĠĐule possğde aussi uŶe ĐapaĐitĠ d’iŶhiďitioŶ de l’iŶfeĐtioŶ 
par ZIKV, in vitro et in vivo chez des souris. Cette inhibition est liée à la réduction de synthèse 

d’ARN Đaƌ le ϰ-HRP agit diƌeĐteŵeŶt suƌ l’activité de la réplicase virale (Pitts et al., 2017; Wang 

et al., 2017b). On retrouve également le difluorométhylornithine (DFMO; ou éflornithine) et 

le diéthylnorspermine (DENSpm), qui vont agir sur la voie de synthèse des polyamines et 

inhiber la réplication virale de ZIKV sur des cellules de reins de hamster (BHK-21) (Mounce et 

al., 2016). 

Concernant les molécules pures naturelles, le silvestrol qui est une molécule isolée de 

la plante Aglaia foveolata, est Đapaďle d’iŶhiďeƌ la ƌĠpliĐatioŶ de )IKV paƌ iŶhiďitioŶ de 

l’hĠliĐase eIFϰA ;eukaƌǇotiĐ iŶitiatioŶ faĐtoƌ ϰAͿ dans les A549 et dans des cellules primaires 

d’hĠpatoĐǇtes huŵaiŶs (Elgner et al., 2018). 

 

b) Inhibition de la réplication, de l’assemblage et de la maturation 
 

Les étapes de répliĐatioŶ et d’asseŵďlage se font au niveau du réticulum 

endoplasmique (RE). Les virions immatures néoformés transitent à tƌaǀeƌs l’appaƌeil de golgi 

où la protéine de membrane prM est clivée avant l’exocytose des virions matures. De 

nombreuses études portent sur la recherche de molécules antivirale ciblant ces différentes 
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étapes, que ce soit directement sur la réplication virale, soit au niveau du métabolisme 

lipidique ou encore au niveau de la synthèse nucléotidique. Parmi les molécules capables 

d’iŶhiďeƌ la ƌĠpliĐatioŶ de )IKV, on retrouve le nitazoxanide décrit comme antiprotozoaire et 

ĠgaleŵeŶt ŵolĠĐule aŶtiǀiƌale. EŶ effet, Đette ŵolĠĐule Ŷ’a pas d’effet sur les phases précoces 

mais agit sur des étapes post-entrée du cycle viral de ZIKV (Cao et al., 2017b; Li et al., 2017b). 

Cette activité anti-)IKV ǀieŶt de l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe les pƌotĠiŶes N“Ϯ-NS3 et le nitazoxanide. 

L’iŶdeǆ de sélectivité rapporté pour cette molécule est de 52 (Li et al., 2017b). 

Les champignons sont une source importante de composés biologiquement actifs. La 

molécule issue du champignon Colispora cavincola, la cavinafungine (Ortíz-López et al., 2015), 

a été décrite récemment pour son activité antivirale contre le DENV et le ZIKV en inhibant la 

réplication virale (Estoppey et al., 2017). De même, une étude a montré que la bromocriptine, 

uŶ alĐaloïde dĠƌiǀĠ de l’eƌgot de seigle Ƌui est uŶ agoŶiste dopaŵiŶeƌgiƋue, possğde uŶe 
activité antivirale. Elle est efficace à la fois sur le DENV et le ZIKV. La bromocriptine agit au 

Ŷiǀeau des phases taƌdiǀes du ĐǇĐle ǀiƌal paƌ iŶhiďitioŶ de l’aĐtiǀitĠ pƌotĠases des pƌotĠiŶes 
NS2B et NS3 de ZIKV (Chan et al., 2017).  

Les plantes et les fruits sont également des sources de composés naturels. Ils sont 

riches en polyphénols et ces derniers sont largement décrits pour leurs nombreuses activités 

biologiques. En effet, une étude ŵoŶtƌe l’aĐtiǀitĠ aŶti-ZIKV de 7 polyphénols avec une 

iŶhiďitioŶ plus ou ŵoiŶs iŵpoƌtaŶte de l’aĐtiǀitĠ des pƌotĠiŶes N“ϮB-NS3. De plus, la 

myricétine (ou myricétol, principalement retrouvée dans les raisins ou les baies) montre 

l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale la plus iŵpoƌtaŶte aǀeĐ uŶe iŶhiďitioŶ de plus de ϴϬ% (Lim et al., 2016). 

D’autƌes ŵolĠĐules sǇŶthĠtiƋues ǀoŶt agiƌ de façoŶ iŶdiƌeĐte suƌ le )IKV eŶ ĐiďlaŶt le 
ŵĠĐaŶisŵe d’apoptose paƌ aĐtiǀatioŶ des Đaspases paƌ eǆeŵple. Paƌŵi Đes ŵolĠĐules Ŷous 
pouvons citer, le bithionol et la molécule emricasan, qui sont des inhibiteurs des caspases. Ces 

composés montrent une activité anti-ZIKV sur des cellules Vero et des cellules neurales 

(Leonardi et al., 2016; Xu et al., 2016). On retrouve également dans la littérature des 

inhibiteurs de kinase, comme le PHA-690509, qui possède une activité anti-ZIKV sur des 

astrocytes humains (Xu et al., 2016). Le bortézomib, un inhibiteur du protéasome, a également 

été décrit récemment pour son activité anti-)IKV loƌs d’Ġtude de Đƌiďlage de diǀeƌses 
molécules déjà approuvées par la Food and Drug Administration (FDA) (Barrows et al., 2016). 

Le métabolisme lipidique de la cellule hôte est nécessaire à la réplication des Flavivirus 

tel que le ZIKV. Des molécules pouvant cibler cette étape peuvent également être de bonnes 

candidates anti-ZIKV. Une étude a montré que diverses molécules connues pour perturber le 

métabolisme lipidique, telles que l’aĐide ŶoƌdihǇdƌoguaiaƌetiƋue (NDGA), son dérivé méthylé 

l’aĐide tetra-O-methyl nordihydroguaiaretique (M4N), le PF-429242, et la molécule fatostatine 

possèdent une activité anti-ZIKV. Ces molécules vont moduler le métabolisme lipidique par 

interaction avec la voie des protéines régulatrices des stérols (sterol regulatory element-

binding proteins (SREBP)). Les molécules NDGA et M4N possèdent un index de sélectivité de 

17,8 et de 187,9 respectivement face au ZIKV, lorsƋu’elles soŶt testĠes suƌ des Đellules Veƌo 

(Merino-Ramos et al., 2017). 
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D’autƌes ŵolĠĐules utilisĠes pouƌ leuƌ aĐtioŶ hǇpoĐholestĠƌolĠŵiaŶte, telles Ƌue la 

lovastatine et le mévastatine, sont décrites pour leur activité antivirale face au ZIKV avec un 

index de sélectivité supérieur à 2,5 (Pascoalino et al., 2016). De ŵġŵe, l’iŵipƌaŵiŶe, Ƌui est 
un antidépresseur, inhibe la réplication de ZIKV dans des fibroblastes humains en empêchant 

le transport intracellulaire du cholestérol (Wichit et al., 2017). La réplication de ZIKV est 

également inhibée par des molécules activatrices de protéines kinases qui jouent un rôle 

essentiel dans la régulation du métabolisme lipidique. Parmi ces molécules, PF-06409577 et 

PKI (inhibiteur de la protéine kinase A), inhibe l’iŶfeĐtioŶ paƌ le )IKV daŶs des Đellules Veƌo et 
des astrocytes, respectivement (Cheng et al., 2018; Jiménez de Oya et al., 2018). 

La synthèse nucléotidique permise par la protéine ARN polymérase NS5 est une cible 

privilégiée dans la recherche de molécules antivirales.  

La forme triphosphatée du sofosbuvir, analogue nucléotidique, Điďle l’ARN polǇŵĠƌase ǀiƌal 
NS5 du ǀiƌus de l’hĠpatite C ;HCVͿ. Sachant que cette région est très conservée chez les 

Flavivirus, le sofosbuvir a fait l’oďjet de nombreuses études qui montrent son efficacité 

également contre le ZIKV. En effet, différentes équipes ont montré que le sofosbuvir est 

Đapaďle d’iŶhiďeƌ l’iŶfeĐtioŶ paƌ le ZIKV dans diverses cellules (les hépatocytes, les cellules 

placentaires humaines, les cellules souches neurales dérivées d’eŵďƌǇoŶs huŵaiŶs, les 

neuroblastes humains) ou encore in vivo chez des souris (Bullard-Feibelman et al., 2017; 

Reznik and Ashby, 2017; Sacramento et al., 2017; Ferreira et al., 2017; Mesci et al., 2018). Le 

sofosďuǀiƌ iŶhiďe l’ARN polǇŵĠƌase N“ϱ de )IKV, bloquant ainsi la réplication du virus 

(Sacramento et al., 2017; Xu et al., 2017). De plus, une étude récente a mis en évidence la 

capacité du sofosbuvir à prévenir la transmission mère-enfant de ZIKV chez des souris 

immunodéficientes (Mesci et al., 2018).  

L’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale du sofosďuǀiƌ dĠpeŶd du ŵodğle Đellulaiƌe utilisĠ. Son efficacité 

antivirale est accrue dans le cas des hépatocytes humains (Huh7) (SI = 1194) comparativement 

aux cellules BHK (cellules de reins de hamster doré) (SI = 184). Cependant, son activité est peu 

marquée dans le cas des cellules Vero et des A549 (SI > 2) (Mumtaz et al., 2017; Sacramento 

et al., 2017). 

Le 7-déaza-Ϯ’-C-méthyladénosine, uŶ iŶhiďiteuƌ de l’aĐtiǀitĠ de la polǇŵĠƌase, ŵoŶtƌe 
une activité antivirale in vitro contre ZIKV avec un SI > 37 sur des cellules Vero. Il est également 

efficace sur des neurones ou des astrocytes. In vivo, chez des souris il réduit la virémie et 

retarde l’appaƌitioŶ de la ŵaladie (Zmurko et al., 2016; Lanko et al., 2017). 

Une nouvelle molécule antivirale, la favipiravir (T-7ϬϱͿ, iŶhiďiteuƌ de l’ARN polǇŵĠƌase 
démontre une importante activité anti-ZIKV sur de nombreux types cellulaires humains 

(neurones, fibroblastes, épithélium) et sur des cellules Vero avec des SI > 26 (Zmurko et al., 

2016; Baz et al., 2017; Kim et al., 2018). 

Nous pouvons également citer la ribavirine (analogue nucléosidique de la guanosine) 

Ƌui est uŶ iŶhiďiteuƌ de l’iŶosiŶe ŵoŶophosphate dĠshǇdƌogĠŶase ;IMPDHͿ, empêchant ainsi 

la production de GTP nécessaire à la polymérase virale. De nombreuses études ont porté sur 

l’aĐtiǀitĠ aŶti-ZIKV de la ribavirine. Cette molécule inhibe la réplication de ZIKV dans 

différentes lignées cellulaires humaines et dans des cellules Vero (Baz et al., 2017; Julander et 
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al., 2017; Kamiyama et al., 2017; Kim et al., 2018). Les résultats obtenus sont controversés car 

une autre étude ne montre aucune activité de ce médicament sur des cellules Vero infectées 

par ZIKV (Adcock et al., 2017). In vivo, la ribavirine induit une baisse de la virémie chez des 

souris (Julander et al., 2017; Kamiyama et al., 2017).  

D’autƌes iŶhiďiteuƌs de l’IMPDH oŶt ĠtĠ ĠtudiĠs daŶs le Đas de )IKV. Par exemple, 

l’aĐide ŵǇĐophĠŶoliƋue ;MPAͿ et le ŵĠƌiŵĠpodiď ;MMPDͿ iŶhiďent la réplication de ZIKV dans 

divers modèles cellulaires humains, comme les cellules hépatiques Huh7, des cellules du 

placenta ou encore des cellules souches neurales (Barrows et al., 2016; Rausch et al., 2017; 

Tong et al., 2018). Le mérimépodib possède un index de sélectivité supérieur à 17.  

Certains inhibiteurs de synthèse de pyrimidine, comme le 6-azauridine et le brequinar 

inhibent également la réplication de ZIKV dans des cellules Vero (Crance et al., 2003; Adcock 

et al., 2017). Dans des cellules Vero le 6-azauridine présente un SI >33 face au ZIKV (Crance et 

al., 2003). 

Dans les composés issus de plantes, la glycyrrhizine issue de la réglisse (Glycyrrhiza 

glabra) possède une activité antivirale contre le DENV, le YFV et le JEV. Son activité anti-ZIKV 

est moins importante, avec un SI >7 (Crance et al., 2003). 

 

 EŶfiŶ au Ŷiǀeau de l’Ġtape d’asseŵďlage et de ŵatuƌatioŶ, lors du transfert des 

particules virales du réticulum endoplasmique vers le Golgi, on retrouve certaines molécules 

naturelles Đapaďles d’iŶhiďeƌ Đes étapes. La bréfeldine A, produite par une espèce de 

Penicillium inhibe la progénie de ZIKV dans des cellules Vero, avec un index de sélectivité de 

36, en inhibant le transport du RE vers le Golgi (Raekiansyah et al., 2017). L’ĠŵĠtine isolée de 

la plante Carapichea ipecacuanha, agit à deux niveaux, à la fois par inhibition de la protéine 

NS5 et en perturbant la formation des lysosomes dans des cellules rénales humaines (Yang et 

al., 2018). 

 

Ces études indiquent plusieurs pistes de recherche vers la mise au point d’aŶtiǀiƌauǆ 
efficaces contre le ZIKV mais des études supplémentaires sont nécessaires afin de valider leur 

efficacité de façon universelle. De plus, d’autƌes Ġtudes teŶdeŶt ǀeƌs l’ideŶtifiĐatioŶ d’autƌes 
composés plus sûrs, moins toxiques notamment pour les populations à risques comme les 

femmes enceintes (Micewicz et al., 2017). 

http://www.wikiphyto.org/wiki/Glycyrrhiza_glabra
http://www.wikiphyto.org/wiki/Glycyrrhiza_glabra
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Figure 12 : Structure de quelques molécules anti-ZIKV 
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III. Les plantes médicinales : source de substances anti-
infectieuses 

 
Une plante médicinale, est utilisée pour des propriétés spécifiques, bénéfiques à la 

santé humaine ou animale. Une plante médicinale est définie par la pharmacopée française 

comme « une drogue végétale au sens de la pharmacopée européenne dont au moins une 

partie possède des propriétés médicamenteuses ». 

De façon historique, une pharmacopée est un ouvrage encyclopédique qui recense des 

plaŶtes à usage thĠƌapeutiƋues pƌiŶĐipaleŵeŶt, ŵais aussi des suďstaŶĐes d’oƌigiŶe aŶiŵale 
ou minérale et plus récemment des substances chimiques. Le terme désigne actuellement un 

registre officiel et réglementaire des matières premières autorisées dans un pays, ou groupe 

de pays, pour la fabrication de médicaments. 

Il existe différents types de pharmacopée : 

- Pharmacopée traditionnelle ; 

- Pharmacopée nationale (française) ; 

- Pharmacopée internationale (européenne). 

  

“eloŶ l’OM“, ϭϰ à Ϯϴ% des plaŶtes ƌĠpeƌtoriées dans le monde sont à usage médicinal. 

Les plantes médicinales sont utilisées depuis des millénaires pour leurs vertus thérapeutiques. 

OŶ ƌetƌouǀe aiŶsi daŶs la littĠƌatuƌe de Ŷoŵďƌeuses Ġtudes suƌ l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale des plaŶtes 
médicinales présentes dans le monde entier. Concernant les plantes anti-Flavivirus des études 

ont démontré l’effiĐaĐitĠ de Ŷoŵďƌeuses plaŶtes ŵĠdiĐiŶales ĐoŶtƌe le DENV. L’eǆtƌait 
éthanolique de feuilles de Distictella elongata possède une activité anti-DENV avec un index 

de sélectivité de 1,5 (Simões et al., 2011). UŶ ŵĠlaŶge d’eǆtƌaits aqueux de trois espèces de 

Phyllanthus est capable de réduire de 90% la quantité de virus DENV-2 présents dans les 

cellules ou dans le surnageant (Lee et al., 2013). L’eǆtƌait aƋueuǆ de ƌaĐiŶes de Scutellaria 

baicalensis, une plante utilisée dans la médecine chinoise traditionnelle, démontre une 

inhibition de plus de 7Ϭ% de l’iŶfeĐtioŶ des ϰ sĠƌotǇpes de DENV suƌ des cellules Vero. Cet 

extrait présente un index de sélectivité compris entre 10 et 16 selon le sérotype de DENV, lors 

de diffĠƌeŶts pƌotoĐoles d’additioŶ (Zandi et al., 2013). OŶ dĠĐƌit ĠgaleŵeŶt l’aĐtiǀitĠ aŶti-
DENV-ϭ d’eǆtƌaits ŵĠthaŶoliƋues de Andrographis paniculata et de Momordica charantia, 

capables de réduire les effets cytopathiques du virus de plus de 50% (Tang et al., 2012). Sur 

des ŵoŶoĐǇtes, l’eǆtƌait ďƌut ĠthaŶoliƋue de feuilles de Norantea brasiliensis Choisy démontre 

également une activité antivirale contre le DENV-2 par inhibition de l’iŶfeĐtioŶ et uŶe 
réduction de la sécrétion de la protéine NS1 (Fialho et al., 2016). L’eǆtƌait ŵĠthaŶoliƋue des 
feuilles de Vernonia cinerea et l’eǆtƌait ĠthaŶoliƋue de tiges de Tridax procumbers possèdent 

une activité anti-DENV par une réductioŶ de l’iŶfeĐtioŶ, gƌâĐe à uŶe iŶhiďitioŶ de l’aĐtiǀitĠ des 
protéines NS2B-NS3 du virus (Rothan et al., 2014). Les rhizomes de Curcuma longa présentent 

une activité antivirale de DENV-Ϯ paƌ iŶhiďitioŶ de l’aĐtiǀitĠ pƌotĠase des pƌotĠiŶes N“ϮB-NS3 

(Tan et al., 2006). OŶ ƌetƌouǀe ĠgaleŵeŶt l’eǆtƌait d’aĐĠtate d’ĠthǇle d’uŶe plante de 
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Madagascar, Flacourtia ramontchi, qui montre une activité anti-DENV eŶ iŶhiďaŶt l’aĐtiǀitĠ 
enzymatique de la protéine NS5 (Bourjot et al., 2012) 

Divers extraits de plantes sont efficaces contre d’autƌes Flavivirus, par exemple un 

eǆtƌait d’aĐĠtate d’ĠthǇle de gƌaiŶes de Daucus maritimus montre une activité anti-WNV par 

inhibition de la protéine NS5 (Miladi et al., 2012). Une autre plante médicinale de la médecine 

chinoise, Rheum palmatum, est Đapaďle d’iŶhiďeƌ ϵϬ% de l’iŶfeĐtioŶ paƌ JEV in vitro (Chang et 

al., 2014).  De même différentes études ont été menées suƌ l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale d’eǆtƌaits ďƌuts 
de plantes médicinales contre le YFV. L’eǆtƌait ĠthaŶoliƋue de tiges d’Aframomum melegueta, 

des eǆtƌaits aƋueuǆ d’ĠĐoƌĐes de Enantia chloranta et de feuilles de Gossypium hirsutum 

inhibent les effets cytopathiques de YFV sur des cellules Vero (Ojo et al., 2009; Abubakr et al., 

2013).  

Toutes ces études démontrent le potentiel antiviral des plantes médicinales. 

CepeŶdaŶt la ŵajoƌitĠ de Đes Ġtudes poƌteŶt suƌ l’Ġtude de l’aĐtiǀitĠ aŶti-DENV, peu d’eŶtƌe 
elles s’iŶtĠƌesseŶt à d’autƌes Flavivirus. 

 

III.1 Les plantes médicinales réunionnaises 
 

Ancrées dans la tradition réunionnaise, les plantes médicinales ont largement été 

utilisées par les plus anciens dans le traitement ou la prévention de nombreuses maladies. Les 

recettes de « grand-mères », ont en grande partie disparues avec l’appaƌition de la médecine 

moderne. Cependant, de nombreuses familles retournent aujouƌd’hui ǀeƌs Đette ŵĠdeĐiŶe 
plus douce et naturelle (Lavergne, 2016).  

Les plantes réunionnaises sont pour la plupart soit, indigènes de la zone des Mascareignes, 

soit endémiques de La Réunion. 

Certaines études ont été menées sur une sélection de plantes médicinales 

réunionnaises, notamment pour leur activité antioxydante (Poullain et al., 2004). Des extraits 

ƌiĐhes eŶ polǇphĠŶols d’Antirhea borbonica, Doratoxylon apetalum et Gouania mauritiana, 

sont capables d’iŶhiďeƌ la pƌoduĐtioŶ d’espèces réactives de l’oǆǇgğŶe, de diminuer 

l’eǆpƌessioŶ des gènes des enzymes responsables de leur production, dans des adipocytes et 

d’augŵeŶteƌ l’aĐtiǀitĠ d’eŶzǇŵes antioxydantes telles que la superoxide dismutase (SOD) ou 

la catalase. En plus de cette action antioxydante, ces études montrent aussi la capacité anti-

inflammatoire de ces extraits avec une diminution de molécules pro-inflammatoires, comme 

l’iŶteƌleukiŶe ϲ ;IL-6) (Marimoutou et al., 2015; Le Sage et al., 2017).  

Une autre étude a pu montrer que des extraits de Curcuma longa, une épice 

couramment utilisée à La Réunion, possèdent des activités anti-inflammatoire mais 

ĠgaleŵeŶt uŶe ĐapaĐitĠ à diŵiŶueƌ l’aĐĐuŵulatioŶ lipidiƋue dans des adipocytes (Septembre-

Malaterre et al., 2016).  

 

Concernant les activités anti-infectieuses, différentes études ont montré une activité 

antivirale de plantes médicinales réunionnaises. En effet, des extraits méthanoliques de 

Obetia ficifolia et de Olax psittacorum exercent une activité antivirale importante contre le 
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ǀiƌus de l’Heƌpğs de tǇpe ϭ et le polioǀiƌus, ƌespeĐtiǀeŵeŶt. L’eǆtƌait ŵĠthaŶoliƋue de Senecio 

ambavilla possède également une activité antivirale, moins importante, pouvant agir sur les 

deux virus testés (Fortin et al., 2002).  

Senecio ambavilla, est surtout utilisée pouƌ tƌaiteƌ les ŵaladies de la peau, Đoŵŵe l’eĐzĠŵa, 

la gale ou les plaies vénériennes (Lavergne, 2016; Smadja and Marodon, 2016), conséquences 

de ĐeƌtaiŶes ŵaladies Đoŵŵe l’heƌpğs. Dans ce cas, on retrouve donc cette activité anti-

herpès à la fois dans les données ethnobotaniques et scientifiques. L’activité cicatrisante au 

niveau de la peau dans le cas des plaies vénériennes pourrait tout simplement être une 

ĐoŶsĠƋueŶĐe de soŶ aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale ĐoŶtƌe le ǀiƌus de l’heƌpğs.  
Des extraits éthanoliques des espèces Croton mauritianus et Stillingia lienata, sont 

effiĐaĐes ĐoŶtƌe les ǀiƌus ĐhikuŶguŶǇa ;CHIKVͿ et de l’iŵŵuŶodĠfiĐieŶĐe huŵaiŶe ;VIHͿ 
(Poullain, 2004; Corlay et al., 2014; Olivon et al., 2015). De façon traditionnelle, Croton 

mauritianus, est utilisée à La Réunion contre les rhumatismes, et surtout pour faire baisser la 

fièvre (Lavergne, 2016), mais Ŷ’est pas connue pour des propriétés antivirales. 

RĠĐeŵŵeŶt uŶe autƌe Ġtude dĠŵoŶtƌe l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale d’eǆtƌaits d’aĐĠtate 
d’ĠthǇle d’Aphloia theifoƌŵis, de Stillingia lineata, de Croton mauritianus, d’Indigofera 

ammoxylum, et de Securinega durissima contre le CHIKV. Ces extraits présentent des index de 

sélectivité compris entre 5,4 et 10,9 (Ledoux et al., 2018). 

Les plantes médicinales de La Réunion ont un fort potentiel eŶ teƌŵes d’aĐtiǀitĠs 
biologiques même si leurs utilisations locales peuvent être, soit représentatives de leurs 

activités biologiques, soit totalement indépendantes. Les plantes médicinales réunionnaises 

sont depuis peu reconnues pour leurs potentiels thérapeutiques. Entre 2012 et 2016, 22 

plantes ont été inscrites à la pharmacopée française (tableau 1). ϭϲ d’eŶtƌe elles oŶt intégré 

la pharmacopée française en 2013, puis 3 en 2015 et enfin les 3 dernières en 2016 (Smadja 

and Marodon, 2016). Parmi ces 22 plantes médicinales réunionnaises, 20 font parties de la 

liste A de la pharmacopée, une sur la liste B et une autre sur les deux listes. La liste A 

correspond aux plantes médicinales utilisées traditionnellement et la liste B aux plantes 

utilisĠes tƌaditioŶŶelleŵeŶt eŶ l’Ġtat ou sous foƌŵe de préparations dont les effets 

indésirables potentiels sont supérieurs au bénéfice thérapeutique attendu (Agence Nationale 

de Sécurité du Médicament et des produits de santé (ANSM)). 

A ce jour, peu de données scientifiques sont disponibles sur ces plantes. Leurs 

utilisations sont majoritairement limitées à des préparations traditionnelles locales. En effet, 

peu d’Ġtudes oŶt ĠtĠ ŵeŶĠes ĐoŶĐeƌŶaŶt l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale de Đes plaŶtes. Coŵŵe dĠĐƌit 
précédemment, quelques plantes médicinales réunionnaises ont été étudiées pour leur 

activité anti-VIH et anti-CHIKV (Poullain, 2004; Ledoux et al., 2018). Néanmoins la majorité des 

plantes décrites dans ces études ne sont pas inscrites à la pharmacopée française. L’iŶsĐƌiptioŶ 
à la pharmacopée permet déjà une valorisation de ces plantes mais implique un cadre 

scientifique amélioré pour leurs indications thérapeutiques et plus particulièrement dans le 

cadre des arboviroses. 

L’île de La Réunion a été touchée en 2005-2006 par une épidémie de chikungunya avec 

30% de la population atteinte. AĐtuelleŵeŶt, uŶe ĠpidĠŵie de deŶgue sĠǀit suƌ l’île aǀeĐ plus 
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de 6500 personnes infectées. Même si aucun cas autochtone de zika Ŷ’a ĠtĠ dĠteĐtĠ suƌ l’île, 
d’autƌes paǇs de la zoŶe OĐĠaŶ IŶdieŶ oŶt ĠtĠ touĐhĠs, Đoŵŵe l’Inde ou les îles Maldives. Cela 

ajoutĠ à la pƌĠseŶĐe du ǀeĐteuƌ suƌ l’île, fait de La Réunion un lieu à fort risque d’ĠŵeƌgeŶĐe 
pour ce virus. 

Il est doŶĐ iŶtĠƌessaŶt, daŶs Đe ĐoŶteǆte iŶfeĐtieuǆ, d’Ġǀalueƌ le poteŶtiel aŶtiǀiƌal des 
plantes médicinales réunionnaises inscrites à la pharmacopée française contre ZIKV. Cela 

permet de contribuer à définir un cadre réglementé suƌ l’utilisatioŶ de ces plantes mais 

également et surtout de contribuer à la valorisation leurs vertus thérapeutiques. 
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Nom botanique Nom vernaculaire Famille Parties utilisées Usage traditionnel 

Antirhea borbonica Bois d’osto Rubiaceae Feuilles Cicatrisant, hémostatique 

Aphloia theiformis Change écorce Aphloiaceae Feuilles Anti-inflammatoire, 
diurétique 

Ayapana triplinervis Ayapana Asteraceae Feuilles Digestion, cicatrisant 

Coffea mauritiana Café marron Rubiaceae Feuilles Diurétique (int), lotion 
oculaire (ext) 

Dodonaea viscosa Bois d’aƌŶette/ Bois de 
reinette 

Sapindaceae Feuilles Diurétique, calculs rénaux 

Hubertia ambavilla Ambaville Asteraceae Feuilles UlĐğƌes à l’estoŵaĐ, 
dermatoses, eczéma 

Hypericum lanceolatum Fleur jaune Hypericaceae Feuilles, fleurs, sommités 
fleuries 

Circulation du sang, anti-
inflammatoire 

Jumellea fragrans Faham Orchidaceae Feuilles Pectorale, diaphorétique 

Leucas lavandulifolia Tombé Lamiaceae Feuilles, racines Sudorifique, vermifuge, 
emménagogue 

Mussaenda arcuata Lingue café Rubiaceae Feuilles Anti-inflammatoire 
sudorifique, fébrifuge 

Nuxia verticillata Bois maigre Stilbaceae Feuilles Dépuratif, détoxifiant 

Orchrosia borbonica* Bois jaune Apocynaceae Feuilles Fébrifuge 
Olea europaea Bois d’oliǀe Ŷoiƌ Oleaceae Feuilles Diurétique 

Olea lancea Bois d’oliǀe ďlaŶĐ Oleaceae Feuilles Dépuratif, emménagogue, 
aphrodisiaque 

Phyllanthus casticum Bois de demoiselle Phyllanthaceae Écorce Anti-diarrhéique, anti-
dysentrique, en gargarisme 
contre les angines 

Pittosporum senacia Bois de joli coeur Pittosporaceae Feuilles Acné, dermatoses 

Psiloxylon mauritianum Bois de pêche marron Psiloxilaceae Feuilles Anti-inflammatoire, 
diurétique, dépuratif 

Secamone volubilis LiaŶe d’oliǀe Apocynaceae Feuilles Anti-inflammatoire, 
veinotonique 

Sigesbeckia orientalis Colle-colle/Guérit-vite Asteracea Parties aériennes Cicatrisant, dermatoses 
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Syzygium cumini Jamblon Myrtaceae Graines de fruits mûrs Anti-inflammatoire, 
antidiabétique, anti-
diarrhéique, antiallergique, 
antimicrobienne, diurétique 

Turraea thouarsiana** Bois de quivi des bas Meliaceae Tiges feuillées Affections cutanées, anti 
hypertensive, 
emménagogue 

Vepris lanceolata Patte poule Rutaceae Feuilles Contusions, traumatismes 

 
* inscrite sur la liste B 
** inscrite sur la liste A pour usage externe et sur la liste B en usage interne 

 
Tableau 1 : Liste des plantes médicinales réunionnaises inscrites à la pharmacopée française (Aplamedom, 2017). 
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III.2 Les plantes médicinales réunionnaises sélectionnées pour l’étude 
 

Afin de valoriser les plantes médicinales de La Réunion et plus particulièrement celles 

iŶsĐƌites à la phaƌŵaĐopĠe fƌaŶçaise eŶ ϮϬϭϱ, ŵais ĠgaleŵeŶt daŶs l’oďjeĐtif d’ideŶtifieƌ des 
aŶtiǀiƌauǆ d’oƌigiŶe Ŷatuƌelle ĐoŶtƌe l’aƌďoǀiƌus ĠŵeƌgeŶt zika, Ŷous aǀoŶs ŵis eŶ plaĐe diǀeƌs 

critères de sélection : 

- Approvisionnement facile ; 

- Données pharmacologiques et ethnobotaniques indiquant une activité anti-

inflammatoire et/ou anti-infectieuse ; 

- Les plantes emménagogues ont été écartées. 

 

Ces critères de sélection nous ont permis d’Ġtaďliƌ uŶe liste principale de sept plantes 

médicinales réunionnaises qui seront évaluées pour leur potentiel antiviral contre ZIKV. 

 

III.2.1 Antirhea borbonica ou Bois d’osto 
 

a) Nom, origine et distribution géographique 
 

Famille : Rubiaceae 

 

Genre : Antirhea Comm. ex Juss. 

 

Espèce : Antirhea borbonica J.F Gmel. 

 

 

 

 

L’espğĐe auƌait ĠtĠ dĠĐouǀeƌte paƌ uŶ ŶoŵŵĠ « Lousteau », lui donnant ainsi son nom 

vernaculaire de « Bois de Lousteau » et ses nomďƌeuses ǀaƌiaŶtes, Bois d’osto, Bois d’ousteau, 
Bois losto, Bois lousteau, Losteau, Losto et Ousto. 

Longtemps considérée Đoŵŵe eŶdĠŵiƋue de l’île Maurice et de La Réunion, on sait 

dĠsoƌŵais Ƌu’elle est ĠgaleŵeŶt ƌetƌouǀĠe à MadagasĐaƌ. 
Cette plante très commune à La Réunion, pousse principalement dans les forêts humides de 

basses et moyennes altitudes jusqu'à 1800-200 m, mais également dans les forêts humides de 

montagne et sur les coulées de lave (Smadja et Marodon, 2016). 

 

b) Usages pharmacologiques 
 

Traditionnellement utilisée en usage interne, sous forme de tisane ou de décoction, 

les feuilles et l’ĠĐoƌĐe de Đette plaŶte peƌŵetteŶt de lutteƌ ĐoŶtƌe la fiğǀƌe, les diaƌƌhĠes, les 
dysenteries. Elle est également utilisée comme antiulcéreuse gastrique et pour traiter les 

problèmes rénaux et urinaires. Cette plante est fortement consommée en décoction pour ses 
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activités hypocholestérolémiante et antidiabétique. En usage externe, elle favorise la 

cicatrisation et possède une activité hémostatique permettant de stopper les petites 

hémorragies cutanées (Lavergne, 2016; Smadja et Marodon, 2016).  

Des données scientifiques décrivent son activité antioxydante et anti-inflammatoire 

(Poullain et al., 2004; Marimoutou et al., 2015; Le Sage et al., 2017). EŶ effet, l’eǆtƌait 

acétonique des parties aérienne d’Antirhea borbonica réduit le stress oxydatif dans des 

préadipocytes en inhibant la pƌoduĐtioŶ d’espğĐes ƌĠaĐtiǀes à l’oǆǇgğŶe jusƋu’à ϱϬ% ŵġŵe 
en présence de TNF-α (Marimoutou et al., 2015). Un extrait similaire inhibe également la 

pƌoduĐtioŶ d’iŶteƌleukiŶe ϲ eŶ pƌĠseŶĐe de LP“ (Le Sage et al., 2017). L’aĐtiǀitĠ aŶtioǆǇdaŶte 
et anti-inflammatoire de cette plante explique son utilisation dans le traitement de maladies 

comme le diabète. En effet, le diabète peut être une des maladies causées par un 

dysfonctionnement du stress oxydatif et statut inflammatoire du patient. 

 

c) Composition chimique 
 

Parmi les polǇphĠŶols pƌĠseŶts daŶs le Bois d’osto, oŶ ƌetƌouǀe ŶotaŵŵeŶt, l’aĐide 
chlorogénique, le kaempférol, et uŶ dĠƌiǀĠ de l’aĐide ĐafĠiƋue, l’aĐide diĐaffĠŶoǇlƋuiŶiƋue 

(Marimoutou et al., 2015; Le Sage et al., 2017) 

Les feuilles et l’ĠĐoƌĐe du Bois d’osto ĐoŶtieŶŶeŶt pƌiŶĐipaleŵeŶt des alĐaloïdes, des 
saponosides, des tanins et des flavonoïdes (Smadja et Marodon, 2016). 

 

III.2.2 Aphloia theiformis ou Change écorce 
 

a) Nom, origine et distribution géographique 
 

 

Famille : Aphloiaceae 

 

Genre : Aphloia (DC.) Benn. 

 

Espèce : Aphloia theiformis (Vahl) Benn. 

 

 

 

Aphloia theiformis porte plusieurs noms vernaculaires à La Réunion : Change écorce, 

Bois change écorce, Bois de Gouyave, Fandamane, Fondamane, Gouyave marron, Goyave 

marron, Sans-écorce.  

Aphloia theiformis est la seule espèce du genre Aphloia. Cette espèce très commune, 

est un arbre indigène présent dans la forêt ombrophile primaire de Maurice, de Rodrigues et 

de La Réunion, de 0 à 2000 m d’altitude mais aussi au niveau de la végétation secondaire et 

pionnière sur lave. On la trouve également à Madagascar, aux Comores, aux Seychelles, en 

AfƌiƋue du “ud et de l’Est (Smadja et Marodon, 2016). 
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b) Usages pharmacologiques 
 

Traditionnellement, Aphloia theiformis est utilisée à La Réunion et à Maurice pour 

traiter les fièvres, les douleurs (Sreekeesoon et Mahomoodally, 2014), le paludisme, les 

inflammations, le diabète (Mootoosamy et Fawzi Mahomoodally, 2014) ou encore comme 

dépuratif ou fébrifuge. 

