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Résumé

L’¢étude des maladies a transmission vectorielle représente un intérét majeur pour la Caraibe
en raison de la présence en fortes densités du moustique Aedes aegypti, principal vecteur
d’arbovirus. La Martinique et la Caraibe sont, depuis des décennies, soumises a de régulieres
épidémies de dengue. L’arrivée et 1’installation successives de deux nouveaux arbovirus, celui
du chikungunya (CHIKV) en 2013, et celui du Zika (ZIKV) en 2015, a de nouveau mis en
lumicre 1I’importance de I’étude des maladies a transmission vectorielle et réveillé la crainte
de I’émergence d’un autre arbovirus dans les iles, le virus de la fievre jaune (YFV). Originaire
d’Afrique, le YFV fut transporté dans le nouveau monde lors de la traite des esclaves (15°™ -
19°™ sigcle) et causa des épidémies dévastatrices, principalement dans les agglomérations
urbaines. Aprées plus de deux siecles d’épidémies, la fievre jaune ne sévit plus dans les iles de
la Caraibe, et ceci, suite au programme d’éradication du vecteur Ae. aegypti initié au début du
20°™ siécle. La Caraibe semble depuis épargnée par le virus, en dépit de I’omniprésence du
moustique vecteur Ae. aegypti dans les iles (suite a 1’assouplissement des programmes de
contréle) et de la présence du virus dans les foréts tropicales d’Amérique du Sud et de
Trinidad au sein d’un cycle enzootique. Le YFV appartient a la famille des Flaviviridae et au
genre Flavivirus, comme les virus de la dengue (DENV) et du Zika. Le YFV est présent en
Afrique sub-saharienne et en Amérique du Sud (7 génotypes de YFV décrits : 2 en Amérique
et 5 en Afrique). Les récentes épidémies de fievre jaune en Angola en 2016 et plus largement,
en Afrique de 1’Ouest ainsi que celles du Brésil en 2017 et 2018 indiquent des changements
dans la distribution actuelle de la maladie dans les régions tropicales et subtropicales
d’Amérique du Sud et d’Afrique. Des voyageurs infectés assurant des introductions multiples
dans les iles font craindre la survenue d’une épidémie initiée par un cas importé. A I'heure ou
les échanges de voyageurs et marchandises s'intensifient, un risque d’introduction du YFV
dans la Caraibe n’est donc pas a exclure. Dans une optique de prévention et d’évaluation de ce
risque, 1’objectif de ce projet de thése est d’évaluer le risque d’émergence de la fiévre jaune a
la Martinique et dans la Caraibe ou la population humaine est immunologiquement naive pour
ce virus et exposée au vecteur. Nos résultats montrent que les populations de moustiques de la
Caraibe et d’ Amérique infectés par différents génotypes de YFV, sont capables de transmettre
les 5 YFV avec des charges virales dans la salive du moustique pouvant atteindre plus de
2000 particules virales. Néanmoins, les glandes salivaires jouent un réle prépondérant de frein
a la transmission, un rdle plus important que I’intestin moyen. Nous avons également mis en
évidence une corrélation entre la charge virale contenue dans I’intestin moyen ou la carcasse
du moustique et son statut infectieux ; le franchissement de chaque barriere anatomique
(intestin moyen et glandes salivaires) nécessite une charge virale élevée détectée dans le
compartiment précédent. En examinant la diversité virale dans les différents compartiments
du moustique, nous avons pu mettre en évidence des variants viraux présents dans 1’intestin
moyen et la carcasse mais absents du repas infectieux. Enfin, nous avons démontré qu’Aedes
albopictus était compétent a transmettre les 5 YFV, pouvant ainsi jouer le role de vecteur
secondaire. Au regard de ces résultats, nous pouvons conclure que le risque de réémergence et
de propagation du YFV dans la Caraibe est réel et que ce risque dépend de la combinaison
virus/moustique. Ces données pourront étre une base pour 1’élaboration d’une cartographie de
la compétence vectorielle des moustiques, de protocoles de surveillance, de lutte
antivectorielle, et de conception de plans d’actions d’urgence.

Mots clés : fiévre jaune, Caraibe, Aedes aegypti, Aedes albopictus, compétence vectorielle,
diversité virale, émergence/réémergence.






Abstract

Studying vector-borne diseases is of major interest for the Caribbean due to the presence of
high densities of Aedes aegypti mosquito, the main vector of arboviruses. Martinique and the
Caribbean have been subjected to repeated dengue epidemics for decades. The arrival and
successive establishment of two new arboviruses, chikungunya (CHIKV) in 2013, and Zika
(ZIKV) in 2015, has once again highlighted the importance of investigating vector-borne
diseases and raised fears of the emergence of another arbovirus in the region, yellow fever
virus (YFV). Native to Africa, YFV was transported to the new world during the slave trade
(15™ - 19" century) and caused devastating epidemics, mainly in urban agglomerations. After
more than two centuries of epidemics, yellow fever no longer rages in the Caribbean islands,
and this was a consequence of the eradication program of the vector Ae. aegypti initiated at
the beginning of the 20™ century. The Caribbean seems to be spared by the virus since then,
despite the omnipresence of Ae. aegypti in the islands (following the relaxation of control
programs) and the presence of the virus in the tropical forests of South America and Trinidad
circulating within an enzootic cycle. YFV belongs to the family Flaviviridae and genus
Flavivirus, like DENV (dengue virus) and ZIKV. YFV is present in sub-Saharan Africa and
South America (7 YFV genotypes described: 2 in America and 5 in Africa). The recent
yellow fever epidemics in Angola in 2016 and more widely, in West Africa as well as those in
Brazil in 2017 and 2018 indicate changes in the current distribution of the disease in tropical
and subtropical regions of South America and Africa. Infected travelers ensuring multiple
introductions into the islands raise fears of the occurrence of an epidemic initiated by an
imported case. At a time when exchanges of travelers and goods are intensifying, the risk of
introducing YFV into the Caribbean cannot be ruled out, as was the case for CHIKV and
ZIKV. With a view to prevention and risk assessment, the objective of this project is to assess
the risk of emergence of yellow fever in Martinique and in the Caribbean where the human
population is immunologically naive for this virus and exposed to the vector. Our results show
that mosquito populations from the Caribbean and America infected with different YFV
genotypes are able to transmit the 5 YFVs with viral loads in mosquito saliva that can reach
more than 2000 viral particles. Nevertheless, the salivary glands play a major role in braking
transmission, a more important role than the midgut. We have also demonstrated a correlation
between the viral load contained in the midgut or the mosquito carcass and the infectious
status of the mosquito; crossing each anatomical barrier (midgut and salivary glands) requires
a high viral load detected in the previous compartment. By examining the viral diversity in the
different compartments of the mosquito, we were able to highlight viral variants present in the
midgut and the carcass but absent in the infectious meal. Finally, we demonstrated that Aedes
albopictus was competent to transmit the 5 YFVs, thus being able to act as a secondary
vector. In view of these results, we can conclude that the risk of re-emergence and spread of
YFV in the Caribbean is real and this risk depends on the virus/mosquito combination. These
data could be a basis for the development of a map of mosquito vector competence, protocols
for surveillance, vector control, and the design of emergency action plans.

Key words: yellow fever, Caribbean, Aedes aegypti, Aedes albopictus, vector competence,
viral diversity, emergence/reemergence.
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Introduction générale

Les hommes et les maladies infectieuses coexistent depuis des milliers d’années. En
effet, avec I’apparition de 1’agriculture et la domestication des animaux, de nouveaux agents
infectieux ont fait leur apparition au sein de groupes de populations, engendrant ainsi des
épidémies meurtrieres parfois dévastatrices pouvant méme influencer le cours de I’histoire.
Depuis I’antiquité et I’Egypte ancienne, les manifestations de ces maladies infectieuses ont été
décrites et méme si les propriétés contagieuses de ces dernieres sont rapidement admises, leur
origine et mode de transmission demeuraient un mystére. Ce n’est qu’a partir du milieu du
19°™ siecle qu’apparurent la « théorie du germe » défendu par Louis Pasteur et le « postulat
de Koch » émis par Robert Koch, permettant d’établir un lien de cause a effet entre une
maladie infectieuse et un microorganisme. C’est en 1898 que fit employ¢ pour la premiére
fois le mot « virus » dans le sens actuel du terme, par Martinus Willem Beijerinck quand il
émit la notion de « contagium vivum fluidium » (la contagion vit dans les fluides) suite aux
travaux menés en collaboration avec Mayer et lvanovsky sur la maladie de la mosaique du
tabac en montrant ainsi le caractere filtrable des agents infectieux et leur capacité a étre
transmis (4). Au méme moment, les travaux menés sur la maladie pied-main-bouche par
Friedrich Loffler et Paul Frosch démontrérent que 1’agent infectieux filtrable est une particule
solide de petite taille, une découverte qui a signé la naissance de la virologie (5) ; (6). Il existe
actuellement plus de 2800 especes de virus connu dans le monde, et bien d’autres encore a
découvrir. On estime que ces derniers sont les entités biologiques les plus répandues sur la
planéte avec 10*° virions, un nombre bien supérieur au nombre de grains de sable présent sur
Terre combiné au nombre d’étoiles estimé dans I’univers. L’histoire des maladies infectieuses
transmises par les arthropodes vecteurs débute en 1878 quand Patrick Manson fut le premier a
proposer le role d’un insecte vecteur dans la transmission de 1’agent responsable de la
filariose, la filaire Wuchereria bancrofti apres observation du développement du nématode
dans le moustique Culex quinquefasciatus gorgé sur un malade atteint de cette maladie (7);
(8). Par la suite, le role du moustique Aedes aegypti dans la transmission de I’agent infectieux
causant la fievre jaune fut proposée en 1881 par le scientifique cubain Carlos Finlay et
confirmé en 1900 par le médecin américain Walter Reed (7) ; (8). Ces découvertes furent a
I’origine de I’arbovirologie, une discipline ayant pour but 1’étude d’un nouveau groupe de
virus, les arbovirus (de 1’anglais arthropod borne virus), qui ont la particularité d’étre

transmis par des vecteurs arthropodes.
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Ce groupe de virus transmis lors d’un cycle de transmission complexe faisant
intervenir trois acteurs, le vecteur (arthropode), I’hdte vertébré (mammifére, oiseaux...) et
I’agent pathogéne (arbovirus), est responsable d’un groupe spécifique de maladies, les
arboviroses. Sur le plan médical, les maladies a transmission vectorielle figurent parmi les
principales causes de morbidité et de mortalité chez I'hnomme liées aux maladies infectieuses.
Elles représentent ainsi plus de 17% des maladies infectieuses dans le monde, avec des
millions de cas et des milliers de morts (~ un million) chaque année (9); (10); (11),
demeurant ainsi un probléme de santé publique majeur. Parmi les plus importantes, figurent la
dengue (12) ; (13), le chikungunya (14); (15) ; (16), le Zika (17) ; (18) et la fiévre jaune (19)
transmis principalement par les moustiques vecteurs Ae. aegypti et Aedes albopictus. Au
cours de ces derniéres années, 1’intensification des transports intercontinentaux, la croissance
démographique et les changements de mode de vie, ainsi que les perturbations des
écosystemes ont favorisé I’émergence et la réémergence des arbovirus. Ainsi, les virus de la
dengue (DENV), du chikungunya (CHIKV), du Zika (ZIKV), de la fiévre jaune (YFV) et
leurs principaux vecteurs ont vu leur incidence et leur aire de distribution augmentées et

occupent aujourd’hui des zones jusqu’ici indemnes pour certains de ces arbovirus.

Dans la Caraibe et en Amérique, le premier signalement d’arboviroses remonte au
17°™ siécle durant la traite des esclaves avec larrivée du premier arbovirus émergeant
rapporté, le YFV et le premier moustique vecteur Ae. aegypti (20). Ce virus cause la fiévre
jaune, une fiévre hémorragique mortelle. Apres des siecles d’épidémies urbaines dévastatrices
entre le 17°™ et le 20°™ siécle, la fidvre jaune n’est plus présente dans la Caraibe dans les
agglomérations urbaines (cycle épidémique urbain). Toutefois, ce virus subsiste dans un cycle
enzootique dans les foréts tropicales de Trinidad et d’Amérique du Sud ou il est maintenu
entre les moustiques vecteurs selvatiques et les primates non humains. Aujourd’hui, les
principaux arbovirus d’intérét médical retrouvés dans la zone caribéenne sont le DENV, qui
cause chaque année des épidémies plus ou moins intenses (21); a titre d’exemple, la
Martinique a subi sept grandes épidémies durant les 20 derniéres années, dont celle de 2010
qui fut particulierement intense avec 40 000 cas et 18 morts (22). Le CHIKV, arrivé en 2013
dans la zone Ameéricano-Caribéenne, fut la cause d’une large épidémie entre 2013 et 2015
causant plus d’un million et demi de cas dont plus de 72 000 cas et 83 morts en Martinique
(23). Le ZIKV a émergé en Amérique et a la Caraibe en 2015 entrainant ainsi une épidémie
sans précédent qui toucha des centaines de milliers de personnes dont plus de 36 000 en
Martinique (24).
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Le YFV ayant le méme moustique vecteur que le DENV, le CHIKV et le ZIKV, la
question de la réémergence de ce virus au sein des fles de la Caraibe reste trés pertinente. En
effet, la présence en abondance du moustique Ae. aegypti, I’arrivée d’Ae. albopictus dans la
région et les conditions climatiques de la région tropicale favorable au développement du
vecteur toute I’année ainsi que la présence d’une population immunologiquement naive pour
le YFV, créent des conditions propices a la réémergence de ce virus dans la Caraibe. En effet,
aprés les deux épidémies majeures que connut I’Amérique du Sud entre 2016 et 2018,
frappant des zones encore vierges pour le virus a I’Est (25), ainsi que la grande épidémie qui
sévit en Afrique en 2016 occasionnant des cas importés en Chine (26), les autorités de santé
publique restent en alerte concernant une introduction du YFV via des cas importés en
provenance des zones endémiques. Bien qu’un vaccin contre la fiévre jaune soit disponible, la
couverture vaccinale reste encore faible. De ce fait, le risque d’introduction dans la zone
caribéenne demeure élevé. La compétence vectorielle des moustiques constitue donc un
parameétre important dans I’évaluation du risque d’émergence, qui varie en fonction du couple
virus /moustique considéré. Dans la Caraibe, trés peu de données de compétence vectorielle
sont disponibles en raison des restrictions de manipulation liées au YFV dans la zone

caribéenne (27). Ces études peuvent néanmoins étre menées en Amérique du Sud (28) ; (29).
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Arbovirus et transmission vectorielle

Ce chapitre présente la complexité de I’interaction
tripartie existant entre [’hote vecteur, 1’agent
pathogene et I’hote vertébre.

Dans ce chapitre, sont repris les généralités sur les
arbovirus, les facteurs impliqués dans 1’émergence et
I’expansion. Enfin, la derniére partie est consacrée a
un des concepts clés de I’entomologie médicale, la
transmission vectorielle, les facteurs impliqués dans
sa modulation et les méthodes de mesures utilisées
pour son estimation.
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Chapitre 1 : Arbovirus et transmission vectorielle

1.1. Les arbovirus

1.1.1. Généralités, définitions et classification

Le terme arbovirus désigne un groupe de virus transmis par les arthropodes vecteurs
hématophages tels que les tiques, les phlébotomes, les culicoides et les moustiques a des hotes
vertébrés sensibles. Ces virus sont capables de se multiplier a la fois dans les cellules
d’insectes et dans les cellules de vertébrés et se transmettent au cours d’un cycle de
transmission plus ou moins complexe faisant intervenir trois acteurs: un vecteur, un hote
vertébré et un virus. On recense actuellement environ 534 arbovirus dans le monde dont
environ 150 pouvant étre pathogeénes pour I’homme (30). Ces virus appartiennent a des
groupes taxonomiques trés divers se différenciant par leur structure, la composition de leur
génome et la stratégie de réplication du génome viral. A 1’exception de certains d’entre eux,
les arbovirus appartiennent a huit familles virales: Flaviviridae (genre Flavivirus),
Togaviridae (genre Alphavirus), Nairoviridae (genre Orthonairovirus), Rhabdoviridae (genre
Vesiculovirus), Phenuiviridae (genre Phlebovirus), Reoviridae (genre Orbivirus et Coltivirus),
Peribunyaviridae (genre Orthobunyavirus) et Asfarviridae (genre Asfivirus) (Figure 1). La
majorité des arbovirus possede un génome constitué d’une molécule d’ARN (de polarité
positive ou négative, segmenté ou non, simple brin ou double brin) a I’exception du virus du
genre Asfivirus responsable de la peste porcine africaine possédant une molécule d’ADN
double brin.

Les arbovirus constituent un réel probléme de santé publique avec des conséquences socio-
économiques majeures. Les plus importants en entomologie médicale sont ceux qui infectent
I’homme. Les infections par arbovirus (arboviroses) possédent un large éventail de
symptomes allant de I’infection asymptomatique a des infections séveéres, voire mortelles. Ces
arboviroses sont généralement asymptomatiques et bénignes, mais peuvent évoluer et causer
trois types de syndromes caractéristiques: (i) les maladies fébriles systémiques ou syndrome «
dengue-like », (ii) les fievres hémorragiques, et (iii) les maladies neurologiques invasives
comme les méningo-encéphalites (30). Les arbovirus pathogenes pour I’homme appartiennent
principalement a quatre familles virales: (i) les Flaviviridae, la plus grande famille
comprenant les virus de la dengue (DENV), du Nil Occidental (WNV), du Zika (ZIKV), de la
fievre jaune (YFV), de I'encéphalite japonaise (JEV) et de I'encéphalite a tiques (TBEV), (ii)
les Togaviridae comprenant les virus du chikungunya (CHIKV), Mayaro (MAYYV), Sindbis
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(SINV) et O’nyong-nyong (ONNV), (iii) les Nairoviridae (virus de la fievre hemorragique de

Crimée Congo ; CCHFV), et (iv) les Phenuiviridae (virus de la Vallée du Rift ; RVFV).

Arbovirus

~

ARN simple brin de polarité
positive

J/

e

ARN simple brin de polarité
négative

* Togaviridae

Virus du chikungunya
Virus Mayaro

Virus Sinbis

Virus O’'nyong nyong
(vecteurs principaux: Haemagogus,
Aedes, Anophele)

* Flaviviridae

Virus de la Fievre jaune

Virus de la dengue

Virusdu Zika

Virus du Nil occidental

Virus de I'encéphalite japonaise

\

* Rhabdoviridae
Virus de la stomatite vésiculaire
(Vecteurs principaux : Phiébotomes)

* Peribunyaviridae
Virus de la Crosse
(Vecteurs principaux : Aedes)

* Phenuiviridae
Virus de la vallée du Rift
(Vecteurs principaux : Aedes et Culex)

* Nairoviridae
Virus de la fevre hémorragique de

ADN double brin

Ve
—

* Asfivirus
Virus de la peste porcine africaine
(vecteurs principaux : Tiques)

(vecteurs principaux: Haemagogus, Crimée-Congo
Aedes, Culex) / (Vecteurs principaux : Tiques) /

Figure 1: Les arbovirus appartenant & huit familles virales. Les virus les plus connus sont indiqués pour
chaque famille de virus, les principaux vecteurs sont indiqués entre parentheses. Il est important de noter

que tous les virus de ces familles ne sont pas des arbovirus.

1.1.2. Distribution mondiale des arbovirus

Les arbovirus sont présents sur les cing continents, principalement en zones tropicales et
subtropicales. Ce climat leur permet une transmission par les vecteurs présents pratiquement
toute I’année (31). Cependant, depuis ces 40 derniéres années, ’aire de répartition des
arbovirus tend a changer et a s’étendre aux zones tempérées telles que I’Europe ou dans des
zones jusqu’ici indemnes pour certains arbovirus (Figure 2). On peut citer par exemple le
CHIKYV qui a émergé en 2004 dans 1’Océan Indien et s’est propagé vers 1’Europe (Italie en
2007 (32) ; (33) et en France en 2010 (34), la Caraibe et les Amériques en 2013 (35). De
méme, le ZIKV a émergé dans le Pacifique en 2007 et s’est disséminé dans le Pacifique
(2013) puis en Amérique et dans la Caraibe (2015) (36).
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Figure 2 : Récentes émergences d’arbovirus dans le monde (tiré de (37))

1.2. Mécanismes a I’origine de la diversité virale

1.2.1. Mutations

Les virus possédent un genome fortement modulable et sont dotés d’une capacité adaptative
tres impressionnante, leur permettant d’évoluer rapidement et ainsi de s’adapter aux rapides
changements de I’environnement. L’un des mécanismes, source de diversité virale, est le
processus de mutations ponctuelles (insertion, délétion ou substitution). Chez les virus a ARN
dont les arbovirus, le taux de mutation est tres éleve. En effet, contrairement aux ADN
polymérases, les ARN polymérases virales sont des enzymes qui ne présentent pas d’activités
correctrices exonucléases 5= 3’ (proof reading) et générent un taux d’erreur de 1’ordre de 10°
#4107 par cycle de réplication. Aussi lors de la phase d’élongation, elles générent entre 10
000 & 100 000 fois plus de mutations que les ADN polymérases (une mutation tous les 108
10™ nucléotides synthétisés) Ainsi, pour un génome de 10 kb, une erreur est introduite &
chaque génome synthétisé pour un taux de mutation de 10™. (38). L’accumulation de toutes
ces mutations couplées a une réplication rapide du génome viral permet de générer un pool de
variants viraux au sein d’un hote, les quasi-espéces. Ces quasi-espéces virales genérées sont
apparentées et organisées autour d’un génome consensus selon un processus d’équilibre entre

mutation et sélection naturelle (Figure 3). L’ensemble de ces quasi-espéces virales
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interagissent afin de s’adapter aux différentes pressions de sélection exercées par
I’environnement. Ainsi, certaines mutations bénéfiques pourront étre conservées par sélection
et deviendront majoritaires alors que d’autres plutot délétéres ou neutres seront éliminées ou
exprimées a bas bruit (39) ; (40).

;«['

ko

5.3
—] G — ~— Quasi-espece
b
o
ST Geénome consensus

—  Séquence majoritaire

Figure 3 : Schéma représentant une quasi-espéce virale. Chaque ligne correspond a un génome viral qui
posséde sa propre séquence virale présente au sein d’'un méme hote et n’affecte pas le génome consensus.
Le génome consensus n’est pas obligatoirement présent au sein de la population. La séquence majoritaire

correspond a la séquence de variants viraux la plus retrouvée parmi les virus séquencés.

1.2.2. Transferts de matériel génétique

Le transfert de génes est une autre source de diversité génétique ; elle peut se produire selon

deux processus, le réassortiment ou la recombinaison de genes.

Le processus de réassortiment est observé lors d’échanges de segments de génomes entre
deux virus de méme espece virale ou génétiquement proches lors de la co-infection de la
méme cellule. Ce processus s’adresse aux virus segmentés (41) : le virus Influenza (42) ; (43),
et les arbovirus tels que le virus de la fievre de la Vallée du Rift (44) ou le virus de la fievre
catarrhale ovine (BTV) (45).

Le processus de recombinaison virale intervient lors de la phase d’élongation du génome
viral. Les polymérases virales étant faiblement processives permettront la formation de
génomes viraux recombinants ou mosaiques au sein d’une méme espece virale (HIV-1 ; (46)).
Ce processus permet également 1’échange de fragments de matériel génétique par

recombinaison homologue entre deux virus d’une méme espéce lors de la co-infection d’une
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méme cellule ; I’exemple type pour les arbovirus est le virus de 1’encéphalite équine de
I’Ouest (WEEV) qui est le résultat de la recombinaison de deux virus proches, le virus de
I’encéphalite équine de I’Est (EEEV) et le virus Sindbis (SINV) (47).