Dans la pharmacopée de Madagascar, l'écorce sert de vomitif et les feuilles servent à 

faire une infusion rafraîchissante ; les jeunes feuilles sont réputées efficaces contre 

l'hématurie (sang dans les urines), les feuilles anciennes contre les rhumatismes. Cette 

dernière utilisation est également retrouvée à Maurice où A. theiformis fait partie de 

Ŷoŵďƌeuses foƌŵulatioŶs pouƌ le tƌaiteŵeŶt de l’aƌthƌite ƌhuŵatoïde (Neergheen-Bhujun et 

al., 2014) 

 

Outre l’importante utilisation de cette plante dans la pharmacopée traditionnelle, 

quelques activités biologiques d’A. theiformis ont déjà été étudiées. Il a été démontré que 

l’eǆtƌait ŵĠthaŶoliƋue d’A. theiformis, possède une importante activité anti-oxydante, anti-

radicalaire  et anti-inflammatoire (Poullain et al., 2004; Neergheen-Bhujun et al., 2014). 

Un extrait méthanolique des feuilles de cette plante montre une activité 

antimicrobienne contre Staphylococcus aureus, Salmonella enteritis, Pseudomonas 

aeruginosa, Enterobacter cloacae, Bacillus subtilis, Sclerotinia sclerotium, et Candida albicans. 

Avec une concentration maximale inhibitrice de 500 µg.mL-1 pour Staphylococcus aureus et 

Salmonella enteritis (Rangasamy et al., 2007). 

L’eǆtƌait ŵĠthaŶoliƋue de Đette plante montre également un fort potentiel contre des 

paƌasites à l’oƌigiŶe du paludisme. En effet, elle inhibe la croissance de Plasmodium falciparum 

in vitro à 50% à une concentration de 11 et 13 µg.mL-1 (Jonville et al., 2008, 2011). In vivo, 7 

jouƌs post iŶfeĐtioŶ, ϮϬϬ ŵg/kg d’eǆtƌait ŵĠthaŶoliƋue d’A. theiformis, permet une diminution 

de 65% de la parasitémie et une réduction de la mortalité chez des souris (Jonville et al., 2008). 

L’eǆtƌait ďƌut ŵĠthaŶoliƋue d’A. theiformis démontre aussi une activité molluscicide 

(Gopalsamy et al., 1988). 

Les activités immunomodulatoire et anti-iŶflaŵŵatoiƌe d’A. theiformis ont également 

été évaluées. Les fƌaĐtioŶs phĠŶoliƋues oďteŶues à paƌtiƌ de l’eǆtƌait ŵĠthaŶoliƋue des 
feuilles de la plante, présente un effet suppressif sur des lymphocytes mais immunostimulant 

sur des monocytes. De même ces fractions possèdent une activité anti-inflammatoire, en 

ƌĠduisaŶt la taille d’oedğŵes, induit par la carragénine, chez des rats (Hsoidrou et al., 2014). 

Une autre étude a également démontré Ƌue l’eǆtƌait aĐĠtoŶiƋue de Đette plante possède une 

activité diurétique paƌ iŶhiďitioŶ de ϲϳ% de l’aĐtiǀitĠ de l’eŶzǇŵe de ĐoŶǀeƌsioŶ de 
l’aŶgioteŶsiŶe (Adsersen et Adsersen, 1997). Des fƌaĐtioŶs d’uŶ eǆtƌait ŵĠthaŶoliƋue d’A. 

theiformis iŶhiďe l’aĐtiǀitĠ des ϯ eŶzǇŵes iŵpliƋuĠes daŶs le diaďğte ŵellitus, l’α-amylase, α-

glucosidase et la lipase pancréatique. Cette aĐtiǀitĠ s’eǆpliƋue paƌ uŶe Ġtude in sillico, où la 

mangiférine (xanthone glycosylée retrouvée dans la plante) se lie à ces différentes enzymes. 

En plus de cette activité antidiaďĠtiƋue, l’eǆtƌait ŵĠthaŶoliƋue d’A. theiformis ainsi que des 
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fractions ďutaŶoliƋue et d’aĐĠtate d’ĠthǇle soŶt Đapaďles d’iŶhiďeƌ la pƌoduĐtioŶ de ŵolĠĐules 
glyquées (Picot et al., 2017a; Picot et Mahomoodally, 2017; Picot et al., 2017b). 

 Plus récemment, uŶe Ġtude ŵoŶtƌe l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale contre le CHIKV d’uŶ eǆtƌait 
d’aĐĠtate d’Ġthyle de A. theiformis avec un index de sélectivité de 5,5, mais le mécanisme 

d’aĐtioŶ Ŷ’a pas ĠtĠ dĠteƌŵiŶĠ (Ledoux et al., 2018). 

 

A. theiformis a également été exploitée pour ses propriétés dans la formulation de 

phytomédicament (Smadja et Marodon, 2016). Elle entre notamment dans la composition : 

- du Canol, ŵĠdiĐaŵeŶt Ƌui aŵĠlioƌe les foŶĐtioŶs d’ĠliŵiŶatioŶ ƌĠŶales et digestiǀes 

- de l’AphloïŶe P (veinotonique) indiquĠ daŶs les pƌoďlğŵes d’iŶsuffisaŶĐe ǀeiŶeuse (jambes 

lourdes). Ce ŵĠdiĐaŵeŶt Ŷ’est aĐtuelleŵeŶt plus ĐoŵŵeƌĐialisĠ. 
 

Plus récemment, les laboratoires Yves Rocher utilisent des extraits contenant A. 

theiformis dans la composition de certains de leur produits cosmétique. Principalement pour 

les propriétés assoĐiĠes à soŶ pƌiŶĐipe aĐtif, l’aphloïol, qui a un effet protecteur contre les 

ultraviolets (Josse et al., 2001), un effet blanchisseur de la peau (Lucas et al., 2006) et améliore 

également la réponse cellulaire cutanée face à un stress thermique (Charrier et al., 2006). 

 

c) Composition chimique 
 

Les études phytochimiques ont révélé la présence de proanthocyanidols (Lavergne, 2016), 

de saponines dont cinq triterpènes glucosides dans les feuilles (Gopalsamy et al., 1988; Dijoux 

et al., 1993):  

- GluĐoside d’esteƌ d’aĐide tormentique, 

- GluĐoside d’esteƌ d’aĐide 23-hydroxytormentique,  

- GluĐoside d’esteƌ d’aĐide 6-hydroxytormentique,  

- L’aĐide 28-O--D-glucopyranosyl 6,23-dihydroxytormentique, 

- L’aĐide 28-O--D-glucopyranosyl 6-hydroxytormentique  

et de xanthones (Danthu et al., 2010), aǀeĐ l’aphloïol ou mangiférine comme composé 

majoritaire, et également la présence de flavan-3-ols et de tannins (Picot et al., 2017b; Picot 

et Mahomoodally, 2017). 
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III.2.3 Ayapana triplinervis ou Ayapana 
 

a) Nom, origine et distribution géographique 
 

Famille : Asteraceae 

 
      Genre : Ayapana Spach. R.M.King et H. Rob. 

 

Espèce : Ayapana triplinervis (Vahl) 

 

 

 

 

Ayapana est un nom d'origine amérindienne qui signifie plante verte. 

Ayapana triplinervis (Vahl) R.M. King et H. Rob., est originaire du Brésil. Cette espèce utilisée 

comme plante médicinale dans son aire d'origine, servait par exemple aux Indiens d'Amazonie 

pour soigner les blessures provoquées par des flèches empoisonnées et les morsures des 

serpents. Cette plante a été ensuite introduite dans de nombreuses régions, comme 

l’AŵĠƌiƋue du “ud, les AŶtilles, l’OĐĠaŶ IŶdieŶ, l’IŶde, l’Asie de “ud-Est, l’IŶdoŶĠsie et les 
Phillipines. Ayapana triplinervis a été introduite à La Réunion dans les années 1800. Nommée 

dans l'île Ayapana ou encore Yapana (Smadja et Marodon, 2016). 

 

b) Usages pharmacologiques 
 

A La Réunion les feuilles sont utilisées en infusion pour lutter contre les problèmes 

digestifs, les maux de ventre, les diarrhées, les gastroentérites, lui donnant son nom de 

« Ayapana digestif ». La décoction de feuilles est également astringente, sudorifique, 

diurétique, purgative (Smadja et Marodon, 2016). A Rodƌigues, l’Ayapana est également 

utilisée traditionnellement dans le traitement des diarrhées, des nausées et des 

vomissements (Samoisy et Mahomoodally, 2016). Les feuilles sont également utilisées en 

cataplasme pour guérir des petites plaies afin de faciliter la cicatrisation et contre les 

ballonnements (Samoisy et Mahomoodally, 2015). 

UŶ eǆtƌait d’Ayapana à paƌtiƌ d’Ġtheƌ de pĠtrole possède des propriétés 

antibactériennes et antifongiques (Gupta et al., 2002). Cette activité antibactérienne est 

également décrite dans un eǆtƌait ŵĠthaŶoliƋue de feuilles d’AǇapaŶa, pƌiŶĐipaleŵeŶt ĐoŶtƌe 
Escherichia coli avec une concentration minimale inhibitrice (MIC) de 16 µg.mL-1 (Matos Lopes 

et al., 2015). Cette plante aiŶsi Ƌu’un de ces composés, le 7-méthoxycoumarine, sont décrits 

pour leuƌ effets aŶti ŶoĐiĐepteuƌs à la fois Đhez des souƌis et des ƌats. L’AǇapaŶa est ĠgaleŵeŶt 
décrite comme anxiolytique, antidépresseur et antioxydant (Melo et al., 2013; Cheriyan et al., 

2017). 

L’eǆtƌait ŵĠthanolique des feuilles de cette plante montre une activité anti-mélanome, 

avec une inhibition de 59% de la production de mélanine dans des cellules de mélanome B16. 
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Cette activité est due au même composé que précédemment, soit le 7-méthoxycoumarine 

(Arung et al., 2012). 

 

c) Composition chimique 
 

Les composés principalement retrouvés dans les feuilles et les parties aériennes de 

l’Ayapana sont des coumarines, telles Ƌue l’aǇapaŶiŶe ;heƌŶiaƌiŶeͿ, l’aǇapiŶe, l’hǇdƌaŶgĠtiŶe 
et l’oŵďellifĠƌoŶe (Smadja et Marodon, 2016). On retrouve également le 7-

méthoxycoumarine (Arung et al., 2012; Cheriyan et al., 2017). Dans des extraits d’heǆaŶe et 
d’aĐĠtate d’ĠthǇle de feuilles d’AǇapaŶa, oŶ ƌetƌouǀe Ġgaleŵent des triterpénoïdes et des 

alcaloïdes (Matos Lopes et al., 2015). 

 

III.2.4 Dodonae viscosa ou Bois d’aƌŶette 
 

a) Nom, origine et distribution géographique 
 

Famille : Sapindaceae 

 

Genre : Dimocarpus Lour. 

 

Espèce : Dodonaea viscosa Jacq. 

 

 

 

 

Le Bois de reinette ou Bois d’aƌŶette est originaire de Nouvelle-)ĠlaŶde et s’est 
répandue daŶs toutes les ƌĠgioŶs tƌopiĐales, suďtƌopiĐales et teŵpĠƌĠes de l’Austƌalie, de 
l’AfƌiƋue, de l’Asie et de l’AŵĠƌiƋue du “ud. 
C’est une espèce considérée comme indigène à La RĠuŶioŶ et doit soŶ Ŷoŵ à l’odeuƌ de ses 
feuilles qui dégagent un parfum de pomme de reinette loƌsƋu’on les froisse. 

RetƌouǀĠe jusƋu’à ϭϮϬϬŵ d’altitude, Đette plaŶte est faĐileŵeŶt oďseƌǀaďle à Cilaos où elle 
est très présente (Lavergne, 2016). 

 

b) Usages pharmacologiques 
 

Dodonae viscosa est principalement décrite et utilisée traditionnellement pour ses 

propriétés diurétiques, anti-inflammatoires et elle permet de traiter des petits troubles au 

quotidien, comme les maux de gorge, les rhumes ou encore la fièvre (Smadja et Marodon, 

2016). 

La décoction des feuilles est utilisée pour son efficacité contre les calculs rénaux, les 

coliques néphrétiques mais également contre les douleurs associées à la goutte, à la sciatique 

et au rhumatisme. “oŶ utilisatioŶ sous foƌŵe d’iŶfusioŶ peƌŵet de stoppeƌ les ďalloŶŶeŵeŶts 
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d’estoŵaĐ et les diaƌƌhĠes. AssoĐiĠe eŶĐoƌe à l’Aŵďaǀille et le Bois d’osto elle tƌaite les ulĐğƌes 
de l’estoŵaĐ. Cette plaŶte peut ĠgaleŵeŶt ġtƌe utilisĠe en bain défatiguant et tonique 

(Lavergne, 2016). 

En plus de ces propriétés « traditionnelles » Dodonaea viscosa a été étudiée pour 

diverses activités biologiques. Des extraits méthanoliques des feuilles de cette plante 

démontrent une activité antivirale importante contre le rotavirus (RV SA-11), le coxackievirus 

B3 (CVB3) et le virus influenza A (Getie et al., 2003; Shaheen et al., 2015). Elle présente un 

index de sélectivité de 25 face au CVB3 (Shaheen et al., 2015). 

D. viscosa a été étudiée pour son activité antifongique (Patelet Coogan, 2008; Pirzada et al., 

2010) et antibactérienne (Khurram et al., 2009; Naidoo et al., 2012).  

On retrouve une activité anti-inflammatoire chez des souris (Khalil et al., 2006). Cette activité 

est liée à l’aĐide hautƌiǁaiƋue, qui montre une importante activité anti-inflammatoire, avec 

uŶe ƌĠduĐtioŶ d’œdğŵes Đhez des souƌis (Salinas-Sánchez et al., 2012). Ce composé est aussi 

décrit daŶs le tƌaiteŵeŶt de l’aƌthƌite et il possède une activité hépato-protective (Ali et al., 

2014; Salinas-Sánchez et al., 2015). L’aĐtiǀitĠ aŶti-inflammatoire explique également l’aĐtiǀitĠ 
antiulcéreuse décrite par Arun et Asha (Arun et Asha, 2008).  

Enfin, des études ont montrées que des extraits aqueux et éthanolique de Dodonaea viscosa 

possèdent une activité antidiabétique chez des rats (Veerapur et al., 2010a, 2010b). 

 

c) Composition chimique 
 

Le Bois d’aƌŶette contient des saponosides et des polyphénols, dont des flavonoïdes 

tels que la rutine et la quercétine, des coumarines, des tanins et des proanthocyanidols. Ces 

composés sont retrouvés dans les feuilles, les tiges feuillées et même dans les écorces (Smadja 

et Marodon, 2016). 

Des études ont identifié d’autƌes composés comme des diterpénoïdes, type labdane 

ou clerodane, et des dérivés de flavanol (Abdel-Mogib et al., 2001; Niu et al., 2010; Wabo et 

al., 2012; Zhang et al., 2012a; Olivier et al., 2016). 

Un autre composé issu de Dodonaea viscosa est de plus en plus étudié pour ses nombreuses 

activités ďiologiƋues, l’aĐide hautƌiǁaiƋue.  

On retrouve aussi l’aĐide ϭϰ-trien-18-oiĐ, l’aĐide ϯ,ϰ dihǇdƌoďeŶzoiƋue, l’aĐide 
vanillique, le nebrodenside et le cafféate de docosyle (Muhammad et al., 2016) 
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III.2.5 Hubertia ambavilla ou Ambaville 
 

a) Nom, origine et distribution géographique 
 

 

Famille : Asteraceae 

 

Genre : Hubertia Bory 

 

Espèce : Hubertia ambavilla Bory 

 

 

 

Hubertia ambavilla Bory est un arbrisseau ou arbuste nommé à La Réunion Ambaville 

ou parfois : Ambaville bâtard, Ambaville bleu, Jean Baville.  

Le genre Hubertia Bory comprend une vingtaine d'espèces originaires de Madagascar et des 

Mascareignes. L’Aŵďaǀille est endémique de La Réunion, où l’espğĐe est assez ĐoŵŵuŶe, et 

de Maurice, où elle est plutôt ƌaƌe et d’iŶdigĠŶat douteuǆ.  

Cette plante est commune des forêts et des ƌĠgioŶs d’altitudes, eŶtƌe ϭϬϬϬ ŵ et Ϯ000 m, 

trouvée dans les fourrés et les remparts de l'île, sur les bords des sentiers et dans les lieux 

ensoleillés des forêts sèches (basse altitude) ou humides (Smadja et Marodon, 2016). 

 

b) Usages pharmacologiques 
 

L'Ambaville est une espèce très utilisée dans la médecine traditionnelle de La Réunion. 

Cette plante est utilisée en décoction pour traiter divers problèmes cutanés, tels que 

l’Ġrythème fessier, les daƌtƌes, l’eĐzéma, les démangeaisons, les brûlures, les plaies, les 

inflammations ou encore la gale. Elle est également utilisée en tisane pour soigner la gastro-

entérite du nourrisson et l’ulĐğƌe à l’estoŵaĐ (Lavergne, 2016). 

Toutes ces utilisations traditionnelles s’eǆpliƋuent par son potentiel antioxydant et anti-

inflammatoire démontré par différentes études (Poullain et al., 2004; Neergheen-Bhujun et 

al., 2014). Les Laďoƌatoiƌes Rogeƌ et BelloŶ oŶt dĠĐouǀeƌt daŶs l’eǆtƌait aƋueuǆ d’Hubertia 

ambavilla BoƌǇ uŶ Đoŵpleǆe gluĐidiƋue, aĐtif ĐoŶtƌe l’ulcère gastrique provoqué chez le rat, 

polǇesteƌ du gluĐose et de l’aĐide ;ϭ-hydro-4-oxocyclohexa-2,5-diényl) acétique, qui se 

transforme en une lactone antiulcéreuse (Smadja et Marodon, 2016). 

H. ambavilla a également été évaluée pour son potentiel antiviral. En effet, une étude 

a mis eŶ ĠǀideŶĐe l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale in vitro de l’Aŵďaǀille suƌ les ǀiƌus de l’heƌpğs ;H“V-1) et 

de la poliomyélite de type 2 (PV) avec un index de sélectivité de 4 et 1,8 respectivement (Fortin 

et al., 2002). Le mécanisme d’aĐtioŶ ƌeste iŶdĠteƌŵiŶĠ. 
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c) Composition chimique 
 

H. ambavilla contient principalement des flavonoïdes (hyperoside) et des tanins, qui 

lui confère son activité antivirale (Fortin et al., 2002). On retrouve également la présence de 

dĠƌiǀĠs de l’aĐide ƋuiŶiƋue, possĠdaŶt le gƌoupeŵeŶt (1-hydro-4-oxocyclohexa-2,5-diényl) 

acétyle (Sprogøe et al., 2007). 

Son huile essentielle est constituée majoritairement de l’allo-aromadendrène (40%) et de 

l’alpha-pinène (14%) (Smadja et Marodon, 2016). 

 

III.2.6 Mussaenda arcuata ou Lingue café 
 

a) Nom, origine et distribution géographique 
 

 

 Famille : Rubiaceae 

     

   Genre : Mussaenda L. 

 

Espèce : Mussaenda arcuata 

 

 

 

Le Lingue café tient son nom de « linga » qui signifie « faux » en malgache. Les premiers 

ƌĠuŶioŶŶais d’oƌigiŶe ŵalgaĐhe l’appelaieŶt « faux café » à cause de sa ressemblance avec le 

café. Il est également appelé Gros lingue ou simplement Lingue à La Réunion. 

Il s’agit d’uŶe espèce indigène de La Réunion, de Maurice, de MadagasĐaƌ ou eŶĐoƌe d’AfƌiƋue 
tropicale. Mussaenda arcuata est principalement retrouvée dans les régions humides de 

basse et moyenne altitude (Smadja et Marodon, 2016). 

 

b) Usages pharmacologiques 
 

En usage externe, elle est utilisée pour ses propriétés anti-inflammatoire, pour 

soulager les érythèmes fessiers des jeunes enfants ou tƌaiteƌ l’aĐŶĠ. Mais aussi pouƌ ses 

propriétés vulnéraires, antibactériennes et antifongiques, lors de son utilisation pour le 

nettoyage de plaies (Smadja et Marodon, 2016). 

En usage interne, cette plante est utilisée pour ses effets dépuratifs et rafraîchissants 

sous foƌŵe d’iŶfusioŶ ou de décoction car elle calme la fièvre. Elle est souvent utilisée contre 

la grippe (Chinemana et al., 1985). Elle possède également des vertus sudorifiques, toniques, 

fébrifuges ou encore purgatifs et permet de traiter la syphilis ou les rhumatismes (Lavergne, 

2016; Smadja et Marodon, 2016). 

Une autre étude a montré que les feuilles du Lingue café présentent un pouvoir anti-

radicalaire et antioxydant (Poullain et al. 2004).  
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c) Composition chimique 
 

Les feuilles du Lingue café retrouvées à La Réunion contiennent principalement des 

polyphénols ;aŶtƌaƋuiŶoŶesͿ, des flaǀoŶoïdes tels Ƌue l’astƌagaloside, l’isoƋueƌĐitƌoside, le 
kaempférol-3-O-ß-D-rutoside et le rutoside, et des coumarines (Smadja et Marodon, 2016). 

 

III.2.7 Psiloxylon mauritianum ou Bois de pêche marron 
 

a) Nom, origine et distribution géographique 
 

 

 

Famille : Myrtaceae 

 

Genre : Psiloxylon Thouars ex Tul. 

 

Espèce : Psiloxylon mauritianum 

 

 

Psiloxylon mauritianum est un arbre endémique de Maurice et de La RĠuŶioŶ. L’espğĐe 
Ŷ’est pas tƌğs ĐoŶŶue et se dĠǀeloppe gĠŶĠƌaleŵeŶt en forêt humide de moyenne altitude, le 

plus souvent entre 300 et 1000 m. 

Son appellation vient des mots grecs « psilos » signifiant « dénudé » et de « xulon » qui 

désigne le « bois », Psiloxylon mauritianum est donc littéralement le « Bois nu mauricien », 

ainsi bien nommée pouƌ l’aspeĐt de soŶ ĠĐoƌĐe. Le ŵġŵe seŶs est retrouvé dans l’appellatioŶ 
vernaculaire « Bois sans écorce ».   

Cette plante poƌte eŶĐoƌe d’autƌes Ŷoŵs, à Maurice elle est connue sous le nom de 

Bois de Bigaignon, Bois Bigayon ou encore Bois Biguignon. A La Réunion, outre Bois sans 

écorce, on la nomme aussi : Bois de gouyave marron, Bois de pêche marron ou Bois à gratter. 

Ce dernier vient du ĐaƌaĐtğƌe iƌƌitaŶt de la poudƌe de liğge liďĠƌĠe loƌsƋu’oŶ dĠtaĐhe l’ĠĐoƌĐe 

(Smadja et Marodon, 2016). 

 

b) Usages pharmacologiques 
 

L’espğĐe est ƌĠputĠe astƌiŶgeŶte ŵais les usages ŵĠdiĐauǆ tƌaditioŶŶels sont peu 

répandus. Un usage interne est décrit comme tisane « rafraîchissante » et l’ĠĐoƌĐe est ƋuaŶt 
à elle utilisée contre les diarrhées (Smadja et Marodon, 2016). 

A Maurice, son utilisation traditionnelle reste présente, notamment dans la composition de 

tisane pour lutter contre le diabète de type 2 (Mootoosamy et Fawzi Mahomoodally, 2014) 

ŵais ĠgaleŵeŶt ĐoŶtƌe la dǇseŶteƌie et l’aŵĠŶoƌƌhĠe (Gurib-Fakim et Brendler, 2004). Des 

études cliniques ont montré une activité diurétique, antiseptique et antispasmodique de P. 

mauritianum (Mahomoodally et al., 2014). 
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Actuellement, à La RĠuŶioŶ oŶ oďseƌǀe uŶ ƌegaiŶ d’iŶtĠƌġt afin de valoriser à nouveau cette 

plaŶte daŶs le tƌaiteŵeŶt de l’alďuŵiŶuƌie, de la goutte ou encore pour son action légèrement 

hypocholestérolémiante et astringente (Smadja et Marodon, 2016). En effet, elle diminue la 

foƌŵatioŶ d’aĐide uƌiƋue daŶs le saŶg et peƌŵet l’ĠliŵiŶatioŶ de l’eǆĐğs de cholestérol 

(Brillant et al., 2006). 

Elle a également été décrite pour son activité antioxydante et anti-radicalaire (Poullain et al., 

2004). L’eǆtƌait ďƌut aĐĠtoŶiƋue des feuilles de P. mauritianum exerce une activité 

antibactérienne contre Staphylococcus aureus (Mahomoodally et al., 2014; Rangasamy et al., 

2014). 

 

c) Composition chimique 
 

Une étude a peƌŵis de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe la pƌĠseŶĐe d’aĐide ĐoƌosoliƋue et 
asiatique, possédant tous les deux une activité anti-staphylocoques (Rangasamy et al., 2014) 

On note ĠgaleŵeŶt daŶs les feuilles et l’ĠĐoƌĐe la pƌĠseŶĐe de phĠŶols, des flaǀaŶes et des 
tanins galliques. Ces tanins sont responsables de son activité astringente. Parmi les principaux 

flavonoïdes présents dans les feuilles de cette plante, on retrouve le kaempférol-7-O-

glucoside, le quercétol et la vitéxine (Lavergne, 2016; Smadja et Marodon, 2016). 

 

III.3 Méthodes d’eǆtractioŶ des priŶcipes actifs 
 

En vue de l’Ġtude des propriétés biologiques et pharmacologiques des plantes 

médicinales, il est possiďle d’extraire par diverses techniques les composés chimiques 

présents dans la plante. On peut trouver dans une plante deux grandes catégories de 

composés : 

- Les composés organiques volatiles (COV) tels que les huiles essentielles 

- Les composés organiques non volatiles (CONV). Il s’agit pƌiŶĐipaleŵeŶt des 
métabolites secondaires, par exemple les polyphénols, les terpènes, les stéroïdes, les 

alcaloïdes et d’autƌes ĐoŵposĠs dĠƌiǀĠs de suĐƌes, de lipides ou d’aĐides aŵiŶĠs. 

 
III.3.1 Extraction des composés volatiles 

 
a) L’hǇdrodistillation et ses variantes 

 

L’uŶe des ŵĠthodes la plus connue pour l’eǆtƌaĐtioŶ de composés volatiles est 

l’hǇdƌodistillatioŶ (Figure 13A). Cette teĐhŶiƋue est seŵďlaďle à la ŵĠthode d’eŶtƌaiŶeŵeŶt à 
la vapeur (steamdistillation), à la seule diffĠƌeŶĐe Ƌue l’hǇdƌodistillatioŶ ŵet eŶ ĐoŶtaĐt l’eau 
et la plaŶte, Đe Ƌui Ŷ’est pas le Đas daŶs la ŵĠthode d’eŶtƌaiŶeŵeŶt à la ǀapeuƌ. Cependant, 

dans les deux cas, il s’agit de méthodes d’eǆtƌaĐtioŶ Ƌui peƌŵettent d’eŶtƌaîner avec la vapeur 

d’eau les Đomposés volatiles de la plante.  

Le principe de l’hǇdƌodistillatioŶ est de porter à ébullition à pression atmosphérique, dans un 

ďalloŶ, uŶ ŵĠlaŶge d’eau et de plaŶte doŶt oŶ souhaite eǆtƌaiƌe l’huile esseŶtielle. Loƌs de 
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l’ĠďullitioŶ, les Đellules ǀĠgĠtales vont éclater et libérer les molécules odorantes, qui sont alors 

entƌaiŶĠes paƌ la ǀapeuƌ d’eau ĐƌĠĠe. 

UŶe fois ĐoŶdeŶsĠes paƌ uŶ ĐiƌĐuit ƌĠfƌigĠƌaŶt, Đes ŵolĠĐules soŶt ƌĠĐupĠƌĠes, Đ’est Đe Ƌue 
l’oŶ appelle uŶ hǇdƌodistillat. Du fait de la différence de deŶsitĠ eŶtƌe l’eau et les ŵolĠĐules 
aromatiques, l’hǇdƌodistillat est ĐoŶstituĠ d’uŶe phase aƋueuse et d’uŶe phase oƌgaŶiƋue Ƌui 
foƌŵe l’huile esseŶtielle. Le pƌoĐĠdĠ d’hǇdƌodistillatioŶ pƌĠseŶte plusieuƌs iŶĐoŶǀĠŶieŶts tels 
Ƌue, le teŵps d’eǆtƌaĐtioŶ tƌès long (plusieurs heures), une consommation importante 

d’ĠŶeƌgie nécessaire au chauffage du mélange eau-plante, mais également un risque 

d’hǇdƌolǇse ou de dĠgƌadation de certains composés, dû au ĐoŶtaĐt diƌeĐt de l’eau et de la 

plante mais aussi dû à la forte température appliquée pour faire chauffer le mélange. 

 Il existe des variantes de cette technique, la steamdistillation (Figure 13B) où le 

procédé est très proche de l’hǇdƌodistillatioŶ, mais la plaŶte Ŷ’est pas eŶ ĐoŶtaĐt diƌeĐt aǀeĐ 
l’eau. DaŶs Đe Đas, Đ’est uŶiƋueŵeŶt la ǀapeuƌ d’eau Ƌui peƌŵet la liďĠƌatioŶ de l’huile 
essentielle. Le non contact eŶtƌe l’eau et la plaŶte, Ġǀite l’hǇdƌolǇse et ou la dĠgƌadatioŶ des 
composés. 

 On décrit également la turbodistillation (Figure 13C) où le mélange plante-eau est 

ĐoŶtiŶuelleŵeŶt agitĠ à l’aide d’uŶ agitateuƌ eŶ aĐieƌ iŶoǆǇdaďle. Cette méthode est 

principalement utilisée pour les matières végétales difficiles à traiter comme les racines ou les 

graines.  

 

 

Figure 13 : MĠthodes d’eǆtƌaĐtioŶ conventionnelles des composés organique volatils (Périno-Issartier et 
al., 2013) 

 
b) Extraction par fluide supercritique 

 

Les extractions par fluide supercritique peuvent se faire avec différents fluides 

supercritiques. Un fluide est dit à l’Ġtat supeƌĐƌitiƋue loƌsƋu’il atteiŶt les ĐoŶditioŶs de 
température et de pression au-delà de son point critique. Le point critique est un point à partir 

duquel un « corps » possède des caractéristiques iŶteƌŵĠdiaiƌes eŶtƌe l’Ġtat gazeuǆ et l’Ġtat 
liquide. 
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La ŵĠthode la plus utilisĠe et la plus ĐoŶŶue est l’eǆtƌaĐtioŶ au CO2 supercritique. En 

effet, le dioxyde de carbone (CO2) est largement utilisé grâce à ses nombreux avantages. Le 

CO2 possède une température critique de seulement 32°C, ce qui permet de travailler à de 

faiďle teŵpĠƌatuƌe et de Ŷe pas dĠŶatuƌeƌ les eǆtƌaits oďteŶus. De plus l’eǆtƌait oďteŶu est 

exempt de solvant car lors du ƌetouƌ à l’Ġtat gazeuǆ du CO2, il s’ĠliŵiŶe tout seul de 
l’ĠĐhaŶtillon (Fornari et al., 2012). 

Loƌs de l’eǆtƌaĐtioŶ, la ŵatiğƌe ǀĠgĠtale broyée est placée dans un « panier » 

cylindrique, équipé de filtres aux deux extrémités, lui-ŵġŵe plaĐĠ daŶs l’eǆtƌaĐteuƌ. La 
circulation du CO2 à l’Ġtat supercritique est assurée par une pompe. L’eǆtƌait est aloƌs 
solubilisé avec le CO2 sous forme de fluide. A la soƌtie de l’eǆtƌaĐteuƌ, la chute de pression 

entre la valve de dépressurisation et le séparateur (S1), va permettre de sĠpaƌeƌ l’eǆtƌait et le 

CO2. Certains appareils peuvent être équipés de plusieurs séparateur afin de permettre le 

fƌaĐtioŶŶeŵeŶt de l’eǆtƌait eŶ uŶe ou plusieuƌs fƌaĐtioŶs seloŶ les ĐoŶditioŶs de teŵpĠƌatuƌe 
et de pression appliquées. 

UŶe fois l’eǆtƌaĐtioŶ effeĐtuĠe, le CO2 est filtré, envoyé dans le liquéfacteur et stocké avant 

d’ġtƌe ƌĠutilisĠ (Fornari et al., 2012) (Figure 14). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 14 : SĐhĠŵa d’uŶe eǆtƌaĐtioŶ au CO2 supercritique (Tai Technologies, 2018) 

 
c) Extraction assistée par micro-ondes 

 
Les extractions assistées par micro-ondes sont de façon générale, des méthodes 

conventionnelles auxquelles ont été appliqué le chauffage par micro-ondes. Les micro-ondes 

soŶt des ƌaǇoŶŶeŵeŶts ĠleĐtƌoŵagŶĠtiƋues de loŶgueuƌ d’oŶde Đoŵpƌises eŶtƌe ϯϬ Đŵ ;ϭ 
GHzͿ et ϭ ŵŵ ;ϯϬϬ GHzͿ, soit des oŶdes Đoŵpƌises eŶtƌe la ƌadiodiffusioŶ et l’iŶfƌaƌouge. 
OŶ distiŶgue diffĠƌeŶts tǇpes d’eǆtƌaĐtioŶs assistées par micro-ondes : 

- L’hǇdƌodistillatioŶ paƌ ŵiĐƌo-ondes (Figure 15AͿ. Il s’agit du ŵġŵe pƌiŶĐipe Ƌu’uŶe 
hǇdƌodistillatioŶ ĐlassiƋue à l’eǆĐeptioŶ Ƌu’un ballon, contenant la matière végétale et 

de l’eau, est plaĐĠ dans le four à micro-onde. Ce montage va ainsi permettre le 

chauffage de l’eau et du matériel végétal par les micro-ondes ; 

- Hydrodiffusion par gravité et micro-ondes (Figure 15B). Dans cette méthode, la 

matière végétale est chauffée par micro-oŶdes saŶs additioŶ de solǀaŶts ou d’eau. 
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L’iŶteƌaĐtioŶ diƌeĐte eŶtƌe les micro-oŶdes et l’eau iŶtƌaĐellulaiƌe ǀĠgĠtale ǀa 
permettre la ƌĠĐupĠƌatioŶ paƌ gƌaǀitĠ de l’eǆtƌait aƌoŵatiƋue ; 

Steam diffusion par micro-ondes (Figure 15C). Ce procédé est très semblable au précédent, 

cependant dans cette technique on ajoute de la ǀapeuƌ d’eau ǀia uŶ gĠŶĠƌateuƌ Ƌui ǀa 
peƌŵettƌe d’aĐĐĠlĠƌeƌ le pƌoĐessus d’eǆtƌaĐtioŶ paƌ gƌaǀitĠ. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : DiffĠƌeŶtes ŵĠthodes d’eǆtƌaĐtioŶ assistées par micro-ondes (Périno-Issartier et al., 2013) 

 
Ces ŵĠthodes d’eǆtƌaĐtioŶ assistées par micro-ondes sont caractérisées par leur rapidité 

d’eǆtƌaĐtioŶ, uŶe ĠĐoŶoŵie d’ĠŶeƌgie, l’utilisatioŶ ŵoiŶdƌe de solǀaŶt ou d’eau. (Bousbia et 

al., 2009; Farhat et al., 2009, 2011; Périno-Issartier et al., 2013). 

 

III.3.2 Extraction des composés non volatiles 
 

 Il existe différentes techniques Ƌui peƌŵetteŶt d’eǆtƌaiƌe les ŵĠtaďolites seĐoŶdaiƌes. 

On peut citer les teĐhŶiƋues d’extractions traditionnelles et les techniques d’eǆtƌaĐtioŶs 
innovantes. 

 

a) Extraction traditionnelle 
 

Les extractions « traditionnelles » comprennent les méthodes utilisées de façon 

traditionnelle par la population depuis des millénaires mais également des méthodes 

ĐlassiƋueŵeŶt utilisĠes eŶ laďoƌatoiƌe pouƌ l’eǆtƌaĐtioŶ de ŵĠtaďolites seĐoŶdaiƌes. 
Parmi les techniques couramment utilisées on retrouve : 

- L’iŶfusioŶ, où la matière végétale est ŵise eŶ pƌĠseŶĐe d’uŶ liquide initialement 

ďouillaŶt, Ƌue l’oŶ laisse eŶsuite ƌefƌoidiƌ. Le liƋuide peut ġtƌe de l’eau, de l’alĐool ou 
de l’huile. 
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- La décoction, où la plaŶte est iŵŵeƌgĠe daŶs de l’eau fƌoide puis le tout est porté à 

ébullition et maintenu à 100°C entre 2 et 20 minutes. Cette méthode permet une 

extraction plus complète des principes actifs mais certains peuvent plus facilement 

être dégradés à cause du chauffage élevé. 