1.2.3. Dérive génétique

La dérive génétique est un mécanisme de I’évolution causé par des événements liés au hasard.
Ce processus résulte du sous échantillonnage d’une population et a lieu lorsque la taille de la
population diminue de maniere drastique ; on parle de goulot d’étranglement génétique
(genetic bottleneck). Cette sous-représentation de la population qui a perdu en diversité
génétique est capable de coloniser un nouvel environnement. Ce phénomene est souvent
observé chez les virus lors du passage chez un nouvel héte ou dans un nouvel organe (48).
Chez les arbovirus, ce phénomeéne est observé lors du passage du virus de son héte vertébré a
son hote invertébré. En effet, le virus va subir un épisode de goulot d’étranglement aprés
chaque changement d’hotes entrainant une sélection purificatrice ou seule une fraction de la
population virale apte a se répliquer dans I’hote suivant sera en mesure de passer ce goulot
d’étranglement et de se multiplier dans ce nouvel héte. Ce mécanisme limite grandement
I’évolution des arbovirus qui doivent étre en mesure de se répliquer dans deux hotes
phylogénétiqguement trés éloignés. Ceci impose un compromis adaptif et la sélection de
mutants apte a se répliquer aprés chaque changement d’hoétes (49). Ce phénomene de goulot
d’étranglement génétique est également observé lors du passage des différentes barrieres
anatomiques dans le vecteur, permettant le passage d’une petite fraction de variants aptes a se

répliquer dans les nouveaux tissus, renouvelant ainsi la diversité génétique (39) ; (50).

1.3. Transmission vectorielle

1.3.1. Généralités sur les vecteurs

Les arbovirus sont transmis par une variété d’arthropodes vecteurs au sein de différents cycles
de transmission. Parmi les arthropodes vecteurs, on distingue les moustiques, les culicoides,
les tiques, les phlébotomes ou encore les simulies. Dans la suite de ce manuscrit, ne seront
considérés que les moustiques, les vecteurs majeurs d’arbovirus affectant la santé humaine.

Les moustiques sont retrouvés principalement dans les zones tropicales et subtropicales du
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globe ou ils bénéficient d’un climat propice a leur développement et peuvent également étre

présents dans les régions tempérées.

1.3.2. Cycles de transmission et concept d’émergence

1.3.2.1. Cycles de transmission

Par définition, les arbovirus sont transmis biologiquement par les vecteurs, ces derniers
devant se répliquer dans l'arthropode vecteur avant d'étre transmis, par opposition a la
transmission mécanique qui se fait via la contamination des piéces buccales (sans réplication
dans le vecteur). On dénombre trois types de transmission des arbovirus : la transmission

horizontale, la transmission verticale et la transmission vénérienne.

Le principal cycle de transmission permettant la propagation des arbovirus est la
transmission horizontale (Figure 4). Elle permet le maintien du virus en circulation dans la
nature. Elle fait intervenir trois partenaires: le vecteur, ’hote vertébré et le virus. Les
arbovirus sont a quelques exceptions prées des agents zoonotiques qui se maintiennent dans la
nature au sein d’un cycle selvatique entre des moustiques zoophiles et des animaux réservoirs
majoritairement des mammiféres (rongeurs, singes, chauve-souris) ou des oiseaux (51) La
transmission a 1I’homme peut se faire de maniére accidentelle par I’intermédiaire de
moustiques anthropo-zoophiles assurant le passage du virus de 1’animal infecté a 1’homme.
L'homme est alors généralement une impasse epidémique, un hote définitif ou accessoire qui
ne contribue pas au cycle de transmission ; il ne développe pas une virémie suffisamment
élevée et de longue durée permettant I’infection des arthropodes hématophages (cas du virus
du Nil occidentale (WNV), EEEV, WEEV, virus Usutu (USUV), etc..). Dans le cas des
grandes épidémies urbaines, I’homme agit comme un hote amplificateur, capable de
développer une virémie suffisante pour I’infection de nouveaux vecteurs ; le virus circule
ainsi entre le moustique vecteur anthropophile et I’homme au sein d’un cycle urbain (cas du

YFV, DENV, CHIKV, ZIKV).
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Figure 4 : Cycles de transmission horizontale des arbovirus (tiré de (51))

La transmission verticale correspond a la transmission du virus par la femelle infectée a sa
descendance ; elle est peu fréquente chez les moustiques. On distingue la transmission trans-
ovarienne et la transmission trans-ccuf. La transmission trans-ovarienne s’observe quand
I’agent infectieux infecte les tissus germinaux dans les ovaires. La transmission trans-ceuf se
produit quand le virus pénétre dans I’ceuf via le micropyle lors de la ponte (52). La
transmission verticale semble étre un phénomeéne rare et limité ; on la retrouve notamment
dans 1,4 % des cas pour la fievre jaune (52) ;(53) ; (54), 2 % pour le Zika (55) ; (56) et ~1%
pour la dengue (57-59) ). Elle permet la persistance du virus dans la nature lors de conditions
défavorables a I’activité des moustiques (sécheresse, froid, absence d’hétes réceptifs) (60) ;
(61) ; (62) (Figure 5).

La transmission vénérienne se produit quand un male infecté — par transmission verticale —
transmet le virus a une femelle lors de 1’accouplement. Ce phénomeéne est trés rare, voire
anecdotique ; il a été observé pour le DENV (avec une transmission du méle a la femelle) (57)
ou encore pour le ZIKV (avec transmission du male a la femelle et inversement) (63) (Figure
5).
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Figure 5 : Cycles de transmission des arbovirus. La transmission horizontale se réalise entre
les vertébrés et les vecteurs arthropodes, la transmission verticale de la femelle moustique
infectée a la descendance et la transmission vénérienne d’un male moustique infecté¢ a une

femelle et vice versa.

1.3.2.2. Définition de I’émergence

La transition du cycle selvatique au cycle urbain se réalise dans une zone intermédiaire qu’on
nomme aussi zone d’émergence ; elle correspond & la mise en contact accidentelle entre le
cycle enzootique et ’homme ou les animaux domestiques. Ce contact peut se réaliser par
I’intermédiaire de moustiques anthropo-zoophiles (appelés aussi vecteurs relai) qui assurent le
transfert du virus de I’animal a ’homme. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit
une maladie émergente comme étant une maladie dont I’incidence réelle augmente de maniére
significative dans une population ou une région donnée et pendant une période donnée par
rapport a la situation épidémiologique habituelle. L’émergence peut se résumer a
I’introduction, I’installation et la diffusion d’un vecteur, d’un héte ou d’un agent pathogéne
dans une zone donnée ou la population est immunologiquement naive pour le virus. Elle
dépend de différents facteurs environnementaux et de facteurs intrinseques au vecteur, a

I’hote et au virus (Figure 6).
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Figure 6 : Schématisation des cycles de transmission et mise en évidence de la zone d’émergence

1.3.2.3. Facteurs en cause dans I’émergence des arbovirus

Les arbovirus affectant ’homme aujourd’hui étaient a 1’origine responsables de zoonoses
maintenues entre un vecteur et un animal réservoir. Divers changements environnementaux
ont permis aux arbovirus de franchir la barriére d’especes et infecter ’homme. Ces
changements environnementaux majeurs ont favorisé la modification de 1’équilibre précaire
existant entre les dynamiques de populations d’hotes vertébrés et les virus pouvant les
infecter. Ces facteurs peuvent étre d’origine naturelle (inhérent au vecteur et au virus) ou de
nature anthropique (facteurs démographiques, sociétaux ou encore environnementaux),
engendrés généralement par I’homme aboutissant a des changements d’écosystémes

favorables aux émergences des arboviroses (64).

1.3.2.3.1. Changement d’hotes et adaptation au vecteur

En effet, certains variants viraux peuvent étre sélectionnés car ils présentent un avantage
sélectif dans un nouveau vecteur. L’exemple type est celui du CHIKV. Durant 1’épidémie de
chikungunya survenue sur I’ile de la Réunion en 2005, une substitution Alanine = Valine en

position 226 de la glycoprotéine d’enveloppe E1 (E1-A226V), intervenant dans I’attachement
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du virus a la cellule fut sélectionnée chez Ae. albopictus dans un lieu ou ce vecteur est
majoritaire (65). Cette mutation a eu pour conséquence une meilleure transmission du virus
par Ae. albopictus (66) ;(67). Dans un second temps, une autre substitution Leucine -
Glutamine en position 210 de la glycoprotéine d’enveloppe E2 (E2-L210Q) fut sélectionnée

augmentant I’infection et la dissémination du virus dans ce vecteur (68) ; (69) ; (70).

1.3.2.3.2. Intensification des échanges

La mondialisation est un facteur important qui contribue a la propagation des arboviroses. En
effet, la fréquence et la rapidité des transports actuels ont fourni des moyens de propagation
rapide aux vecteurs (commerce de marchandises...), aux virus, et aux hotes vertébrés

(commerce d’animaux, échanges touristiques...) (71, 72) ; (73).

Expansion des vecteurs
Deux cas typiques d’expansion de vecteurs sont ceux des moustiques Ae. aegypti et Ae.
albopictus. Il y a environ 400 ans, Ae. aegypti fut transporté par bateau depuis les cotes
africaines vers le nouveau monde ou il trouva des conditions climatiques propices a son
installation et son expansion. En 400 ans, Ae. aegypti a colonisé la majorité des zones
tropicales et subtropicales du globe (74). En comparaison, grace a la mondialisation et au
commerce de pneus, en seulement quatre décennies, le moustique Ae. albopictus originaire
d’Asie du Sud-est s’est répandu sur les cing continents dans les zones tropicales, subtropicales
et tempérées. Les caractéristiques biologiques de ses ceufs, résistants a la sécheresse et aux
basses températures, ont permis a 1’espéce d’étendre son aire de distribution au-dela de la

zone subtropicale en empruntant les moyens de transports aériens et terrestres (75) (76).

Transports des virus
Les échanges entre les pays ont toujours représenté une source d’expansion des virus. Les
échanges touristiques et commerciaux entre les zones endémiques pour les arbovirus et celles
non endémiques ont considerablement augmenté ces dernieres décennies. Le déplacement des
hotes infectés représente une des principales voies d’introduction des agents pathogenes sur
un territoire. Ces cas importés sont la source de contamination pour les vecteurs locaux qui

peuvent ainsi amorcer une épidémie (Figure 5). Les exemples sont nombreux : on peut citer
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I’importation et la propagation du YFV en Amérique et dans la Caraibe depuis le continent
africain durant la traite des esclaves aux 15°™ siécle occasionnant de nombreuses épidémies
(77) ; (78) ; (79). L’expansion du CHIKV a partir des iles de 1’Océan Indien vers 1’Europe ou
de nombreux cas autochtones ont été recenseés, en Italie en 2007 (33) et en France en 2010
(80). Le ZIKV qui a émergé sur I’ile de Yap en Micronésie en 2007 (17) s’est répandu dans
tout le Pacifique (81) puis en Amérique latine et la Caraibe en 2015 (36). Par ailleurs, le
WNV a été introduit dans les années 1990 aux USA via des oiseaux migrateurs en provenance
d’Israél (82) (Figure 7).

Virus genotypes Denmark and France (2016-17)
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@ East Africa 1death
@ South America | France, Netherlands, Switzerland,
® South America |l Great Britain, Romania (2018)

West Africa? 1 confirmed in each country

2 deaths
—@ Yellow fever
wed g -y China (2016)
-===Qlmported  / SAS P2 s 11 confirmed
f < ' ldeath
’ I’
\ 7 — Uganda (2016)
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Brazil (2016-18) / * 6confirmed
1530 confirmed / ® , 0 deaths
496 deaths Rl -
b / | L Kenya (2016)
Peru, Bolivia (2016-17)— 2 confirmed
88 confirmed ,/N 1death
32 deatt F
SR Imm DRC (2016)
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Chile (2018) 81 confirmed
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Figure 7 : Role du déplacement de voyageurs dans 1’émergence, exemple de la fievre jaune. Epidémies de
fievre jaune entre 2016 et 2018, de nombreux foyers de cas suspects et confirmés de fievre jaune ont été
recensés, entrainant des cas importés dans d'autres pays (fleches en pointillés), mais ceux-ci n'ont pas

entrainé de cas secondaires (tiré de (83))

1.3.2.3.3. Facteurs démographiques et urbanisation

Le développement économique qui a suivi la 2°™ guerre mondiale a favorisé une croissance
démographique et de nombreux changements sociétaux qui ont influencé la dynamique de

transmission des arboviroses. En effet, I’urbanisation anarchique, la déforestation, la
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construction de retenues d’eau comme les barrages, le développement de systemes d'irrigation
et d’évacuation des eaux usées mais aussi la mauvaise gestion des déchets, ou encore
I’absence ou la vétusté des systemes d’adduction d’eau, ont contribué a favoriser le
développement des populations de moustiques et intensifier les contacts entre ’homme et les
moustiques vecteurs (84) (85) (71).

1.3.2.3.4. Facteurs climatiques

Les changements climatiques peuvent avoir un impact sur la distribution de nombreux agents
infectieux et notamment ceux qui sont transmis par des arthropodes vecteurs en modifiant
leurs distributions ou leurs compétences vectorielles. En effet, une augmentation de la
température peut favoriser I’expansion et I’installation des moustiques au-dela de leur aire de
distribution habituelle. Ce fut par exemple le cas pour le virus de la fievre catarrhale ovine
transmis par les culicoides. L’augmentation de tempeérature a permis I’expansion des
culicoides vers le nord de 1I’Europe méridionale, ce qui a eu pour conséquence 1’expansion de
la souche BTV-8 du virus (9). De plus, la transmission de certains arbovirus par les
moustiques du genre Aedes peut étre impactée par des changements de températures. Elle peut
ainsi étre plus forte en conditions de températures élevées pour le DENV (86); (87) et le
ZIKV (88) ou plus faible en conditions de température baisse pour le CHIKV (89) ou le ZIKV
(90) (Figure 8).
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Figure 8: Rodle de la complexité des interactions entre les moustiques vecteurs, les arbovirus et la

transmission & travers des facteurs environnementaux tiré de (91).
1.3.3. Réplication et transmission des arbovirus par le vecteur moustique

Le cycle de réplication et de transmission des arbovirus se déroule au sein du moustique
vecteur et se divise en plusieurs étapes (92); (93). La transmission dépend d’interactions
complexes entre le vecteur et le virus. Le virus doit franchir toutes les barrieres anatomiques
(tissus et organes) du moustique et atteindre les glandes salivaires pour étre transmis lors de la
piqure via la salive (92); (93) (Figure 9). Plus précisément, le virus est ingéré par la femelle
lors d’un repas sanguin prélevé sur un hote vertébré en phase virémique. Les particules virales
ingérées entrent en contact avec les cellules de 1’épithélium digestif. Grace a une
reconnaissance entre une protéine virale et un récepteur présent a la surface de 1’épithélium
digestif, le virus pénétre dans la cellule avant d’étre détruit par les enzymes digestives ou
avant la formation de la membrane péritrophique, une structure a base de chitine (riche en
protéines et glycoprotéines présentant des pores de 20-30 nm) qui isole le bol alimentaire de
I’épithélium digestif empéchant ainsi le passage tardif du virus (94); (92). Le virus subit une
phase de réplication intense et les virions néoformeés sont libérés dans la cavité générale ou
hémocoele aprés avoir traversé la lame basale qui soutient les cellules de 1’épithélium. La
cavité générale contient I’hémolymphe, un fluide circulatoire des arthropodes jouant un role
analogue a celui du sang des vertébrés, qui assure la dissémination du virus. Le tube digestif

constitue ainsi la premiére barriére anatomique (aussi appelé barri¢re d’infection de I’intestin
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moyen) qui bloque la dissemination du virus 6 a 12 heures apres la prise du repas de sang
selon les espéces. (92) ; (95) ; (96) ; (94).

Dans la cavité générale, les virions infectent différents organes internes dont le corps gras, les
organes reproducteurs, les tissus nerveux et les glandes salivaires. Parvenu aux glandes
salivaires, le virus devra traverser la lame basale soutenant les acini composant les glandes
salivaires, se répliquer dans les cellules et étre libéré dans la salive excrétée par le moustique.
Cette étape clé permet la transmission du virus a un nouvel hoéte vertébré quand le moustique

injecte sa salive lors de la prise d’un nouveau repas de sang (95).

La période s’écoulant entre 1’ingestion du repas sanguin infectieux et la présence de particules
virales dans la salive correspond a la période d’incubation extrinséque (PIE) (97). La PIE est
un parameétre extrémement important dans la transmission vectorielle car la femelle moustique
devra survivre au-dela de cette période pour étre capable de transmettre le virus. La PIE varie
fortement en fonction de la température (plus la température est élevée et plus la PIE sera
courte, a I’inverse plus la température sera basse, plus la PIE sera longue (98) ; (99). La PIE
varie également en fonction de la quantité de virus ingéré et du couple virus-moustique (92) ;
(100) ; (101). Elle est expérimentalement de 2-3 jours pour Ae. aegypti infecté avec le CHIKV
(102), de 10-12 jours pour Ae. aegypti infecté avec le YFV (103) ; (104), de 14 jours pour Ae.
aegypti infecté avec le ZIKV (105). De plus une fois infectée, la femelle moustique le restera

toute sa vie.
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Figure 9 : Cycle du virus dans le moustique. L’infection correspond a la réplication du virus dans I’intestin
moyen aprés l’ingestion d’un repas de sang infectieux prélevé sur un hdte en phase virémique. La
dissémination correspond au passage du virus dans la cavité générale du moustique a travers la barriere de
I’intestin moyen et a I’infection des autres organes internes via 1’hémolymphe. La transmission est le
passage du virus a travers la barriére des glandes salivaires afin d’atteindre la salive qui sera excrétée par la
femelle. La période d’incubation extrinséque est I’intervalle de temps entre 1’acquisition de 1’agent
pathogéne par le vecteur et sa capacitée a le transmettre a un hote vertébré réceptif. Les fleches rouges

représentent le sens de circulation de I’agent pathogéne.

1.4. Réponses antivirales

Au cours de la réplication virale, les mécanismes de défense du moustique se mettent en
place. Le moustique, comme tous les insectes ne posséde pas d’immunité adaptative
contrairement aux vertébrés mais seulement une immunité innée. Dans 1’hémocoele du
moustique, le virus se retrouve en contact avec les cellules immunitaires (réponse cellulaire)
et les facteurs de la réponse humorale produits par les hémocytes (granulocytes, oenocytoides,
adipohemocytes, prohémocytes, thrombocytoides). Les cellules péricardiques et le corps gras
interviennent dans la réponse immunitaire du moustique qui est composée de deux voies
majeures : (i) la réponse cellulaire responsable de la phagocytose et ’encapsulation des

micro-organismes, la nodulation et I’activation des cascades protéolytiques permettant la
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mélanisation et (ii) la réponse humorale médiée par les hémocytes et les cellules épithéliales
permettant la synthese de peptides antimicrobiens (AMPs) comme les défensines et les
lysozymes, des dérivés réactifs de 1’oxygene (ROS pour Reactive Oxygen Species) libérés
dans I’hémolymphe par le corps gras (106). Parmi les principaux mécanismes de défense du
moustique face a une infection virale, on peut citer les voies de signalisation Toll, JAK/STAT
(Janus Kinase-Signal Transducer and Activator of Transcription), Imd (Immune Deficiency),
ainsi que la réponse par ARN interférence.

Les voies Toll, JAK/STAT et Imd sont déclenchées par la reconnaissance des agents
pathogeénes au niveau des Pattern Recognition Receptors (PRRs) activant une cascade de
kinases et/ou protéases conduisant a la translocation au noyau de facteurs de transcription
(respectivement Rel 1, STAT et Rel 2) régulant 1’expression d’effecteurs antimicrobiens
(cécropine, défensine, gambicine etc). La voie Toll est importante dans la régulation de
I’infection virale par le DENV ou d’autres flavivirus chez Ae.aegypti(107); (108), (109)
Cependant, elle ne semble pas intervenir lors de la régulation de I’infection par le CHIKV et
le virus de la forét de Semliki-(110, 111). La voie Imd est impliquée dans le mécanisme de
défense/régulation contre les bactéries, notamment aprés un repas de sang ou on note une
augmentation significative du nombre de bactéries contenues dans I’intestin du moustique
(112), (107), (113). Cette voie est également impliquée dans la réponse antivirale lors de
I’infection d’Ae. aegypti par le CHIKV en diminuant la réplication du virus, elle semble plus
spécifique des infections par les alphavirus (110) ; (111) ; (114). La voie JAK/STAT, quant a
elle, est connue pour son rdle antiviral chez Ae. aegypti en diminuant la réplication du DENV
(16) ; (115) (116) et chez Culex en diminuant la réplication du WNV (117) (Figure 10).
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Figure 10 : Les principales voies de signalisation du systéme immunitaire chez Aedes aegypti. (tiré de
(118))

La voie de I’ARN interférence (ARNI) est le mécanisme antiviral le plus efficace et le plus
étudié chez les insectes. Il existe trois voies principales d’ARN interférence basées sur
I’action de trois types de petits ARN ou « small RNA »: (i) les micro-ARN (miRNA pour
microRNA), (ii) les petits ARN interférents (SIRNA pour small interfering RNA) et (iii) les
ARN interagissant avec les protéines Piwi (piRNA pour Piwi-interacting RNA). Ces trois
voies sont principalement activées par la présence d’ARN spécifique, endogenes (issus de la
cellule) ou exogenes (issu du virus). Elles reposent sur la reconnaissance et le clivage d’ARN
simple ou double brin de tailles variables en molécules d’ARN de 13 a 30 nucléotides.
Chaque type de petits ARN sera prise en charge par des complexes ribonucléoprotéiques
(RNP) spécifiques permettant la régulation de I’expression transcriptionnelle ou post-
transcriptionnelle de transcrits complémentaires a ces petits ARN. La voie siRNA joue un
role critique dans I’immunité antivirale de la cellule. Au cours de la réplication virale, des

ARNs double brin sont produits et clivés par la protéine Dicer-2 (Dcr-2) via son site
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d’interaction en v-siARNSs (virus derived RNA) en ARNs de 22 nucléotides. Le complexe
multiprotéique RISC (RNA-induced silencing complex) activé par ’enzyme C3PO utilise un
des brins v-siARN comme guide pour la reconnaissance des ARN viraux. Il s’en suit la
dégradation complete de ces derniers par 1I’endonucléase Ago2 (Argonaute-2) (119); (120).
Cette voie est impliquée dans I’immunité contre les virus SINV, CHIKV et DENV (121) ;
(110) ; (122). La voie miRNA est importante pour le développement embryonnaire et la
régulation de I’expression des génes endogénes. Les miRNA sont produits de maniére
endogene ; ce sont des structures en tige boucle désappariées qui sont clivées par les
endonucléases Drosha puis Dicer-1 produisant les miRNA (123). L’endonucléase Agol du
complexe RISC permet la dégradation des ARNm cibles aboutissant & 1’interruption de la
traduction de I’ARN cible (méme procédé que pour les siRNA). Cette voie est impliquée dans
la régulation de I’infection par DENV, ZIKV et CHIKV (121); (124) ; (125) ; (126) avec un
effet proviral observé pour le DENV (127). Enfin, la voie piRNA est impliquée dans la
régulation de la transcription et de la transposition des éléments mobiles du génome dans les
cellules germinales et embryonnaires (120). Elle est indépendante de Dicer. Les ARNs simple
brin de 20-24 nucléotides sont reconnus par les protéines de la famille Piwi (P-element
induced wimpy testis) comprenant les protéines Zucchini (Zuc), Piwi, Aubergine (Aub) et
Ago3 (128). Cette voie intervient dans la réponse antivirale contre DENV, SINV, CHIKV et
RVFV (129) ; (130) ; (131) ; Léger et al., 2013; Miesen et al., 2016; Scott et al., 2010) (Figure
11).
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Figure 11 : Représentation des voies de I’ARN interférence (ARNI) (tiré de (2))

D’autres mécanismes peuvent également intervenir dans la réponse antivirale comme la voie
de I’autophagie. Cette voie est impliquée dans le maintien de ’homéostasie cellulaire en cas
de stress et dans la différenciation et le développement embryonnaire (132); (133).
L’autophagie semble avoir un effet antiviral sur les arbovirus tel que le DENV et le CHIKV
(134) ; (135); (136), ou protecteur contre les arbovirus tel que le RVFV en limitant la

réplication du virus et en prévenant la mortalité de la drosophile (137)(Figure 10).