- La macération, où la plante est immergée dans un solvant froid (eau, solution 

alcoolique, huile) au moins pendant une nuit et jusƋu’à 24h pour en extraire les 

composés solubles.  

 

b) Extraction par extracteur Soxhlet 
 

Cette teĐhŶiƋue peƌŵet d’effeĐtueƌ uŶe eǆtƌaĐtioŶ paƌ solǀaŶt, en continue, de 

composés chimiques présents dans un extrait solide. Le solvant, présent dans un ballon, est 

porté à ébullition. Les vapeurs de ce dernier passent dans le tube adducteur, se condensent 

dans le réfrigérant et retombent daŶs l’eǆtƌacteuƌ où l’eǆtƌait est pƌĠseŶt. Le solide va ainsi 

macérer dans le solvant. Il y a ensuite retour du solvant enrichit en substances extraites, dans 

le ďalloŶ loƌsƋue Ƌue le solǀaŶt s’aĐĐuŵule daŶs l’eǆtƌaĐteuƌ et atteiŶt le soŵŵet du tuďe-

siphon. Ce retour de liquide va permettre au solvant contenu dans le ballon de se charger 

progressiǀeŵeŶt eŶ suďstaŶĐes eǆtƌaites, de ĐoŵposĠs soluďles de l’eǆtƌait. Paƌ la suite le 
solǀaŶt ǀa ĐoŶtiŶueƌ à s’Ġǀapoƌeƌ ŵais les suďstaŶĐes eǆtƌaites ǀoŶt ƋuaŶt à elles ƌesteƌ daŶs 
le ballon (Figure 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Extracteur Soxhlet (Do, 2016) 
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c) Extraction sans solvant assistée par micro-ondes 

 

La teĐhŶiƋue d’eǆtƌaĐtioŶ assistĠe paƌ ŵiĐƌo-onde peut, Đoŵŵe Ŷous l’aǀoŶs ǀu 
pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, ġtƌe utilisĠe pouƌ l’oďteŶtioŶ d’eǆtƌaits aƌoŵatiƋues mais également pour 

obtenir des métabolites secondaires, tels que les composés phénoliques ou flavonoïdes (Zill-

E-Huma et al., 2009; Reis et al., 2015; Quoc and Muoi, 2016; Périno et al., 2016; Şahin et al., 

2017).  

Il s’agit d’uŶ pƌoĐĠdĠ qui permet l’eǆtƌaĐtioŶ d’uŶe suďstaŶĐe assistĠe paƌ des ŵiĐƌo-ondes, à 

paƌtiƌ d’uŶ ŵatĠƌiel solide ou liƋuide, ǀeƌs uŶe phase liƋuide. 
Dans le cas de matière végétale, les micro-oŶdes ǀoŶt Đhauffeƌ l’eau iŶtƌaĐellulaiƌe, avec ou 

sans ajout de solǀaŶt oƌgaŶiƋue ou d’eau supplémentaire. Dans le cas où aucun solvant est 

utilisé, c’est diƌeĐteŵeŶt l’eau iŶtƌaĐellulaiƌe ǀĠgĠtale Ƌue l’oŶ ƌĠĐupğƌe paƌ siŵple sǇstğŵe 
de gƌaǀitĠ ;Đoŵŵe pƌĠseŶtĠ pƌĠĐĠdeŵŵeŶt loƌs de l’hǇdƌodiffusioŶ paƌ ŵiĐƌo-ondes). Dans 

Đette ŵĠthode, Đe Ŷ’est pas uŶe huile esseŶtielle ou uŶ eǆtƌait aromatique qui est récupéré, 

mais un extrait brut de la plante chargé en métabolites secondaires. En effet, dans ce système 

il Ŷ’Ǉ a pas de ĐoŶdeŶsateuƌ, Ŷi de phase de dĠĐaŶtatioŶ pouƌ sĠpaƌeƌ l’huile de l’hǇdƌolat 

(Figure 17).  

Il est indispensable daŶs Đette teĐhŶiƋue, d’utiliseƌ uŶ ŵatĠƌiel ǀĠgĠtal fƌais aǀeĐ uŶ 
pouƌĐeŶtage d’huŵiditĠ au ŵoins supérieur ou égale à 50%. En effet, un pourcentage d’eau 
intracellulaire trop faible peut entrainer un séchage trop important et brûler la plante. 

 

Figure 17 : PƌiŶĐipe de l’extraction assistée par micro-ondes (IDCO France) 

 

La matière végétale fraîche est placée dans un bol perforé rotatif, ce dernier est lui-

même placé dans une cuve aux parois refroidies paƌ uŶ sǇstğŵe de ƌefƌoidisseŵeŶt à l’eau. 
Les micro-oŶdes ǀoŶt peƌŵettƌe l’ĠǀapoƌatioŶ de l’eau iŶtƌaĐellulaiƌe ǀĠgĠtale aǀeĐ 
eŶtƌaiŶeŵeŶt des ŵolĠĐules d’iŶtĠƌġt. Les ǀapeuƌs d’eau ǀoŶt eŶsuite se ĐoŶdeŶseƌ suƌ les 
parois de la cuve pour donner une eau végétale très riche, dont une partie sera à nouveau 

vaporisée, et va circuler dans la plante pour continuer sur plusieurs cycles et optimiser 

l’eǆtƌaĐtioŶ (Figure 15A). Ce procédé va durer environ 20 à 30 minutes selon le matériel 

végétal. Cette technique peut également être utilisée avec l’appoƌt d’uŶe faiďle ƋuaŶtitĠ de 
solvant (Figure 15B), pouƌ aŵĠlioƌeƌ le ƌeŶdeŵeŶt d’eǆtƌaĐtioŶ et/ou Điďleƌ ĐeƌtaiŶs tǇpes de 
métabolites. 
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Partie 2 : Résultats et discussion 
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I. Échantillonnage et criblage des plantes médicinales 
sélectionnées 

 
Les tƌaǀauǆ de Đette Ġtude oŶt ĠtĠ ĐoŶsaĐƌĠs à l’ideŶtifiĐatioŶ des suďstaŶĐes Ŷatuƌelles 

antivirales issues des plantes médicinales réunionnaises récemment inscrites à la 

phaƌŵaĐopĠe fƌaŶçaise. AiŶsi l’oďjeĐtif pƌiŶĐipale de Đette Ġtude s’attache à la lutte contre le 

virus zika, dĠĐlaƌĠ eŶ ϮϬϭϲ paƌ l’OM“ Đoŵŵe uŶe uƌgeŶĐe de saŶtĠ puďliƋue ŵoŶdiale.  
Pour réaliser cette étude, nous avons établi une liste des plantes médicinales candidates 

;taďleau ϮͿ suite à l’appliĐatioŶ de diffĠƌeŶts Đƌitères de sélection cités dans le chapitre 

précédent. En collaboration avec une start-up locale (Extraits de Bourbon) nous avons réalisé 

les eǆtƌaĐtioŶs des sept plaŶtes ǀia la teĐhŶiƋue d’eǆtƌaĐtioŶ assistĠe paƌ ŵiĐƌo-ondes. 

Parallèlement, nous avons mis en place un modèle cellulaire en utilisant un clone moléculaire 

du ZIKV avec un gène rapporteur (ZIKV-GFPͿ. Ce deƌŶieƌ Ŷous a peƌŵis de Đƌiďleƌ d’uŶe 
ŵaŶiğƌe effiĐaĐe les plaŶtes ŵĠdiĐiŶales sĠleĐtioŶŶĠes et d’eŶ ideŶtifieƌ deuǆ eǆtƌaits aĐtifs 
anti-ZIKV.  
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Noms Latins 
Noms 

vernaculaires 
Localisation Usages pharmacologiques 

Antirhea 
borbonica 

Bois d’osto Endémique des Mascareignes DiaƌƌhĠes, dǇseŶteƌies, ulĐğƌes d’estoŵaĐ, ĐiĐatƌisaŶte et hĠŵostatiƋue 
(Lavergne, 2016; Smadja et Marodon, 2016) 

Aphloia 
theiformis 

Change écorce AfƌiƋue de l’Est, MadagasĐaƌ, et les îles des 
Mascareignes. 

Anti-inflammatoire, antioxydant et anti radicalaire (Poullain et al., 
2004; Neergheen-Bhujun et al., 2014), diurétique (Adsersen et 
Adsersen, 1997), anti-malaria (Jonville et al., 2008), antifongique et 
antibactérienne (de Boer et al., 2005) et antidiabétique (Picot et 
Mahomoodally, 2017; Picot et al., 2017a) 

Ayapana 
triplinervis 

Ayapana OƌigiŶaiƌe d’AŵĠƌiƋue tƌopiĐale, ƌetƌouǀĠe à 
La RĠuŶioŶ et à l’île MauƌiĐe 

Troubles de digestion (Suroowan et Mahomoodally, 2013; Sreekeesoon 
et Mahomoodally, 2014; Samoisy et Mahomoodally, 2015), activité 
antimicrobienne et anti-inflammatoire (Gauvin-Bialecki et Marodon, 
2008) 

Dodonaea 
viscosa 

Bois de 
reinette 

AfƌiƋue, AŵĠƌiƋue, et le sud de l’IŶde. Diurétique (Adsersen et Adsersen, 1997), gastro-protecteur (Arun et 
Asha, 2008), anti-inflammatoire (Khalil et al., 2006; Salinas-Sánchez et 
al., 2012), antifongique (Patel et Coogan, 2008; Pirzada et al., 2010), 
antibactérien (Getie et al., 2003; Khurram et al., 2009; Naidoo et al., 
2012), anti diabétique (Veerapur et al., 2010b, 2010a) et antiviral 
(Getie et al., 2003; Shaheen et al., 2015) 

Hubertia 
ambavilla 

Ambaville Endémique de La Réunion et de Maurice UlĐğƌes d’estoŵaĐ, deƌŵatoses, aŶti-radicalaire, antioxydant, anti-
inflammatoire (Poullain et al., 2004; Neergheen-Bhujun et al., 2014), 
antiviral (Fortin et al., 2002) , diurétique (Adsersen et Adsersen, 1997) 

Mussaenda 
arcuata 

Lingue Café Afrique tropicale, Madagascar, La Réunion et 
Maurice 

Fièvre, grippe (Chinemana et al., 1985), anti-inflammatoire (Poullain et 
al., 2004) 

Psiloxylon 
mauritianum 

Bois de pêche 
marron 

Endémique de La RĠuŶioŶ et de l’île MauƌiĐe Effet astringent, antioxydant (Poullain et al., 2004), antidiabétique 
(Mootoosamy et Fawzi Mahomoodally, 2014) et antibactérienne 
(Mahomoodally et al. 2014; Rangasamy et al. 2014) 

 

Tableau 2 : Liste des sept plantes médicinales réunionnaises sélectionnées, inscrites à la pharmacopée française en 2015.  
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I.1 Échantillonnage des plantes médicinales réunionnaises sélectionnées  
 

Les sept plantes sélectionnées ont été extraites gƌâĐe à l’utilisatioŶ d’uŶe technique 

d’eǆtƌaĐtioŶ plus ĠĐoŶoŵiƋue et plus ĠĐologiƋue Ƌue les pƌoĐĠdĠs d’eǆtƌaĐtioŶs ĐlassiƋues. Il 
s’agit de la teĐhŶiƋue d’EǆtƌaĐtioŶ “aŶs “olǀaŶt AssistĠe paƌ Micro-ondes (ESSAM) (Zill-E-

Huma et al., 2009; Şahin et al., 2017). Les extractions ont été effectuées en collaboration avec 

la Start-up Extrait de Bourbon (EDB). Comparativement aux méthodes classiques comme le 

soxhlet, la technique ESSAM présente de nombreux avantages, tels que (Zhao et al., 2018): 

- uŶ teŵps d’eǆtƌaĐtioŶ ƌĠduit ĐoŵpaƌatiǀeŵeŶt auǆ ŵĠthodes d’eǆtƌaĐtioŶs 
classiques ; 

- un chauffage modéré permettant de récupérer un maximum de métabolites 

secondaires non dégradés ou oxydés ; 

- uŶe ĠĐoŶoŵie d’ĠŶeƌgie et de solǀaŶt. 

 

La technique ESSAM est également décrite pour permettre une extraction plus importante 

des ĐoŵposĠs seĐoŶdaiƌes tels Ƌue les polǇphĠŶols, ŶotaŵŵeŶt daŶs l’oigŶoŶ, daŶs les 
feuilles d’oliǀieƌ, la laitue ou eŶĐoƌe le ƌaisiŶ (Zill-E-Huma et al., 2009; Al Bittar et al., 2013; 

Périno et al., 2016; Şahin et al., 2017). Contrairement à ces études, nous avons utilisé un 

modèle semi-industriel aǀeĐ les paƌois de l’eǆtƌaĐteuƌ ƌefƌoidies. Cela peƌŵet uŶ ƌeĐǇĐlage des 
ǀapeuƌs d’eau faĐilitaŶt aiŶsi l’eǆtƌaĐtioŶ, tout eŶ ƌĠduisaŶt le ƌisƋue de ďƌûluƌe de la ŵatiğƌe 
végétale. 

Les extractions ont été effectuées par lot de 500 g de plante. Une puissance moyenne 

de 2W/g de plante a été appliquée pour cette étude avec une moyenne de 30 minutes 

d’eǆtƌaĐtioŶ. DaŶs Đette Ġtude uŶiƋueŵeŶt ϱϬ% de la ŵasse totale d’eau présente dans 

chaque plante a été extraite. L’eau iŶtƌaĐellulaiƌe végétale ainsi obtenue est ensuite récupérée 

par gravité, filtrée et lyophilisée.  

Les résultats obtenus sont les suivants : 

 

Nom 

botanique 

Quantité de 

matière fraiche 

totale (g) 

% 

humidité 

Puissance/500g 

de plante (W) 

Temps 

d’eǆtractioŶ 
(mn) 

Rendement  

(% MF) 

A. borbonica 2000 63 1000 20 0,37% 

A. theiformis 2989 48 1000 30 0,31% 

A. triplinervis 3250 79 1500 45 1,75% 

D. viscosa 1000 60 1000 25 0,32% 

H. ambavilla 2000 59 800 20 0,40% 

M. arcuata 1000 70 800 30 0,57% 

P. mauritianum 2080 63 1000 20 0,16% 

 

Tableau 3 : Paramètres et rendements des extractions par micro-ondes pour les sept plantes médicinales 
réunionnaises sélectionnées. 
W : Watt, % MF : pourcentage de matière fraîche 
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Le tableau 3 indique les rendements obtenus pour chacune des sept plantes étudiées. 

Les rendements obtenus sont compris entre 0,16% et 1,75% par rapport à la masse de matière 

fraîche de départ. Les valeurs obtenues sont faibles comparativement aux valeurs décrites 

dans la littérature. Les rendements varient de 3% à 80% selon les études, mais restent 

supérieurs à nos valeurs (Zill-E-Huma et al., 2009; Reis et al., 2015; Caputo et al., 2018). De 

Ŷoŵďƌeuǆ paƌaŵğtƌes eŶtƌeŶt eŶ jeu daŶs le ƌeŶdeŵeŶt d’eǆtƌaĐtioŶ, et les plus iŵpoƌtaŶts 
soŶt la puissaŶĐe appliƋuĠe et le teŵps d’eǆtƌaĐtioŶ.  
La puissance appliƋuĠe daŶs Ŷos tƌaǀauǆ est d’eŶǀiƌoŶ ϮW/g de plaŶte. Plusieurs études 

décrivent une puissance optimale de 1W/g (Zill-E-Huma et al., 2009; Al Bittar et al., 2013; 

Périno et al., 2016). 

Le teŵps d’eǆtƌaĐtioŶ ŵoǇeŶ appliƋuĠ Ġtait de ϯϬ ŵiŶutes. Ce Ƌui est eŶ aĐĐoƌd aǀeĐ 
diffĠƌeŶtes Ġtudes, aǀeĐ uŶ teŵps d’eǆtƌaĐtioŶ Đoŵpƌis eŶtƌe ƋuelƋues ŵiŶutes et ϭh 
maximum (Zill-E-Huma et al., 2009; Périno-Issartier et al., 2011; Şahin et al., 2017). 

Nos rendements auraient pu être plus importants en diminuant la puissance et en augmentant 

lĠgğƌeŵeŶt le teŵps d’eǆtƌaĐtioŶ. Un autre paramètre intervient dans le rendement 

d’eǆtƌaĐtioŶ, la ƋuaŶtitĠ de ŵatiğƌe à eǆtƌaiƌe. EŶ effet, si la matière est fine et peu condensée, 

l’eǆtƌaĐtioŶ seƌa ŵeilleuƌe. Des Ġtudes ŵoŶtƌent Ƌu’eŶ diŵiŶuaŶt la ƋuaŶtitĠ de ŵatiğƌe ou 
en augmentant le degré de broyage, le rendement est augmenté (Hao et al., 2002; Şahin et 

al., 2017). Cela s’eǆpliƋue par une meilleure dispersion et pénétration des micro-ondes dans 

la matière à extraire (Delazar et al., 2012). 

Ce faiďle ƌeŶdeŵeŶt s’eǆpliƋue ĠgaleŵeŶt du fait Ƌue Ŷous aǀoŶs Đhoisi d’eǆtƌaiƌe 
uniquement ϱϬ% de l’eau iŶtƌaĐellulaiƌe pouƌ Ġǀiteƌ de ďƌûleƌ du ŵatĠƌiel ǀĠgĠtal. Le 
pouƌĐeŶtage d’eau iŶtƌacellulaire couramment récupéré est de l’oƌdƌe de ϴϬ à ϵϬ% (Zill-E-

Huma et al., 2009; Périno et al., 2016). AiŶsi, plus la plaŶte possğde uŶ pouƌĐeŶtage d’huŵiditĠ 
important, plus le rendement obtenu est important (tableau 3). A. triplinervis présente un 

tauǆ d’huŵiditĠ pƌoĐhe de ϴϬ%, doŶŶaŶt aiŶsi le ŵeilleuƌ ƌeŶdeŵeŶt de ϭ,ϳϱ%. De ŵġŵe, les 
plantes avec des pourcentages d’huŵiditĠ pƌoĐhes ;ϲϬ et ϳϬ%Ϳ ǀoŶt oďteŶiƌ uŶ ƌeŶdeŵeŶt 
siŵilaiƌe autouƌ de Ϭ,ϯϬ et Ϭ,ϰϬ%, à l’eǆĐeptioŶ de P. mauritianum qui donne le rendement le 

plus faible avec 0,16% même aǀeĐ uŶ pouƌĐeŶtage d’huŵiditĠ de 63%. 

Ces études montrent égalemeŶt, Ƌu’à foƌte puissaŶĐe et pour un temps d’eǆtƌaĐtioŶ 
très court, une quantité importante de polyphénols peut être extraite (Al Bittar et al., 2013; 

Périno et al., 2016). Sachant que les composés phénoliques ont été décrits pour leur activité 

antivirale (Johari et al., 2012; Zhang et al., 2012b; Yang et al., 2014; Moghaddam et al., 2014; 

Carneiro et al., 2016), nos extractions ont été effectuées à forte puissance afin de récupérer 

un maximum de polyphénols. Il serait iŶtĠƌessaŶt, d’effeĐtuer de nouvelles extractions en 

ŵodifiaŶt les paƌaŵğtƌes de puissaŶĐe et de teŵps d’eǆtƌaĐtioŶ, afiŶ de comparer le taux de 

polyphénols présent dans les extraits, mais aussi leur activité antivirale.  

Cette teĐhŶiƋue pƌĠseŶte l’aǀaŶtage d’utiliseƌ de la ŵatiğƌe fƌaîĐhe ǀĠgĠtale, 
favorisant ainsi son application à des plantes locales à fort potentiel biologique. Nous avons 

choisi dans ces travaux de récolter la matière végétale fraîche toujours au même lieu afin de 
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minimiser le facteur eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtal. CepeŶdaŶt, il seƌait iŶtĠƌessaŶt d’Ġǀalueƌ les 
ƌeŶdeŵeŶts et l’aĐtiǀitĠ ďiologiƋue assoĐiĠe, d’eǆtƌaits oďteŶus suƌ des lieuǆ de ƌĠĐolte 
diffĠƌeŶts. Cela afiŶ de dĠteƌŵiŶeƌ le degƌĠ d’iŶflueŶĐe de l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt suƌ la teŶeuƌ eŶ 
métabolites seĐoŶdaiƌes. L’appƌoǀisioŶŶeŵeŶt des plaŶtes et plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt pouƌ 
Aphloia theiformis et Psiloxylon mauritianum, s’est effeĐtuĠ à diffĠƌeŶtes pĠƌiodes de l’aŶŶĠe 
en fonction de la disponibilité.  

 

I.2 Cytotoxicité et activité antivirale des plantes médicinales 
sélectionnées 

 
I.2.1 Évaluation de la cytotoxicité des éco-extraits 

 

Une fois les éco-extraits obtenus, la cytotoxicité de ĐhaĐuŶ d’eŶtƌe euǆ a été évaluée 

sur un modèle cellulaire de cellules Vero en utilisant le test MTT, Ƌui dĠteƌŵiŶe l’aĐtiǀitĠ 
mitochondriale des cellules. Les extraits ont été mis en solution dans du milieu de culture et 

une gamme de concentration de 4 à 4000 µg.mL-1 a été appliquée sur les cellules Vero pendant 

Ϯϰh afiŶ d’oďteŶiƌ des Đouƌďes dose-réponses. La concentration cytotoxique entraînant une 

mortalité de 50% des cellules (CC50) ainsi que la dose maximale non cytotoxique (MNTC) en 

étaďlissaŶt uŶ seuil d’au ŵoins 90% de viabilité, ont été déterminées graphiquement. Cette 

dose maximale non cytotoxique est ensuite utilisée pour effectuer l’ĠǀaluatioŶ de l’aĐtiǀitĠ 
antivirale contre le ZIKV. 

 

Nom botanique CC50 (µg.mL-1) MNTC (µg.mL-1) 

Antirhea borbonica 2053 ± 924,5 208 ± 96,7 

Aphloia theiformis 2931 ± 456,9 697 ± 138 

Ayapana triplinervis 1084 ± 220,6 250 ± 220 

Dodonaea viscosa 498 ± 67,4 137 ± 84,4 

Hubertia ambavilla 2226 ± 160,7 190 ± 108 

Mussaenda arcuata 4627 ± 35 236 ± 109 

Psiloxylon mauritianum 1044 ± 106,2 201 ± 15,2 
 

 
Tableau 4 : Cytotoxicité des éco-extraits. 
Les cellules Vero ont été traitées avec différentes concentrations des éco-extraits pendant 24h puis la 
cytotoxicité a été observée par le test MTT. La CC50 (concentration cytotoxique à 50%) et la MNTC 
(concentration maximale non cytotoxique) ont été déterminées par une courbe de régression. Les résultats 
sont représentés comme une moyenne ± erreur standard de trois expériences indépendantes (n=3).

Les CC50 varient entre 498 ± 67,4 µg.mL-1 et 4627 ± 35 µg.mL-1, représentant les valeurs 

obtenues pour les extraits de Dodonaea viscosa et Mussaenda arcuata respectivement. On 

retrouve cependant plusieurs extraits qui présentent une cytotoxicité semblable avec des CC50 

comprises entre 2000 et 3000 µg.mL-1, tels que Antirhea borbonica, Aphloia theiformis et 
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Hubertia ambavilla. Cette diffĠƌeŶĐe de toǆiĐitĠ pouƌƌait s’eǆpliƋueƌ paƌ uŶe diffĠƌeŶĐe de 
composition chimique entre les différents extraits.  

La cytotoxicité des plantes médicinales réunionnaises a été peu étudiée, à notre 

connaissance aucune étude sur la cytotoxicité in vitro de Mussaenda arcuata et d’Ayapana 

triplinervis Ŷ’a ĠtĠ ŵeŶĠe. Pouƌ l’eǆtƌait de H. ambavilla nous observons une cytotoxicité peu 

importante de 2226 ± 160,7 µg.mL-1 comparativement à Đelle dĠĐƌite pouƌ l’eǆtƌait 
méthanolique de cette même plante, à 680 µg.mL-1 (Fortin et al., 2002).  

D. viscosa est l’eǆtƌait le plus toǆiƋue de Ŷotƌe Ġtude, ĐepeŶdaŶt Đette ĐǇtotoǆiĐitĠ est 
inférieure à celle observée pour un extrait hydro-alcoolique sur des cellules Hela, MDCK ou 

GMK avec des CC50 de 96.17 ± 13.86 µg.mL-1, 170 ± 74,3 µg.mL-1 et 25,7 ± 5,8 µg.mL-1 

respectivement (Getie et al., 2003). CoŶĐeƌŶaŶt l’eǆtƌait d’Aphloia theiformis, les résultats 

obtenus montrent que notre éco-eǆtƌait est ŵoiŶs toǆiƋue Ƌu’uŶ eǆtƌait ŵĠthaŶoliƋue de la 
même plante. La toxicité a été évaluée dans ces études sur la lignée cellulaire A549 (40 µg.mL-

1Ϳ ŵais ĠgaleŵeŶt suƌ d’autƌes ligŶĠes huŵaiŶes de fiďƌoďlastes de la peau WS1 (61 µg.mL-1) 

et de poumon WI-38 (58,3 µg.mL-1) (Jonville et al., 2008, 2011). La toǆiĐitĠ d’uŶ eǆtƌait ďƌut 
aƋueuǆ d’A. theiformis sur des cellules HEK peut être jusqu'à 6 fois plus importante (Picot et 

al., 2017b) comparativement à nos résultats. 

L’eǆtƌait de P. mauritianum appaƌaît ŵoiŶs toǆiƋue, Ƌu’uŶ eǆtƌait aĐĠtoŶiƋue de P. 

mauritianum avec une CC50 de 52,2 µg.mL-1 sur des cellules ovariennes de hamster chinois 

(Rangasamy et al., 2014). Nous avons donc une cytotoxicité 20 fois moins importante que celle 

rapportée par Rangasamy et son équipe. 

Ainsi, nous remarquons que les extraits de P. mauritianum et d’A. theiformis obtenus 

après extraction au méthanol, montrent une cytotoxicité plus importante que pour les éco-

extraits. L’augŵeŶtatioŶ de ĐǇtotoǆiĐitĠ pouƌƌait ġtƌe liĠe à l’utilisatioŶ du ŵĠthaŶol (Yang et 

al., 2005).  

En générale, les extraits obtenus par micro-ondes démontrent ainsi une cytotoxicité moins 

importante que des extraits obtenus par extraction et utilisation de solvants.  

 

I.2.2 ÉvaluatioŶ de l’aĐtivitĠ aŶtiviƌale des ĠĐo-extraits 
 

AfiŶ d’Ġǀalueƌ l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale des éco-extraits issus des plantes médicinales 

sélectionnées, nous avons mis en place un modèle cellulaire. Ce dernier permet un criblage 

ƌapide de l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale aǀeĐ l’utilisatioŶ des cellules Veƌo et d’uŶ Đlone moléculaire 

dérivé de la souche ancestrale du virus zika MR766, exprimant le gène rapporteur GFP (Green 

Fluorescent Protein)(Gadea et al., 2016) (Annexe 1).  

Les cellules Vero ont été infectées par le clone moléculaire ZIKV-GFP à une multiplicité 

d’iŶfeĐtioŶ ;MOI) de 1 et traitées simultanément avec les éco-extraits, à une dose maximale 

non cytotoxique (MNTC), peŶdaŶt Ϯϰh. Apƌğs Ϯϰh d’iŶfeĐtioŶ les Đellules oŶt ĠtĠ aŶalǇsĠes paƌ 
cytométrie en flux pour observer le pourcentage de fluorescence, pouvant ainsi être corrélé 

au pourcentage de cellules infectées. 
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Sur les sept éco-extƌaits testĠs, tƌois d’eŶtƌe euǆ ŵoŶtƌeŶt uŶe aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale : Aphloia 

theiformis, Dodonaea viscosa et Psiloxylon mauritianum avec une diminution significative du 

pourcentage de cellules GFP-positives. 

 

Figure 18 : Évaluation de l’aĐtivitĠ aŶtiviƌale des éco-extraits des sept plantes médicinales réunionnaises 
sélectionnées. 
Les cellules Vero ont été infectées par le clone moléculaire ZIKV-GFP à une MOI de 1 et simultanément 
traitées avec la dose maximale non cytotoxique de chaque extrait pendant 24h. Le pourcentage de cellules 
exprimant la GFP est observé par cytométrie en flux 24h post infection. Les résultats sont représentés comme 
une moyenne ± erreur standard de trois expériences indépendantes (n=3) et exprimées en pourcentage 
relatif du contrôle infecté non traité par un éco-extrait. (*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ns = non 
significatif) 

 
L’eǆtƌait de D. viscosa présente une activité antivirale avec une diminution de 40% de 

la fluorescence. Cependant les extraits d’A. theifoƌŵis et de P. mauritianum montrent une 

activité antivirale plus importante que D. viscosa avec une diminution significative de la 

fluorescence de plus de 90% à une dose maximale non cytotoxique 500 µg.mL-1 et 100 µg.mL-

1, respectivement. Ces résultats semblent en adéquation avec la littérature car ces plantes ont 

déjà été décrites pour leur activité antivirale. D. viscosa possède une activité antivirale face 

au coxackievirus B3 et rotavirus (Shaheen et al., 2015). De même dans les travaux de thèse du 

Dr Poullain, A. theiformis et P. mauritianum présente également une activité antivirale face 

au virus chikungunya (Poullain, 2004). Ces travaux sont également validés dans une étude 

ƌĠĐeŶte suƌ l’aĐtiǀitĠ aŶti-CHIKV d’eǆtƌaits méthanoliques et aƋueuǆ d’A. theiformis (Ledoux 

et al., 2018). Nos tƌaǀauǆ dĠŵoŶtƌeŶt pouƌ la pƌeŵiğƌe fois l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale de Đes plaŶtes 
contre le ZIKV. 

Il s’agit daŶs toutes Đes Ġtudes uŶiƋuement de virus à ARN enveloppé comme le ZIKV, 

ce qui pourrait expliquer l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale pouƌ ĐhaĐuŶe de Đes plaŶtes. NĠaŶŵoiŶs, H. 

ambavilla a ĠtĠ dĠĐƌite pouƌ soŶ aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale ĐoŶtƌe les ǀiƌus de la polio et de l’heƌpğs 
(Fortin et al., 2002), alors que dans notre étude, cette plante ne présente aucune inhibition 

de l’iŶfeĐtioŶ paƌ le )IKV. Il est possiďle Ƌue la ŵĠthode d’eǆtƌaĐtioŶ Ŷ’ait pas permis de 
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récupérer les molécules actives, ou que les composés responsables de cette activité antivirale 

ne sont pas actifs contre ZIKV. 

 

I.2.3 Détermination de la gĠŶotoǆiĐitĠ d’A. theifoƌŵis et de P. ŵauƌitiaŶuŵ  
 

La suite de l’étude porte essentiellement sur les deux extraits les plus actifs contre le 

ZIKV : Aphloia theiformis (Change écorce) et Psiloxylon mauritianum (Bois de pêche marron). 

Avant de caraĐtĠƌiseƌ le ŵode d’aĐtioŶ des deuǆ éco-extraits, nous avons souhaité évaluer 

leur cytotoxicité sur différentes lignées humaines A549, kératinocytes (culture primaire ; 

HKPM) et fibroblastes (culture primaire ; FMa). Les cellules ont été traitées comme 

précédemment avec diffĠƌeŶtes ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d’eǆtƌaits (4-4000 µg.ml-1) pendant 24h. Les 

courbes doses-réponses sont représentées dans la figure 19. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Cytotoxicité des éco-eǆtƌaits d’A. theiformis et de P. mauritianum sur des lignées cellulaires 
humaines. 
Les cellules ont été traitées avec différentes concentrations des deux éco-extraits pendant 24h puis la 
cytotoxicité a été évaluée par le test MTT. La CC50 (concentration cytotoxique à 50%) et la MNTC 
(concentration maximale non cytotoxique) ont été déterminées par une courbe de régression. Les résultats 
sont représentés comme une moyenne ± erreur standard de trois expériences indépendantes (n=3). 

 
Nous remarquons que pour les trois lignées cellulaires, les courbes dose-réponse de 

chacun des éco-extraits sont relativement similaires. Ces courbes ont permis de déterminer 

graphiquement une CC50 et une dose maximale non cytotoxique (MNTC), pour chaque extrait 

et pour chacune des lignées cellulaires testées (figure 19, tableau 5). Le seuil de viabilité est 

établi à 90% pour la MNTC. 

 A. theiformis P. mauritianum 
 CC50 (µg.mL-1) MNTC (µg.mL-1) CC50 (µg.mL-1) MNTC (µg.mL-1) 

A549 2267 ± 417 500 ± 52 657 ± 15,7 347,2 ± 15,5 

FMa 2656 ± 262 1500 ± 413 820 ± 26,5 422 ± 9,2 

HKPM 730,7 ± 31,6 209,4 ± 128 353 ± 84,4 17,3 ± 4,8 

 
Tableau 5 : CC50 et MNTC des éco-extraits d’A. theifoƌŵis et de P. ŵauƌitiaŶuŵ suƌ des ligŶĠes Đellulaiƌes 
humaines. 
CC50 : concentration cytotoxique à 50% ; MNTC : concentration maximale non cytotoxique 
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L’eǆtƌait de P. mauritianum montre une cytotoxicité jusƋu’à ϯ fois supĠƌieuƌe à Đelle 
d’A. theiformis pour les lignées cellulaires testées. Cependant, on remarque que les lignées 

humaines semblent plus sensibles que les cellules Vero. La cytotoxicité apparaît plus 

importante pour les kératinocytes (HKPM), comparativement aux A549. Ces résultats sont en 

aĐĐoƌd aǀeĐ Đeuǆ oďseƌǀĠs loƌs d’uŶ tƌaitement au sodium dodécyle sulfate (SDS) sur des 

cellules primaires et des lignées humaines. Les kératinocytes humains primaires meurent à 

des doses trois fois plus basses que pour la lignée HaCaT (Olschläger et al., 2009). Les 

fibroblastes néanmoins sont aussi sensibles que les A549. Les mêmes résultats sont observés 

entre des fibroblastes primaires et des fibroblastes immortalisés (3T3) de souris toujours lors 

d’uŶ tƌaiteŵeŶt au “D“ (Olschläger et al., 2009). Nos résultats montrent que les cellules 

primaires humaines sont plus sensibles aux éco-extraits que les lignées cellulaires testées. 

De plus, loƌs d’uŶ tƌaiteŵeŶt aǀeĐ l’eǆtƌait d’A. theiformis sur les cellules A549 nous 

observons une CC50 proche de celle observée sur les cellules Vero (tableau 4). Cependant, un 

eǆtƌait ŵĠthaŶoliƋue d’A. theiformis présente une CC50 de 40 µg.mL-1 et de 61 µg.mL-1 dans 

des A549 et dans des WS1 (lignée de fibroblastes humains) (Jonville et al., 2008, 2011). Ainsi, 

dans nos travaux A. theiformis est 50 fois moins toxique. 

 

Même si les plantes médicinales sont souvent considérées comme sûres et 

inoffensives, différentes études ont montré que certains extraits de plantes médicinales 

pƌoǀoƋueŶt des doŵŵages à l’ADN des Đellules (Santos et al., 2012; Ping et al., 2013; Lin et 

al., 2014; Araújo et al., 2015). 

Le potentiel génotoxique des éco-extraits a été évalué sur différents types cellulaires humains. 

Pour cela des tests COMET ont été effectués. Cette technique permet de visualiser les 

doŵŵages iŶduits à l’ADN loƌs d’uŶ tƌaiteŵeŶt paƌ uŶe ŵolĠĐule ou uŶe dƌogue. GƌâĐe à uŶ 
iŶteƌĐalaŶt de l’ADN, les Đassuƌes soŶt ǀisiďles apƌğs ŵigƌatioŶ, sous foƌŵe de Đoŵğtes. Plus 
l’iŶtensité de la queue de la comète est importante, plus le traitement induit des dommages 

à l’ADN.  
Les cellules ont été traitées avec les doses maximales non cytotoxiques des éco-

eǆtƌaits d’A. theiformis et de P. mauritianum pendant 24h (figure 20). 
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Figure 20 : Évaluation de la génotoxicité des éco-eǆtƌaits d’A. theifoƌŵis et de P. ŵauƌitiaŶuŵ suƌ des 
cellules humaines. 
Les cellules ont été traitées 24h avec les MNTC des éco-extraits. Le test COMET a été effectué. Les comètes 
sont visualisées grâce au Gel red et analysées avec le logiciel COMET Assay IV. Les résultats sont présentés 
comme la moyenne ± eƌƌeuƌ staŶdaƌd de l’iŶteŶsitĠ de la Ƌueue des Đoŵğtes à paƌtiƌ de tƌois expériences 
indépendantes (n=3). Les images sont représentatives de trois expériences indépendantes (n=3). Les flèches 
blanches indiquent les comètes. 