1.5. Evaluation de la transmission vectorielle

Tous les moustiques ne sont pas vecteurs d’arbovirus. En effet, la transmission vectorielle
d’un arbovirus par un vecteur correspond a I’habilité de ce dernier a pouvoir transmettre ce
virus. La transmission vectorielle peut étre déterminée gréace a la mesure de deux parametres

clés : la compétence vectorielle et la capacité vectorielle (Figure 12).
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Figure 12 : Les facteurs influencant la compétence et la capacité vectorielles (d’aprés R. Bellone)

1.5.1. Competence vectorielle

La compétence vectorielle est définie par la capacité d’un vecteur a étre infecté par un virus
lors de la prise de repas de sang sur un héte vertébré en phase virémique (homme ou animal),
a assurer la réplication virale et enfin a transmettre le virus au cours de la prise d’un repas de

sang sur un nouvel hote vertébré (92).

L’¢évaluation de la compétence vectorielle est réalisée en mesurant trois indices qui decrivent :
(i) infection du tube digestif par le virus, (ii) la dissémination de ce dernier dans I’organisme
du vecteur et (iii) la transmission du virus via la salive. La compétence vectorielle dépend des
interactions entre des facteurs extrinseques (dose de virus ingéré, la température...) et des
facteurs intrinseques dépendant du génotype du virus et du vecteur et de leurs interactions
spécifiques. Les interactions Genotype X Génotype déterminent le niveau de réceptivité du
vecteur a 1’agent pathogéne (138). La spécificité du couple virus-moustique peut atteindre un
niveau d’exclusivité qui s’illustre par une restriction d’hotes ; on peut prendre I’exemple du
virus O’nyong nyong (ONNV) et du moustique du genre Anopheles. Le moustique Anopheles
gambiae principalement connu pour étre le vecteur responsable de la transmission de 1’agent

causal du paludisme, Plasmodium falciparum, est également capable de transmettre le
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ONNV, un des rares arbovirus transmis par le genre Anophéles. Cependant, ce dernier est
totalement réfractaire a la transmission de la majorité des arbovirus d’importance médicale
dont le CHIKV, un alphavirus phylogénétiquement tres proche de ONNV (139), (140). Des
différences de réceptivité peuvent étre observées au niveau de I’espéce de moustique Vis-a-vis
d’un méme virus (e.g. Ae. albopictus et Ae. aegypti pour le YFV (28) ou pour le ZIKV (141)
et peuvent également se manifester a 1’échelle des populations d’une méme espéce de
moustiques (142) ; (143); (144); (145); (146); (147), (148), (149)). En résumé, la
compétence vectorielle tient compte non seulement de la génétique du moustique, de la
génetique du virus mais également des interactions existantes entre les deux (150); (142);

(138) qui peuvent varier au cours du temps (65) ; (66).

Les mécanismes genétiques a la base de cette différence de réceptivité du moustique sont
encore tres mal connus. Cependant, des travaux sur la réceptivité du moustique Ae. aegypti au
virus de la DENV-2 suggérent que ce processus serait sous le contréle d’un ou plusieurs génes
notamment des QTL (quantitative Trait Loci) localisés sur les chromosomes Il et 111 de ce
moustique. Les QTLs sont des portions de génomes intervenant dans le contrdle de caracteres
quantitatifs phénotypiques mesurables comme la compétence vectorielle ou la résistance aux
insecticides (151). Les QTLs ont un role dans I’infection des cellules de 1’épithélium digestif
par le virus et dans la dissémination du virus, 1’échappement de la barriére de I’intestin (152) ;
(150). Par ailleurs, un membre de la famille des protéines Tudor, Tudor Staphylococcal
Nuclease (Tudor-SN or TSN) jouerait un role proviral facilitant I’infection du tube digestif
d’Ae. aegypti par le DENV (153). Plus récemment, des séquences virales intégrées dans les
génomes des moustiques ont été détectées ; les NIRVS pour non-retroviral integrated RNA
virus sequences, pourraient étre impliquées dans la modulation de la compétence vectorielle
notamment en bloquant la réplication virale agissant ainsi comme des molécules antivirales
(1) ;(154). De plus, la flore microbienne du moustique, appelée microbiote, affecte la
compétence vectorielle. La modulation de la réplication virale par le microbiote se fait via
divers mécanismes dont la régulation de I’immunité, la compétition pour les ressources
nutritives et lipidiques ou encore la production de facteurs antiviraux. Les exemples les plus
notables sont ceux faisant intervenir les bactéries du genre Wolbachia, dont Ae. aegypti est
naturellement dépourvu. Deux lignées stables d’Ae. aegypti transfectées par Wolbachia ont
été obtenues : wMel de Drosophila melanogaster (155) et wAIbB de Ae. albopictus (156). En

présence de wMel, la compétence vectorielle du moustique est réduite. En effet, la durée de
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vie du moustique Ae. aegypti est diminuée passant de 61 a 27 jours (& 25°C) impactant ainsi le
PIE et la réplication/dissémination du CHIKV et du DENV est inhibée (155) ; (156) ; (157).

1.5.2. Capacité vectorielle

La capacité vectorielle se définit comme une mesure de 1’efficacité du vecteur a transmettre
un agent pathogéne dans des conditions naturelles (158). Elle dépend a la fois des facteurs
intrinséques liés au vecteur (compétence vectorielle, préférences trophiques et fréquence des
repas sanguin, longévité des femelles ...) et des facteurs extrinséques biotiques (nutrition,
sites de pontes, état immunitaire de 1’hote vertébré...) et abiotiques (température, humidité, la
photopériode, la saison...). La capacité vectorielle (C) est ainsi issue d’une formule établie
par (159) :

Capacité vectorielle = (ma? x p" / — In p) x bc x 1/r

m : densité de vecteurs par rapport a I’hote vertébré
a : probabilité journaliére qu’un vecteur pique 1’hote
ma : nombre de piqures par homme par jour

p : probabilité journaliére de survie du vecteur

b: compétence vectorielle

n : durée de la période d’incubation extrinséque

C : réceptivité de 1’hote vertébré au virus

1/r : période infectieuse de 1’hote vertébré

La capacité vectorielle constitue ainsi un indicateur épidémique important ; en effet, plus la
capacité vectorielle est élevée, plus le risque de transmission est important. Par exemple, si la
densité de moustiques dans une région diminue suite a la mise en place de la lutte
antivectorielle par pulvérisations d’insecticides, on obtiendra une diminution de la densité (m)
de moustique ainsi que de la probabilité (a) de pigdre entrainant une diminution de la capacité

vectorielle.
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Les vecteurs moustiques d’importance médicale

Ce chapitre est axé sur les moustiques Ae. aegypti et
Ae. albopictus, deux especes invasives qui ont su
coloniser le monde.

Ce chapitre présente la bio-écologie, la distribution, le
cycle de développement et la morphologie des deux
vecteurs.
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Chapitre 2 : Les vecteurs moustiques d’importance médicale

2.1. Vecteurs moustiques

Les arthropodes forment une classe d’animaux invertébrés qui partagent la caractéristique
d’avoir des pattes articulées, un exosquelette et un corps segmenté. Il s’agit du plus grand
embranchement animal avec plus d’un million d’espéces. Au sein des arthropodes, on
distingue notamment les insectes qui représentent environ 80% des arthropodes et sont les
seuls arthropodes a posséder des ailes. La classe des insectes comprend différents ordres dont
I’ordre des diptéres. Au sein de 1’ordre des diptéres, plusieurs familles sont représentées dont
la famille des Culicidae qui est caractérisée par la présence d’antennes longues et fines,
d’ailes ornées d’écailles et d’un appareil buccal de type piqueur-suceur. Cette famille se
subdivise en deux sous-familles : les Anophelinae comprenant le genre Anopheles, vecteur des
parasites Plasmodium responsables du paludisme et les Culicinae incluant les genres Culex et
Aedes, vecteurs d’arbovirus. Le sous-genre Stegomyia (110 espéces) est inclus dans le genre
Aedes (800 especes), le genre le plus populaire en raison de ces deux espéces, Ae. aegypti et
Ae. albopictus, trés importantes en santé humaine. On compte plus de 3500 espéces de
moustiques dont moins de 15% sont anthropophiles. Les moustiques Ae. aegypti et Ae.
albopictus figurent parmi les especes les plus anthropophiles du genre Aedes et sont les
vecteurs naturels de nombreux arbovirus (Figure 13). Ces deux espéces sont tres proches
morphologiquement et se distinguent principalement au stade adulte par le motif en écailles
blanches-argentées présent sur leur thorax, en forme de lyre pour Ae. aegypti (avec deux
lignes centrales) et une bande longitudinale unique pour Ae. albopictus au milieu du scutum.
(Figure 14)

Embranchement : Arthropoda (= Pattes articulées)

Classe : Insecta (= Corps segment¢ en trois parties)
Sous-Classe . Pterygota (= avec des ailes)

Ordre : Diptera (= avec deux ailes)

Sous-Ordre : Nematocera (= avec des antennes rondes et longues)
Famille : Culicidae (= moustiques)

Sous-Famille : Culicinae

Genre : Aedes

Sous-Genre : Stegomyia

Espéce : Ae.aegypti (Linnaeus, 1762) ; Ae.albopictus (Skusse,1984)

Figure 13 : Taxonomie d’Aedes aegypti et d’Aedes albopictus (adapté de Inventaire National du
Patrimoine Naturel - INPN)
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2.2. Biologie des vecteurs

Les cycles de développement des moustiques Ae. aegypti et Ae. albopictus sont identiques et
durent en moyenne entre 10 et 14 jours. Cette durée varie essentiellement en fonction de la
température ambiante, de celle de 1’eau du gite et des ressources en nourriture. Le cycle sera
plus court pour les températures élevées (> a 28°C) et plus long pour les températures plus
basses (< a 28°C). Les moustiques sont des insectes holométaboles (métamorphose complete)
dont le cycle de développement est composé d’une phase aquatique comprenant cing stades
pré-imaginaux (4 stades larvaires et 1 stade nymphal) et un stade aérien dit stade imaginal
(adulte) (Figure 14). Les femelles de moustiques sont fécondées une seule fois dans leur vie et
les spermatozoides sont stockés dans trois spermathéques (chez les Culicinae). Aprées une
ovogenése d’environ trois jours, les femelles du genre Aedes pondent entre 50 et 500 ceufs de
forme ovale d’environ 0,5 mm sur un support humide. Les collections d’eau appelées « gites »
peuvent étre d’origine naturelle comme les creux d’arbres, de rochers, les cavités des
plantes... ou d’origine anthropique (associés au comportement de 1’homme) comme les
pneus, les pots de fleurs et leurs soucoupes, les flts, les citernes, les abreuvoirs et gouttieres
mal vidées,.. etc.... Les ceufs sont pondus individuellement et généralement dans plusieurs
gites. Ce comportement augmente les chances de survie de la descendance. Les ceufs pondus
sont blancs (couleur du chorion) et sans flotteur. Ils sont résistants a l'eau gréce a la présence
d'un chorion imperméable a base de chitine. Les ceufs deviennent bruns a mesure que le
chorion se solidifie. Les ceufs peuvent ainsi résister a la dessication et les embryons peuvent
rester viables pendant plusieurs mois jusqu’a un an (en fonction des conditions

environnementales).
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Figure 14: Cycle de développement du moustique (Adapté de I. Schleip, Biogents)

En fonction de la disponibilité des ressources alimentaires et de la température de I’eau, les
ceufs éclosent 24 & 48h aprés immersion, libérant des larves aquatiques complétement
formées. Le développement des larves s’effectue selon quatre stades successifs (L1, L2, L3 et
L4) marqués par des mues permettant une augmentation de la taille des larves passant ainsi de
1 mm (L1) a1 cm (L4). Les larves présentent un corps en trois parties : une téte comprenant
les piéces buccales de type broyeur, un thorax et un abdomen avec un siphon respiratoire a
son extrémité permettant la respiration a la surface de ’eau (Figure 15A). Le développement
larvaire se déroule en 7 a 12 jours selon la disponibilité des nutriments, la température, la
présence de prédateurs ou autres compétiteurs. Les larves sont microphages et se nourrissent
de microorganismes aquatiques tels que les bactéries, les algues ou encore les plantes en
décomposition. La mue de la larve de stade L4 permet I’entrée en stade nymphal donnant lieu
a la transformation de la larve en nymphe. A ce stade, la nymphe est toujours aquatique et
mobile mais ne se nourrit plus; elle a une forme en «virgule » et un corps bipartite

comprenant un céphalothorax sur lequel sont fixés deux trompettes respiratoires, et un
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abdomen (Figure 15B). Des changements morphologiques importants se déroulent a ce stade

pour aboutir a I’adulte (160).

Au bout de 1 a 2 jours, c’est I’émergence ; on passe du mode de vie aquatique a un mode de
vie aérien, de la nymphe, émerge un adulte complétement formé (imago) en environ 15-20
minutes (Figure 15C). Les méles ayant un développement larvaire plus court, émergent les
premiers et ont également une durée de vie plus courte (18 jours en moyenne) par rapport aux
femelles (en moyenne 30 jours a plusieurs mois). Le moustique adulte peut mesurer entre 5 et
20 mm comme pour tous les insectes, il est constitué de trois parties : la téte, le thorax et
I’abdomen. Le moustique appartenant a la classe des insectes et a ’ordre des dipteres, il est
muni de trois paires de pattes et d’une paire d’ailes membraneuses fixées au thorax. Les
principaux organes sensoriels (les antennes, les yeux et les piéces buccales) sont retrouvés au
niveau de la téte. Les antennes des males se distinguent par la présence de soies longues et
« plumeuses » alors que celles des femelles sont plutdt courtes. Les pieces buccales sont de
type piqueur-suceur chez la femelle avec un proboscis long et rigide pour transpercer la peau
de I’hote lors de la prise de repas de sang avec de palpes courts. Chez le male, les pieces
buccales sont de type suceur avec de longs palpes. L’abdomen est composé de 10 segments
dont les derniers correspondent aux appendices génitaux ; en forme de biseau pour la femelle
et en forme de « w » pour le méle. L’anatomie interne est caractérisée par un tube digestif qui
occupe la majorité de la cavité générale. La circulation, la respiration et 1’excrétion sont
assurées respectivement par I’hémolymphe, le réseau de trachées avec les stigmates et les
tubes de Malpighi. La paire de glandes salivaires (composé de trois lobes) est situé au niveau
du thorax.

La reproduction intervient généralement dans les jours suivant 1’émergence. Les femelles,
méme si elles peuvent s’accoupler avec différents males, ne seront inséminées que par un seul
male. Avec les spermatozoides stockés dans les spermatheques, la femelle va fertiliser ses
ceufs durant toute sa vie (Figure 15D). Le spermatozoide féconde I’ovocyte en pénétrant par le
micropyle. Les méles et les femelles se nourrissent de liquide sucré qu’ils trouvent
généralement dans les végétaux (séve d’arbres, exsudat de fruits, nectar de fleur...). Une fois
fécondee, la femelle doit en général se nourrir de sang sur un hote vertébré afin d’obtenir les
protéines indispensables & la maturation de ses ceufs. Quand les ceufs sont & maturité, la
femelle de moustique se met a la recherche d’un site de ponte. Les femelles sont capables de
parcourir des centaines de meétres voire quelques kilométres a la recherche de nourriture ou

d’un gite de ponte. Au cours de sa vie, la femelle moustique effectue plusieurs repas et entre 5
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a 8 cycles de ponte. La période entre un repas de sang et la ponte correspond a un cycle
gonotrophique qui peut durer entre 2 et 5 jours. Lors de la prise du sang, la femelle injecte de
la salive dont la composition est complexe, comprenant des molécules anti hémostatiques
pour prévenir 1’agrégation plaquettaire, la vasoconstriction et la coagulation. Au cours de ce
repas sanguin, la femelle peut aussi bien ingérer des agents pathogénes portés par 1’hote et

mélés au sang absorbé.
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Figure 15: Morphologie du moustique a différents stades de développement (larve (A),
nymphe (B), adulte externe (C) et adlute interne (D) (adapté de Ray Wilson (A et B ; Mariana
Ruiz Villarreal (C) et Jobling, 1987) colorié par I’Institut Pasteur).

Bien qu’ayant des cycles de développement similaires, Ae. aegypti et Ae. albopictus (Figure
16A) présentent des différences dans leur mode de nutrition, leur mode de vie (nature des

gites larvaires), et leur distribution géographique.

Les informations génerales de cette section sont tirées des ouvrages suivants : « The biology

of mosquitoes » de Clements A.N (1992) et « Entomologie médicale et vétérinaire » de

Duvallet et al. (2017).

2.3. Aedes (Stegomyia) aegypti

Originaire d’Afrique, le moustique Ae. aegypti (Linnaeus, 1762) également appelé « Yellow
fever mosquito » est connu comme étant le principal vecteur d’arbovirus comme DENV
(sérotype 1- 4), ZIKV, CHIKV et YFV. Ae. aegypti est décrit sous trois formes : Ae. aegypti
aegypti, Ae. aegypti formosus et Ae. aegypti queenslandensis. Ae. ae. formosus est la forme
primitive d” Ae. ae. aegypti, de couleur sombre ; elle est essentiellement présente en Afrique
tropicale et dans quelques iles de I’Océan Indien. Cette espece prend principalement ses repas
de sang sur les animaux et occasionnellement sur I’homme. Elle vit majoritairement dans les
foréts primaires et les zones a la lisiére des foréts, colonisant des gites d’origine naturelle. Ae.
aegypti aegypti de couleur claire est une espéce hautement anthropophile et inféodée a
I’homme. Elle vit dans les habitats urbains et domestiques qui lui fournissent des gites
d’origine anthropique et de multiples sources de repas de sang (I’homme). Ae. aegypti
queenslandensis de couleur tres péle était trés répandue dans le bassin méditerranéen avant
d’étre éradiquée de la région (161). Ae. ae. aegypti serait issu d’un ancétre zoophile, présent
sous forme de populations sauvages inféodées aux foréts d’Afrique. L’asséchement du Sahara
il y a 10 000 ans a conduit a I’isolement géographique puis génétique des deux espéces, Ae.
ae. formosus au Sud (adapté aux environnements forestiers) et Ae. ae. aegypti au Nord. Suite
a cet assechement, les populations humaines se sont regroupées en communautés pastorales et
ont instaureé la pratique du stockage de 1’eau. Ces gites artificiels ont été trés vite colonisés par

les populations rurales d’Ae. ae. formosus qui se sont différenciés en populations domestiques
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donnant naissance a Ae. ae. aegypti. L’expansion d’Ae. ae. aegypti s’est déroulé en plusieurs
vagues successives. A partir de I’Afrique du Nord, I’espéce s’est répandue a travers le
monde : (i) en Afrique de I’Ouest et de I’Est grace au commerce transsaharien d’or et de sel

entrepris par les Arabes, (ii) vers le nouveau monde lors de la traite des esclaves entre le 15

et le 19°™siécle, (iii) a partir de I’Afrique de I’Est vers 1’ Asie entre le 18°™ siécle et le 19°™

siécle favorisé par le développement du commerce maritime (cette espece est devenue
I’espéce la plus importante d’Asie) et (iv) lors de la 2tme guerre mondiale de 1I’Asie vers le
Pacifique a la faveur des déplacements des troupes (162). Ae. ae. aegypti a été présent dans le
bassin méditerranéen au début 20°™ siécle (163) mais & la suite des mesures d’assainissement
et d’épandage du DTT pour lutter contre le paludisme, ’espéce a disparu (Figure 17). Ae. ae.
aegypti est une espéce invasive dont 1’expansion est principalement liée aux activités
humaines et a I’intensification des échanges entre pays. Grace a une biologie adaptée aux
trajets sur de longues distances (sous forme d’ceufs), cette espece a colonisé de nombreux
habitats en privilégiant le milieu domestique. Les formes pré-imaginales (larves et nymphes)
s’adaptent a des conditions climatiques extrémes et sont résistantes a des températures > a
+40°C. Les larves peuvent également rester viables aprés congélation sur une trés courte
période (-17 °C pendant 1 h ou -2°C pendant 10 h; (164). Ae. ae. aegypti est une espéce qui
s’est fortement adaptée a I’homme en colonisant de petites collections d’eau d’origine
domestique et en piquant exclusivement I’homme. De ce fait, elle est trés souvent impliquée
dans la transmission d’arbovirus tel le YFV, le DENV, le CHIKV et le ZIKV. Des études ont
montré qu’un méme moustique peut étre coinfecté par différents virus et étre capable de les
transmettre lors d’un méme repas de sang (165) ; (97). Ae. ae. aegypti est trés endophage et
endophile (piquent et se repose dans les maisons), et présente une activité de piqure
principalement dans la journée avec deux pics d’activité, le matin (aube) et le soir

(crépuscule) (Figure 16A).

2.4. Aedes (Stegomyia) albopictus

Aedes albopictus (Skuse, 1894), aussi appelé « moustique tigre », est une espéce invasive
originaire des foréts tropicales d’Asie du Sud-Est (166); (167). Elle fut décrite pour la
premiére fois a Calcutta en Inde. Avant les années 1970, la répartition d’Ae. albopictus se
limitait a I’Asie du Sud-Est et aux iles de I’Océan Indien et du Pacifique (168). A la fin des
annees 1970, Ae. albopictus a entamé sa phase d’expansion et fut signalé pour la premiére fois

en Europe en 1979 (Albanie) probablement suite a une importation de pneus contaminés en
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provenance de Chine (169). En 1983, il fut détecté pour la premiére fois aux Etats Unis (170)
et s’est tres vite propagé en Amérique Centrale avant d’atteindre le Brésil et I’Amérique du
Sud en 1986 (171). Via le commerce de pneus, Ae. albopictus s’est ainsi propagé en
Ameérique du Sud et dans la Caraibe a partir de 1993 (172). Par la suite, le moustique fut
rapporté en Afrique des 1989 dans les ports du Cap (173, 174) et a colonisé le Nigéria (175) et
les pays voisins (Cameroun (176), le Gabon (177), la Guinée Equatoriale (178). En 1990, Ae.
albopictus finit par s’implanter en Europe ; I’espéce est aujourd’hui présente dans 20 pays
d’Europe (179). Aprés de multiples introductions, le moustique finit par s’implanter dans le
Sud-Est de la France en 2004, puis s’est propagé, il est actuellement présent dans 67
départements du pays. Ae. albopictus a ainsi connu une rapide expansion ces quatre dernieres
décennies grace a I’intensification des échanges commerciaux entre pays et est aujourd’hui
présent sur les cing continents (Figure 17). Grace a sa plasticité écologique et physiologique,
Ae. albopictus est capable de coloniser les régions tropicales et tempeérées voire les régions
encore plus froides du globe. Les ceufs d’Ae. albopictus sont capables d’entrer en diapause en
régions tempérées pour survivre aux basses températures de I’hiver. Ae. albopictus est capable
de coloniser aussi bien les gites naturels (trous d’arbres ...) que les gites artificiels (pots de
fleurs etc....). Principalement diurne, il peut en 1’absence d’humains comme source de sang,
se nourrir sur les animaux. L’ensemble de ces caractéristiques font qu’Ae. albopictus est
capable de jouer un réle majeur dans la propagation d’arbovirus en agissant comme un

vecteur secondaire (DENV, CHIKV, ZIKV) ou comme un vecteur relai (167) (Figure 16B).
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Figure 16 : Les deux espéces, Aedes aegypti et Aedes albopictus se distinguent morphologiquement au
stade adulte par une lyre (deux bandes médianes entourées de deux bandes courbées) pour Ae. aegypti (A)
et une bande unique pour Ae. albopictus (B) au milieu du scutum du thorax.
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- Aedes aegypti
- Aedes albopictus
[:l Ae. aegypti and Ae. albopictus

Figure 17 : Répartition mondiale d’Aedes aegypti et d’Aedes albopictus (tiré de (1))
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Lutte antivectorielle

Ce chapitre établit un état des lieux sur les méthodes
de lutte antivectorielle.