 
L’H2O2 a été utilisé comme contrôle afin de faciliter la comparaison entre un agent 

délétère connu pour l’ADN et les extraits. La figure 20 montre que suite à un traitement de 

24h avec les éco-extraits, les cellules ne présentent pas de formation de comètes, indiquant 

que les éco-extraits ne possğdeŶt pas d’effet gĠŶotoǆiƋue.  

D’autƌes tests de ĐǇtotoǆiĐitĠ in vivo chez des petits animaux présentent un grand 

iŶtĠƌġt daŶs le Đadƌe d’uŶe foƌŵulatioŶ de Đes plaŶtes eŶ ageŶts aŶtiǀiƌauǆ. Ces tests 

peƌŵettƌaieŶt d’Ġǀaluer à la fois la toxicité et/ou génotoxicité mais également la 

ďiodispoŶiďilitĠ des ŵĠtaďolites de Đes plaŶtes ŵĠdiĐiŶales loƌs d’uŶe pƌise oƌale paƌ eǆeŵple.  
 

Ces résultats confirment que les éco-eǆtƌaits Ŷ’iŶduiseŶt pas uŶe génotoxicité sur 

différents types cellulaires humains.  Cette étape nous permet d’appƌofoŶdiƌ la caractérisation 

de l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale et le ŵode d’aĐtioŶ des eǆtƌaits d’A. theiformis et de P. mauritianum.
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II. CaractérisatioŶ de l’activité aŶtivirale d’Aphloia theiformis 
et de Psiloxylon mauritianum 

 
Les premiers résultats obtenus, suite au criblage des sept plantes médicinales 

réunionnaises, montrent une importante activité anti-ZIKV avec une inhibition de plus de 90% 

de la fluorescence lorsque des cellules Vero sont infectées et traitées simultanément avec 500 

µg.mL-1 et 100 µg.mL-1 d’A. theiformis et de P. mauritianum respectivement. La suite de 

l’Ġtude cible la caractérisation du ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ de Đes deux éco-extraits. 

 

II.ϭ Activité aŶtivirale des eǆtraits traditioŶŶels d’A. theiformis 
 

La ŵĠthode d’eǆtƌaĐtioŶ des ŵĠtaďolites seĐoŶdaiƌes d’uŶe plaŶte a un effet sur sa 

composition, entraînant aiŶsi uŶe ŵodifiĐatioŶ de l’aĐtiǀitĠ ďiologiƋue assoĐiĠe (Zill-E-Huma 

et al., 2009; Capriotti et al., 2014; Blicharski et al., 2017). Pour cela, avant de caractériser le 

ŵode d’aĐtioŶ des ĠĐo-extraits, nous avons souhaitĠ saǀoiƌ si l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale est retrouvée 

au seiŶ d’eǆtƌaits tƌaditioŶŶels (infusion, décoction et macération), plus accessibles et plus 

utilisés par la population locale. Nous avons sélectionné A. theiformis comme modèle. 

Les cellules Vero ont été traitées pendant 24h avec différentes concentrations (4 – 4000 

µg.mL-1) des extraits traditionnels puis la viabilité cellulaire a été évaluée par le test MTT 

(figure 21A). La même tendance pour chacun des trois extraits est observée, avec des CC50 de 

1056 µg.mL-1, 1181 µg.mL-1 et 1727 µg.mL-1 pouƌ la dĠĐoĐtioŶ, l’iŶfusioŶ et la ŵaĐĠƌatioŶ 
respectivement (figure 21A, tableau 6Ϳ. L’eǆtƌait le plus toxique est la décoction avec une CC50 

de 1056 µg.mL-1 et une dose maximale non cytotoxique de 250 µg.mL-1. Pouƌ l’iŶfusioŶ et la 
macération nous retrouvons une dose maximale non cytotoxique supérieure à 500 µg.mL-1, 

semblable à l’ĠĐo-extrait obtenu par la technique ESSAM (figure 21A, tableau 6). L’éco-extrait 

possğde uŶe ĐǇtotoǆiĐitĠ jusƋu’à deuǆ fois moins importante que les extraits traditionnels. 

Cette ǀaƌiatioŶ de ĐǇtotoǆiĐitĠ peut ġtƌe liĠe à l’utilisatioŶ du solǀaŶt (70% éthanol) 

pouƌ la ŵaĐĠƌatioŶ. Pouƌ l’iŶfusioŶ et la dĠĐoĐtion, les températures élevées (100°C) 

appliquées peuvent entraîner une dégradation et/ou oxydation des molécules en les rendant 

plus toxiques pour les cellules. Il serait nécessaire de vérifier si cette variation de toxicité entre 

les éco-extraits et les extraits traditionnels est retrouvée pour les autres plantes actives de 

l’Ġtude. 
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Figure 21 : Cytotoxicité et activité aŶtiviƌale des eǆtƌaits tƌaditioŶŶels d’A. theifoƌŵis.  
(A) Les Đellules Veƌo oŶt ĠtĠ tƌaitĠes aǀeĐ diffĠƌeŶtes ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d’eǆtƌaits tƌaditioŶŶels d’A. theifoƌŵis 
pendant 24h. La cytotoxicité a été évaluée par le test MTT. (B) Les cellules Vero ont été infectées par ZIKV-
GFP à une MOI de 1 et traitées avec les différents extraits pendant 24h. Le pourcentage de cellules GFP-
positives a été déterminé par cytométrie en flux. Les CC50, les MNTC et les IC50 ont été déterminé par des 
courbes de régression non linéaire. Les données sont exprimées en moyenne ± erreur standard de trois 
expériences indépendantes (n=3). 

 

Extrait MNTC CC50 (µg.mL-1) IC50 (µg.mL-1) SI (CC50/IC50) 
Infusion 830 ± 182,2 1181 ± 567 64,5 ± 35,7  18,3 

Décoction 413 ± 65,2 1056 ± 370 33,6 ± 14,5 31,4 

Macération 436 ± 44,4 1727 ± 351,8 27,6 ± 5,2 62,6 

Micro-onde 697 ± 138  2931 ± 456,9 98,8 ± 31,4 29,6 

 
Tableau 6 : MNTC, CC50, IC50 et SI des eǆtƌaits tƌaditioŶŶels d’A. theifoƌŵis. 
MNTC : dose maximale non cytotoxique, CC50 : concentration cytotoxique à 50%, IC50 : concentration 
inhibitrice à 50%, SI : index de sélectivité (ratio CC50/IC50). Les valeurs de CC50, d’IC50 et de MNTC ont été 
déterminées par des courbes de régression non linéaire à partir des figures 21. 

 

Pour déterminer l’aĐtiǀité antivirale, les cellules ont été infectées par le clone 

moléculaire ZIKV-GFP et tƌaitĠes siŵultaŶĠŵeŶt aǀeĐ diffĠƌeŶtes ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d’eǆtƌaits 
pendant 24h. Le pourcentage de fluorescence a été mesuré par cytométrie en flux 24h post 

infection (figure 21B). L’aĐtiǀitĠ antivirale est toujours présente pour les trois extraits testés, 

avec un effet dose dépendant. En effet, nous atteignons une inhibition de plus de 90% pour 

les doses maximales non cytotoxique (figure 21B). La concentration efficace pour inhiber 50% 

de l’iŶfeĐtioŶ ;IC50) pour tous les extraits traditionnels a été déterminée par des courbes de 

régression non linéaire. L’eǆtƌait le plus effiĐaĐe est l’eǆtƌait hǇdƌo-alcoolique, la macération, 

avec un IC50 de 27,6 ± 5,2 µg.mL-1, comparativement à l’iŶfusioŶ et la dĠĐoĐtioŶ aǀeĐ uŶ IC50 

de 64,5 ± 35,7 µg.mL-1 et 33,6 ± 14,5 µg.mL-1, respectivement (figure 21B, tableau 6). 

GƌâĐe auǆ doŶŶĠes de ĐǇtotoǆiĐitĠ et de l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale, l’iŶdeǆ de sélectivité (SI) a 

été calculé. Cet index permet de Đoŵpaƌeƌ eŶ teƌŵes d’aĐtiǀitĠ ďĠŶĠfiĐe/ƌisƋue ĐhaĐuŶ de Đes 
eǆtƌaits. La ŵaĐĠƌatioŶ est l’eǆtƌait le plus efficace avec un SI de 62,6, car son activité antivirale 

est très importante et il présente peu de toxicité (tableau 6). Cependant, dans cette étude 

nous avons voulu privilégier les extraits sans solvant. Il apparaît alors que sans utilisation de 
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solvant, la dĠĐoĐtioŶ seƌait l’eǆtƌait traditionnel le plus efficace avec un SI de 31,4 (tableau 6). 

Dans notre étude, loƌsƋue Ƌue la teĐhŶiƋue d’eǆtƌaĐtioŶ Ŷ’utilise pas de solǀaŶt, l’eǆtƌaĐtioŶ 
par micro-ondes semble plus efficace que les techniques traditionnelles pour permettre une 

meilleure extraction des composés actifs anti-ZIKV. 

Nous avons validé l’aĐtivité antivirale dans les eǆtƌaits tƌaditioŶŶels d’A. theiformis 

avec des index de sélectivité différents seloŶ la ŵĠthode d’eǆtƌaĐtioŶ utilisée. 

 

II.Ϯ MécaŶisŵe d’actioŶ de l’activité aŶtivirale d’A. theiformis et de P. 
mauritianum 

 

Afin d’ideŶtifieƌ les phases du cycle viral inhibées par les éco-extraits, différents 

protocoles ont été mis en place (figure 22A, B)(Annexe 2) permettant ainsi de déterminer leur 

ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ. Dans cette étude, l’eǆtƌait d’Ayapana triplinervis a été utilisé comme 

contrôle négatif. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : DĠteƌŵiŶatioŶ du ŵode d’aĐtioŶ des éco-extraits A. theiformis et P. mauritianum sur le virus 
ZIKV-GFP.  
Les cellules Vero ont été infectées à une MOI de 1 avec ZIKV-GFP. DiffĠƌeŶts pƌotoĐoles d’additioŶ des ĠĐo-
extraits A. theiformis, A. triplinervis et P. mauritianum loƌs de l’iŶfeĐtioŶ sont représentés en (A). Les flèches 
indiquent la présence des éco-extraits. (B) Analyse par cytométrie en flux 24h post infection de l’eǆpƌessioŶ 
de la protéine GFP, sous les conditions expérimentales montrées en A. (*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001) 

 
Les résultats issus du protocole « tout au long » représentent ici une valeur de 

référence, obtenue lors du criblage (figure 18) afin de pouvoir comparer les autres protocoles. 
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Lorsque les éco-eǆtƌaits d’A. theiformis et de P. mauritianum sont ajoutés de façon 

ĐoŶĐoŵitaŶte à l’iŶfeĐtioŶ, on observe une diminution significative de plus de 80% de la 

fluorescence, à la concentration maximale non cytotoxique de 500 µg.mL-1 et 100 µg.mL-1 

respectivement (figure 22A, B)(Annexe 2). Cette inhibition est semblable à celle observée 

lorsque les extraits sont présents tout au long de l’iŶfeĐtioŶ ;figuƌes ϭ8 et 22B)(Annexe 2). 

CepeŶdaŶt, peu ou pas d’iŶhibition est observée lorsque les extraits sont ajoutés en amont ou 

eŶ aǀal de l’iŶfeĐtioŶ ;figuƌe ϮϮA, B)(Annexe 2).  

Ces résultats suggèrent que les éco-extraits d’A. theiformis et de P. mauritianum 

Ŷ’iŵpaĐtent pas la réplication virale mais agissent au niveau des phases précoces du cycle 

virale de ZIKV.  

 

II.2.1 IŶhiďitioŶ de l’attaĐheŵeŶt viral par A. theiformis et P. mauritianum 
 

Les ƌĠsultats pƌĠĐĠdeŶts ŵoŶtƌeŶt Ƌue les eǆtƌaits d’A. theiformis et de P. mauritianum 

semblent agir sur une des étapes précoces du cycle viral de ZIKV, soit suƌ l’attaĐheŵeŶt ou sur 

l’iŶteƌŶalisatioŶ.  

Afin de déterminer si l’attaĐheŵeŶt est iŶhiďĠ, nous avons effectué un test 

d’attaĐheŵeŶt par qRT-PCR. L’Ġpigallocatéchine gallate (EGCG) est utilisé comme contrôle 

positif car cette molécule, issue du thé vert, est largement décrite pour son activité antivirale 

paƌ iŶhiďitioŶ de l’eŶtƌĠe ǀiƌale (Yamaguchi et al., 2002; Calland et al., 2012a; Weber et al., 

2015; Carneiro et al., 2016). Les cellules ont été infectées par le clone moléculaire ZIKV-MR766 

;souĐhe afƌiĐaiŶe d’OugaŶdaͿ, simultanéŵeŶt eŶ pƌĠseŶĐe ou eŶ aďseŶĐe d’eǆtƌait d’A. 

theiformis et de P. mauritianum, pendant 1h à 4°C. Cette Ġtape ǀa peƌŵettƌe l’attaĐheŵeŶt 
des particules virales sur les cellules ŵais eŵpġĐheƌ l’iŶteƌŶalisatioŶ (Weber et al., 2015; 

Vázquez-Calvo et al., 2017). “uite à l’iŶĐuďatioŶ, le Ŷoŵďƌe de ǀiƌus attaĐhĠ à la ŵeŵďƌaŶe 
cellulaire, eŶ pƌĠseŶĐe ou eŶ aďseŶĐe de l’ĠĐo-extrait, est directement déterminé par qRT-

PCR. 

 

Nous oďseƌǀoŶs uŶe diŵiŶutioŶ sigŶifiĐatiǀe d’au ŵoiŶs ϵϬ% du Ŷoŵďƌe d’ARN ǀiƌal 
attaĐhĠ à la ŵeŵďƌaŶe Đellulaiƌe loƌs d’uŶ tƌaiteŵeŶt aǀeĐ ϱϬϬ µg.ŵL-1 d’eǆtƌait d’A. 

theiformis. Cette iŶhiďitioŶ de l’attaĐheŵeŶt appaƌaît seŶsiďleŵeŶt plus effiĐaĐe pouƌ l’eǆtƌait 
d’A. theiformis ĐoŵpaƌatiǀeŵeŶt au ĐoŶtƌôle positif, l’EGCG (figure 23A).  

UŶe diffĠƌeŶĐe du Ŷoŵďƌe de Đopies d’ARN est oďseƌǀĠe eŶtƌe le ĐoŶtƌôle ŶoŶ tƌaitĠ de 
chacune des expériences (figures 23 A et B). Cette différence peut être liée au nombre de 

paƌtiĐules ǀiƌales pƌĠseŶtes au dĠpaƌt daŶs l’iŶoĐuluŵ. CepeŶdaŶt uŶe diŵiŶutioŶ sigŶifiĐatiǀe 
du nombre de virions attachés est observée suite au traitement avec P. mauritianum (100 

µg.mL-1Ϳ et l’EGCG ;ϭϬϬ µMͿ. EŶ effet, l’attaĐheŵeŶt est iĐi iŶhiďĠ de ϴϬ% ;figuƌe ϮϯBͿ. L’eǆtƌait 
d’A. theiformis seŵďle plus effiĐaĐe eŶ teƌŵes d’iŶhiďitioŶ de l’attaĐheŵeŶt de )IKV 
ĐoŵpaƌatiǀeŵeŶt à l’eǆtƌait de P. mauritianum. 
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Figure 23 : IŶhiďitioŶ de l’attaĐheŵeŶt de ZIKV paƌ les éco-eǆtƌaits d’A. theiformis et de P. mauritianum 
Les cellules Vero ont été infectées par ZIKV-MR766 à une MOI de 1, en présence ou non des éco-eǆtƌaits d’A. 
theifoƌŵis, d’A. tƌipliŶeƌǀis (500 µg.ml-1), de P. mauritianum (100 µg.mL-1) et d’EGCG (100 µM) pendant 1h 
à 4°C. Le nombre de particules virales attachées à la membrane cellulaire est déterminé par RT-qPCR. Les 
valeurs sont représentées par la moyenne ± erreur standard de trois expériences indépendantes (n=3). 
(*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001 ; ns = non significatif) 

 

Ces ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt Ƌue les eǆtƌaits d’A. theiformis et de P. mauritianum inhibent 

l’attaĐheŵeŶt du ZIKV à la surface des membranes cellulaires Đoŵŵe l’EGCG (Carneiro et al., 

2016; Vázquez-Calvo et al., 2017). De même, la curcumine, composé majoritaire du curcuma, 

iŶhiďe l’attaĐhement de ZIKV et CHIKV dans des cellules Hela (Mounce et al., 2017). 

 
II.2.2 AĐtivitĠ viƌuĐide d’A. theiformis et P. mauritianum 

 
a) CaractérisatioŶ de l’effet virucide 

 
Un test d’iŶaĐtiǀatioŶ ǀiƌale a ĠtĠ effeĐtuĠ afin de savoir si nos extraits possèdent un 

effet virucide contre ZIKV. Brièvement, ZIKV-GFP a ĠtĠ iŶĐuďĠ ϭh à ϯϳ°C eŶ pƌĠseŶĐe d’A. 

theiformis (500 µg.mL-1) et de P. mauritianum (100 µg.mL-1). L’eǆtƌait d’A. triplinervis et l’EGCG 

(100 µM) ont été utilisés comme contrôle négatif et positif respectivement. Les différents 

ŵĠlaŶges oŶt ĠtĠ diluĠs ϱϬ fois aǀaŶt l’iŶfeĐtioŶ des Đellules. Cette dilutioŶ Ŷous peƌŵet 
d’atteindre une dose sous thérapeutique pour être sûr d’Ġǀalueƌ l’effet de Ŷos eǆtƌaits 
uniquement sur la particule virale.  

Une réduction de plus de 85% du nombre de cellules GFP-positives est observée, 

comparativement au contrôle infecté non traité, loƌs d’uŶ tƌaiteŵeŶt de ZIKV avec les extraits 

d’A. theiformis et de P. mauritianum (figure 24A) (Annexe 2).  

AfiŶ d’Ġtaďliƌ la ƌelatioŶ eŶtƌe la diŵiŶutioŶ du Ŷoŵďƌe de Đellules GFP-positives et une 

peƌte de l’iŶfeĐtiǀitĠ de )IKV, les paƌtiĐules ǀiƌales pƌĠseŶtes daŶs les surnageants ont été 

quantifiées par titrage de plages de lǇse. L’iŶfeĐtiǀitĠ résiduelle de ZIKV-GFP est 
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significativement diminuée, avec une perte de 2 log, lorsque ZIKV-GFP est incubé avec les 

extraits d’A. theiformis et de P. mauritianum. L’iŶhiďitioŶ de l’iŶfeĐtiǀitĠ est iĐi plus iŵportante 

pour les éco-extraits comparativement au contrôle positif EGCG (figure 24B). 

Nos extraits exercent une activité virucide sur ZIKV semblable à celle décrite et 

oďseƌǀĠe pouƌ l’EGCG et à celle de la baicaleine face à JEV (Johari et al., 2012; Carneiro et al., 

2016). Une activité virucide est également retrouvée dans un extrait aqueux de racine de 

Scutellaria baicalensis contre les 4 sérotypes de DENV (Zandi et al., 2013). Les même résultats 

ont été obtenus pouƌ l’eǆtƌait ŵĠthaŶoliƋue de Rheum palmatum contre le JEV avec un IC50 

de 7,58 µg.mL-1 (Chang et al., 2014). 

  

 

 

 

 

 

Figure 24 : Inactivation virale de ZIKV-GFP par les éco-extraits.  
ZIKV-GFP a été préalablement pré-incubé avec les éco-extraits de A. theiformis, A. triplinervis (500 µg.mL-1), 
et P. mauritianum (100 µg.mL-1) et l’EGCG (100µM) 1h à 37°C. Les mélanges ont été dilués 50 fois avant 
l’iŶfeĐtioŶ des Đellules Veƌo. ;AͿ Le Ŷoŵďƌe de Đellules GFP positiǀes est ƋuaŶtifiĠ paƌ ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ Ϯϰh 
post infection. (B) Les surnageants ont été récupérés 24h p.i et les particules virales ont été quantifiées par 
titrage de plages de lyse. Les résultats sont exprimés en PFU.mL-1. Tous les résultats représentent la moyenne 
± erreur standard de quatre expériences indépendantes (n=4). (*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; 
****p<0,0001 ; ns = non significatif). 

 
AfiŶ de dĠteƌŵiŶeƌ la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ effiĐaĐe pouƌ iŶhiďeƌ ϱϬ% de l’iŶfeĐtioŶ ;IC50) par ZIKV, un 

effet dose a été effectué avec des concentrations comprises entre 0 et la dose maximale non 

cytotoxique d’A. theiformis (500 µg.mL-1) et de P. mauritianum (100 µg.mL-1). L’IC50 a été 

dĠteƌŵiŶĠe gƌaphiƋueŵeŶt eŶ utilisaŶt uŶe ƌĠgƌessioŶ ŶoŶ liŶĠaiƌe d’uŶe Đouƌďe dose-

réponse.  
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Figure 25 : Activité antivirale dose-dépendante des extraits d’A. theifoƌŵis et de P. ŵauƌitiaŶuŵ. 
Les cellules Vero ont été infectées avec ZIKV-GFP préalablement pré-incubé avec différentes concentrations 
d’eǆtƌaits. Le pouƌĐeŶtage de Đellules GFP positiǀes est dĠteƌŵiŶĠ paƌ ĐǇtoŵĠtƌie eŶ fluǆ Ϯϰh p.i. L’IC50 est 
dĠteƌŵiŶĠe à paƌtiƌ d’uŶe Đouƌďe de ƌĠgƌessioŶ ŶoŶ liŶĠaiƌe. Les ƌĠsultats soŶt ƌepƌĠseŶtĠs soŶt la ŵoǇeŶŶe 
± erreur standard de trois expériences indépendantes (n=3). 

 

Extrait/composé CC50  IC50  SI (CC50/IC50) 

A. theiformis 2931 ± 456,9 98,8 ± 31,4 29,6 

P. mauritianum 1044 ± 106,2 19,5 ± 4,8 53,5 

EGCG 206,8 ± 13,1 48,05 ± 9,1 4,3 

 

Tableau 7 : CC50, IC50 et SI des extraits d’A. theifoƌŵis et de P. ŵauƌitiaŶuŵ. 
CC50 : concentration cytotoxique à 50% ; IC50 : concentration inhibitrice à 50% de l’iŶfeĐtioŶ ; SI : index de 
sélectivité. CC50 et IC50 sont exprimés en µg.mL-1 pouƌ A. theifoƌŵis et P. ŵauƌitiaŶuŵ et eŶ µM pouƌ l’EGCG. 

 

Les éco-extraits d’A. theiformis et de P. mauritianum présentent un effet dose 

dĠpeŶdaŶt de l’iŶhiďitioŶ de )IKV. En effet, une inhibition de 30% de la fluorescence est 

observée dès la dose de 50 µg.mL-1 et 25 µg.mL-1 pour A. theiformis et P. mauritianum 

respectivement. La diminution de plus de 85% du nombre de cellules GFP-positives observée 

dans la figure 25 est identique à celle obtenue dans les précédents tests. La IC50 d’A. theiformis 

et de P. mauritianum est de 98,8 ± 31,4 µg.mL-1 et 19,5 ± 4,8 µg.mL-1 respectivement (Figure 

25, tableau 7). L’IC50 oďteŶu pouƌ l’EGCG est de 48,05 ± 9,1 µM. Cette concentration efficace 

pouƌ iŶhiďeƌ ϱϬ% de l’iŶfeĐtioŶ de )IKV est tƌois fois supĠƌieuƌe à Đelle dĠĐƌite paƌ Carneiro et 

al. (IC50 = 21,4 µM). Cependant, l’IC50 peut se calculer à partir de différentes méthodes, soit à 

partir de résultats de cytométrie en flux, soit à partir de titrage de plages de lyse ou encore 

paƌ iŶhiďitioŶ de l’effet ĐǇtopathiƋue. La diffĠƌeŶĐe oďseƌǀĠe peut aloƌs s’eǆpliƋueƌ Đaƌ Ŷos 

ĐalĐuls soŶt ďasĠs suƌ l’aŶalǇse de ĐǇtoŵĠtƌie et Ƌue CaƌŶeiƌo et al. Ġǀalue l’IC50 à partir des 

données de titrage de plages de lyse. 

En se basant sur la cytotoxicité et l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale (tableau 7) l’iŶdeǆ de sĠleĐtiǀitĠ 
des deux éco-extraits a été déterminé en utilisant la formule suivante : SI = CC50/IC50. L’iŶdeǆ 
de sélectivité calculé est de 29,6 et 53,5 respectivement pour A. theiformis et P. mauritianum. 

Cet index de sélectivité est largement supérieur à celui que nous avons obtenu pour l’EGCG 
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(SI = 4,3) mais également à celui déjà décrit (SI = 9). Les eǆtƌaits d’A. theiformis et de P. 

mauritianum possèdent un index de sélectivité relativement important comparativement à 

d’autƌes extraits de plantes. En effet des résultats similaires ont été décrits contre DENV lors 

d’uŶ tƌaiteŵeŶt aǀeĐ uŶ eǆtƌait aƋueuǆ de ƌaĐiŶe issue de Scutellaria baicalensis avec un SI de 

16 (Zandi et al., 2013). L’eǆtƌait ĠthaŶoliƋue de feuilles de Distictella elongata est également 

décrit pour son activité anti-DENV et possèdent un SI de 1,5 (Simões et al., 2011).  

De même, l’iŶdeǆ de sĠlectivité de la curcumine face à ZIKV est de 6 (Mounce et al., 

2017). Nos extraits apparaissent plus efficaces comparativement à des molécules pures 

naturelles isolées de plaŶtes. Cette effiĐaĐitĠ peut s’eǆpliƋueƌ gƌâĐe à uŶe sǇŶeƌgie de 
molécules agissant soit, sur différentes étapes du cycle virale, soit sur la même étape mais 

peƌŵettaŶt daŶs tous les Đas uŶe aŵplifiĐatioŶ de l’iŶhiďitioŶ de l’iŶfeĐtioŶ de )IKV. 
 

Nous avons souhaité déterminer le temps minimal nécessaire aux éco-extraits pour 

eŶtƌaîŶeƌ Đette iŶhiďitioŶ de l’iŶfeĐtiǀitĠ de )IKV, eŶ pƌeŶaŶt A. theiformis comme exemple. 

Pour cela, ZIKV-GFP a été incubé à différents temps, de 0 à 60 minutes, avec trois 

concentƌatioŶs d’A. theiformis (250, 500 et 1000 µg.mL-1) (figure 26) (Annexe 2).  

A la dose maximale non cytotoxique (500 µg.mL-1), 15 minutes sont suffisante pour entraîner 

une inhibition de 50% du nombre de cellules GFP-positives. Le tauǆ d’iŶhiďitioŶ de plus de 80% 

est retrouvé dès 30 minutes d’iŶĐuďatioŶ eŶtƌe )IKV-GFP et A. theiformis (figures 24, 25 et 26, 

Annexe 2). Pouƌ uŶ ŵġŵe teŵps d’iŶĐuďatioŶ (30 minutes par exemple), la dose de 250 µg.mL-

1, iŶhiďe ϰϬ% de l’iŶfeĐtioŶ, ĐoŵpaƌatiǀeŵeŶt à ϴϬ% pouƌ la Đoncentration de 500 µg.mL-1 

(figure 26). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 26 : DĠteƌŵiŶatioŶ du teŵps ŵiŶiŵal d’iŶhiďitioŶ de l’ĠĐo-extrait d’A. theifoƌŵis. 
Différentes concentrations d’eǆtƌait d’A. theiformis (250, 500 et 1000 µg.mL-1) ont été incubées avec ZIKV-
GFP à différents temps à 37°C. Les mélanges ont été dilués 50 fois aǀaŶt l’iŶfeĐtioŶ des Đellules Veƌo. Le 
pourcentage de cellules GFP positives est suivi par cytométrie en flux 24h post infection. Les résultats 
représentent la moyenne ± erreur standard de trois expériences indépendantes (n=3). 

  

Tous ces résultats suggèrent que les extraits d’A. theiformis et de P. mauritianum 

exercent une activité antivirale contre le ZIKV, en inhibant l’attaĐheŵeŶt des particules virales 
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de ZIKV sur la membrane cellulaire. De plus, les eǆtƌaits ƌĠduiseŶt l’iŶfeĐtiǀitĠ du ǀiƌus eŶ 
agissant directement sur la particule virale. 

 

b) Activité antivirale des éco-extraits d’A. theiformis et de P. 
mauritianum contre une souche africaine et une souche asiatique 
épidémique de ZIKV 

 

Les résultats précédents ont été obtenus en utilisant le clone moléculaire ZIKV-GFP, 

issu de la séquence de la souche africaine ZIKV-MR766. Nous avons souhaité valider l’activité 

antivirale sur une souche africaine (clone moléculaire MR766) et une souche asiatique (isolat 

ĐliŶiƋue de l’ĠpidĠŵie de PolǇŶĠsie FƌaŶçaise de ϮϬϭϯ, PF13). En effet, différentes études 

distinguent deux lignées de ZIKV, une lignée africaine et une lignée asiatique. Cette dernière 

seŵďle ġtƌe à l’oƌigiŶe des souĐhes ĠpidĠŵiƋues (Haddow et al., 2012; Anfasa et al., 2017). 

Pour cela, les souches ont été pré-incubées 1h à 37°C avec différentes concentrations 

d’eǆtƌaits d’A. theiformis et de P. mauritianum, avant l’iŶfeĐtioŶ des Đellules Veƌo. L’iŶfeĐtiǀitĠ 
a été quantifiée par titrage de plages de lyse. Les deux souches sont sensibles à chacun des 

deux éco-extraits avec un effet dose dépendant (figure 27). Pouƌ l’eǆtƌait d’A. theiformis (500 

µg.mL-1), une diminution significative de 2-log pour chacune des deux souches est observée 

(figures 27A, B, Annexe 2). Néanmoins, la souche PF13 est plus sensible à A. theiformis que la 

souĐhe MRϳϲϲ. Des ƌĠsultats siŵilaiƌes oŶt ĠtĠ oďseƌǀĠs pouƌ l’EGCG, aǀeĐ uŶe iŶhiďitioŶ plus 
importante pour une souche épidémique comparativement à ZIKV-MR766 (Carneiro et al., 

2016). On remarque uŶe diŵiŶutioŶ de plus de ϭ log de l’iŶfeĐtiǀitĠ des souĐhes MRϳϲϲ et 
PF13 pouƌ l’ĠĐo-extrait de P. mauritianum (100 µg.mL-1) (figures 27C et D).  

D’apƌğs Đes ƌĠsultats l’eǆtƌait d’A. theiformis est plus efficace contre les souches asiatique 

(MR766) et épidémique (PF13) de ZIKV, comparativement à l’eǆtƌait de P. mauritianum. Ces 

différences peuvent être liées à une différence de composition entre les deux extraits.  



 99 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Activité antivirale des extraits d’A. theifoƌŵis et de P. ŵauƌitiaŶuŵ ĐoŶtƌe les souĐhes AfƌiĐaiŶe 
et Asiatique de ZIKV. 
Les cellules Vero ont été infectées à une MOI de 1 avec les souches ZIKV-MR766 ou ZIKV-PF13 préalablement 

pré-iŶĐuďĠes aǀeĐ diffĠƌeŶtes ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d’eǆtƌaits ;A,BͿ d’A. theifoƌŵis ou ;C,DͿ de P. ŵauƌitiaŶuŵ 
pendant 24h. Les particules virales présentes ont été quantifiées par titrage de plages de lyse. Les résultats 

sont exprimés en moyenne ± erreur standard de trois expériences indépendantes (n=3). (*p<0,05 ; 

**p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001). 

 

De ŵġŵe, l’iŶfeĐtioŶ a ĠtĠ évaluée par immunofluorescence, en utilisant l’aŶtiĐoƌps 
diƌigĠ ĐoŶtƌe la pƌotĠiŶe d’eŶǀeloppe E du ǀiƌus. L’EGCG et l’eǆtƌait d’A. triplinervis ont été 

utilisés comme contrôle positif et négatif respectivement. Un marquage est observé pour les 

cellules contrôles infectées non traitées, ŵoŶtƌaŶt aiŶsi la spĠĐifiĐitĠ de l’aŶtiĐoƌps aŶti-E pour 

le ZIKV.  

Lorsque les virus ont été incubés aǀeĐ l’eǆtƌait d’A. theiformis (500 µg.mL-1), seulement 5% 

des cellules sont infectées comparativement à 60% pour le contrôle non traité (figures 28A, B 

et C). De même, le nombre de cellules E-positives est significativement diminué lorsque les 

ǀiƌus oŶt ĠtĠ ŵis eŶ pƌĠseŶĐe d’eǆtƌait de P. mauritianum (100 µg.mL-1). En effet, avec P. 

mauritianum seulement 16% et 10% des cellules sont infectées, comparativement à 65% et 

60% dans les contrôles non traités MR766 et PF13 respectivement (figure 28A, B et C). Les 

résultats sont comparables à ceux obtenus pouƌ l’EGCG (100µM). Cependant une efficacité 

plus iŵpoƌtaŶte de l’eǆtƌait d’A. theiformis est à noter, ĐoŵpaƌatiǀeŵeŶt à l’EGCG et à l’eǆtƌait 
de P. mauritianum et ce pour les deux souches virales (figure 28A, B et C). 
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Figure 28 : InhibitioŶ de l’iŶfeĐtivitĠ des souĐhes afƌiĐaiŶe et asiatique de ZIKV par les éco-eǆtƌaits d’A. 
theiformis et de P. mauritianum. 
Les cellules Vero ont été infectées à une MOI de 1 avec les souches ZIKV-MR766 ou ZIKV-PF13 préalablement 
pré-incubés avec les extraits de A. theiformis et A. triplinervis (500 µg.mL-1), et P. mauritianum (100 µg.mL-

1) et l’EGCG (100 µM). 24h post infection les cellules ont été maƌƋuĠes pouƌ la pƌotĠiŶe d’eŶǀeloppe E de 
ZIKV. Les images sont représentatives de trois expériences indépendantes. (B et C) Quantification du nombre 
de Đellules E positiǀes paƌ iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe. A. tƌipliŶeƌǀis et l’EGCG oŶt ĠtĠ utilisĠ Đoŵŵe ĐoŶtƌôle 
négatif et positif respectivement. Les résultats sont exprimés en moyenne ± erreur standard de trois 
expériences indépendantes (n=3). (*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001 ; ns = non significatif) 
 

En ĐollaďoƌatioŶ aǀeĐ l’IŶstitut Pasteuƌ de Paƌis, la même analyse a été effectuée en 

utilisant la méthode de fluorescence par hydridation In Situ (FISH). Cette méthode couplée à 

la microscopie confocale peƌŵet de dĠteĐteƌ les siŵples ďƌiŶs d’ARN ǀiƌal ;ARNsďͿ pƌĠseŶts 
dans les cellules infectées pendant la réplication. La méthode FISH a été appliquée 

uniquement à l’eǆtƌait d’A. theiformis. 

La soŶde diƌigĠe ĐoŶtƌe l’ARNsb viral ne donne aucun signal dans les cellules non 

infectées mais elle produit un signal très intense dans les cellules infectées par ZIKV (figure 

29A), validant ainsi la spécificité de la sonde utilisée. Le Ŷoŵďƌe d’ARNsď de )IKV paƌ Đellule 
infectée est diŵiŶuĠ de ϭϬ fois, loƌs d’uŶ traitement des virus par A. theiformis, 

comparativement au contrôle infecté non traité (Figure 29B et C). 