Dans ce chapitre, sont présentées les méthodes de
lutte antivectorielle, la résistance aux insecticides qui
résulte de I’utilisation abondante de tous ces produits.
Enfin, sont présentées les nouvelles méthodes de lutte
permettant de contrer la résistance aux insecticides.
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Chapitre 3 : Lutte antivectorielle

La lutte antivectorielle (LAV) constitue le seul moyen de prévention contre les arboviroses
pour lesquelles il n’existe pas de traitements antiviraux efficaces ou de vaccins a disposition.
En effet, les traitements antiviraux actuels ne permettent qu’un traitement symptomatique des
maladies. Bien qu’il existe des vaccins protégeant I’homme avec plus ou moins d’efficacité,
des vaccins tels que ceux développés contre les virus de la dengue (180) et du chikungunya
(181) sont encore en cours d’étude ou présentent des restrictions quant a leur utilisation (182).
Dans le cas du YFV, des conditions de fabrications complexes et strictes entrainent des
ruptures de stocks comme ce fut le cas en 2019 (183). La lutte antivectorielle consiste donc a
agir sur les vecteurs plutdt que sur les virus. Elle a pour but ultime de diminuer les densités de
vecteurs et réduire la transmission des agents pathogénes. La LAV s’appuie ainsi sur
différentes méthodes d’action : physique, chimique et biologique variant en fonction du
contexte épidémiologique, des moyens financiers et humains & disposition ainsi que de la bio-

écologie du vecteur ciblé.

3.1. Lutte physique
La lutte physique permet de réduire le contact entre le vecteur et 1’hote vertébré. Elle inclut la
réduction de la densité des vecteurs par la destruction ou la modification de gites larvaires
(élimination des contenants susceptibles de recueillir de 1’eau, couverture des réserves d’eau,
nettoyage des gouttieres, ¢limination des déchets tels que les pneus) ou encore 1’utilisation de
pieges (BG sentinelle, piege lumineux). Elle passe également par la mise en place de
protection individuelle notamment par ’application de répulsifs (cremes pour le corps,
diffuseurs électriques), 1'utilisation de moustiquaires (imprégnées ou non d’insecticides), la
pose d’écrans de protection (type moustiquaire) aux portes et fenétres des habitations, écoles
ou lieux de travail ou encore le port de vétements longs et de couleur claire imprégnés ou non
d’insecticides. Ce mode de LAV nécessite des mesures d’hygiene publique et de gestion des
déchets menagers extrémement contraignantes. L’ implication de la population est nécessaire
pour avoir un impact significatif sur la reduction de la densité des moustiques lors de

campagnes d’élimination. (184) ; (185).
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3.2. Lutte chimique

La lutte chimique est la méthode la plus largement utilisée depuis les années 40. Elle a
notamment permis 1’éradication de la fiévre jaune de la Caraibe et de I’Amérique. Elle
comprend 1’utilisation d’insecticides d’origine chimique, bactérienne ou végétale regroupés
en une trentaine de familles. Les insecticides different par leur formulation, leurs
modes/mécanismes d’action sur la physiologie de I’insecte et leur efficacité. La majorité des
insecticides actuellement utilisés sont d’origine chimique et incluent notamment les familles
des organochlorés, des carbamates, des organophosphorés, des pyréthrinoides, et des

régulateurs de croissance.

3.2.1. Lesorganochlorés et les pyréthrinoides

Ces deux familles d’insecticides agissent sur le systeme nerveux central et périphérique des
insectes. Ces molécules affectent la transmission de I’influx nerveux en perturbant la
cinétique d’inactivation de 1’ouverture des canaux sodium voltage dépendant. Elles
maintiennent I’hyperpolarisation de la membrane des cellules nerveuses la rendant insensible
a tout nouveau stimulus par le sodium, entrainant ainsi la paralysie et la mort de 1’insecte. Les
organochloreés et les pyréthrinoides agissent par contact ou par ingestion de la molécule par

I’insecte.

Parmi les organochlorés, on peut citer le dichlorodiphényltrichloroéthane ou DDT, le premier
insecticide utilisé dans la LAV grace a la découverte de ces propriétés insecticides en 1939
par Paul Hermann Miller (Prix Nobel en 1948). Dés 1942, il fut largement utilisé lors de
campagnes d’éradication menées contre Ae. aegypti dans les Amériques et la Caraibe. La lutte
fut un franc succeés ; de nombreux pays de la région annoncerent avoir éradiqué le moustique
en 1947 (186). Le DDT fut abondamment utilisé dans les programmes d’éradication du
paludisme ou de la dengue. Cependant, malgré une remarquable efficacité et une toxicité
relativement faible pour I’homme, son utilisation fut bannie dans la quasi-totalité des pays. En
effet, cette substance posséde des propriétés tres stables et bioaccumulables dans
I’environnement avec des produits de dégradation encore plus stables (3 & 7 mois voire 15
ans ; Ritter, 1995). Le DDT est peu soluble dans I’eau, s’accumule dans la chaine alimentaire
et possede une forte rémanence. Cependant, dans certaines régions, il reste utilisé en
pulvérisation intra-domiciliaire quand il n’y a pas d’autres moyens de lutte comme ce fut le

cas en Afrique lors de 1’épidémie de paludisme en 2000 contre les anophéles (An. funestus)
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devenus résistants aux insecticides a base de pyréthrinoides couramment utilisés, mais qui
restaient sensibles au DDT (187).

Les pyréthrinoides (deltaméthrine, bifenthine..) sont des insecticides dits «de troisieme
génération », commercialisés dans les années 1980 a la suite des problémes liés au DDT. Les
pyréthrinoides sont des dérives synthétiques venant des pyréthrines naturelles extraites des
fleurs d’une espéce de chrysanthéme (Chrysanthemum cinerariaefolium). Ces molécules
agissent par contact et ont un effet répulsif et neurotoxique quasi-immédiat provoquant la
chute et la mort de I’insecte ; on parle de choc neurotoxique. Ces insecticides sont les plus
largement utilisés dans la LAV en santé publique et vétérinaire en raison de leur faible
toxicité pour les mammiféres et leurs propriétés biodégradables. Ils sont cependant trés
toxiques pour les organismes aquatiques (e.g. poissons) et les auxiliaires de culture (e.g.
abeilles) (188).

3.2.2. Lesorganophosphorés et les carbamates

Les organophosphorés et les carbamates sont des inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase, une
enzyme intervenant dans la dégradation de I’acétylcholine, un neurotransmetteur des synapses
cholinergiques. Ces insecticides neurotoxiques touchent le systeme nerveux central et
bloquent la cholinestérase sous sa forme inactive. L’accumulation de 1’acétylcholine dans la
synapse qui en résulte bloque la transmission de I’influx nerveux et entraine la mort de
I’insecte par paralysie en bloquant les canaux nicotiniques en position ouvert
{champ 1985}. Ces molécules possedent une faible rémanence dans 1’environnement. Ces
produits sont généralement transmis par contact et pénétrent facilement dans 1’organisme
grace leur liposolubilité élevée. Les organophosphorés ont été largement utilisés durant la
seconde guerre mondiale dans la LAV en remplacement des organochlorés. Toutefois, les
organophosphorés (malathion, fénitrothion, chlorpyrifos, téméphos) en raison de leur mode

d’action, possédent une toxicité élevée pour I’homme et les vertébrés.

Les carbamates (carbaryl, propoxur, bendiocarbe, carbofuran, fenobucarb) dérivent de 1’acide
carbamique. lls ont été commercialisés dans les années 1960 afin de remplacer les
organophosphorés. Ils possédent une plus grande toxicité et un co(t energétique plus
important que les organophosphorés. Ils ont le méme mode d’action que ces derniers et
agissent principalement par contact. Cependant, les carbamates ont une rémanence

généralement plus faible que celle des organophosphorés.
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3.2.3. Les regulateurs de croissance

Les régulateurs de croissance sont des perturbateurs endocriniens agissant principalement sur

les stages pré-imaginaux. Ces insecticides sont classes selon deux modes d’action :

- Les juvénoides (méthoprene, pyriproxyféene) : ce sont des mimétiques de I’hormone
juvénile qui perturbe le développement larvaire et inhibe la nymphose. La mort peut se

produire au stade nymphal et dans de rares cas, au cours de I’émergence de I’adulte ;

- Les ecdysoides (diflubenzuron) : ils bloquent la synthése de la chitine au moment de la
mue. lls inhibent la sclérification du tégument de la larve apres la mue larvaire ou

nymphale. La mort survient indépendamment du stade de développement imaginal.

Les régulateurs de croissance sont tres efficaces par leur mode d’action exclusif sur les stades
immatures. Ils ont un délai d’action assez long pouvant aller jusqu’a 7 jours pour les
ecdysoides (famille des benzoylurées). Les régulateurs de croissance n’ont pas d’analogues
chez les mammiféeres et sont donc tres peu toxiques pour eux, mais ils peuvent interférer avec
le développement d’autres arthropodes. Ils possédent une faible rémanence et pour certains,
ils peuvent méme étre utilisés dans les réserves d’eau potable. Certains régulateurs de
croissance peuvent jouer un role stérilisant ou agir sur le développement embryonnaire en
inhibant 1’hormone juvénile et I’ecdysone qui jouent un réle important dans la fertilité et la

reproduction des insectes (189).

3.2.4. Les produits biocides

Les bactéries Bacillus thuringiensis serovar israelensis (Bti) (souche H-14) ou Bacillus
sphaericus (Bs) (souche 2362) (190) sont utilisées comme insecticides dans les gites larvaires.
Une fois ingérées par les larves, les bactéries sous 1’action du pH basique de I’intestin libérent
leur protoxines composées de cristaux protéiques toxiques (4 pour Bti et 1 pour Bs) au
moment de la sporulation bactérienne, qui une fois activées par les enzymes digestives,

altérent les cellules épithéliales intestinales et entrainent la mort des larves (191-193).

3.3. Résistances aux insecticides

Il existe deux types de résistance aux insecticides faisant intervenir des mécanismes

differents, la résistance génétique et la reésistance métabolique (Figure 18). Ces deux modes de



résistance représentent un énorme frein a la LAV. La résistance est définie par ’OMS en
1957 comme : « La résistance d’une souche (ou race) d’un insecte vis-a-vis d’un insecticide
correspond au développement d’une capacité a tolérer des doses de substances toxiques qui
exerceraient un effet Iétal sur la majorité des individus composant une population normale de

la méme espéece ».