Ces ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt Ƌue l’eǆtƌait d’A. theiformis possède une activité antivirale 

importante aussi bien contre la souche africaine et la souche asiatique épidémique de 

Polynésie Française. 
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Figure 29 : Inhibition de la réplication des souches africaine et asiatique de ZIKV par l’eǆtƌait d’A. 
theiformis. 
Les cellules Vero ont été infectées à une MOI de 1 avec les souches ZIKV-MR766 ou ZIKV-PF13 préalablement 
pré-incubés avec les extraits de A. theiformis et A. triplinervis (500 µg.mL-1) et l’EGCG (100 µM). 24h p.i les 
cellules ont été analysées par la méthode FISH en utilisant uŶe soŶde spĠĐifiƋue à l’ARN ǀiƌal de )IKV ;ƌougeͿ 
et les noyaux ont été colorées par NucBlue (bleu). Les images sont représentatives de trois expériences 
indépendantes. (B et C) Quantification du nombre d’ARNsb par cellule à paƌtiƌ de l’eǆpĠƌieŶĐe ƌepƌĠseŶtĠe 
en (A). Les résultats montrent la moyenne ± erreur standard de trois expériences indépendantes. (*p<0,05 ; 
**p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001 ; ns = non significatif).

A 
Non infecté Non traité + A. triplinervis + EGCG + A. theiformis
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II.2.3 L’effet viƌuĐide est ƌespoŶsaďle de l’iŶhiďitioŶ de l’attaĐheŵeŶt 

 

D’apƌğs les ƌĠsultats pƌĠĐĠdeŶts, Ŷous aǀoŶs souhaitĠ saǀoiƌ si l’activité virucide est 

ƌespoŶsaďle de l’iŶhiďitioŶ de l’attaĐheŵeŶt. Pouƌ Đela, deux souches virales de ZIKV ont été 

utilisées : 

- la souche africaine MR766 ;  

- la souĐhe HDϳϴ. Il s’agit d’une souche africaine de ZIKV qui se réplique très 

efficacement dans des Đellules d’iŶseĐtes et qui possède un titre viral très important.  

Les cellules ont été infectées par ZIKV-MR766 et HD78 préalablement incubés avec l’eǆtƌait 
d’A. theiformis (500 µg.mL-1) pendant 1h à 37°C. Elles ont été ensuite incubées à 4°C pendant 

1h afin de permettre l’attaĐheŵeŶt des ǀiƌioŶs à la ŵeŵďƌaŶe Đellulaiƌe saŶs iŶduiƌe 
l’iŶteƌŶalisatioŶ. Une fois les virions non attachés éliminés par rinçage, les cellules ont été à 

nouveau incubées ϵϬ ŵiŶutes à ϯϳ°C. Cette Ġtape peƌŵet l’iŶteƌŶalisatioŶ uŶiƋuement des 

particules virales attachées à la membrane cellulaire. Les ARNsb viraux des virions attachés et 

internalisés dans les cellules ont été observés par microscopie confocal. L’EGCG et A. 

triplinervis ont été utilisés comme contrôle positif et négatif respectivement. 

Dans les cellules infectées non traitées, environ 15 ARN simple brin par cellule ont été 

détectés pour chacune des deux souches virales (figure 30, Annexe 2). Une diminution 

significative de plus de 5 fois du Ŷoŵďƌe d’ARNsď paƌ Đellule iŶfeĐtĠe est oďseƌǀĠe loƌs des 

tƌaiteŵeŶts aǀeĐ l’EGCG et l’eǆtƌait d’A. theiformis, comparativement au contrôle infecté non 

traité. En effet, environ 3 ARNsb par cellule ont été détectés pour les souches ZIKV-MR766 et 

HD78 (figure 30, Annexe 2).

Ces résultats montrent Ƌue l’eǆtƌait d’A. theiformis iŶhiďe l’attaĐheŵeŶt eŶ agissaŶt 
directement sur la particule virale de ZIKV. Ce ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ seŵďle ġtƌe ideŶtiƋue à 
Đelui dĠĐƌit pouƌ l’EGCG et la Đurcumine (Carneiro et al., 2016; Mounce et al., 2017; Vázquez-

Calvo et al., 2017). De même les études sur Scutellaria baicalensis et Phyllanthus, suggèrent 

ĠgaleŵeŶt Ƌue l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale oďseƌǀĠe seƌait liĠe à uŶe aĐtioŶ diƌeĐte suƌ la paƌtiĐule 
virale (Zandi et al., 2013; Lee et al., 2013).  
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Figure 30 : L’effet viƌuĐide de l’eǆtƌait d’A. theifoƌŵis iŶhiďe l’attaĐheŵeŶt de ZIKV. 
Les souches virales ZIKV-MR766 et ZIKV-HD78 ont été pré-iŶĐuďĠes aǀeĐ l’eǆtƌait d’A. theifoƌŵis à la dose 
maximale non cytotoxique pendant 1h à 37°C. Les cellules Vero ont été ensuite incubées 1h à 4°C avec les 
virus à une MOI de 500. Après rinçage les cellules ont été incubées à 37°C pendant 90 mn, et analysés par 
la méthode FISH. UŶe soŶde spĠĐifiƋue de l’ARN ǀiƌale ;ƌougeͿ a ĠtĠ utilisĠe. Les ŶoǇauǆ ;ďleuͿ oŶt ĠtĠ 
visualisés avec NucBlue. Les lignes vertes indique la délimitation des membranes cellulaire grâce à un 
ŵaƌƋuage aǀeĐ l’agglutiŶiŶe de geƌŵe de ďlĠ ĐoŶjuguĠ au fluoƌophoƌe Aϰϴϴ. Les iŵages soŶt 
représentatives de trois expériences indépendantes (n=3). Les graphes représentent la quantification du 
nombƌe d’ARNsď paƌ Đellule. Les ǀaleuƌs soŶt ƌepƌĠseŶtĠes paƌ la ŵoǇeŶŶe ± erreur standard de trois 
expériences indépendantes (n=3). (*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001 ; ns = non significatif) 
 

Des diminutioŶs sigŶifiĐatiǀes de l’iŶfeĐtiǀitĠ de )IKV ont été déterminées (figures 24-

30), lorsque ZIKV est incubé pendant 1h à 37°C avec les éco-extraits. AfiŶ de ǀoiƌ l’iŵpaĐt de 
l’effet ǀiƌuĐide suƌ la particule virale, une analyse par microscopie électronique a été effectuée 

en collaboration avec l’IŶstitut Pasteuƌ suƌ l’eǆtƌait d’A. theiformis. 

La souche virale HD78 a été incubée 15 minutes avec l’eǆtƌait d’A. theiformis (500 

µg.mL-1) et les changements morphologiques ont été observés par microscopie électronique 

après un immuno-marquage dirigé contre la protéine E du virus. Cette souche virale a été 

choisie pour son titre viral élevé, afin de faciliter la visualisation des virions au microscope. 

Les particules virales observées dans le contrôle non traité, apparaissent sphériques, 

agrégées, avec un diamètre d’eŶǀiƌoŶ ϰϬ à ϱϬ Ŷŵ ;figuƌe ϯϭ, Annexe 2). Les mêmes 

ĐaƌaĐtĠƌistiƋues soŶt oďseƌǀĠes loƌsƋue le ǀiƌus a ĠtĠ iŶĐuďĠ aǀeĐ l’eǆtƌait d’A. triplinervis 

(contrôle négatif). Les tƌaiteŵeŶts aǀeĐ l’EGCG et l’eǆtƌait d’A. theiformis, montrent des 
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particules virales désagrégées, déformées avec une forme moins sphérique. Ces particules 

apparaissent également beaucoup plus sombres comparativement aux particules non traitées 

(figure 31, Annexe 2). Cet aspect assoŵďƌi des paƌtiĐules pouƌƌait ġtƌe la ĐoŶsĠƋueŶĐe d’uŶe 
augmentation de la perméation de la solution de coloration au sein de la particule virale. En 

effet, la membrane lipidique des particules virales serait fortement endommagée en présence 

d’A. theiformis, (figure 31, Annexe2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Observation des particules virales de ZIKV en présence de l’ĠĐo-extrait d’A. theifoƌŵis. 
La souche virale HD78 a été traitée avec l’ĠĐo-eǆtƌait d’A. theiformis (500 µg.mL-1) pendant 15 mn à 37°C. 
A. tƌipliŶeƌǀis et l’EGCG oŶt ĠtĠ utilisĠs Đoŵŵe ĐoŶtƌôle ŶĠgatif et positif ƌespeĐtiǀeŵeŶt. Les ĠĐhaŶtilloŶs 
ont été traités par un marquage immunogold avec des anticorps dirigés contre la protéine E. Les particules 
virales ont été analysées par microscopie électronique. Les images sont représentatives de deux expériences 
indépendantes (n=2). 
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Ces oďseƌǀatioŶs pouƌ l’EGCG soŶt eŶ aĐĐoƌd aǀeĐ d’autƌes Ġtudes. EŶ effet, l’EGCG iŶduit des 

doŵŵages phǇsiƋues auǆ paƌtiĐules ǀiƌales des ǀiƌus iŶflueŶza et de l’heƌpğs, eŶtƌaîŶaŶt uŶe 
peƌte de la ĐapaĐitĠ des ǀiƌioŶs à s’attaĐheƌ auǆ ŵeŵďƌaŶes Đellulaiƌes (Isaacs et al., 2008; Kim 

et al., 2013). 

Tous nos résultats montrent que les éco-eǆtƌaits d’A. theiformis et de P. mauritianum 

possèdent une importante activité antivirale contre différentes souches de ZIKV. Ces extraits 

iŶhiďeŶt l’attaĐheŵeŶt paƌ effet ǀiƌuĐide suƌ la paƌtiĐule ǀiƌale. L’eǆtƌait d’A. theiformis 

entraîne uŶe dĠfoƌŵatioŶ de la paƌtiĐule ǀiƌale aiŶsi Ƌu’uŶe dĠsoƌgaŶisatioŶ des ĠlĠŵeŶts de 
surface tels que les protéines de membrane E et M, pouvant ainsi affecter la capacité du virus 

à s’attaĐheƌ à la ŵeŵďƌaŶe Đellulaiƌe de la cellule hôte. En effet, une étude in sillico démontre 

la pƌĠseŶĐe d’uŶ site de liaisoŶ eŶtƌe la pƌotĠiŶe E de )IKV et l’EGCG (Sharma et al., 2017). 

CepeŶdaŶt, Đes ƌĠsultats de ŵiĐƌosĐopie ĠleĐtƌoŶiƋue ŵoŶtƌeŶt Ƌue l’aŶtiĐoƌps diƌigĠ 
contre la protéine E est capable de se fixer à cette dernière. Cela permet de supposer que la 

ĐoŶfoƌŵatioŶ de la pƌotĠiŶe E Ŷ’est pas affeĐtĠe et Ƌu’il Ŷ’Ǉ pas d’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe les 
composés de nos extraits et la protéine E.  

L’hǇpothğse la plus pƌoďaďle est aloƌs Ƌue les ĐoŵposĠs d’A. theiformis vont interagir avec les 

phosphatidylsérines présentes à la surface des virions. Par exemple, la curcumine affecte la 

fluiditĠ ŵeŵďƌaŶaiƌe du ǀiƌus de l’hĠpatite C, eŶtƌaiŶaŶt aiŶsi uŶe iŶhiďitioŶ de soŶ 
attachement et de son internalisation au sein de la cellule hôte (Anggakusuma et al., 2014). 

Ces changements de fluidité peuvent ainsi altérer la conformation de la membrane, 

notamment des phosphatidylsérines. 

Cette hypothèse est également renforcée par les nombreuses études qui montrent 

Ƌue l’attaĐheŵeŶt de )IKV suƌ les ŵeŵďƌaŶes Đellulaiƌes ŶĠĐessite l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe les 
phosphatidylsérines virale et les récepteurs membranaire cellulaire du type TAM, comme AXL, 

ŶotaŵŵeŶt ǀia l’iŶteƌǀeŶtioŶ de la pƌotĠiŶe Gasϲ (Nowakowski et al., 2016; Liu et al., 2016a; 

Meertens et al., 2017; Richard et al., 2017; Chen et al., 2018; Persaud et al., 2018). Ces 

modifications de la membrane lipidique virale et donc des phosphatidylsérines empêchent 

ainsi une reconnaissance des virions par les récepteurs TAM et Gas6, rendant ainsi les 

paƌtiĐules ǀiƌales iŶĐapaďles de s’attaĐheƌ et doŶĐ de pĠŶĠtƌeƌ daŶs la Đellule pouƌ l’iŶfeĐteƌ. 
Cette analyse sur les changements morphologiques des virions en microscopie 

ĠleĐtƌoŶiƋue deǀƌait ġtƌe appliƋuĠe à l’eǆtƌait de P. mauritianum afin de déterminer si le 

ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ suƌ l’iŶhiďitioŶ de l’attaĐheŵeŶt est ideŶtiƋue ou ŶoŶ à Đelui oďseƌǀĠ 
pour A. theiformis. 

 

II.3 Activité aŶtivirale d’A. theiformis contre 4 sérotypes de la dengue  
 

Afin de déterminer si l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale oďseƌǀĠe est spĠĐifiƋue à )IKV, l’aĐtiǀitĠ 
aŶtiǀiƌale d’A. theiformis a été évaluée contre le virus de la dengue, un autre Flavivirus 

d’iŶtĠƌġt ŵĠdiĐal ŵajeuƌ ĐausaŶt pƌğs de ϰϬϬ ŵillioŶs d’iŶfeĐtioŶ daŶs le ŵoŶde ĐhaƋue 
année (OMS). En collaboration aveĐ l’iŶstitut FioĐƌuz du BƌĠsil, des isolats cliniques de DENV 
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du BƌĠsil oŶt ĠtĠ utilisĠs afiŶ de ƌepƌĠseŶteƌ les ϰ sĠƌotǇpes du ǀiƌus. L’iŶteƌfĠƌoŶ ;IFN- α 2A) 

connu pour inhiber la réplication du virus de la dengue a été utilisé comme contrôle positif. 

 

 

Figure 32 : AĐtivitĠ aŶtiviƌale de l’eǆtƌait d’A. theifoƌŵis ĐoŶtƌe les 4 sĠƌotǇpes du viƌus de la deŶgue. 
Quatre sérotypes de DENV (DENV-1,2,3 et 4) ont été pré-incubés avec l’eǆtƌait d’A. theifoƌŵis (500 µg.mL-1) 
pendant 1h à 37°C. (A) Les cellules Huh7.5 ont été infectées avec DENV à une MOI de 0,1 pendant 48h. 
L’iŶteƌfĠƌoŶ-α-2A (200 IU.mL-1) a été ajouté 2h post infection et utilisé comme contrôle positif. Le 
pourcentage de cellules positives pour la protéine E a ĠtĠ aŶalǇsĠ eŶ utilisaŶt sǇstğŵe d’iŵageƌie d’Opeƌetta 
;PeƌkiŶElŵeƌͿ. ;BͿ L’iŶfeĐtiositĠ ƌĠsiduelle des paƌtiĐules tƌaitĠes oŶt ĠtĠ ƋuaŶtifiĠ suƌ des Đellules Cϲ/ϯϲ paƌ 
titrage immunologique de foyers de lyse. Les données sont représentées comme moyenne ± erreur standard 
de trois expériences indépendantes (n=3). (*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001 ; ns = non 
significatif). 
 

Les 4 sérotypes de DENV ont été pré-incubés 1h à 37°C avec 500 µg.mL-1 d’eǆtƌait d’A. 

theiformis, puis des cellules Huh7.5 ont été infectées avec le mélange. Après 48h d’iŶfeĐtioŶ 

une immunofluorescence sur les cellules en utilisant un anticorps dirigé contre la protéine E a 

été effectuée. 

A. theiformis présente une activité antivirale contre les 4 sérotypes de la dengue avec 

une diminution significative de 70 à 80% du nombre de cellules E-positives (figure 32A, Annexe 

2). Les sĠƌotǇpes ϭ, Ϯ et ϯ seŵďleŶt plus seŶsiďles Ƌue le sĠƌotǇpe ϰ de DENV faĐe à l’eǆtƌait 
d’A. theiformis. L’iŶhiďitioŶ de l’iŶfeĐtioŶ oďteŶue par A. theiformis est comparable à celle 

oďseƌǀĠe pouƌ l’IFN- α 2A pour tous les sérotypes testés (figure 32A). 

Les particules virales présentes dans les surnageants ont également été quantifiées par 

titrage de foyer de lyse, afin de déterminer la relation entre la diminution du nombre de 

cellules E-positiǀes et la ƌĠduĐtioŶ de l’iŶfeĐtiǀitĠ des ǀiƌus. L’iŶfeĐtiǀitĠ de DENV diminuée 

d’au ŵoiŶs Ϯ log lors du traitement des virus avec l’eǆtƌait d’A. theiformis (500 µg.mL-1) (figure 

32B). Ainsi la diminution du nombre de cellules positives pour la protéine E entraîne bien une 

diŵiŶutioŶ de l’iŶfeĐtiǀitĠ des ǀiƌus. Ces résultats sont comparables à ceux décrits 

précédemment pour ZIKV. 
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Pour conclure, l’eǆtƌait d’A. theiformis possède une importante activité antivirale 

également contre les 4 sérotypes de DENV. L’iŶhiďitioŶ de l’iŶfeĐtioŶ des ϰ sĠƌotǇpes de DENV 
a également été décrite pour une autre plante médicinale, Scutelleria baicalensis (Zandi et al., 

2013). 

Cependant, nos extraits ont été testés sur des isolats cliniques de dengue du Brésil. Il 

seƌait doŶĐ iŶtĠƌessaŶt et ŶĠĐessaiƌe d’Ġǀalueƌ l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale de Đes plaŶtes sur des 

isolats cliniques locaux de DENV, surtout suite à l’ĠpidĠŵie de DENV Ƌue subit actuellement 

l’île de La Réunion. 
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III. TeŶtative d’ideŶtificatioŶ des coŵposés actifs d’A. 
theiformis et de P. mauritianum 

 

III.1 Caractérisation chimique des éco-extraits bruts 
 

Cette Ġtude Ŷous a peƌŵis de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale des ĠĐo-extraits 

d’A. theiformis et de P. mauritianum ĐoŶtƌe diffĠƌeŶtes souĐhes de )IKV. AfiŶ d’ideŶtifieƌ la 
composition en polyphénols de chacun des éco-extraits, les échantillons ont été analysés par 

chromatographie liquide haute performance couplée à la spectrométrie de masse (UPLC-DAD-

MS)*. Le Đhƌoŵatogƌaŵŵe aiŶsi Ƌue la ĐoŵpositioŶ ĐhiŵiƋue de l’ĠĐo-eǆtƌait d’A. theiformis 

sont affichés sous la figure 33 et le tableau 8 respectivement.  

Figure 33 : Chromatogramme UPLC-DAD de l’ĠĐo-eǆtƌait d’A. theiformis à 260 nm. 
L’eǆtƌait d’A. theifoƌŵis a ĠtĠ ĐaƌaĐtĠƌisĠe paƌ UPLC ;AgileŶt ϭϮϬϵ, SaŶta Claƌa, CAͿ ĠƋuipĠ d’uŶe ĐoloŶŶe 
Agilent Zorbax SB-Cϭϴ ;ϭϬϬ Ŷŵ ǆ Ϯ,ϭ Ŷŵ ǆ ϭ,ϴ µŵͿ et d’uŶ dĠteĐteuƌ UV-VIS-DAD. L’UPLC est ĐouplĠ au 
spectromètre de masse à piège à ions Esquire 6000 utilisant une source d’ioŶisatioŶ EleĐtƌospƌaǇ ;ESI) 

(Bruker Daltonics, Billerica, MA). L’eǆtƌait d’A. theifoƌŵis a ĠtĠ dissous daŶs uŶ mélange MeOH-H20 (1/1, 

v/v) à 2 mg.mL-1. Les analyses ont été effectuées en triplicata. 

 

                                                      
* AŶalǇses effeĐtuĠes paƌ sous tƌaitaŶĐe aǀeĐ l’eŶtƌepƌise PolǇpheŶols BioteĐh. 
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Tableau 8 : Identification des polyphénols de l’eǆtƌait d’A. theifoƌŵis 
ni = non identifié ; nq = non quantifié 
* TeŶtatiǀe d’ideŶtifiĐatioŶ paƌ ĐoŵpaƌaisoŶ des ioŶs fƌagŵeŶts obtenus avec ceux de la bibliographie 
** Seŵďle ġtƌe uŶ dĠƌiǀĠ de l’hoŵoŵaŶgifĠƌiŶe 

 
Les ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt Ƌue l’ĠĐo-eǆtƌait d’A. theiformis est principalement composé 

de mangiférine et de ses dérivés. Cela seŵďle eŶ aĐĐoƌd aǀeĐ d’autƌes études où la 

mangiférine (une xanthone glycosyléeͿ est le ĐoŵposĠ ŵajoƌitaiƌe d’A. theiformis (Danthu et 

al., 2010; Picot and Mahomoodally, 2017; Picot et al., 2017a). 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Structure de la mangiférine 

 

 

Figure 35 : Activité antivirale de la mangiférine. 
Les cellules Vero ont été infectées par ZIKV-GFP, préalablement incubé avec différentes concentrations de 
mangiférine. (A) Les surnageants ont été récupérés 24h p.i et les particules ont été quantifiées par titrage 
de plages de lyse. Les résultats sont exprimés en PFU.mL-1. (B) Le nombre de cellules GFP positives a été 
analysé par cytométrie en flux 24h p.i. (n=1) 

Pics Composés tr (min) [M−H]− (m/z) Ions fragments Teneur 

(% massique) 

1 Néomangiférine 3,2 583 564,493,463, 421, 

331 

0,149 ± 0,005 

2 Iriflophénone-C-glucoside* 3,5 407 317, 287 nq 

3 Mangiférine 4,4 421 403, 331, 301 10,0 ± 0,7 

4 ni** 4,5 437 419, 347, 317 0,47 ± 0,02 

5 Isomangiférine 4,6 421 403, 331, 301 0,07 ± 0,004 

6 Homomangiférine 5,5 435 417, 345, 315, 272 0,02 ± 0,003 

7 Aspalathine* 6,0 451 433, 361, 331, 287 nq 
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Suite à cette caƌaĐtĠƌisatioŶ ĐhiŵiƋue, Ŷous aǀoŶs dĠĐidĠ d’Ġǀalueƌ l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale de la 
ŵaŶgifĠƌiŶe puƌe ĐoŵŵeƌĐiale. D’apƌğs la figuƌe ϯϱ, les ƌĠsultats dĠŵoŶtƌeŶt Ƌue la 
ŵaŶgifĠƌiŶe puƌe ĐoŵŵeƌĐiale Ŷe possğde pas d’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale ĐoŶtƌe )IKV. Cependant de 

nombreuses études montrent l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale de la ŵaŶgifĠƌiŶe, encore appelé chinonine 

ou aphloïol, suƌ d’autƌes ǀiƌus. Elle est décrite pour son activité antivirale contre les virus de 

l’heƌpğs de tǇpe I et II suƌ des Đellules Hela ;“I = 8,1). Elle permet une réduction des plages de 

lyse de 56,8% et son activité antivirale a été décrite in vivo suƌ des souƌis et des ĐoĐhoŶs d’iŶde 
(Zheng and Lu, 1990; Zhu et al., 1993; Yoosook et al., 2000; Jiang et al., 2004). La mangiférine 

et certains de ses dérivés et plus particulièrement le 2'-O-trans-coumaroylmangiférine 

dĠŵoŶtƌeŶt uŶe iŵpoƌtaŶte aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale ĐoŶtƌe les ǀiƌus de l’heƌpğs de tǇpe I et de 
DENV-2 également, avec des SI de 108,7 et de 121,9 respectivement (Brandão et al., 2017). Il 

est donc possiďle Ƌu’uŶe des autres xanthones glycosylées soit respoŶsaďle de l’aĐtiǀitĠ aŶti-
ZIKV. 

De Ŷoŵďƌeuses Ġtudes poƌteŶt suƌ l’aĐtiǀitĠ ďiologiƋue des ǆaŶthoŶes et 
paƌtiĐuliğƌeŵeŶt suƌ leuƌ aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale. D’aŶĐieŶŶes Ġtudes dĠŵoŶtƌeŶt l’aĐtiǀitĠ aŶti-VIH 

d’un dimère flavone-xanthone, issu de Swertia franchetiana, avec une concentration 

inhibitrice à 50% de 43 µM (Wang et al., 1994; Pengsuparp et al., 1995). Même si quelques 

années plus tard une autre étude Ŷe tƌouǀe pas d’aĐtiǀitĠ aŶti-VIH aux xanthones isolées de 

différentes espèces de Calophyllum (Dharmaratne et al., 2002). Des ǆaŶthoŶes isolĠes d’uŶ 
eǆtƌait d’aĐĠtate d’ĠthǇle de Polygala karensium, d’uŶe fraction n-ďutaŶol de l’ĠĐoƌĐe de 
Mangifera indica ou eŶĐoƌe issues d’espğĐes de ĐhaŵpigŶoŶs Diaporthe, sont capables 

d’iŶhiďeƌ l’aĐtiǀitĠ hǇdƌolase des ŶeuƌaŵiŶidases des ǀiƌus iŶflueŶza (Dao et al., 2012; Abdel-

Mageed et al., 2014; Luo et al., 2018). UŶe ǆaŶthoŶe isolĠe d’uŶ eǆtƌait éthanolique de 

l’espğĐe Hypericum sampsonii démontre également une activité antivirale face au virus de 

l’hĠpatite B (Don et al., 2004). Cela est en accord avec l’hǇpothğse Ƌue l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale d’A. 

theiformis soit liée à une des ǆaŶthoŶes Ƌui Đoŵpose l’eǆtƌait.  
 

Le Đhƌoŵatogƌaŵŵe aiŶsi Ƌue la ĐoŵpositioŶ ĐhiŵiƋue de l’ĠĐo-extrait de P. mauritianum 

sont affichés sous la figure 36 et le tableau 9 respectivement. 
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Figure 36 : Chromatogramme UPLC-MS de l’ĠĐo-extrait de P. mauritianum à 280 nm (A) et 360 nm (B). 
L’ĠĐo-extrait de P. mauritianum a été caractérisé paƌ UPLC ;AgileŶt ϭϮϬϵ, SaŶta Claƌa, CAͿ ĠƋuipĠ d’uŶe 
colonne Agilent Zorbax SB-C18 (100 nm x 2,1 nm x ϭ,ϴ µŵͿ et d’uŶ dĠteĐteuƌ UV-VIS-DAD. L’UPLC est ĐouplĠ 
au spectromètre de masse à piège à ions Esquire 6000 utilisant une source d’ioŶisatioŶ EleĐtƌospƌaǇ ;ESI) 

(Bruker Daltonics, Billerica, MA). L’eǆtƌait de P. ŵauƌitiŶauŵ a ĠtĠ dissous daŶs uŶ ŵĠlaŶge MeOH-H20 (1/1, 

v/v) à 5 mg.mL-1. Les analyses ont été effectuées en triplicata. 

 

Pics Composés tr 

(min) 

[M−H]− 

(m/z) 

Ions fragments Teneur 

(% massique) 

1 Monogalloylhexoside (a) 1,9 331 169 1,011 ± 0,023 

2 Acide gallique*(a) 2,1 169 125 3,380 ± 0,107 

3 HHDP-galloylglucose(a) 2,3 633 482, 301 0,944 ± 0,007 

4 Digalloylhexoside(a) 2,4 483 331, 169 0,260 ± 0,014 

5 HHDP-galloylglucose(a) 2,9 633 481, 301 0,696 ± 0,005 

6 Digalloylhexoside(a) 3,1 483 331, 169 0,455 ± 0,024 

7 HHDP-digalloyl-glucose(a) 5,1 785 633, 483, 301 0,439 ± 0,003 

8 ni 5,3 843 / nq 

9 ni 5,4 859 / nq 

10 Trigalloylhexoside 5,4 635 483, 465 nq 

11 ni 5,8 859 / nq 

12 HHDP-digalloyl-glucose(a) 6,0 785 633, 483, 301 0,990 ± 0,036 

13 Trigalloylhexoside(a) 6,3 635 483, 465 0,653 ± 0,033 

14 Myricétine-O-hexoside(b) 6,4 479 317 0,077 ± 0,003 

15 Quercétine-O-hexoside(b) 7,0 463 301 0,243 ± 0,001 

16 HHDP-trigalloyl-glucose(a) 7,1 937/469 785, 767, 465 0,608 ± 0,007 

17 HHDP-trigalloyl-glucose(a) 7,3 937/469 785, 767, 465, 447 0,479 ± 0,017 
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18 Tétragalloylhexoside(a) 7,5 787 635, 617, 465 1,668 ± 0,089 

19 Quercétine-O-hexoside(b) 7,8 463 301, 179, 151 2,576 ± 0,056 

20 Kaempférol-O-hexoside(c) 8,1 447 285 0,427 ± 0,006 

21 Kaempférol-O-hexoside(c) 8,3 447 285 4,087 ± 0,034 

22 Quercétine-O-

acetylhexoside(b) 

9,0 505 463, 445, 301, 179, 

151 

0,704 ± 0,007 

23 Kaempférol-O-

acetylhexoside(c) 

9,5 489 447,429, 285 1,946 ± 0,011 

24 Kaempférol-O-

acetylhexoside(c) 

9,6 489 429, 285 0,049 ± 0,002 

25 Quercétine-O-

acetylrhamnoside(b) 

9,8 489 447, 429, 301, 179, 

151 

0,201 ± 0,001 

26 Kaempférol-O-

acetylrhamnoside(c) 

10,2 473 413, 285 0,148 ± 0,003 

27 Kaempférol-O-

acetylrhamnoside(c) 

10,4 473 413, 285 0,156 ± 0,005 

28 Kaempférol*(c) 11,3 285 - Tr 

 

Tableau 9 : Identification des polyphénols de P. mauritianum. 
* temps de rétention vérifié avec un standard commercial 
(a) quantifié en équivalent acide gallique à 280 nm 
(b) quantifié en équivalent quercétine à 360 nm 
(c) quantifié en équivalent kaempférol à 360 nm 
Tr : Traces 

 

D’apƌğs les ƌĠsultats de Đhƌoŵatogƌaphie, l’eǆtƌait de P. mauritianum est composé 

principalement de flavonoïdes glycosylés tels que le des dérivés du kaempférol, des dérivés 

de la ƋueƌĐĠtiŶe aiŶsi Ƌue d’aĐide galliƋue et de ses dérivés (tableau 9). Ce qui est plutôt en 

accord avec la bibliographie qui décrit la présence de kaempférol et de quercétol (Smadja and 

Marodon, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : StƌuĐtuƌes de l’aĐide galliƋue, du kaeŵpfĠƌol et de la ƋueƌĐĠtiŶe. 
 

Les flavonoïdes sont largement décrits pour leur activité antivirale contre les rotavirus, 

HSV, les virus para-influenza, DENV , CHIKV ou encore ZIKV (Bae et al., 2000; Orhan et al., 

2010; Özçelik et al., 2011; Simões et al., 2011; Carvalho et al., 2013; Lani et al., 2016; Lim et 

al., 2016). 

Acide gallique Kaempférol Quercétine 
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Les ĐoŵposĠs Đoŵŵe l’aĐide gallique, le kaempférol, la quercétine et leurs dérivés 

sont très étudiés pour leurs activités antivirales. CoŶĐeƌŶaŶt l’aĐide galliƋue des Ġtudes 
montrent son activité antivirale contre HCV par iŶhiďitioŶ de l’eŶtƌĠe ǀiƌale aǀeĐ uŶ “I de ϭϰ,Ϯϱ 
(Hsu et al., 2015; Govea-Salas et al., 2016). L’aĐide galliƋue isolĠ de gƌaiŶes de framboise noire 

(Rubus corenaus) possède une activité sur des virus murins et félins mais également sur le 

virus influenza in vitro et in vivo (Lee et al., 2016a, 2016b). Cette molécule démontre une 

activité contre HSV I et II paƌ iŶhiďitioŶ de l’attaĐheŵeŶt et/ou effet ǀiƌuĐide (Kratz et al., 

2008a, 2008b). On retrouve une activité anti-entérovirus 71 de l’aĐide galliƋue isolĠ des fleuƌs 
de Woodfodia fruticosa (SI = 99,57) (Choi et al., 2010). Isolé à partir des feuilles de 

Lagerstroemia speciosa il possède une activité anti-VIH paƌ iŶhiďitioŶ de l’aĐtiǀitĠ de la 
polymérase du VIH (Nutan et al., 2013). A Đe jouƌ, auĐuŶe Ġtude Ŷ’a ĠtĠ effeĐtuĠe suƌ l’aĐtiǀitĠ 
aŶtiǀiƌale de l’aĐide galliƋue ĐoŶtƌe le )IKV. 

Le kaempférol et certains de ses dérivés glycosylés ont largement été étudiés pour 

leurs activités antivirales contre les virus influenza (SI = 19,01), VIH, HSV I (SI = 27) et II (SI = 

22,2) ou encore JEV (SI = 21,5) (Mahmood et al., 1996; Min et al., 2001; Lyu et al., 2005; Jeong 

et al., 2009; Zhang et al., 2012b; Behbahani et al., 2014; Wang et al., 2014; Yang et al., 2014; 

Ha et al., 2014; Ürményi et al., 2016). 

De même la quercétine et certains de ses dérivés possèdent une activité anti-influenza 

in vitro et in vivo (Fan et al., 2011; Choi et al., 2012; Wu et al., 2015; Liu et al., 2016b). Ces 

molécules démontrent également une activité antivirale contre les virus DENV-2 (SI = 7,07), 

HBV et HCV (Zandi et al., 2011; Bachmetov et al., 2012; Cheng et al., 2015; Lulu et al., 2016).  

Cependant il a été montré que le kaempférol et la quercétine ne sont pas efficaces 

contre le ZIKV (Gaudry et al., 2018). Une activité anti-ZIKV est décrite pour un dérivé glycosylé 

de la quercétine, la quercétine-3-ß-O-D-glucoside (Q3G ou isoquercitrine) in vitro sur des 

cellules Vero (SI > 70), sur des A549 (SI = 35,6), sur des hépatocytes (Huh-7)(SI = 23,3) et sur 

des neuroblastes humains (SH-SY5Y) (SI = ϲϬͿ paƌ iŶhiďitioŶ de l’iŶteƌŶalisatioŶ (Wong et al., 

2017; Gaudry et al., 2018). Cette activité a été également démontrée in vivo, avec 50% de 

survie chez les souris à 30 jours avec une dose journalière de 50 mg.kg-1 de Q3G (Wong et al., 

2017). 

Cela suggğƌe Ƌue les dĠƌiǀĠs glǇĐosǇlĠs de la ƋueƌĐĠtiŶe pƌĠseŶts daŶs l’eǆtƌait de P. 

mauritianum pourraieŶt ġtƌe à l’oƌigiŶe de l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale.  
 

Suite aux résultats non fructueux de recherche de la /les molécule(s) active(s) à partir 

du pƌofil ĐhƌoŵatogƌaphiƋue des eǆtƌaits ďƌuts aĐtifs, Ŷous aǀoŶs dĠĐidĠ d’Ġtaďliƌ uŶ 
fractionnement bio-guidé afin d’oďteŶiƌ des fƌaĐtioŶs puƌifiĠes aĐtiǀes. Ces deƌŶiğƌes Ŷous 
peƌŵettƌoŶt paƌ la suite d’ideŶtifieƌ plus faĐileŵeŶt la faŵille des ĐoŵposĠs aĐtifs aŶti-ZIKV. 
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III.2 Fractionnement bio-guidé des eǆtraits d’A. theiformis et de P. 
mauritianum 

 

En ĐollaďoƌatioŶ aǀeĐ le dĠpaƌteŵeŶt de phaƌŵaĐoĐhiŵie ŵolĠĐulaiƌe de l’UŶiǀeƌsitĠ 
de Grenoble. Nous avons lancé un processus de fractionnement bio-guidée sur les deux éco-

eǆtƌaits d’A. theiformis et de P. mauritianum. Les différentes étapes de ce fractionnement bio-

guidé sont représentées sur la figure 38.  

Des tests de ĐǇtotoǆiĐitĠ et d’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale oŶt ĠtĠ ƌĠalisĠs suƌ les eǆtƌaits. LoƌsƋue 
l’eǆtƌait est aĐtif, le fƌaĐtioŶŶeŵeŶt ďio-guidé se poursuit. 

La cytotoxicité a été évaluée à 24h post traitement sur des cellules Vero, par le test MTT. Les 

CC50 sont reportées sur la figure 38. CoŶĐeƌŶaŶt l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale, les Đellules Veƌo oŶt ĠtĠ 
infectées par le ZIKV-GFP préalablement incubé pendant 1h à 37°C avec différentes 

concentrations des extraits. 

 

Les extraits 1 et 3 présentent une activité anti-ZIKV avec des IC50 de 150,2 ± 6,05 µg.mL-

1 et 21,4 ± 1,7 µg.mL-1 respectivement (figure 38). Les index de sélectivité calculés pour ces 

extraits sont supérieurs à 7. 

Une activité antivirale est toujours observée pour les extraits ƌĠsiduel d’A. theiformis 

(2) (SI = 45,3) et de P. mauritianum (4) (SI = 105,6) (figure 38). 

La fƌaĐtioŶ Fϴ de l’eǆtƌait d’A. theiformis montre toujours une activité anti-ZIKV avec 

un IC50 de 205,9 ± 20,8 µg.mL-1 et un SI = 17,3 (figure 38). Pour l’eǆtƌait de P. mauritianum, 

toutes les fractions montrent une activité antivirale. Cependant la fraction F10 est la plus 

efficace (IC50=21,5 ± 4,7 µg.mL-1, SI = 52,8) comparativement aux fractions F4 (IC50=40,3 ± 8,2 

µg.mL-1, SI = 38,9) et F6 (IC50=48,8 ± 12,8 µg.mL-1, SI = 35,2) (figure 38). 

 

Ce fractionnement bio-guidĠ a peƌŵis d’oďteŶiƌ des fƌaĐtioŶs eŶƌiĐhies eŶ ŵolĠĐules 
actives. Ces résultats suggèrent que les composés actifs sont présents dans les fractions F8 et 

F10 pour A. theiformis et P. mauritianum respectivement. Dans le cas de P. mauritianum il 

semblerait que des composés antiviraux soient également présents dans les fractions F4 et 

F6. 

 

A paƌtiƌ de Đes fƌaĐtioŶs l’ideŶtifiĐatioŶ des ĐoŵposĠs est aĐtuelleŵeŶt eŶ Đouƌs. Il faut 
noter que les analyses chromatographiques ont été effectuées en ciblant uniquement les 

polǇphĠŶols. Il est ĠgaleŵeŶt possiďle Ƌue l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale Ŷe soit pas due à uŶ polǇphĠŶol. 
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Figure 38 : Schéma des différentes étapes du fractionnement bio-guidé. 
MeOH : Méthanol, CH2Cl2 : diclorométhane, EtOAc : aĐĠtate d’ĠthǇle, CC50 : concentration cytotoxique à 50%, IC50 : concentration inhibitrice à 50%, SI : index de 
sélectivité.

Eco-extrait 
d’A.theiformis 

Extrait méthanolique 
d’A.theiformis 

Solide après 
extraction 

Extrait résiduel 
d’A.theiformis 

Fraction 5 Fraction 8 

1 

2 

CC50 = 1062 ± 49,5 µg.mL-1 
IC50 = 150,2 ± 6,05 µg.mL-1 
SI = 7,1 

CC50 = 3365 ± 711,1 µg.mL-1 
IC50 = 74,3 ± 3,6 µg.mL-1 
SI = 45,3 

CC50 = 1494 ± 205,8 µg.mL-1 
IC50 = 637,8 ± 485,5 µg.mL-1 
SI = 2,3 

CC50 = 3560 ± 380,4 µg.mL-1 
IC50 = 205,9 ± 20,8 µg.mL-1 
SI = 17,3 

MeOH 

CH2Cl2 

EtOAc 

Chromatographie 

Eco-extrait de 
P. mauritianum 

Extrait méthanolique 
de P. mauritianum  

Solide après 
extraction 

Extrait résiduel de 
P. mauritianum 

Fraction 4 Fraction 6 Fraction 10 

3 

4 

CC50 = 286,4 ± 99,7 µg.mL-1 
IC50 = 21,4 ± 1,7 µg.mL-1 
SI = 13,4 

CC50 = 897,4 ± 218,8 µg.mL-1 
IC50 = 8,5 ± 3,9 µg.mL-1 
SI = 105,6 

CC50 = 1135 ± 79,5 µg.mL-1 
IC50 = 21,5 ± 4,7 µg.mL-1 
SI = 52,8 

CC50 = 1717,3 ± 161,1 µg.mL-1 
IC50 = 48,8 ± 12,8 µg.mL-1 
SI = 35,2 

CC50 = 1570 ± 77,1 µg.mL-1 
IC50 = 40,3 ± 8,2 µg.mL-1 
SI = 38,9 

MeOH 

CH2Cl2 

EtOAc 

Chromatographie 

CC50 = 2931 ± 456,9 µg.mL-1 
IC50 = 65,7 ± 17,2 µg.mL-1 
SI = 44,6 

CC50 = 1044 ± 106,2 µg.mL-1 
IC50 = 29,9 ± 5,5 µg.mL-1 
SI = 34,9 
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Partie 3 : Discussion générale et perspectives 
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Ces travaux de thèse ont débuté sur la volonté et la nécessité de développer de 

Ŷouǀelles thĠƌapies aŶtiǀiƌales paƌ l’utilisatioŶ de plaŶtes ŵĠdiĐiŶales, faĐe à l’aƌďoǀiƌus 
émergent zika. EŶ effet, ŵġŵe si l’île de La RĠuŶioŶ Ŷ’a pas dĠteĐtĠ de Đas autoĐhtoŶes de 

zika, d’autƌes paǇs de la zoŶe de l’OĐĠaŶ IŶdieŶ ont été touchés. La présence de son vecteur 

suƌ l’île faĐilitaŶt sa transmission potentielle, a mobilisé la communauté scientifique afin de 

trouver des moyens de lutte efficaces face à ce problème de santé publique majeur. 

Les plantes médicinales réunionnaises inscrites à la pharmacopée française ont été 

choisies pouƌ Đette Ġtude. “eloŶ l’utilisatioŶ loĐale et tƌaditioŶŶelle aiŶsi Ƌue les aĐtiǀitĠs 
biologiques déjà décrites dans un contexte infectieux, une liste de sept plantes a été établie. 

Grâce à l’utilisatioŶ d’uŶ ĐloŶe ŵolĠĐulaiƌe du )IKV aǀeĐ le gğŶe ƌappoƌteuƌ GFP ;)IKV-GFP) 

pouƌ le Đƌiďlage de l’aĐtiǀitĠ aŶti-ZIKV, deux plantes médicinales ont été identifiées pour leur 

activité antivirale : Aphloia theiformis et Psiloxylon mauritianum.  

Dans cette dernière partie je vais reprendre brièvement les résultats sous forme 

synthétique, discuter des perspectives de poursuite de cette étude et enfin discuter de façon 

plus globale de la place des plantes médicinales dans la santé. 

 

Les éco-extraits des deuǆ plaŶtes ĐaŶdidates oŶt fait l’oďjet d’aŶalǇses plus 
appƌofoŶdies suƌ leuƌ ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ faĐe à uŶe iŶfeĐtioŶ paƌ )IKV à des doses non 

cytotoxiques et non génotoxiques. Les résultats obtenus montrent que les éco-extraits actifs 

agissent au niveau des phases précoces du cycle viral. Une analyse par qRT-PCR a permis de 

déterminer que l’Ġtape d’attaĐheŵeŶt est inhibée par les éco-eǆtƌaits d’A. theiformis et de P. 

mauritianum. Cette iŶhiďitioŶ s’effeĐtue par un effet virucide des extraits sur les particules 

virales. Dans notre étude l’ideŶtifiĐatioŶ de la (ou des) molécule(s) active(s) responsable(s) de 

l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale a été amorcée mais pas finalisée.  

Cette étape permettrait d’affiŶeƌ la ĐoŵpƌĠheŶsion du mécanisme d’action, par 

l’utilisatioŶ d’Ġtudes in sillico. Par exemple, daŶs le Đas de l’EGCG uŶe iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ la 
protéine E de ZIKV a été prédite (Sharma et al., 2017). A partir des molécules identifiées, la 

ŵise eŶ plaĐe d’uŶe Ġtude Relation Structure-Activité (RSA), afiŶ d’aŵĠlioƌeƌ l’aĐtiǀitĠ des 
molécules actives, peut être envisagée. Cette approche a été appliquée notamment dans le 

cas de ZIKV avec différents flavonoïdes (Lim et al., 2016). Une fois la ou les molécules actives 

identifiées, il serait également envisageable d’effeĐtueƌ des tests in vivo sur petits animaux, 

comme des souƌis.  DaŶs l’optiƋue du dĠǀeloppeŵeŶt d’uŶ aŶtiǀiƌal, des études cliniques sur 

patients seraient obligatoires. 

 

Le ŵĠĐaŶisŵe d’aĐtioŶ mis en évidence pour les deux éco-extraits semble identique, 

malgré les différences de composition chimique entre A. theiformis et P. mauritianum. Il est 

possible que la cible soit identique pour deux molécules de famille différente. Coŵŵe l’EGCG 
et le nanchangmycine qui ciblent l’eŶtƌĠe de )IKV daŶs la Đellule hôte (Carneiro et al., 2016; 

Rausch et al., 2017). 

Il est également possible que ces molécules actives ne soient pas spécifiques à l’iŶhiďitioŶ de 
l’attaĐheŵeŶt de )IKV. EŶ effet, de Ŷoŵďƌeuses ŵolĠĐules, Đoŵŵe l’EGCG, la ĐuƌĐuŵiŶe ou 
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encore le nanchangmycine, possèdent des groupements appelés PAINS pour « pan assay 

interference coumpound » qui sont capables d’inhiber de façon non spécifique de 

nombreuses cibles (Baell and Holloway, 2010; Pouliot and Jeanmart, 2016). Parmi ces PAINS 

on retrouve notamment le groupement catéchol, pƌĠseŶt Đhez l’EGCG et la ƋueƌĐĠtine par 

exemple (Mottin et al., 2018). De plus, ces groupements ont la capacité de former des agrégats 

(McGovern et al., 2002). Les mêmes observations ont été faites pour différents flavonoïdes 

ou eŶĐoƌe d’autƌes ŵolĠĐules issues de plaŶtes de la ŵĠdeĐiŶe ĐhiŶoise tƌaditioŶŶelle (Tritsch 

et al., 2015; Duan et al., 2015). Cette hypothèse pourrait expliquer les modifications 

ŵoƌphologiƋues oďseƌǀĠes eŶ ŵiĐƌosĐopie ĠleĐtƌoŶiƋue loƌs d’uŶe iŶĐuďatioŶ eŶtƌe l’eǆtƌait 
A. theiformis et les particules de ZIKV. 

Afin de vérifier cette hypothèse il faudrait refaire les tests d’iŶaĐtiǀatioŶ ǀiƌale eŶ 
pƌĠseŶĐe ou ŶoŶ d’uŶ dĠteƌgeŶt ŶoŶ-ionique comme le Triton (Tritsch et al., 2015), avec une 

concentration de détergent à la fois suffisante pour empêcher les agrégats mais aussi 

suffisamment diluée pour ne pas abimer la structure des virions (0,01%) (Tritsch et al., 2015; 

Colavita et al., 2017). 

 

Malgré les difficultés rencontrées pour aboutir à identifier des molécules actives, il est 

iŵpoƌtaŶt de souligŶeƌ l’importance des plantes médicinales dans la stratégie antivirale et 

plus généralement dans la santé. L’iŶsĐƌiption à la phaƌŵaĐopĠe fƌaŶçaise d’A. theiformis et 

de P. mauritianum peƌŵet l’Ġtude de Đes deƌŶiğƌes à paƌtiƌ d’uŶ Đadƌe stƌuĐtuƌĠ et montre 

que ces plantes sont reconnues pour leurs potentiels thérapeutiques. En effet, elles sont 

utilisées traditionnellement dans des formulations de tisanes contre DENV et CHIKV (Minker, 

2007). Notre Ġtude est la seule aĐtuelleŵeŶt Ƌui dĠŵoŶtƌe l’aĐtiǀitĠ aŶti-)IKV d’eǆtƌaits de 
plantes médicinales. En ce qui concerne l’aĐtiǀitĠ aŶtiǀiƌale ĐoŶtƌe )IKV, la littérature décrit 

uniquement des études sur des composés purs. Notre étude ŵoŶtƌe l’iŵpoƌtaŶĐe des plaŶtes 
médicinales réunionnaises comme sources de substances antivirales. 

Il est connu que les plantes médicinales représentent un fort potentiel dans l’ideŶtifiĐatioŶ 
de principes actifs pouvant aboutir à la fabrication de médicaments nouveaux. Par exemple, 

l’aƌtĠŵisiŶiŶe isolĠe d’Artemisia annua, est à la base des antipaludéens les plus utilisés et les 

plus efficaces de nos jours (Butler et al., 2010). 

De plus, 60% des médicaments anti-cancéreux sont issus de substances naturelles (Guéritte 

and Sévenet, 2017). On retrouve parmi ces derniers le taxol et le taxotère, isolés de l’If du 
pacifique (Taxus brevifolia) (Clardy and Walsh, 2004). La vinblastine et la vincristine isolées de 

Catharanthus roseus (pervenche de madagascar), sont également utilisées comme anti-

cancéreux.  

Cependant, en matière d’aŶtiǀiƌauǆ appƌouǀĠs, peu d’eŶtƌe euǆ soŶt issus de 
substances naturelles. On retrouve environ un tiers de molécules synthétiques mais inspirées 

de molécules naturelles (Newman and Cragg, 2007). Depuis quelques années, un regain 

d’iŶtĠƌġt pouƌ les ŵolĠĐules Ŷatuƌelles daŶs la lutte antivirale est observé, notamment contre 

les ǀiƌus de l’hĠpatite, de la dengue et plus récemment de zika (Calland et al., 2012b; Teixeira 
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et al., 2014; Vázquez-Calvo et al., 2017). Des tests in vivo oŶt ĠtĠ effeĐtuĠs suƌ ĐeƌtaiŶs d’eŶtƌe 
eux, mais très peu sont testés en essais cliniques. 

Il serait donc intéressant de poursuivre les études et ǀĠƌifieƌ l’effiĐaĐitĠ de nos extraits 

ďƌuts d’A. theiformis et de P. mauritianum, in vivo sur des modèles animaux, puis chez des 

patients. Des tests pharmacologiques in vivo sur petits animaux permettraient d’oďseƌǀeƌ si 
l’eǆtrait est toujours actif, et Ƌuelle est l’iŶflueŶĐe de la poteŶtielle ďiotƌaŶsfoƌŵatioŶ des 
molécules actives. Des études cliniques sur le thé ou des extraits de papaye fermentée par 

exemple, ont été effectuées via une administration orale chez des patients diabétiques. Le 

ratio LDL/HDL, le tauǆ d’aĐide uƌiƋue et de triglycérides sont considérablement améliorés chez 

les patients avec une alimentation supplémentée en préparations de papaye fermentée et en 

thé noir. Le tauǆ d’hĠŵolǇse et l’aĐĐuŵulatioŶ de pƌotĠiŶes oǆǇdĠes soŶt ĠgaleŵeŶt ƌĠduits 
(Bahorun et al., 2010, 2012; Somanah et al., 2012, 2014). 

Dans un contexte viral, on retrouve également une étude sur le virus H1N1. En effet, des 

patients atteints du virus ont été traités avec une décoction de 4 plantes médicinales 

chinoises. Sur 1040 patients infectés, 756 ont été guéris suite à la prise de la décoction sans 

utilisatioŶ d’aŶtiǀiƌauǆ appƌouǀĠs supplĠŵeŶtaiƌes et saŶs pƌĠseŶteƌ d’effets seĐoŶdaires 

(Labbé and Recasens, 2009). 

Ces exemples montrent Ƌu’il seƌait iŶtĠƌessaŶt d’eŶǀisageƌ des études cliniques sur 

l’aĐtiǀitĠ aŶti-ZIKV des eǆtƌaits ďƌuts d’A. theiformis et de P. mauritianum. L’eǆtƌait d’A. 

theiformis présentant également une activité anti-DENV, il serait intéressant de mettre en 

place des études in vivo et des tests cliniques dans le contexte épidémique de DENV actuel à 

La Réunion. EŶfiŶ loƌs de Đes Ġtudes il seƌait iŶtĠƌessaŶt de Đoŵpaƌeƌ l’aĐtiǀitĠ d’eǆtƌaits 
obtenus par micro-ondes avec ceux obtenus par des méthodes plus traditionnelles (infusion 

et décoction). 
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Matériel végétal  
 
Les parties aériennes (feuilles et petites branches) de toutes les plantes sélectionnées ont été 

récoltées à l’île de La RĠuŶioŶ. La ƌĠĐolte s’est effeĐtuĠe eŶ JaŶǀieƌ ϮϬϭϲ et ϮϬϭϳ pouƌ Aphloia 

theiformis, Ayapana triplinervis et Hubertia ambavilla et de Mars à Avril 2016 et 2017 au Brûlé. 

Pour Antirhea borbonica, Dodonae viscosa, Mussaenda arcuata, et Psiloxylon mauritianum à 

Saint-Philippe et à Terrain Elisa. L’appƌoǀisioŶŶeŵeŶt a ĠtĠ effeĐtuĠ paƌ la “taƌt-up Extrait de 

BouƌďoŶ ;EDBͿ. Les ǀouĐheƌs spĠĐiŵeŶs oŶt ĠtĠ dĠposĠs à l’Heƌďaƌiuŵ de l’UŶiǀeƌsitĠ de la 
Réunion.  

 
Préparation des éco-extraits et des extraits traditionnels 
 
La technique d’Extraction Sans Solvant Assistée par Micro-ondes (ESSAM) a été appliquée aux 

parties aériennes fraîches des différentes plantes eŶ utilisaŶt l’eǆtƌaĐteuƌ IDCO EϮϬϬ ;IDCO 
SAS, Marseille, France). Il est ĠƋuipĠ d’uŶ ƌĠaĐteuƌ ŵultiŵode de Ϯ,ϰϱ GHz dĠliǀƌaŶt uŶe 
puissance maximale de 1950 W. la technique ESSAM a été effectué à pression atmosphérique. 

500 g de plantes ont été chauffée à 1000 W en moyenne pendant 30 minutes sans ajout de 

solǀaŶt ou d’eau. L’iŶteraction entre les micro-ondes et la matière végétale permet de 

ƌĠĐupĠƌeƌ l’eau iŶtƌaĐellulaiƌe des plaŶtes diƌeĐteŵeŶt paƌ gƌaǀitĠ.  
500 g matière végétale ont été extrait avec de 1L d’eau à ϭϬϬ°C pendant 20 minutes afin 

d’oďteŶiƌ uŶe iŶfusioŶ. 

Une décoction a été effectuée en mélangeant 500 g de plaŶtes fƌaîĐhes et ϮL d’eau. Le tout 

est porté et maintenu à ébullition pendant 20 minutes. 

Une macération alcoolique a été appliquée à 500 g de plantes. La matière végétale a été 

extraite avec 2L de solvant hydƌo alĐooliƋue ;ϳϬ% d’eau et ϯϬ% d’ĠthaŶol) sur la nuit. L’ĠthaŶol 
pƌĠseŶt daŶs l’eǆtƌait a été ĠliŵiŶĠ paƌ l’utilisatioŶ d’uŶ Ġǀapoƌateuƌ ƌotatif à ϰϬ°C. 
Tous les extraits obtenus sont ensuite lyophilisés par le lyophilisateur Cryotec 20K (Cryotec, 

Saint-Gély-du-Fesc, France) généreusement mis à disposition par Claire Desvignes (EcoEx). Les 

solides obtenus ont été solubilisés daŶs de l’eau stĠƌile et stoĐkĠs à -ϴϬ°C jusƋu’à utilisatioŶ. 
 
Culture cellulaire 
 
Différentes lignées cellulaires ont été utilisées, des cellules épithéliales rénales de singes 

(Vero), des cellules épithéliales pulmonaires humaines (A549) et des cellules hépatiques 

humaines (Huh7.5). Ces cellules ont été maintenues en culture dans du milieu de culture MEM 

;Modified Eagle’s ŵediuŵͿ auƋuel est ajoutĠ ϱ% ;Veƌo et Huhϳ.ϱͿ ou ϭϬ% ;AϱϰϵͿ de sĠƌuŵ de 
ǀeau fœtal iŶaĐtiǀĠ paƌ la Đhaleuƌ, 2 mM de L-Glutamine, 1 mM de sodium pyruvate, 100 U.mL-

1 de pénicilline, 0.1 mg.mL-1 de stréptomycine, 250µg.mL-1 d’aŵphotĠƌiĐiŶe B et 1% d’aĐides 
aminés non essentiels (NEAA) pour les A549. Les cellules ont été cultivées sous une 

atmosphère humide à 5% de CO2 à 37°C. 

Des cellules de moustiques Aedes albopictus C6/36 (ATCC CRL-1660, Manassas, Virginie, USA) 

ont également été utilisées. Elles ont été maintenues à 27°C dans un milieu de culture 
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Leiďoǀitz’s L-15 complété avec 10% de sérum de veau inactivé par la chaleur, 1% de 

pĠŶiĐilliŶe/stƌeptoŵǇĐiŶe, ϭ% d’uŶe solutioŶ d’aĐides aŵiŶĠs ŶoŶ esseŶtiels (Gibco) et 2% de 

phosphate tryptose (Gibco). 

Des cellules de culture primaire issues de plastie mammaire humaine ; des kératinocytes 

(HKPM) et des fibroblastes (FMa) humains ont également été utilisés. Le milieu utilisé pour les 

kératinocytes est un milieu Kératinocytes SFM, complété avec 25 µg.mL-1 d’eǆtƌait 
d’hǇpophǇse ďoǀiŶ ;ďoǀiŶe pituitaƌǇ eǆtƌaĐt BGE), 0,9 ng.mL-1 de facteur de croissance 

épidermique (Epidermal growth factor EGF) et 500 µL de primocine. Les fibroblastes ont été 

maintenues dans du DMEM glutamax auquel est ajouté 1% de pénicilline/streptomycine et 

ϭϬ% de sĠƌuŵ de ǀeau fœtal ŶoŶ dĠĐoŵplĠŵeŶtĠ. 
 
Test d’activité ŵitochoŶdriale ;MTTͿ 
 
Le test colorimétrique au sel de tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyl tetrazolium) a été utilisé afin de mesurer la viabilité cellulaire.  

Les cellules ont été ensemencées la veille du traitement en plaques de 96 puits à une densité 

de 1.104 cellules/puits pour les Vero et Huh7.5, 1,5.104 cellules/puits pour les A549 et les FMa 

et 2.104 cellules/puits pour les HKPM. Après 24h de traitement, les cellules sont rincées une 

fois aǀeĐ du taŵpoŶ phosphate saliŶ ;PB“Ϳ, puis ϭϮϬ µL d’uŶ ŵĠlaŶge de ŵilieu de Đultuƌe et 
de solution MTT à 5 mg.mL-1 sont ajoutés dans chaque puit. Suite à une nouvelle incubation 

de 2h à 37°C, la solution est enlevée et remplacée par 100 µL de DMSO. Après solubilisation 

des Đƌistauǆ de foƌŵazaŶ, l’aďsoƌďaŶĐe est ŵesuƌĠe gƌâĐe à uŶ speĐtƌophotoŵğtƌe à uŶe 
loŶgueuƌ d’onde de 570 nm avec une correction à 690 nm. 

Des courbes de régression non linéaire ont été utilisées pour déterminer, la concentration 

cytotoxique à 50% (CC50) et la concentration maximale non cytotoxique (MNTC) établie à un 

seuil de 90% de viabilité cellulaire. 

 
Test COMET 

 
Les cellules ont été traitées pendant 24h avec les différents extraits aux concentrations 

maximales non cytotoxiques, puis récupérées selon le protocole habituel. Elles sont ensuite 

re-suspendues daŶs de l’agaƌose Low Melt (0,6%) et déposées, à une densité minimale de 

2.104 cellules, sur une lame de microscope préalablement recouǀeƌte d’agaƌose et laissĠe sur 

glace pendant 10 minutes. Simultanément le contrôle positif est effectué en utilisant une 

solution de H2O2 à 50µM, gardé sur glace pendant 10 minutes. Les cellules ont été lysées 

peŶdaŶt ϭh à l’oďsĐuƌitĠ grâce à une solution alcaline (NaCl 2,5M, Tris 10 mM, EDTA 0,1M, 

DMSO 10%, Triton 1%, ph=10), après 3 lavages successifs de 5 minutes avec un tampon Tris-

HCl (0,4M pH 7,4), les cellules ont été iŶĐuďĠes ϯϬ ŵiŶutes daŶs uŶ taŵpoŶ d’ĠleĐtƌophoƌğse 
(NaOH 0,3M, EDTA 1mMͿ. Apƌğs iŶĐuďatioŶ l’ĠleĐtƌophoƌğse a été lancée pendant 30 minutes 

à 21V. Les cellules ont été eŶsuite ĐoloƌĠes aǀeĐ uŶ iŶteƌĐalaŶt de l’ADN, le Gel ƌed ;50 µL à 

1/10000 dans du PBS) pendant 10 minutes après avoir été soumises à 3 autres lavages de 5 

minutes.  
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Les lames ont été observées au microscope Zeiss Axioskop 2.0 ĠƋuipĠ d’uŶe ĐaŵĠƌa Alled 
vision technologies. Les données sont acquies grâce au logiciel Comet Assay IV. 

 
Cytométrie en flux 
 
Suite à l’iŶfeĐtioŶ les Đellules ont été rincées, trypsinisées et fixées dans du paraformaldéhyde 

(PFA) 3,7% pendant 20 minutes. Les analyses ont été effectuées grâce aux cytomètres 

FAC“ĐaŶ ou CǇtoFLEX paƌ l’utilisatioŶ des logiĐiel, Floǁjo et CǇtEǆpeƌt ƌespeĐtiǀeŵeŶt. 
 
Virus 

 
Différentes souches du virus Zika ont été utilisées. Des clones moléculaires de la souche 

ancestrale Africaine ; ZIKV-MR766 et le clone moléculaire ZIKV-MR766 exprimant la protéine 

GFP (ZIKVGFP) (Gadea et al., 2016). La souche Zika HD78788 a été obtenue par le Centre 

Ressource Biologique de l’IŶstitut Pasteuƌ et amplifiée sur des cellules de moustiques C6/36. 

Des isolats cliniques ont également été utilisés ; l’isolat ĐliŶiƋue de la souche épidémique de 

Polynésie Française PF-25013-18 (ZIKV-PF13) généreusemeŶt fouƌŶi paƌ l’IŶstitut MalaƌdĠ et 
précédemment décrite par notre équipe (Frumence et al., 2016), a été amplifiée sur des 

cellules Vero. L’isolat ĐliŶiƋue de la souĐhe ĠpidĠmique du Brésil (ZK BR 2015/15261) a été 

isolĠ d’uŶ patieŶt atteiŶt de la fiğǀƌe )ika daŶs le Noƌd-Est du Brésil en 2015 et amplifié sur 

des cellules C6/36. 

Des tests ont été effectués à partir du virus de la dengue. La souche DENV-1/FGA/89 a été 

isolée en 1989 chez un patient Sud-Américain (GenBank : AF226687). La souche DENV-2/ICC-

265 a été isolée chez un patient souffrant de la dengue au Brésil en 2009. La souche DENV-

3/5532 a été isolée en 2007 au PaƌaguaǇ Đhez uŶ patieŶt souffƌaŶt d’uŶe deŶgue 
hémorragique (GenBank : HG235027). Enfin le sérotype 4 DENV-4/TVP360 est un clone 

moléculaire généreusement fournit par le Dr. Ricardo Galler (Fondation Oswaldo Cruz, Rio de 

Janeiro, Brésil ; GenBank : KU513442). Toutes les souches du virus de la dengue ont été 

amplifiées sur des cellules C6/36 et quantifiées (titrées) par immunodétection « foci-

forming ». 

 
Titrage par plages de lyse 
 
Les titres des virus infectieux sont déterminés par la méthode des plages de lyse. Des cellules 

Vero ont été ensemencées dans des plaques de 48 puits à une densité de 3.104 cellules/puits 

et iŶĐuďĠes suƌ la Ŷuit à ϯϳ°C afiŶ d’oďteŶiƌ uŶe ŵoŶoĐouĐhe ĐoŶfluente de cellules. Le 

lendemain les cellules ont été incubées avec 0,1 mL de milieu de culture contenant des 

dilutions en série de 10 en 10 de suspension virale pendant 2h à 37°C. Les cellules et les 

suspensions virales ont été recouvertes de 0,2 mL de milieu de culture auquel est ajouté 5% 

de sĠƌuŵ de ǀeau fœtal ;“VFͿ et Ϭ,ϴ% de ĐaƌďoǆǇŵĠthǇlĐellulose ;CMC, “igŵa-Aldrich, 

FƌaŶĐeͿ. Apƌğs ϰ jouƌs d’iŶĐuďatioŶ à ϯϳ°C, le ŵilieu a été enlevé, les cellules ont été rincées 2 
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fois avec du PBS puis fixées avec du PFA à 3,7% pendant 20 minutes et colorées grâce à une 

solution à 0,5% de cristal violet (Sigma-Aldrich, France) diluĠe daŶs ϮϬ% d’ĠthaŶol. 
Les plages de lyse ont été comptées dans chaque puit et le titre est exprimé en PFU/mL 

(plaque forming unit/mL) 

 
Immuno-détection des foyers de lyse 
 
Les cellules C6/36 ont été ensemencées dans des plaques 24 puits à une densité de 1.105 

cellules/puits et incubées sur la nuit à 37°C. Les surnageants ont été dilués de 10 en 10 et 

préparés en duplicata dans du milieu de culture et 0,4 mL de chaque dilution est ajouté aux 

Đellules. L’iŶoĐuluŵ a ĠtĠ enlevé après 1h3Ϭ d’iŶĐuďatioŶ et les Đellules ont été recouvertes 

de milieu à 1,6% de CMC contenant 10% de SVF, 0,52% de tryptose, 50 mg.mL-1 de 

geŶtaŵiĐiŶe. L’iŵŵuŶo-marquage grâce à un anticorps monoclonal de souris dirigé contre la 

protéine E (4G2) a été effeĐtuĠ apƌğs ϳ jouƌs suiǀi d’uŶ ŵaƌƋuage gƌâĐe à un anticorps de 

chèvre anti-souris conjugué à la phosphatase alcaline (Promega, Madison, WI, USA). Cette 

dernière est détectée par un substrat contenant une solution de NBT (nitroblue tetrazolium 

chloride) et de BCIP (5- bromo-4-chloro-39-indolyphosphate p-toluidine salt) (Promega, 

Madison, WI, USA). Les foyers ont été comptés et le titre est exprimé en FFU.mL-1 (foci-forming 

unit.mL-1). 

 

Immunofluorescence 
 
Les cellules Vero ont été ensemencées sur des lamelles de verre dans des plaques 24 puits et 

incubées sur la nuit à 37°C. A 24h post infection, le milieu a été retiré, les cellules ont été 

rincées une fois avec du PBS puis fixées à température ambiante avec du paraformaldéhyde à 

3,7% pendant 10 minutes. Une fois fixées et rincées 3 fois avec du PBS, les cellules sont 

perméabilisées avec du triton X-100 à 0,15% dans du PBS pendant 5 minutes. Les lamelles ont 

été incubées à l’oďsĐuƌitĠ pendant 1h avec l’aŶtiĐoƌps pƌiŵaiƌe (dirigé contre la protéine 

d’eŶǀeloppe EͿ directement couplé au fluorophore Alexa 594 (1 : 1000) et le DAPI (1 :500) 

dans du PBS, 2% BSA. 

Après trois lavages au PBS, les lamelles ont été montées sur des lames de microscopie avec 

du milieu de montage Vectashield (Vector Labs). La fluorescence a été oďseƌǀĠe à l’aide d’uŶ 
microscope Nikon Eclipse E2000-U. Les images ont été acquises grâce à une caméra 

Hamamatsu ORCA-ER et le logiĐiel d’iŵageƌie NI“-Element AR (Nikon). 

 

Test d’iŶactivatioŶ viral (virucide) 
 
Les extraits de plaŶtes et l’EGCG oŶt ĠtĠ iŶĐuďĠs avec ZIKVGFP, MR766, PF13 (5.106 PFU.mL-1) 

pendant 1h à 37°C. Le mélange a été dilué 50 fois avec du milieu de culture (concentration 

finale de virus : 105 PFU/puit), puis ajouté sur les cellules Vero, préalablement ensemencées 

dans des plaque 6 puits. Les virus ont été mélangés avec les extraits, et immédiatement dilué 

50 fois, saŶs teŵps d’iŶĐuďatioŶ. Les Đellules oŶt ĠtĠ iŶfeĐtĠes aǀeĐ Đes ŵĠlaŶges et utilisés 
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comme contrôles. Après une incubation de 2h à 37°C, l’iŶoĐuluŵ a été retiré et les cellules ont 

été rincées avec du milieu de culture, et à nouveau incubées jusqu’à Ϯϰh à 37°C avec du milieu 

de culture. Puis les cellules ont été analysées par cytométrie en flux comme décrit 

précédemment. 

 
Coloration négative et immunogold des particules de ZIKV 
 
Les surnageants clarifiés de C6/36 infectées par la souche HD78 ont été incubés pendant 10 

minutes avec les extraits. Les préparations ont été filtrées sur un filtre 0,45 µm, absorbées sur 

des grilles de microscopie électronique formvar/carbone négativement déchargée pendant 

10 minutes à température ambiante puis fixées au PFA 4% pendant 20 minutes. Les 

échantillons ont été bloqués avec 50 nM de NH4Cl, saturés dans du PBS/BSA 1% et marqués 

aǀeĐ uŶ aŶtiĐoƌps de souƌis diƌigĠs ĐoŶtƌe la pƌotĠiŶe d’eŶǀeloppe E peŶdaŶt ϮϬ ŵiŶutes daŶs 
du PBS/BSA 1%, suivi par le traitement avec la protéine A-gold pendant 15 minutes. 

Enfin, les échantillons ont été fixés avec du glutaraldéhyde à 2,5% dans du tampon sodium 

ĐaĐodǇlate ϭX, ĐoloƌĠs aǀeĐ uŶe solutioŶ aƋueuse d’aĐĠtate d’uƌaŶǇl à Ϯ% peŶdaŶt ϭ ŵiŶute, 

laǀĠs tƌois fois aǀeĐ de l’eau ultƌa pure et séchés pendant 30 minutes. 

Les iŵages oŶt ĠtĠ aĐƋuises gƌâĐe à uŶ ŵiĐƌosĐope TECNAI “PIRIT ϭϮϬKǀ ĠƋuipĠ d’uŶe ĐaŵĠƌa 

inversée EAGLE 4Kx4K. 

 
Hybridation In Situ par fluorescence (FISH) et analyse par microscopie confocale 
 
Les cellules Vero ont été ensemencées la veille dans des plaques 96 puits à une densité de 

0,5.104 cellules par puits et infectées avec les souches ZIKV-PF13 ou MR766 à une MOI de 1 

pendant 24h. Simultanément, les souches virales ont été pré-incubées 1h à 37°C avec les 

extraits avant l’infection des cellules. 

Les cellules ont été fixées avec de la PFA 4% pendant 30 minutes à température ambiante, 

puis incubées avec de l’agglutiŶiŶe de ďlĠ ĐoŶjuguĠ à Aleǆa fluoƌ ϰϴϴ ;Theƌŵo FisheƌͿ daŶs du 
PBS-B“A Ϭ,ϱ% suƌ la Ŷuit à ϰ°C. “uite à l’iŵmuno-ŵaƌƋuage, les ďƌiŶs d’ARN positifs des deux 

souches de ZIKV, ont été dĠteĐtĠs gƌâĐe à l’utilisatioŶ d’uŶ eŶseŵďle de soŶdes ĐoŶçus paƌ 
Affymetrix, selon le protocole du fabriquant (ViewRNA ISH Cells Assays). 

Les sondes couplées à Alexa Fluor 546 reconnaissent une région compris entre les 2ème et 

1144ème nucléotides du génome de ZIKV. Les noyaux sont colorés en bleu par NucBlue (Thermo 

Fisher Scientific) pendant 15 minutes à température ambiante. 

Les images ont été acquises par un microscope confocale à balayage laser, Zeiss LSM 700, à 

l’oďjeĐtif Xϲϯ. Les images ont été traitées avec le logiciel Zen 2 (édition bleue) et analysées 

avec le logiciel ICY (icy.bioimage analysis.org) en utilisant le plug-in Spot Detector. 

 
RT-qPCR 
 
L’ARN total aiŶsi Ƌue l’ARN viral ont été extraits des Đellules gƌâĐe au kit d’eǆtƌaĐtioŶ RNeasǇ 
(Qiagen), puis rétro-transcrit en utilisant 500Ŷg d’ARN total, l’aŵoƌĐe iŶǀeƌse E ;ϱ’-
TTCACCTTGTGTTGGGC-ϯ’Ϳ et l’eŶzǇŵe tƌaŶsĐƌiptase iŶǀeƌse M-MLV (Life Technologies) 
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pendant 50 minutes à 42°C. La PCR en temps réel a été effectuée sur CFX96 Real-Time PCR 
Detection System (Bio-Rad). Le ďƌiŶ d’ADN ĐoŵplĠŵeŶtaiƌe aiŶsi foƌŵĠ est eŶsuite aŵplifiĠ 
eŶ utilisaŶt Ϭ,Ϯ µg d’aŵoƌĐes (forward 5’-GTCTTGGAACATGGAGG-ϯ’ et ƌeǀeƌse ϱ’-
TTCACCTTGTGTTGGGC-ϯ’Ϳ et l’eŶzǇŵe GoTaƋ ƋPCR Masteƌ Miǆ ;PƌoŵegaͿ. Chaque Ct a été 
calculé daŶs la phase eǆpoŶeŶtielle d’aŵplifiĐatioŶ eŶ utilisaŶt le pƌogƌaŵŵe de l’appaƌeil 
ABI7500. Un gène synthétique codant pour les nucléotides 954 à 1306 de la souche ZIKV-
MR766 (GenBank: LC002520) cloné dans le plasmide pU57 a été utilisé comme matrice pour 
générer une courbe standard, qui a ensuite servi à effectuer une quantification absolue des 
virus attachés. 
 
Test de l’eŶtrée virale  
 
Les cellules Vero ont été ensemencées la veille à une densité de 1,2.104 cellules par puit dans 

des plaques de 96 puits (Eppendorf). Elles ont été infectées le lendemain à une MOI de 500 

pendant 1h à 4°C par souches virales HD78 ou MR766 de ZIKV préalablement pré-incubées 

pendant 1h à 37°C avec ou sans les extraits. 1h post infection, les cellules ont été à nouveau 

incubées à 37°C pendant 90 minutes puis fixées avec de la PFA à 4% pendant 30 minutes à 

température ambiante. La teĐhŶiƋue d’hǇďƌidatioŶ iŶ situ paƌ fluoƌesĐeŶĐe est eŶsuite 
appliquée comme décrit précédemment. 

 

Test d’attacheŵeŶt viral  
 

Les cellules Vero ont été ensemencées à une densité de 2.105 cellules par puit dans des 

plaques de 6 puits la veille. Le lendemain, les cellules ont été placées 30 minutes à 4°C, puis 

infectées par la souche ZIKV-MR766 à une MOI de 1 en présence ou en absence d’eǆtƌait. 
Apƌğs ϭh d’iŶĐuďatioŶ à ϰ°C, l’iŶoĐuluŵ ǀiƌal a été enlevé, les cellules ont été rincées avec du 

MEM fƌoid ĐoŵplĠtĠ à Ϯ% de “VF. L’ARN total a été extrait en utilisant le kit RNeasy (Qiagen) 

et uŶe PCR eŶ teŵps ƌĠel a ĠtĠ effeĐtuĠe suƌ l’ARN ǀiƌal en utilisant les amorces pour le gène 

de la protéine E de ZIKV. 

 

Analyse UPLC-MS 

 

L’aŶalǇse UPLC a ĠtĠ effeĐtuĠ paƌ Đhƌoŵatogƌaphie liƋuide ;AgileŶtϭϮϬϵ, “aŶta Claƌa, CAͿ 
ĠƋuipĠ d’uŶe ĐoloŶŶe AgileŶt )oƌďaǆ “B-Cϭϴ ;ϭϬϬ Ŷŵ ǆ Ϯ,ϭ Ŷŵ ǆ ϭ,ϴ µMͿ et d’uŶ dĠteĐteur 

UV-VIS-DAD ;dĠteĐteuƌ à diodeͿ. L’UPLC est ĐouplĠe au speĐtƌoŵğtƌe de ŵasse à piğge à ioŶs 
EsƋuiƌe ϲϬϬϬ utilisaŶt uŶe souƌĐe d’ioŶisatioŶ EleĐtƌospƌaǇ ;E“IͿ ;Bƌukeƌ DaltoŶiĐs, BIlleƌiĐa, 
MA). Les analyses ont été effectuées par alternance des modes positif et négatif. Les extraits 

ont été dissout dans un mélange MeOH/H2O (1/1, v/v). Les solvants appliqués pour la phase 

mobile sont H2O/CH2O2 0,1% (A) et ACN/CH2O2 0,1% (B). Le débit a été de 0,4 ml.min-1 et la 

température de la colonne a été maintenue à 25°C. Les volumes d’iŶjeĐtioŶs ĠtaieŶt de ϭ µL. 
Pour A. theiformis la loŶgueuƌ d’oŶde de dĠteĐtioŶ Ġtait ϮϲϬ Ŷŵ et pouƌ P. mauritianum 280 

nm et 360 nm. 
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Fractionnement bio-guidé 

 

Respectivement ϭ,ϱϴ g et ϭ,ϰϴ g d’éco-eǆtƌaits d’A. theiformis et P. mauritianum ont été 

dissous dans 50 mL de MeOH. Les mélanges ont été agités à température ambiante pendant 

48h. Après filtration, les solutions méthanoliques ont été évaporées grâce à un évaporateur 

rotatif sous pression à 45°C. 1,2 g et 960 mg ont été obtenu pour A. theiformis et P. 

mauritianum respectivement. 

Les extraits méthanoliques (800 mg) ont été à dissous dans 50 mL de dichlorométhane (CH2Cl2) 

et gardés en agitation pendant 36h à température ambiante. Les solides restant après 

filtration ont été dissous daŶs ϱϬ ŵL d’aĐĠtate d’ĠthǇle daŶs les ŵġŵes ĐoŶditioŶs. Les 
solutions ont été filtrées et évaporées. 

Les eǆtƌaits oďteŶus à paƌtiƌ d’aĐĠtate d’ĠthǇle oŶt ĠtĠ fƌaĐtioŶŶĠs ;ϱϬϬ ŵgͿ paƌ 
Đhƌoŵatogƌaphie liƋuide suƌ d’uŶe ĐoloŶŶe RP-18 (Chromabond, Macherey-Nagel, Düren, 

Germany) en utilisant un gradient de solvant MeOH/H2O (10% à 100%). 20 fractions ont été 

obtenues et assemblées selon leur profile sur chromatographie sur couche mince. 

 
Analyses statistiques 
 

Les valeurs sont exprimées comme moyenne  eƌƌeuƌ staŶdaƌd ;“DͿ d’au ŵoiŶs tƌois 
expériences indépendantes. Les comparaisons entre les différentes concentrations ou les 

différentes conditions expérimentales ont été effectuées par analyse ANOVA (one-way). Tous 

les tests statistiques ont été effectués grâce au logiciel Graph-Pad Prism version 7.0. Les 

ǀaleuƌs aǀeĐ p<Ϭ,Ϭϱ soŶt ĐoŶsidĠƌĠes Đoŵŵe statistiƋueŵeŶt sigŶifiĐatiǀes à paƌtiƌ d’uŶ test 

de comparaison multiple de Dunnett. 

Les degrés de significativité sont exprimés sur les figures comme suit : * p<0.05; ** p<0.01; 

*** p<0.001, **** p<0.0001, ns= non significatif 
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a b s t r a c t

Zika virus (ZIKV) infection is a major public health problem with severe human congenital and neuro-

logical anomalies. The screening of anti-ZIKV compounds and neutralizing antibodies needs reliable and

rapid virus-based assays. Here, we described a convenient method leading to the rapid production of

molecular clones of ZIKV. To generate a molecular clone of ZIKV strain MR766NIID, the viral genome was

directly assembled into Vero cells after introduction of four overlapping synthetic fragments that cover

the full-length genomic RNA sequence. Such strategy has allowed the production of a recombinant ZIKV

expressing the GFP reporter gene that is stable over two culturing rounds on Vero cells. Our data de-

monstrate that the ZIKV reporter virus is a very reliable GFP-based tool for analyzing viral growth and

measuring the neutralizing antibody as well as rapid screening of antiviral effect of different classes of

inhibitors.

& 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Zika virus (ZIKV) is a mosquito-borne, enveloped RNA virus first

discovered in Uganda in 1947 (Dick et al., 1952). ZIKV belongs to

the Flaviviridae family, Flavivirus genus, and is related to medically

important flaviviruses such as dengue (DENV), West Nile (WNV),

yellow fever (YFV), and Japanese encephalitis (JEV) (Plourde and

Boch, 2016; Musso and Gubler, 2016; Weaver et al., 2016). Flavi-

virus genomic RNA contains a single open reading frame, which is

translated into a single large polyprotein that is subsequently

cleaved into three structural proteins (C, prM/M and E) and seven

non structural proteins NS1 to NS5 by cellular and viral proteases.
Until recently, ZIKV outbreaks were sporadic and self-limiting

and ZIKV infection remained relatively less studied in view of its

low case numbers as well as low clinical impact relative to other

mosquito-borne flaviviruses. The first large epidemic was reported

from Yap Island in 2007 followed by a major outbreak of its related

disease, Zika fever, in French Polynesia in 2013 (Duffy et al., 2009;

Roth et al., 2014). Since 2015, Brazil has become the epicenter of

the current ZIKV epidemic, which has rapidly spread across the

Americas and Caribbean (Gatherer and Kohl, 2015). It is now

considered as major public health issue with the clusters of severe

congenital and neurological anomalies urging WHO to declare a
Public Health Emergency of International Concern in 2016 (Sikka
et al., 2016). Considering the significant increase in ZIKV threat,
specific antiviral therapies and vaccines are urgently needed to
control ZIKV-related diseases. The development of therapies for
ZIKV requires both insights into the viral life cycle and strategies to
identify potent antiviral inhibitors.

Virus reporter systems afford the ability to visualize and
monitor viral expression inside the infected host cells (Ren et al.,
2016). The development of flavivirus reverse technologies has al-
lowed the construction of infectious full-length cDNA molecules
containing reporter luciferase or green fluorescent protein (GFP)
gene for both DENV and WNV (Pierson et al., 2005; Zou et al.,
2011; Aubry et al., 2015). In the present study, we decided to
generate a recombinant ZIKV expressing the reporter GFP gene
using the reverse genetic method designed ISA (for Infectious-
Subgenomic-Amplicons) (Aubry et al., 2014; De Wispelaere et al.,
2015).

2. Results and discussion

To generate a molecular clone of ZIKV derived from Uganda 47
(MR766NIID) strain, the full-length viral genome of 10,807 nu-
cleotides was directly assembled into Vero cells after electro-
poration of the four overlapping synthetic fragments that encode
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the different parts of genomic RNA, according to the ISA method.
The cDNA sequences have been previously amplified by PCR from
plasmids in which synthetic fragments, quoted Z1 to Z4, were
inserted (Fig. 1). Primers were designed so that the Z1 to Z4
fragments shared a sequence homology of 41 (Z1 and Z2), 39 (Z2
and Z3), and 34 (Z3 and Z4) nucleotides. The Z1 fragment contains
the CMV promoter, which allows transcriptional initiation, im-
mediately adjacent of the 5’ non-translated region (NTR) followed
by the structural protein region of MR766NIID (Fig. 1A). A silent
mutation at positions 1145–1150 located in the E gene that creates
the unique restriction site Pvu I was introduced into the Z1 frag-
ment. The Z4 fragment contains the hepatitis delta virus ribozyme
followed by an SV40 poly(A) signal, which are juxtaposed to ZIKV
3′ NTR (Fig. 1A). Five days post-electroporation, cell culture su-
pernatant was collected and used to infect Vero cells in a first
round of amplification (P1). Molecular clone of ZIKV-MR766NIID

(ZIKV-MR766NIID-MC) was recovered 6 days later and amplified
another 3 days on fresh Vero cells in order to grow final virus
stocks P2 for further studies. A PCR fragment spanning the en-
gineered Pvu I site into the E gene was amplified using RT-PCR
from viral RNA (vRNA) extracted from ZIKV-MR766NIID-MC. A si-
milar PCR fragment derived from ZIKV strain PF-2013–18, which
should be not cleavable by Pvu I, served as a negative control
(Frumence et al., 2016). As shown in Fig. 2A, the RT-PCR product
obtained from ZIKV-MR766NIID-MC, but not ZIKV strain PF-2013-
18, was readily cleaved by Pvu I indicating that it is a suitable
genetic marker for the molecular clone of ZIKV strain MR-766. The
infectivity of ZIKV-MR766NIID-MC was determined by using a
standard plaque-forming assay on Vero cells (Frumence et al.,
2016). We noted that a majority of virus plaques was of large size
(Fig. 2B). The P2 stock of ZIKV-MR766NIID-MC grown on Vero cells
reached an infectious titre up to 7.7 log PFU mL�1. Viral growth
was next studied on Vero cells infected at multiplicity of infection
(MOI) of 1 (Fig. 2C). Virus progeny production increased by 1 log
between 24 h and 48 h post-infection (p.i.) to reach almost 8 log
PFU.mL-1 showing that the replication of molecular clone ZIKV-
MR766NIID-MC was greatly efficient in Vero cells.

We decided to produce a GFP-expressing ZIKV derived from
molecular clone ZIKV-MR766NIID (Fig. 1B). We used a strategy in
which a reporter protein is expressed as an additional part of the
structural protein region of flavivirus and then excised from the
viral polyprotein by the viral 2A protease factor (Zou et al., 2011;
Zhang et al., 2016). To generate a viable reporter ZIKV, the plasmid

pZ1GFP was derived from pZ1 in which the eGFP reporter gene
followed by the sequence encoding the protease 2A factor were
fused in frame with the amino acids C-1 to C-33 of ZIKV (Fig. 1B)
(Zhang et al., 2016). The N-terminal region of the C protein from
ZIKV is thought to comprise a potential circularization sequence
that is essential for flavivirus RNA replication (Clyde et al., 2008).
In the pZ1GFP, the complete coding region of ZIKV-MR766NIID-MC

was immediately adjacent to the C-terminus of 2A protease that
generates the authentic N-terminus of the C protein.

To generate the GFP-expressing mutant of ZIKV-MR766NIID-MC

named ZIKVGFP, the recombinant viral genome of 11,587 nucleo-
tides was directly assembled in Vero cells after electroporation of
fragments Z1GFP, Z2, Z3, and Z4. The production of P1 and P2
stocks of ZIKVGFP was made as previously. The PCR fragment
spanning the Pvu I site into the E gene of ZIKVGFP was readily
cleaved by Pvu I showing that GFP-expressing mutant of ZIKV-
MR766NIID-MC retained the genetic marker (Fig. 2A). We found that
the infectious titre of ZIKVGFP stock P2 (6 log PFU mL�1) was
1.5 log lower as compared to ZIKV-MR766NIID-MC. The plaque
morphology of ZIKVGFP was different to that of the parent with a
phenotype of small plaques (Fig. 2B). We noted that infection of
Vero cells with the P2 of ZIKVGFP or ZIKV-MR766NIID-MC at the MOI
of 1 resulted in similar virus progeny production at 24 h and 48 h
p.i. (Fig. 2C). A rapid generation of wild-type variants could explain
the high viral titers of ZIKVGFP observed at P3. The issue regarding
the genetic stability of the GFP-expressing mutant of ZIKV-
MR766NIID-MC is addressed later in our study.

The expression of GFP in Vero cells infected 48 h with ZIKVGFP

at the MOI of 1 was first analyzed by immunofluorescence (IF)
assays (Fig. 2D). Infected cells were treated with a low con-
centration of Triton X-100 (0.01%) leading to a permeabilization of
the plasma membrane alone and then incubated with anti-flavi-
virus E mAb 4G2 (Mertens et al., 2010). There was a marked im-
munostaining of the E protein in the vicinity of the surface of
ZIKV-infected cells (Fig. 2D, ZIKV E). The GFP expression was
clearly visualized in Vero cells positive for the ZIKV E protein
(Fig. 2D). To study the subcellular distribution of GFP, cells were
treated with 0.1% Triton X-100 and then incubated with a specific
antibody directed against the ER-resident protein calnexin (CNX).
At 48 h p.i., the GFP signal was mainly visualized within a distinct,
large dot-like structure in the vicinity of the ER compartment
(Fig. 2D, CNX). In the context of viral polyprotein expressed by
ZIKVGFP, the 2A protease ensures the release of the adjacent fusion

Fig. 1. Schematic representation of the strategy used to construct the molecular clone ZIKV-MR766NIID-MC and its derived mutant ZIKVGFP. Description of overlapping

fragments Z1 (or Z1GFP) to Z4 covering the full-length viral genomic RNA. The position of the unique Pvu I cleavage site located in the viral E gene is indicated. In (A), Z1

contains the CMV promoter upstream of the viral 5’ NTR followed by the structural protein region. Z4 contains a ribozyme followed by a polyadenylation signal downstream

of the viral 3’ NTR. In (B), the Z1GFP derived from Z1 contains the eGFP gene fused in frame to the first 33 amino acids of the ZIKV C protein. The 2A protease is immediately

adjacent to the reporter eGFP gene. The eGFP-2A cassette is juxtaposed to the viral RNA sequence coding for the structural proteins starting with the first amino acid of C

(þ1) followed by the nonstructural proteins and ended by the 3′NTR.
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protein between the segment (C-1 to C-33) of ZIKV C protein and
GFP. The possible association of the N-terminal charged amino
acids of C with the cytoplasmic side of the ER membrane could
explain the subcellular distribution of GFP in infected cells
(Markoff et al., 1997).

We assessed the capacity of ZIKVGFP to grow in human and
mosquito cells (Suppl. Fig. S1). Given that South Pacific epidemic
ZIKV strain PF-2013-18 exhibited a high level of replication in
human epithelial A549 cells (Frumence et al., 2016), we in-
vestigated whether the GFP-expressing mutant of ZIKV-
MR766NIID-MC has capability to replicate in A549 cells by IF ana-
lysis. The GFP expression was readily detected in ZIKVGFP-infected
A549 cells (Suppl. Fig. S1). Immunostaining assay with anti-E mAb
4G2 confirmed that GFP is suitable for the monitoring of ZIKV
infection in A549 cells (Suppl. Fig. S1). We next analyzed the GFP
expression in Aedes mosquito C6/36 cells infected 48 h with
ZIKVGFP at the MOI of 1. IF analysis detected GFP expression in
ZIKVGFP -infected C6/36 cells (Suppl. Fig. S1). Together these re-
sults showed that the GFP-expressing mutant of ZIKV-MR766NIID-
MC is also a reliable tool for the monitoring of ZIKV replication in
human and mosquito cells.

To further validate ZIKVGFP, the kinetic of GFP expression was
examined in Vero cells infected with low (0.1) and high (1.0) MOI
(Fig. 2E). FACS analysis showed that percentage of GFP-positive
Vero cells increased with the time of infection to reach a plateau at
24 h (high MOI) or 48 h (low MOI) p.i. We determined whether
increase of GFP signal during the time course of ZIKVGFP infection
was associated to an increase in vRNA replication (Suppl. Fig. S2).
The production of intracellular vRNA in ZIKVGFP-infected Vero cells
was analyzed by quantitative real-time RT-PCR (RT-qPCR) using
primer pair specific to the ZIKV E gene or eGFP-2A cassette. The
couple of primers targeting the E gene showed that production of
vRNA was markedly increased in ZIKVGFP-infected Vero cells since
18 h p.i. (Suppl. Fig. S2; left). Accumulation of intracellular vRNA
was also verified using the eGFP-2A cassette primer pair. This is
consistent with the assumption that the increase of GFP expression
is attributable to an increased production of intracellular vRNA in
ZIKVGFP-infected Vero cells. Altogether, these results demonstrate
that the GFP-expressing mutant of ZIKV-MR766NIID-MC is a reliable
tool to monitor viral growth in host cells infected by ZIKV.

Since ZIKV is sensitive to the antiviral effect of Type-I interferon
(IFN) (Frumence et al., 2016), we evaluated the antiviral effect of

Fig. 2. Characterization of ZIKV-MR766NIID-MC and ZIKVGFP. In (A), RNA was extracted from viral stocks and RT-PCR was performed to amplify a 168-nt fragment into the E

gene surrounding the Pvu I cleavage site. The PCR products were subjected to digestion by Pvu I (þ) or mock-treated (�). The wild-type ZIKV strain PF-2013-18 (control)

served as a negative control for Pvu I cleavage. The expected sizes of the digestion products on a 2.2% agarose gel are indicated. In (B), plaque morphology of ZIKV-MR766NIID-

MC and derived mutant ZIKVGFP in Vero cells. In (C), viral growth analysis on Vero cells. Cells were infected at the MOI of 1 and viral titers were determined at 24 h and 48 h p.

i. In (D), IF analysis of GFP expression in Vero cells infected with ZIKVGFP or mock-infected (control). Fixed cells were treated 4 min with Triton X-100 at 0.01% (ZIKV E) or 0.1%

(CNX) in PBS. The ZIKV E protein and the ER-marker CNX were immunostained with mAb 4G2 or anti-CNX antibody, respectively. Nuclei were stained with DAPI. The ZIKV E

protein or CNX (red), eGFP fluorescence (green), and nuclei (blue) were visualized by fluorescence microscopy. The same magnification of �40 is used throughout. In (E),

time-course analysis of GFP expression in Vero cells infected with ZIKVGFP at MOI of 0.1 (open circle) or 1 (open box). FACS analysis of GFP fluorescence was performed on

PFA-fixed cells at various times p.i. Error bars indicate the standard deviations of experiments in triplicate. (For interpretation of the references to color in this figure legend,

the reader is referred to the web version of this article.)
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IFN-ß on ZIKVGFP by FACS analysis (Fig. 3A). IFN-ß treatment of
Vero cells 2 h prior ZIKVGFP infection resulted in a significant re-
duction of GFP-positive cells at 24 h p.i. (Fig. 3A). We next ex-
amined whether ZIKVGFP was inhibited by the well-known anti-
viral inhibitor ribavirin as an analog of guanosine. At the high
concentration of ribavirin (1 mM), the progeny production of
ZIKV-MR766NIID-MC was reduced at 24 h p.i. by 3 log confirming
the potent antiviral effect of ribavirin against ZIKV (Zmurko et al.,
2016). Addition of 100 mM ribavirin 2 h after ZIKVGFP exposure
resulted in a basal expression level of GFP at 24 h p.i. (Fig. 3A).
Furthermore, we tested the neutralizing activity of mouse pan-
flavivirus E mAb 4G2 on ZIKVGFP (Fig. 3B). For neutralization test,
ZIKVGFP (4.5 log PFU) was mixed with mAb 4G2 (10 mg) for 2 h at
37 °C. The virus-antibody mix was assessed for GFP expression on
Vero cells at 24 h p.i. The anti-Chikungunya E2 mAb 3E4 served as
a negative control (Bréhin et al., 2008). Incubation of ZIKVGFP with
mAb 4G2 resulted in a reduction of GFP-positive Vero cells
whereas 3E4 had no effect (Fig. 3B). Altogether, these results
showed that ZIKVGFP could be used as GFP-based assay to measure
antiviral activity of different classes of inhibitors as well as cap-
turing of neutralizing anti-ZIKV antibodies.

We mentioned earlier the possibility that GFP-expressing mu-
tant of ZIKV-MR766NIID-MC was unstable after a limited number of
passages on Vero cells. First, we can exclude the possibility that
the recovered ZIKVGFP represented contamination with the wild-
type fragment Z1 since the purified PCR product Z1GFP was de-
tected alone (Supplemental Fig. S3). To further the investigation,
we decided to perform a continuous culturing ZIKVGFP on Vero
cells on four rounds, P1 to P4 (3–4 days by round), P1 being con-
sidered as the first viral stock after recovering the viral super-
natants from Vero cells in which the fragments Z1GFP to Z4 were
introduced. To evaluate the stability of GFP gene, viral super-
natants were collected after each round. These supernatants were
used to infect Vero cells and the GFP fluorescence was tested by
FACS analysis. As shown in Fig. 4A, the number of GFP-expressing
cells was dramatically reduced from P3. RT-PCR analysis confirmed

that the eGFP gene was excluded from ZIKV-MR766NIID-MC geno-

mic RNA from P3 (Fig. 4B). Thus, the P2 stock of ZIKVGFP is a

powerful GFP-based assay for monitoring viral replication inside

the infected cells.
Recently, Shan et al. (2016) described an infectious cDNA clone

of ZIKV and derived mutant with a luciferase gene reporter. In the

present study, we demonstrated that the ISA method is a very well

suited genetic inverse method allowing the rapid implementation

of molecular clones of ZIKV. Furthermore, we have easily gener-

ated a recombinant live ZIKV expressing GFP with a genomic

stability on at least two passages on Vero cells. We demonstrated

that our mutant ZIKVGFP is suitable for the study of the dynamics

of viral replication within the host cells as well as screening of

neutralizing antibodies and antiviral compounds. We believe that

both ZIKV-MR766NIID-MC and ZIKVGFP are reliable tools for further

investigation on viral determinants that contribute to the patho-

logical effects of ZIKV infection. Such molecular clones of ZIKV will

be helpful to the understanding of severe congenital brain mal-

formations and neurological manifestations in humans (Cao-Lor-

meau et al., 2016; Quick et al., 2016).

3. Methods

3.1. Cells and reagents

Vero cells (ATCC, CCL-81) were cultured in Dulbecco’s modified

Eagle’s medium (DMEM), supplemented with 10% heat-inactivated

fetal bovine serum (FBS). Interferon-ß was purchased from Pe-

protech. Ribavirin was purchased from Sigma. The mouse anti-pan

flavivirus envelope E protein mAb 4G2 and anti-CHIK. E2 mAb 3E4

were produced and purified by RD Biotech (Besançon, France). The

rabbit anti-calnexin antibody was purchased from Santa-Cruz.

Donkey anti-mouse Alexa Fluor 594 IgG (HþL) antibody was

purchased from Invitrogen.

Fig. 3. Inhibition of ZIKVGFP by IFN-β, ribavirin and neutralizing antibody. In (A), the GFP fluorescence in Vero cells infected 24 h with ZIKVGFP was examined by FACS analysis.

Vero cells were treated with 105 UI mL�1 of IFN-β 2 h prior virus infection (MOI of 0.1) or 100 mM ribavirin 2 h after virus exposure. UV-treated ZIKVGFP served as a positive

control. In (B), ZIKVGFP was incubated 2 h with 10 mg mL�1 mAb 4G2 or anti-CHIK.E2 mAb 3E4 (negative control). Vero cells were infected 24 h with mixed virus-antibody

and the GFP-positive cells were examined by FACS analysis.
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3.2. Molecular clone design of ZIKV

The construction of molecular clone ZIKV-MR766NIID was based
on the sequence of ZIKV strain MR766 Uganda 47-NIID (Genbank
access # LC002520) using the ISA method allowing the rapid
generation of molecular clones of flaviviruses (Aubry et al., 2014;
De Wispelaere et al., 2015). Four synthetic genes Z1 to Z4 covering

the full-length genome of ZIKV strain MR766-NIID were synthe-

sized and cloned into plasmid pUC57 by GeneCust (Luxembourg).

The first synthetic fragment (Z1) was designed to contain the ZIKV

structural proteins. A cytomegalovirus (CMV) promoter sequence

driving the expression of viral fragment from nucleotides 1-2252

of genomic RNA was included in Z1. The three other synthetic

genes comprised the portions of the genome coding for the non-

structural proteins from nucleotides 2210–5616 (Z2), 5577–8201

(Z3) and 8167–10,801 (Z4) (Fig. 1A). Also, Z4 contained the com-

plete 3′ UTR sequence of ZIKV strain MR766-NIID immediately

adjacent to the hepatitis delta virus ribozyme and was followed by

a simian virus 40 polyadenylation sequence. The Z1 to Z4 se-

quences cloned into their respective plasmids, pZ1 to pZ4, were

amplified by PCR using Phusion High-Fidelity DNA polymerase

(Thermo Scientific) and primer pairs, which are listed in Supple-

mental Table 1. The PCR program is the following: initial PCR ac-

tivation step at 98 °C (30 s), 35 cycles of denaturation at 98 °C

(10 s), annealing at 60 °C (20 s) and elongation at 72 °C (2 min),

ended by final elongation step at 72 °C (5 min). The PCR products

were purified using RNA mini spin purification kit (QIAGEN) ac-

cording to the manufacturer’s instructions.
The molecular strategy allowing the insertion of a reporter

gene in the flavivirus structural proteins region was already de-

scribed for DENV and WNV (Zou et al., 2011; Zhang et al., 2016).

The Z1 sequence was used for the design of a new synthetic

fragment Z1GFP that contains the eGFP reporter gene derived from

the plasmid pEGFP-N1 (Clontech) followed by the sequence en-

coding the porcine teschovirus 2A protease factor. The cassette

eGFP-2A was fused in-frame downstream the first 99 nucleotides

encoding the N-terminal part of C protein from ZIKV strain

MR766-NIID (Fig. 1B). The cassette eGFP-2A was followed by the

ZIKV structural protein sequence. In this construct, 2A is designed

to release the GFP cassette from the N-terminus of C. The Z1GFP

sequence was amplified by PCR from plasmid pZ1GFP as described

above.

3.3. Rescue of ZIKV molecular clones

To produce an infectious reconstituted ZIKV, 5 mg of each pur-

ified PCR products, Z1 or Z1GFP to Z4, were directly introduced

within Vero cells as previously described with modifications (De

Wispelaere et al., 2015). Vero cells (5.106) were resuspended in

400 mL cold PBS 1X buffer and electroporated by two successive

pulses of 100 V, 50 mF for 0.9–1.3 ms and 450 V, 50 mF for 0.6–

0.9 ms. The electroporated cells were then transferred to a culture

flask containing pre-heated growth medium. After 5 days, cell

supernatants were recovered and used to infect a flask of 80%

confluent Vero cells. When cytopathic effect was apparent (2–7

days), the virus supernatants were clarified and stored at �80 °C

as virus stock passage 1 (P1). A second passage on Vero cells (P2)

was used for the studies of ZIKV infection.

3.4. Immunofluorescence assay

Cells grown on coverslips were fixed with 3.7% paraformalde-

hyde (PFA) at room temperature for 10 min. For permeabilization,

fixed cells were incubated with Triton X-100 in PBS for 4 min. Cells

were incubated overnight with primary antibody PBS supple-

mented with bovine serum albumin (BSA). Donkey anti-mouse

Alexa Fluor 594 IgG was used as secondary antibody. Nucleus

morphology was revealed by DAPI staining. The coverslips were

mounted with Vectashield (Vector Labs), and fluorescence was

observed using a Nikon Eclipse E2000-U microscope. Images were

captured and processed using a Hamamatsu ORCA-ER camera and

the imaging software NIS-Element AR (Nikon).

Fig. 4. Stability of GFP reporter gene in ZIKVGFP. In (A), ZIKVGFP was serially pas-

saged on Vero cells and viral supernatants recovered from P1 to P4 were tested for

GFP fluorescence 24 h p.i. by FACS analysis. In (B), viral RNA was extracted from

viral supernatant recovered from P1 to P4 and RT-PCR was performed with a couple

of primers surrounding the eGFP-2A cassette. As controls of fragment sizes, plas-

mids pZ1 and pZ1-GFP were amplified by PCR using the same primer pair. As a

positive control, RT-PCR assay on viral RNA was performed with primers locating at

the E gene. The PCR products were analyzed on 0.8% (GFP/WT) or 2% (E) agarose

gels.

G. Gadea et al. / Virology 497 (2016) 157–162 161



3.5. Flow cytometry assay

To detect GFP-expressing cells, cells were fixed with 3.7% PFA in
PBS at room temperature for 10 min. Fixed cells were subjected to
a flow cytometric analysis using FACScan flow cytometer (Becton
Dickinson). The percentage of GFP-positive cells was determined
using FlowJo software.

3.6. Plaque forming assay

Viral titre was determined by a standard plaque-forming assay
as previously described with minor modifications (Frumence et al.,
2016). Briefly, Vero cells grown in 24-well culture plate were in-
fected with tenfold dilutions of virus samples for 2 h at 37 °C and
then incubated with 0.4% carboxymethylcellulose (CMC) for
4 days. The cells were fixed by 3.7% PFA in PBS and stained with
0.5% crystal violet in 20% ethanol. Viral titers were expressed as
plaque-forming units per mL (PFU mL�1).

3.7. RT-PCR on viral RNA

Genomic RNA was extracted from viral supernatants using
Trizol Reagent (Life technologies). RT-PCR was performed using
M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) and the GoTaqs en-
zyme (Promega) according to manufacturer’s recommended pro-
cedures. We used the primer pair Z1-E-F and Z1-E-R (listed in
Supplemental Table 1) to amplify the 5’ region of the genomic RNA
between the nucleotides 1046–1213 from ZIKV strain MR766NIID-
MC or PF-2013–18. The couple of primers Z1–5’NTR-F and Z1-E-R
(listed in Supplemental Table 1) was used to amplify the 5’ region
of the genomic RNA between the nucleotides 32–2092 from the
ZIKVGFP clone. Viral RNA was amplified by RT-PCR with the fol-
lowing program: initial PCR activation step at 95 °C (2 min), 35
cycles of denaturation at 95 °C (30 s), annealing at 62 °C (2 min)
and elongation at 72 °C (30 s), ended by final elongation step at
72 °C (5 min). The samples were resolved by agarose gel electro-
phoresis. Alternatively, the resulting PCR products were purified as
described above and then subjected to enzymatic digestion by Pvu

I. RT-qPCR was performed using M-MLV Reverse Transcriptase and
the GoTaqs qPCR Master Mix (Promega). All steps were conducted
according to manufacturer’s instructions. The qPCR data sets were
analyzed using the ΔΔCt method and the results were normalized
to Human Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH),
which was used as internal control. The primers used in this study
are listed in Supplemental Table 1.
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Extract from Aphloia theiformis, 
an edible indigenous plant from 
Reunion Island, impairs Zika virus 
attachment to the host cell surface
Elodie Clain1, Laura Sinigaglia2, Andrea Cristine Koishi  3, Olivier Gorgette4, Gilles Gadea1, 

Wildriss Viranaicken1, Pascale Krejbich-Trotot1, Patrick Mavingui1, Philippe Desprès1, 

Claudia Nunes Duarte dos Santos3, Pascale Guiraud1, Nolwenn Jouvenet  2  

& Chaker El Kalamouni  1

The mosquito-borne Zika virus (ZIKV) belongs to the lavivirus genus of the Flaviviridae family. 

Contemporary epidemic strains of ZIKV are associated with congenital malformations in infants, 

including microcephaly, as well as Guillain-Barré syndrome in adults. A risk of human-to-human 

transmission of ZIKV is also well documented. A worldwide research efort has been undertaken to 
identify safe and efective strategies to prevent or treat ZIKV infection. We show here that extract from 
Aphloia theiformis, an edible endemic plant from Indian Ocean islands, exerts a potent antiviral efect 
against ZIKV strains of African and Asian lineages, including epidemic strains. The antiviral efect of 
A. theiformis extract was extended to clinical isolates of dengue virus (DENV) of the four serotypes in 

human hepatocytes. A. theiformis inhibited virus entry in host cells by acting directly on viral particles, 

thus impairing their attachment to the cell surface. Electron microscopic observations revealed that 

organization of ZIKV particles was severely afected by A. theiformis. We propose a model of antiviral 

action for A. theiformis against laviviruses that highlights the potential of medicinal plants as promising 
sources of naturally-derived antiviral compounds to prevent ZIKV and DENV infections.

Zoonotic Zika virus (ZIKV) is a mosquito-borne virus that emerged in 2007 in Micronesia and since has caused 
important outbreaks in the South Paciic, Americas and South-East Asia. hese recent ZIKV epidemics were 
associated with severe fetal brain injuries and neurological defects in adults, such as Guillain-Barre syndrome1,2. 
ZIKV infection is now identiied as a sexually-transmitted illness as well3–5. In 2016, Zika infection was declared 
an emerging epidemic threat worldwide by the World Health Organization.

ZIKV is a member of the lavivirus genus, a group of small, enveloped viruses, which also includes Dengue 
virus (DENV), West Nile virus (WNV) and Yellow fever virus6. The genome consists of a single-stranded, 
positive-sense RNA molecule of around 10,7 kb, encoding a polyprotein precursor that is processed by the viral 
protease NS3 to give rise to 7 non-structural (NS) proteins and 3 structural proteins (Capsid C, pre-membrane 
prM and Envelope E). he NS proteins are mainly involved in viral RNA replication, while the structural proteins 
constitute the virion7,8.

he early stages of ZIKV infection require the attachment of the virion to the cell surface. his irst step 
is mainly mediated by the interaction between phosphatidylserine exposed at the surface of the virus and the 
cellular receptor Axl9 and probably also mobilizes close contacts between the E protein and the cell membrane. 
Following Axl mediated-binding, the virus enters target cells through clathrin-mediated endocytosis9. The 
low-pH environment of endosomes triggers fusion between the viral envelope and the endosomal membrane. 
his fusion event leads to the release of the viral nucleocapsid into the cytosol.
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To date, there is still no vaccination or speciic treatment available for ZIKV. herefore, it is of utmost urgency 
to develop safe and efective anti-ZIKV compounds, not only to mitigate ZIKV-associated morbidities but also to 
impair the chain of transmission. he features of E mediated events make the development of entry inhibitors an 
attractive possibility10. Medicinal plants, which have been used as treatment or prevention against human diseases 
for millenaries, remain a remarkable source of potential antiviral compounds. Indeed, numerous enveloped RNA 
viruses are sensitive to a broad range of phytochemicals, including alkaloids, coumarins, lavonoids, terpenoids, 
polyphenols and saponins11,12. It has been recently reported that ZIKV is sensitive to polyphenol epigallocate-
chin gallate (EGCG) from green tea and to curcumin13–15. he Reunion Island which belongs to the Mascarene 
Archipelago, is described as a biodiversity hotspot, based on its remarkable lora and endemic species16. Previous 
studies have shown that some edible and medicinal plants from Reunion island exert remarkable antioxidant 
activities due to their high-content of polyphenols, alkaloids and saponins, such as Aphloia theiformis (A. thei-
formis), Hubertia ambavilla (H. ambavilla) and Ayapana triplinervis (A. triplinervis)17–20. Hence, we evaluated 
whether solvent-free extracts of A. theiformis, H. ambavilla and A. triplinervis, which were recently listed into the 
French pharmacopoeia, prevents ZIKV infection in vitro.

Results
A. theiformis extract inhibits the early stage of ZIKV infection. Prior to evaluate the anti-ZIKV 
properties of extracts from A. theiformis, A. triplinervis and H. ambavilla, we determined their maximal non-cy-
totoxic doses on Vero cells using a MTT assay, which assesses cell metabolic activity (Fig. 1a). Plotting cell via-
bility against diferent concentrations of plant extracts revealed concentration-dependent toxicity in Vero cells 
(Fig. 1a). he concentrations that inhibited 50% of cell viability (CC50) were up to 3000 µg.mL−1 for all tested 
plant extracts. A concentration of 500 µg.mL−1 of plant extracts that maintained 95% of cell viability (Fig. 1a) was 
chosen for testing potential anti-ZIKV activity.

Time-of-drug addition approach was performed to determine which stages of ZIKV infection could be 
targeted by the 3 medicinal plants extracts (Fig. 1b). A chimeric molecular clone of the ZIKV strain MR766 
expressing a GFP reporter gene as an additional part of the structural protein region (ZIKVGFP)21 was used for 
monitoring viral replication by low cytometry in Vero cells. he number of GFP positive cells decreased around 
90% compared to non-treated control cells when 500 µg.mL−1 of A. theiformis extract was added throughout the 
experiment (Fig. 1b and c). Similar results were obtained when A. theiformis extract was added concomitantly 
with virus input (adsorption) for 2 hours (Fig. 1b and c). In contrast, little or no antiviral efect was observed when 
A. theiformis extract was added prior adsorption or ater virus exposure (Fig. 1b and c). Treatment of cells with H. 
ambavilla and A. triplinervis showed no signiicant efect on ZIKVGFP replication regardless of the experimental 
conditions tested (Fig. 1c). hese results suggest that A. theiformis-mediated inhibition of ZIKV infection was 
not associated with an impairment of viral replication but rather to an inability of ZIKV to initiate a productive 
infection into the host-cell.

To investigate whether A. theiformis extract renders virus particles unable to initiate viral infection in the 
host-cell, viral inactivation assay was performed. ZIKVGFP preparation was incubated with 500 µg.mL−1 of A. 
theiformis extract for 1 hour at 37 °C prior to Vero cells infection. Such treatment of ZIKVGFP resulted in around 
85% reduction of GFP-positive cells at 24 hours post-infection (hpi) compared to cells infected plant-extract-free 
ZIKVGFP (Fig. 1d). he infectivity of ZIKVGFP treated with H. ambavilla and A. triplinervis extracts was similar 
to that of non-treated virus (Fig. 1d), further suggesting that these 2 plants do not possess anti-ZIKV activities.

We next wondered whether the antiviral activity of A. theiformis extract was afect by the extraction process 
(Fig. S1a). hree extractions were performed using plants harvested at diferent times in the year 2016 and their 
antiviral activity was evaluated. Our data showed that the antiviral activity of A. theiformis was not afected by the 
extraction itself, suggesting that the concentration of the active components is stable and does not vary from one 
extraction to the other.

To ensure that A. theiformis extract did not exert non-lethal cytotoxic efects that would have been missed 
in the MTT assays (Fig. 1a), the efect of 500 µg.mL−1 of A. theiformis extract on the growth of Vero cells was 
evaluated using low cytometry analysis (Fig. S1b). Our data showed that A. theiformis extract did not afect the 
growth of Vero cells. Moreover, to evaluate the potential cytotoxic efect of A. theiformis extract on human cells, 
MTT cell viability assays were performed on the human hepatoma cell lines Huh7.5, which are extensively used 
in Flaviviridae research (Fig. S1c). A concentration of 500 µg.mL−1 of plant extract maintained 100% of Huh7.5 
cells viability (Fig. S1c). We conclude that the antiviral activity of the compound is not due to its cytotoxicity.

To establish a causal relationship between the reduced percentage of GFP-positive cells in the samples treated 
with A. theiformis extract and a loss of ZIKV infectivity, the presence of infectious viral particles in the inoculum 
was titrated by plaque-forming assay (Fig. 1e). A dose-dependent efect of A. theiformis on ZIKV infectivity was 
observed, with a 2-log reduction in infectivity of viral inoculum at non-cytotoxic concentrations of plant extract 
(Fig. 1e). A complete inhibition of ZIKV infectivity was observed in the presence of 1000 µg.mL−1 of A. theiformis 
extract (Fig. 1e). he concentration of A. theiformis extract that inhibited 50% of viral infectivity (IC50) was 100 µg.
mL−1, obtained using nonlinear regression following the construction of a sigmoidal concentration-response 
curve (Fig. 1e). Based on the determined cytotoxicity and antiviral eicacy (SI = CC50/IC50), the Selectivity Index 
of A. theiformis extract is 30.

To determine the kinetic of A. theiformis extract-mediated inactivation of ZIKV, a time-response curve 
was performed on Vero cells. Only ten to iteen minutes were required to inhibit GFP expression by 50% at 
non-cytotoxic concentrations of A. theiformis extract (Fig. 1f). Together, these results suggest that A. theiformis 
acts by interfering with at least one of the early steps of ZIKV infection, such as attachment to cell membrane, 
receptor-mediated cell entry, fusion and/or decapsidation within the cell cytoplasm.
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A. theiformis inhibits both historical African and contemporary Asian ZIKV strains. To further 
validate the role of A. theiformis extract on ZIKV replication, the African lineage virus strain ZIKV-MR76622 
and the contemporary Asian lineage strain ZIKV-PF1323, which was responsible for the 2015 epidemic in 
French Polynesia, were incubated with A. theiformis extract for 1 hour at 37 °C prior to Vero cells infection. 
Quantiication of viral infectivity by plaque-forming assay revealed that both viral strains were as sensitive as 
ZIKVGFP to diferent A. theiformis extract concentrations (Fig. 2a,b). Indeed, as observed for ZIKVGFP (Fig. 1e), 
A. theiformis extract lowered infectivity of the two viral strains up to 2-log at non-cytotoxic dose (Fig. 2a,b). 

Figure 1. A. theiformis extract targets early stages of ZIKV replication cycle. (a) Viability of Vero cells 
incubated with diferent concentrations of plant extracts. Cells were cultured in the presence of increased 
concentrations of plant extracts for 72 h. Cell metabolic activity was evaluated by MTT assay. Results are 
means ± SD of four independent experiments and are expressed as relative value compared to untreated cells. 
(b) Schematic representation of time-of-drug addition assay used to characterise antiviral activity of the plant 
extracts (500 µg.mL−1) on ZIKVGFP infection of Vero cells. Arrows indicate the presence of plant extract during 
the infection. (c) Flow cytometric analysis of GFP expression in Vero cells infected with ZIKVGFP at MOI of 
1 under the experimental conditions shown in (b). Results are means ± SD of four independent experiments 
and are expressed as relative value compared to untreated infected cells. (d) Vero cells were infected with 
ZIKVGFP pre-incubated during 1 h at 37 °C with plant extracts (500 µg.mL−1). Flow cytometric analysis of GFP 
luorescence was performed 24 hpi. he results shown are means ± SD of four independent experiments are 
expressed as relative value compared to untreated infected cells. (e) ZIKVGFP was incubated with three diferent 
concentrations of A. theiformis and the residual infectious particles were titrated by plaque forming assay. he 
results shown are means ± SD of four independent experiments. (f) GFP expression in Vero cells infected with 
ZIKVGFP (MOI 1) pre-incubated for various times with three diferent concentrations of A. theiformis at 37 °C. 
Flow cytometric analysis of GFP luorescence was performed 24 hpi. he relative percentages of inhibition are 
means ± SD of four independent experiments. One-way ANOVA and Dunnett’s test for multiple comparisons 
(*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, ****p < 0.0001, ns = not signiicant compared to untreated control).
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Figure 2. A. theiformis extract exerts a potent antiviral efect against an African and an Asian ZIKV 
strains. ZIKV-MR766 or ZIKV-PF13 were incubated with A. theiformis extract for 1 h at 37 °C. Vero cells 
were let uninfected or were infected at an MOI of 1 for 24 h. (a,b) he infectious released particles were 
titrated by plaque forming assay. he results shown are means ± SD of four independent experiments. (c,d) 
Quantiication of the number of cells positive for the viral protein E expression in ZIKV-infected Vero cells 
by immunoluorescence and confocal microscopy. A. triplinervis and EGCG (100 µM) were used as negative 
and positive controls, respectively. he results shown are means ± SD of four independent experiments. (e) 
Vero cells were processed for FISH using a probe speciic for viral RNA (red) and then stained with NucBlue to 
visualize nuclei (blue). Images are representative of three independent experiments. Scale bars are 50 m. (f,g) 
Quantiication of the percentage of Vero cells positive for ssRNA from the experiments represented in e. Data 
are means ± SD of three independent experiments.
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Immunoluorescence assays using antibodies that recognize the viral protein E were performed on Vero cells 
infected for 24 hours with the two viral strains. Epigallocatechin gallate (EGCG)13 and A. triplinervis were used as 
positive and negative controls, respectively. he analysis showed that viruses treated with 500 µg.mL−1 of A. thei-
formis extract established infection in 5% of cells compared to the plant-extract-free virus, which infected 60% of 
cells (Fig. 2c,d). Treatment of virus with A. theiformis extract was more potent at inhibiting infection of both viral 
strains than EGCG (Fig. 2c,d). Furthermore, to detect single-stranded viral RNA (ZIKV ssRNA) produced during 
viral replication, luorescence in situ hybridisation (FISH)-based assays coupled with immunoluorescence and 
confocal microscopy were performed on Vero cells infected with ZIKV-MR766 or ZIKV-PF13 for 24 hours. he 
FISH probe produced no signal in non-infected control cells and a bright signal in the cytoplasm of cells infected 
with both viral strains (Fig. 2e), validating its speciicity. Incubation of ZIKV with A. theiformis extract resulted in 
a 10-fold reduction of the number of cells positive for ZIKV ssRNA, compared to mock-treated cells, regardless of 
the viral strain (Fig. 2f,g). Together, these results showed that A. theiformis exerts a potent antiviral efect against 
an African and an Asian ZIKV strains.

A. theiformis extract inhibits ZIKV binding to the cell surface. Our data suggest that A. theiformis 
acts by interfering with at least one of the early steps of ZIKV infection. To determine which of these step(s) was/
were afected, cell-binding assays were performed. hese assays were performed with the MR766 strain and with 
HD78, another African ZIKV strain that replicated very eiciently in insect cells. MR766 and HD78 ZIKV par-
ticles were incubated 1 hour with A. theiformis extract and then added on cell monolayer at 4 °C to prevent viral 
internalisation. he cells were washed with ice-cold PBS to remove the unbound virus then shited to 37 °C for 
90 minutes. FISH assays coupled with confocal microscopy approaches were used to detect the presence of viral 
ssRNA in the cytoplasm of infected cells. Epigallocatechin gallate (EGCG) and A. triplinervis extracts were used 
as positive and negative controls, respectively. Around 15 molecules of viral RNA were detected in non-treated 
control cells infected with both viral strains (Fig. 3). A. triplinervis extract did not signiicantly afect viral entry 
since the number of ssRNA molecules per infected cell was similar than in control cells (Fig. 3). As expected from 
previous studies24, less ssRNA per cell was detected in the EGCG-treated preparations, as compared to control 
cells (Fig. 3). In the presence of A. theiformis extract, around 2 ssRNA molecules per infected cell were detected, 
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Figure 3. A. theiformis extract inhibits ZIKV entry to the cell surface. ZIKV-MR766 or ZIKV-HD78 were 
incubated with A. theiformis extract for 1 h at 37 °C. A. triplinervis and EGCG (100 µM) were used as negative 
and positive controls, respectively. Vero cells were incubated on ice with viruses at a MOI of 500. Cells were 
rinsed with cold PBS, shited at 37 °C for 90 min and then ixed, permeabilised, processed for FISH using a 
probe speciic for viral RNA (red) and inally stained with NucBlue to visualize nuclei (blue). Green lines outline 
the cell membranes stained with A488-conjugated wheat germ agglutinin. Scale bars are 20 µm. he images 
shown are representative of three independent experiments. Bottom panels: quantiication of ZIKV ssRNA 
spots counted per cell (n ≥ 100).
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which is around 6–7 times less than in control cells (Fig. 3). hese results suggest that A. theiformis inhibits ZIKV 
penetration into Vero cells.

To further dissect which viral entry step was afected by A. theiformis extract, cell-attachment assays were 
performed with the African strain ZIKV-MR76622. Vero cells were incubated 1 hour at 4 °C with ZIKV particles 
at MOI of 1 in presence or in absence of A. theiformis extract and amounts of attached viruses were evaluated by 
RT-qPCR (Fig. S2). EGCG and A. triplinervis were used as positive and negative controls, respectively. A reduc-
tion of at least 95% of ZIKV attachment to the cell surface was observed with A. theiformis extract compared to 
untreated cells (Fig. S2).

To investigate the physical efects of A. theiformis on ZIKV morphology, negative staining electron micro-
scopic (EM) studies were performed with a highly concentrated preparation of the HD78 ZIKV strain. he virus 
was incubated with A. theiformis, EGCG, A. triplinervis or PBS at 37 °C for 1 hour prior to EM analysis cou-
pled to immunogold labelling of the viral E (Fig. 4). he diameter of the E-positive particles detected in the 
non-treated control fractions was around 40 to 50 nm (Fig. 4), which is in good agreement with the diameter 
of ZIKV particles25. he mock-treated virions were spherical. As expected from our previous results showing 
that A. triplinervis, had no antiviral efect on ZIKV infection (Fig. 1c), virions treated with A. triplinervis had a 
similar shape and diameter than non-treated control virions (Fig. 4). Incubation of the virus with either EGCG 
or A. theiformis deformed the viral shape (Fig. 4). Interestingly, EGCG or A. theiformis virions were less aggre-
gated than plant-extract free or A. triplinervis-treated ones (Fig. 4). Moreover, EGCG or A. theiformis virions 
appeared darker than control virions, likely due the enhanced permeation of the staining solution into the viral 
core. he darkening efect was more prominent in the presence of A. theiformis than EGCG. his suggests that 
the viral lipid membrane was highly damaged by A. theiformis treatment. Together, these results suggest that A. 
theiformis extracts interact with the viral membrane and that this interaction may deform the viral shape and thus 
afect viral binding to the cell membrane. hese EM data are thus in good agreement with our RT-qPCR analysis 
(Fig. S2).

A. theiformis exhibited antiviral effect against 4 DENV clinical isolates and an epidemic 
Brazilian ZIKV strain in human cells. We next wondered if A. theiformis exert antiviral activity against 
DENV another medically relevant lavivirus. he potential anti-DENV activity of A. theiformis was evaluated 
using clinical isolates representing the 4 diferent serotypes. Recombinant interferon (IFN)-α 2A, which are 
known to block DENV replication26 was used as positive control. To validate further the anti-ZIKV activities of 
A. theiformis, a clinical isolate of Zika virus (ZV BR 2015/15261) that was responsible for the 2016 epidemic in 
Brazil was also used in this experiment. A. theiformis (500 µg.mL−1) was pre-incubated with DENV or ZIKV for 
1 hour at 37 °C then the mixture was used to infect Huh7.5 cells. Ater 72 h, immunoluorescence assays using 
antibodies against the E protein were performed to identify infected cells. he number of E positive cells was 
evaluated using the Operetta High-Content Imaging System (PerkinElmer)27. A. theiformis extract showed potent 
antiviral activity against the four DENV serotypes tested (Fig. 5a). DENV-1, 2 and 3 were the more sensitive to 
A. theiformis than DENV-4, with a 70 to 80% reduction of E-positive cells (Fig. 5a). A. theiformis also showed a 
robust antiviral efect against the ZIKV Brazilian epidemic strain (Fig. 5a).

To establish a causal relationship between the reduced percentages of E-positive cells in the samples treated 
with A. theiformis extract and a loss of DENV and ZIKV-BR infectivity, the presence of infectious viral particles 
in the inoculum was titrated by foci-forming immunodetection assay. DENV and ZIKV-BR virions treated with 
non-cytotoxic concentration of A. theiformis extracts lost up to 3-log infectivity (Fig. 5b). Together, our results 
show that A. theiformis exhibits antiviral efect against 4 DENV clinical isolates and an epidemic Brazilian ZIKV 
strain in human cells.

Discussion
In the absence of efective antivirals or vaccines against ZIKV, this arbovirus has emerged as a serious health 
burden that afected millions of people in the past 2–3 years. he development of antiviral agents from synthetic 
sources requires signiicant amounts of efort for drug design and validation. he use of plants as sources of 
antiviral drugs to treat viral infections represents instead a more economical, simple and environmental-friendly 
way28,29. Chemical substances are classiied as virucidal agents if they are able to inactivate the extracellular viri-
ons, either by damaging the protein coat or penetrating the virion or by destroying the viral genome; hence, 
resulting in decreased infectivity of the virus30. We demonstrated here, using a panel of assays, that four strains of 
ZIKV exhibited decreased infectivity and thus viral replication ability when incubated with A. theiformis extract. 
herefore, A. theiformis extract is a suitable candidate for the development of Zika fever treatment. A. theiformis 
was also active against four DENV clinical strains.

Our FISH and RT-qPCR data demonstrated that A. theiformis potently inhibited ZIKV attachment to the host 
cell. Moreover, EM observations clearly showed that A. theiformis-treated ZIKV-virions difered in shape from 
plant-extract-free particles. In the presence of A. theiformis extract, ZIKV were also less prone to aggregation than 
plant-extract-free ones. Finally, A. theiformis treatment seemed to render viral particles more permeable to the 
EM staining solution. hese FISH and EM data showed that the active compounds present in A. theiformis acts 
on the virion itself, probably by binding viral E proteins and/or phosphatidylserine exposed at the surface of the 
virions. Since the anti-E antibodies 4G2 were able to bind A. theiformis-treated virions, the conformation of E 
was probably not afected by the treatment. We thus favour the hypothesis of a direct interaction between A. thei-
formis compounds and phosphatidylserine exposed at the surface of the virus. Such interactions might alter the 
conformation of phosphatidylserines, which in turn, could inhibit the docking of the virus to the host cell surface.

EGCG, which belongs to the lavonoid family, is a promising candidate for the development of a new class 
of broad-spectrum antiviral. It exerts its antiviral efects by inhibiting the entry into the host cell of a panel of 
unrelated RNA and DNA viruses, such as ZIKV, DENV, WNV, hepatitis C virus, inluenza virus, herpes simplex 
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virus (HSV) and hepatitis B virus24,31–34. EGCG induces physical damage to inluenza virus and HSV particles, 
which may result in the loss of their attachment capacity to the host-cell membrane33,34. Using ligand-docking and 
molecular dynamic simulations, an in silico study has predicted the presence of an EGCG binding site within the 
ZIKV E protein15. We proposed that A. theiformis extract acts through a similar mechanism than EGCG, probably 
via binding to the surface of the virions. Our low cytometry, FISH, RT-qPCR and titration experiments showed 
that A. theiformis extract was as potent as EGCG in inhibiting ZIKV infection.

A. theiformis, which is widely distributed across the Mascarene Islands, is currently the only known repre-
sentative of the Aphloiaceae family35. It is consumed as herb tea and is therefore safe for humans. It is believed 
to have a large number of medicinal properties16,36–38, including anti-inlammatory activities. Our phytochem-
ical analysis of A. theiformis extract using an ultra-high-performance liquid chromatography-diode array 

Figure 4. A. theiformis extract deforms ZIKV particles. ZIKV-HD78 was let untreated or was treated with A. 
theiformis extract for 15 min at 37 °C. A. triplinervis and EGCG (100 µM) were used as negative and positive 
controls, respectively. Samples were processed for immunogold labeling using anti-Env antibodies, negatively 
stained, and analysed by transmission electron microscopy. Scale bars are 50 nm. he images shown are 
representative of two independent experiments.
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detector-tandem mass spectrometry UHPLC-DAD-MS39 (Fig. S3) showed its richness in phenolic compounds, 
mainly C-glycosylated xanthones, such as mangiferin and lavonoids (Table S1). Phenolic compounds from plant 
extracts possess many beneicial properties; including antiviral activities24. Polyphenols such as delphinidin, bai-
calein and naringin are known to inhibit the early steps of WNV, ZIKV and DENV replication40–42. hus, it is 
likely that one or more of A. theiformis polyphenols are responsible for the anti-ZIKV and -DENV activities 
reported here. It would be of great interest to determine which components among the identiied polyphenols are 
responsible for the antiviral activity of A. theiformis or whether there is a synergetic efect of several compounds 
leading to anti-ZIKV activity. Isolation, characterization and chromatography-based puriication will be thus per-
formed in order to identify the active components from the crude extract. It would also be interesting to compare 
the phytochemical composition of A. theiformis extract with those of H. ambavilla and A. triplinervis to develop 
structure–activity relationship (SAR) studies. Such SAR studies would broaden our understanding of family of 
compounds that contribute to the antiviral action against medically-important pathogens such as ZIKV and other 
related mosquito-borne viruses.

In summary, we showed that A. theiformis extract exerts antiviral efect against historical and contemporary 
strains of ZIKV and four DENV serotypes in mammalian cells by impairing the attachment of the virions to 
the host cell membrane. A. theiformis, an indigenous plant from Reunion island, may thus represent a potential 
prophylactic agent targeting the entry of two medically relevant lavivirus and could thus be used to treat patients.

Figure 5. A. theiformis extract exerts antiviral efect against 4 DENV clinical isolates and an epidemic Brazilian 
ZIKV strain. Four DENV serotypes (DENV-1, 2, 3 and 4) and a Brazilian epidemic strain of ZIKV (ZV 
BR2015/15261) were incubated with A. theiformis extract for 1 h at 37 °C. (a) Huh7.5 cells were let uninfected 
or were infected with DENV at an MOI of 0.1 or with ZIKV at an MOI of 0.4 for 48 h. Recombinant IFN-α 2A 
(200 IU.mL−1) was added 2 h post infection and used as positive control. he percentage of E positive cells was 
evaluated using the Operetta High-Content Imaging System (PerkinElmer). Results are means ± SD of three 
independent experiments. (b) he residual infectivity of treated particles was titrated in C6/36 cells using a foci-
forming immunodetection assay. Data represent the means ± SD from three independent experiments. One-
way ANOVA and Dunnett’s test (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).
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Materials and Methods
Cell lines, virus strains and infection. Vero cells (ATCC, CCL-81) and human-derived Huh7.5 hepatoma 
cells (ATCC, PTA-8561TM; Manassas, Virginia, USA) were cultured in minimum essential medium (MEM: 
Gibco/Invitrogen, Carlsbad, CA) supplemented with 5% heat-inactivated foetal bovine serum (FBS), 2 mmol.L−1 
L-Glutamine, 1 mmol.L−1 sodium pyruvate, 100 U.mL−1 of penicillin, 0.1 mg.mL−1 of streptomycin and 0.5 µg.
mL−1 of fungizone (PAN Biotech) under a 5% CO2 atmosphere at 37 °C. C6/36 Aedes albopictus cells (ATCC 
CRL-1660, Manassas, Virginia, USA) were maintained at 27 °C in Leibovitz’s L-15 medium supplemented with 
10% heat-inactivated FBS, 1% P/S, 1% MEM Non-Essential Amino Acids Solution (Gibco) and 2% Tryptose 
Phosphate Browth (Gibco).

he clinical isolate PF-25013-18 of ZIKV (ZIKV-PF13) has been previously described23 and was ampliied 
on Vero cells. ZIKV-MR766 and GFP-expressing strain of ZIKV-MR766 (ZIKVGFP) are molecular clones of the 
historical strain MR766 of ZIKV22. Zika strain HD78788 was obtained from the Biological Resource Centre of 
Pasteur Institute and was grown on C6/36 cells. he clinical isolate of Zika virus (ZK BR 2015/15261) was iso-
lated from a patient with Zika fever from Northeast of Brazil in 2015 and was ampliied on C6/36 cells. DENV-1/
FGA/89 was isolated in 1989 from a South American patient sufering from DF (GenBank: AF226687). DENV-2/
ICC-265 was isolated from a DF patient in Brazil in 2009. DENV3/5532 was isolated in 2007 from a fatal case 
of dengue with visceral manifestations in a patient in Paraguay (GenBank: HG235027). DENV-4/TVP360 is a 
laboratory strain that was kindly provided by Dr. Ricardo Galler (Fundação Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil; 
GenBank: KU513442). DENV stocks were grown in C6/36 cells and titrated by foci-forming immunodetection 
assay.

Cells were infected with the diferent viruses at a multiplicity of infection of 1, unless stated otherwise.

Antibody. Anti-pan lavivirus E monoclonal antibody 4G2 coupled with Alexa Fluor 594 was purchased from 
RD Biotech.

Plant material. Fresh aerial parts of Aphloia theiformis, Hubertia ambavilla and Ayapana triplinervis were 
collected in Reunion Island in January 2016. he voucher specimens were deposited in the Herbarium of the 
University of Reunion Island.

Extraction of plant material. Fresh aerial parts of Aphloia theiformis, Hubertia ambavilla and Ayapana 
triplinervis were submitted to solvent-free microwave extraction. The extracts were recovered by gravity 
ater heating 500 g of plant material at 800 W for 20 min at atmospheric pressure using IDCO E200 extractor 
(IDCO SAS, Marseille, France). Ater iltration, aqueous phase was lyophilised using cryotec 20 K (Cryotec, 
Saint-Gély-du-Fesc, France) to produce a brown powder. he crude extracts were solubilised in sterile phosphate 
bufer saline (PBS) and stored at −80 °C until used for the antiviral assays.

MTT assay. Vero or Huh7.5 cells were cultured in 96-well culture plate at a density of 1 × 104 cells per well and 
treated with two fold dilutions of plant extracts ranging from 2000 µg.mL−1 to 30 µg.mL−1. Ater an incubation 
period of 72 h at 37 °C, cells were rinsed with PBS 1× and 120 µL of culture medium mixed with 5 mg.mL−1 MTT 
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5- diphenyltetrazolium bromide) solution was added. Incubation was extended 
for 2 h, then MTT medium was removed and the formazan crystals were solubilised with 100 µL of Dimethyl 
sulfoxide (DMSO). Absorbance was measured at 570 nm with a background subtraction at 690 nm.

Flow cytometry assay. Cells were ixed with 3.7% paraformaldehyde (PFA) for 20 min, washed twice with 
PBS and then submitted to a low cytometric analysis using FACScan low cytometer (Becton Dickinson). Results 
were analysed using the Flowjo sotware.

Cell cycle analysis. Vero cells were seeded at 2 × 105 cells/well in glass bottom 6-well plates. Cell cycle dis-
tribution was determined by low cytometry43. Cells were trypsinised and ixed in 70% ethanol at −20 °C for at 
least 2 h. Cells were re-suspended in PBS containing 40 µg.mL−1 propidium iodide and 100 µg.mL−1 RNase A. 
Ater incubation for 1 h at 37 °C cells were characterised. Data were acquired using the CytExpert sotware for 
CytoFLEX (Beckman Coulter). For each experiment, 104 cells were analysed.

Immunoluorescence assay. Cells grown on coverslips were ixed with 3.7% of PFA at room temperature 
(RT) for 10 min. Fixed cells were permeabilised with Triton X-100 (0.15%) in PBS for 4 min and stained using the 
mouse anti-pan lavivirus envelope E protein mAb 4G2 (1:1,000 dilution). Nucleus was stained with DAPI. he 
coverslips were mounted with Vectashield (Vector Labs), and luorescence was observed using a Nikon Eclipse 
E2000-U microscope. Images were captured and processed using a Hamamatsu ORCA-ER camera and the imag-
ing sotware NIS-Element AR (Nikon).

Plaque-forming assay. Virus infectious titre was quantiied using plaque forming unit assay. Vero cells 
were seeded in 48-well culture plates at a density of 3 × 104 cells per well and incubated overnight at 37 °C to 
produce conluent monolayers. Ten-fold serial dilutions of supernatant were prepared in duplicate in culture 
medium and 0.1 mL of each dilution was added to the cells. Plates were incubated for 2 h at 37 °C, then 0.2 mL of 
culture medium supplemented with 5% foetal bovine serum (FBS) and 0.8% carboxymethylcellulose sodium salt 
(Sigma-Aldrich, France) were added, followed by a 4 days incubation at 37 °C. hen, media were removed and 
cells were ixed (PFA, 3.7%) and stained with 0.5% crystal violet (Sigma-Aldrich, France) diluted in 20% ethanol. 
Plaques were counted and expressed as plaque-forming unit per mL (PFU.mL−1).
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Foci-forming immunodetection assay. Foci-forming immunodetection assay in C6/36 cells was per-
formed by seeding 1 × 105 cells in 24 well plates and incubated overnight at 37 °C. Ten-fold serial dilutions of 
supernatant were prepared in duplicate in culture medium and 0.4 mL of each dilution was added to cells. Ater 
1 h 30 min, the inoculum was removed and a CMC overlay media (L-15 supplemented with 10% FBS, 0.52% 
tryptose, 50 mg.mL−1 gentamicin, 1.6% carboxymethylcellulose) was added. he immunostaining was performed 
ater seven days using the mouse monoclonal antibody 4G2 followed by goat-antimouse immunoglobulin con-
jugated to alkaline phosphatase (Promega, Madison, WI, USA), which was detected by adding a solution of NBT 
(nitroblue tetrazolium chloride) and BCIP (5- bromo-4-chloro-39-indolyphosphate p-toluidine salt) (Promega, 
Madison, WI, USA) as a substrate. Foci were counted and expressed as FFU.mL−1.

Virus inactivation assay. Plant extracts were mixed with ZIKVGFP (5 × 106 PFU.mL−1) and then incubated 
at 37 °C for 1 h. he mixture was then diluted 50-fold (inal virus concentration, 105 PFU/well) with MEM, and 
the virus innocula subsequently added to monolayer of Vero cells seeded in 6-well plates. As control, ZIKVGFP 
was mixed with plant extracts, immediately to 50-fold diluted (no incubation period), and added to Vero cells 
for infection. Ater 2 h of adsorption at 37 °C, the diluted inocula were discarded, and the cells were washed twice 
with PBS. he cells were further incubated with fresh medium at 37 °C for 24 h before being subjected to low 
cytometry as above described.

Negative and immunogold staining of ZIKV particles. Clariied supernatants of HD78-infeted C6/36 
cells were incubated for 10 min with plant extracts at RT (A. triplinervis and A. theiformis at a inal concentration 
of 500 µg.mL−1, EGCG at a inal concentration of 50 µM). he preparations were iltered through a 0.45 µM ilter, 
absorbed into a formvar/carbon coated negatively discharged EM grids for 10 min at RT and then ixed for 20 min 
in PFA 4%. Samples were quenched with 50 mM NH4Cl, blocked in PBS with 1% BSA and immunolabeled with 
anti-Env MAb for 20 min in PBS with 1% BSA followed by protein A-gold (10 nm) treatment for 15 min. Finally, 
samples were ixed with 2.5% Glutaraldehyde in 1X Sodium Cacodylate bufer, stained for 1 min with 2% aqueous 
uranyl acetate, washed for three times with ultrapure water and dried for 30 min. Images were recorded with 
TECNAI SPIRIT 120Kv equipped with a bottom-mounted EAGLE 4Kx4K camera.

Quantiication of the number of infected cells by luorescence In Situ Hybridization (FISH) 
and confocal analysis. Vero cells were seeded at 0.5 × 104 cells/well in glass bottom 96-well plates 
(Eppendorf) and infected with ZKV-PF13 or MR766 strains at MOI of 1 for 24 h. Alternatively, ZIKV strains 
were pre-incubated for 1 h at 37 °C with plant extracts in DMEM before infection (A. triplinervis and A. theiformis 
at a inal concentration of 500 µg.mL−1, EGCG at a inal concentration of 50 µM). Ater ixation with 4% PFA for 
30 min at RT, cells were stained with wheat germ agglutinin (WGA) 488 conjugate (hermo Fisher) in PBS-BSA 
0.5% over night at 4 °C. Ater immunostaining, ZIKV plus strand RNA from both strains was detected following 
the manufacturer’s protocol (ViewRNA ISH Cells Assays) using probe sets designed by Afymetrix. Alexa-Fluor 
546-conjugated ZIKV probe set recognizes a region between nt position 2 and 1144 of the ZIKV genome. Nuclei 
were stained with NucBlue (hermo Fisher Scientiic) for 15 min at RT. Images were acquired with a Zeiss LSM 
700 laser scanning confocal microscope equipped with a X63 objective. Images were processed with Zen2 (blue 
edition) sotware and analysed with the ICY sotware (icy.bioimageanalysis.org) using the Spot Detector plugin.

Virus binding assay. Virus binding assay was performed as previously described22. Briely, Vero cells were 
seeded at 2 × 105 cells/well in 6-well plates. Cell monolayers were washed in cold PBS and cooled at 4 °C at 
least 30 min in presence of cold MEM supplemented with 5% FBS. Pre-chilled cells were incubated at 4 °C with 
MR766-ZIKV at MOI of 1 with or without of A. theiformis extract. Ater 1 h of incubation, the virus input was 
removed and the cell monolayers were washed with cold MEM supplemented with 2% FBS. Samples were then 
subjected to RT-qPCR.

RT-qPCR. Total RNA including genomic viral RNA was extracted from cells with RNeasy kit (Qiagen) and 
reverse transcribed using E reverse primer and M-MLV reverse transcriptase (Life Technologies) at 42 °C for 
50 min. Quantitative PCR was performed on a CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). Briely, 
cDNA were ampliied using 0.2 µM of each primer and 1× GoTaq Master Mix (Promega). For each single-well 
ampliication reaction, a threshold cycle (Ct) was calculated using the CFX96 program (Bio-Rad) in the exponen-
tial phase of ampliication. Relative changes in gene expression were determined using the ∆∆Ct method and 
reported relative to the control. he primers used in this study were previously reported in22. A synthetic gene 
coding for nucleotides 954 to 1306 of the MR766 strain (GenBank: LC002520) cloned in the pUC57 plasmid was 
used as template to generate a standard curve, which then served to make absolute quantitation of bound viruses.

Virus entry assay. Vero cells were seeded at 1.2 × 104 cells/well in glass bottom 96-well plates (Eppendorf) 
and infected with ZIKV HD78 or MR766 strains at MOI of 500 for 1 h at 4 °C. Alternatively, ZIKV strains were 
pre-incubated for 1 h at 37 °C with plant extracts in DMEM before infection (A. triplinervis and A. theiformis at a 
inal concentration of 500 µg.mL−1, EGCG at a inal concentration of 50 µM). Cells were then shited at 37 °C for 
90 min and ixed with 4% PFA for 30 min at RT. FISH assays were performed as indicated above.

Statistical analysis. Comparison between diferent concentrations was done by a one-way ANOVA test. 
All values were expressed as mean ± SD of at least three independent experiments. All statistical tests were done 
using the sotware Graph-Pad Prism version 6.0. Values of p < 0.05 were considered statistically signiicant for 
a Dunnett’s multiple comparisons test. Degrees of signiicance are indicated on the igure as follow: *p < 0.05; 
**p < 0.01; ***p < 0.001, ****p < 0.0001, ns = not signiicant.
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