3.3.1. Résistance génétique

La résistance par modification de cible est un mécanisme tres fréquent chez les insectes et
résulte de mutations ponctuelles présentes sur les genes codant pour les protéines ciblées par
I’insecticide. La sélection de ces mutations fait principalement intervenir une diminution de
I’affinité de 1’insecticide pour ces protéines cibles (récepteurs ou enzymes) tout en maintenant
au minimum une partie des fonctions biologiques de ces protéines. Les principales mutations

retrouvées chez les moustiques ont été identifiées sur les protéines suivantes :

- L’enzyme acétylcholinestérase, elle permet une résistance aux carbamates et aux
organophosphorés ; la mutation la plus fréquente est la mutation G119S présente dans le géne
ace-1 qui est présente chez six especes de moustiques (C. p. pipiens, C. p. quinquefasciatus,

Ae. aegypti, Ae. albopictus, Cx. tritaeniorhynchus et An. Gambiae) (194) ; (195) ;

- Le canal sodium voltage dépendant qui est ciblé par les pyréthrinoides et le DDT. Ces
mutations diminuent ou annihilent la fixation de I’insecticide a leur cible. La mutation la plus
fréquente est la mutation du géne kdr «knockdown resistance» qui est retrouvée dans

différentes populations d’Ae. aegypti (196) ; (197) ;

- Le récepteur de 1’acide gamma-aminobutyrique qui diminue I’affinité des organochlorés

pour ce récepteur, sont également retrouvés chez Ae. aegypti (198).

3.3.2. Résistance métabolique

La résistance métabolique ou mécanisme de détoxification est un mécanisme biochimique par
lequel I’insecte synthétise des enzymes permettant la dégradation des insecticides en
métabolites moins ou non toxiques. L’insecticide perdra alors de son efficacité car la quantité
de produits insecticides atteignant la cible sera drastiquement réduite. Ce processus implique

une surproduction d’enzymes estérases (carboxyestérases, glutathion-S-transférases et
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monoxygénases dépendant du cytochrome P450) (199) ; (200) ; (201) par : i) amplification
génique avec une augmentation du nombre de copies du géne, ii) mutation du promoteur du
géne augmentant sa transcription, iii) mutations multiples augmentant les propriétés
catalytiques de I’enzyme pour I’insecticide (202); (203). Ce mécanisme de résistance
intervient principalement dans la résistance aux organophosphorés, aux carbamates,

pyréthrinoides et au DDT.

D’autres types de résistance peuvent ¢galement intervenir comme la résistance
comportementale permettant a 1’insecte d’éviter les surfaces traitées en s’envolant rapidement
suite a lirritation que peut produire 1’insecticide (204). La résistance cuticulaire (trés
lipophile) réduit la pénétration de I’insecticide (plutdt hydrophobe) dans 1’organisme de

I’insecte, ce qui conduit a une meilleure survie de ce dernier (205) ; (206).

Résistance comportementale
(évitement)

{} Résistance cuticulaire
f (baisse de la pénétration)
1
1
M 0
. SR EAME WD O Séquestration
\ (enzymes, transporteurs...)
Enzymes de
détoxication
Qi‘ excrétion
AU
Mutation de la cible Q

(Ace, Kdr, Rdl )

Résistance métabolique
(P450s, Estérases, GSTs, ...)

Figure 18 : Les principaux mécanismes impliqués dans la résistance aux insecticides (tiré de JP David, HM
Ismail, MI Paine).

3.4. Lutte biologique

La lutte biologique fait appel aux prédateurs naturels des larves, a des parasites ou des agents
pathogenes.

Les poissons de type Gambusia affinis et Poecilia reticulata ou guppy sont utilisés dans la

lutte anti-larvaire. Ces poissons larvivores, peuvent étre déposés dans de petites collections
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d’eau et survivre dans des eaux pauvres en oxygene, des eaux chargées en matiéres

organiques ou des eaux saumatres.

Les copépodes du genre Mesocyclops sont utilisés dans la lutte contre les Aedes. Ce sont de
petits crustacés pouvant étre ensemencés dans 1’cau a usage domestique. Ces crustacés sont

capables de consommer 20 & 40 jeunes larves de moustique par jour.

Les champignons entomopathogenes (Beauveria bassiana et Metarhizium anisopliae)
entrainent invariablement la mort des moustiques en 11 a 14 jours. Leur reproduction est
indépendante de leur hote. Les champignons se fixent a la surface du corps des insectes sous
forme de spores microscopiques qui une fois germées, se développent en surface sur le
tégument de I’insecte, pénétrent dans la cavité générale et y proliférent entrainant ainsi la mort

avec ou sans emission de neurotoxines (207).

3.5. Les alternatives a la LAV

Suite a I’identification de la résistance aux divers insecticides proposes, des méthodes

alternatives de lutte issues des biotechnologies ont été développées.

La technique de I’insecte stérile ou SIT pour Sterile Insect Technique, vise la réduction de la
densité d’une population de moustiques via le lacher massif de males stérilisés par irradiation
aux rayons (X ou gamma). Les maéles stérilisés s’accoupleront avec des femelles sauvages
induisant ainsi la stérilisation des femelles. Cette technique a été utilisée dans la lutte contre la
lucilie bouchére (Cochliomyia hominivorax) au sein des élevages de bétail en Amérique du
Nord et Centrale (208) (209). L’utilisation du STI a aussi permis I’¢limination de la glossine
(mouche tsé-tsé) qui transmet un trypanosome sur 1’ile de Zanzibar (210); (211). Enfin, le STI
a été employé au Sénégal (212) et au Mexique (213) dans la lutte contre les glossines ; elle est
en cours de développement contre les Aedes et les Anopheéles (214). Une des limites de cette
technique est la perte de compétitivité des males irradiés (215).

La technique du lacher de moustiques portant un géene létal dominant ou RIDL (Release
of Insects Carrying a Dominant Lethal Gene) vise également a réduire la densité de
moustiques au sein d’une région donnée. Des moustiques génétiqguement modifiés portant un
gene létal sont relacheés massivement dans la nature. Leur accouplement avec des moustiques

femelles sauvages engendre une progéniture non viable. Différentes techniques sont utilisées :
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- Pour la souche OXS513A d’Ae. aegypti, produite par la compagnie Oxitec
(https://www.oxitec.com/), les males sont génétiquement modifiés par I’insertion d’un
transposon exprimant le facteur de transcription tTAV (Tetracycline-controlled transactivator)
qui permet la survie des moustiques et notamment des males dans un milieu contentant de la
tétracycline. En milieux naturels, dépourvu de tétracycline, les males génétiquement modifiés
transmettent lors de I’accouplement ce géne dominant Iétal a leur descendance induisant ainsi
la mort des individus en I’absence de tétracycline (216). Cette technique a été notamment
utilisé dans les iles Caiman en 2009 et au Breésil en 2012 avec des taux de réussite allant
jusqu’a 95% (217) ; (218).

- Pour la souche OX3604C d’Ae. aegypti, les embryons sont génétiqguement modifiés par un
transgene régulé par la tétracycline incorporée dans le géne actind (Act-4). Ce géne est
exprimé lors du développement des muscles du vol chez la femelle moustique (219). Les
femelles génétiquement modifiées portant le transgéne et élevées en I'absence de tétracycline
meurent en raison de leur incapacité a voler (220). Les males ne sont pas affectés par cette
condition. En milieux naturels (dépourvus en tétracycline), les males génétiguement modifiés
transmettent lors de ’accouplement ce géne dominant 1étal a leur descendance. La progéniture
femelle qui en résulte est incapable de voler ou de se reproduire entrainant ainsi une
diminution de la population de femelles (220). Cette technique a été utilisée dans le sud du
Mexique, cependant aucune des populations traitées n’a été¢ ¢éliminé du fait de la faible

compétitivité des males OX3604C pour I’accouplement par rapport aux males sauvage (221).

La modification de la flore bactérienne des moustiques, par infection avec des bactéries du
genre Wolbachia. Contrairement a Ae. albopictus (WAIbA et wAIbB), Ae. aegypti est
naturellement dépourvu de la bactérie intracellulaire Wolbachia. La transfection de wMelPop
issus de Drosophila melanogaster chez Ae. aegypti (155) et de wAIbB chez Ae. albopictus
rendu aposymbiotique (156) a pour effet : (i) la diminution des densités de populations di au
phénomene d’incompatibilité cytoplasmique se traduisant par une stérilité produite lors de
I’accouplement (une femelle et un male infectés par des souches de Wolbachia différentes)
(222) ; (223), (ii) la diminution de la competence vectorielle pour différents arbovirus
(DENV, CHIKYV et YFV) sans altération de la durée de vie (224) ; (225) ; (226) ; (157), (iii)
la diminution de la compétence vectorielle d’Ae. aegypti (wMelPop) pour différents arbovirus

avec réduction de la durée de vie du moustique (155).
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La fievre jaune

La fievre jaune est la premiére maladie a arbovirus a
avoir éteé identifiée. Ce nom a été attribué en raison de
I’apparence jaunatre des patients qui €tait diie a un
ictere.

Ce chapitre présente, dans un premier temps, les
aspects cliniques et épidémiologiques de la maladie,
puis les traitements et enfin, le contexte historique de
la découverte de la maladie et son mode de
transmission.
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Chapitre 4 : La fievre jaune

4.1. Pathogenése et épidémiologie
4.1.1. Symptomes de la maladie

La fiévre jaune est une fiévre hémorragique mortelle & large spectre clinique, allant des
formes asymptomatiques (entre 5 et 85% des cas) aux formes les plus graves, en passant par

les formes de type syndrome grippal (Figure 19). Elle se divise en trois phases :

- Apres une période d'incubation de 3 a 6 jours (pouvant atteindre 10-15 jours), la maladie
apparait soudainement avec une forte fievre (39°C), des maux de téte, des frissons, des
myalgies, des vomissements, de l'arthralgie, de la virémie, des douleurs lombo-sacrées. Une
conjonctivite, une neutropénie, et un érythéme facial important avec un cou, un thorax et une
langue rouge vif donnant ainsi son nom a cette premiére phase dite phase rouge (ou masque
de fievre jaune) ou phase aigué (ou phase virémique) sont observés. Il est également décrit

lors de cette phase, une leucopénie et des urines rares et foncées (oligurie).

- Au bout de 3 a 4 jours, les symptdmes diminuent. Lors de cette courte phase de rémission de
2 a 24 heures, une amélioration clinique du patient est constatée. La majorité des cas s'arrétent
a cette phase et évoluent favorablement vers une guérison complete des patients (227); (228).
Cependant dans 20% a 60% des cas, la maladie évolue vers une forme plus sévere appelée

phase aigué ou toxique irréversible.

- La phase toxique est caractérisée par une recrudescence des symptomes (fievre élevée,
aggravation des maux de téte et de la myalgie, nausées, douleurs abdominales, asthénie
sévere, douleurs épigastriques, somnolence, oligurie). Au cours de cette phase, les malades
développent les symptomes spécifiques de la fiévre jaune, de multiples hémorragies causant
des saignements au niveau de la bouche, du nez, des yeux ou de I’estomac (hémorragies
digestives) marqués par 1’apparition de sang dans les vomissures (vomito negro) et les féces.
Cette phase est aussi marquée par des défaillances multiviscérales, une insuffisance rénale et
un ictére du foie donnant une couleur jaune au patient (donnant ainsi son nom a la maladie),
de I'hypertension artérielle, de I'acidose métabolique, une instabilité cardiovasculaire, une
arythmie cardiaque (collapsus cardiovasculaire), une confusion, des convulsions et le coma,

indiquant généralement la phase terminale de la phase toxique.

Selon Santé Publique France (SPF) et la Haut Conseil de Santé Publique (HCSP), 20 a 60 %

des cas graves évoluent vers une forme mortelle. Le déceés des patients survient généralement
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entre 7 et 14 jours ((227); (229) ;(230)) apres l'apparition des premiers symptémes. Les
patients qui survivent a la fiévre jaune, peuvent présenter des effets secondaires tels que des
signes de fatigue persistante et des complications dues a des infections bactériennes
secondaires comme la pneumonie ou la septicémie suite a un affaiblissement du systéeme

immunitaire.
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Figure 19 : Les différentes étapes de la fievre jaune (tiré de Sanofi, 2019).

4.1.2. Diagnostic

Les symptomes non spécifiques de début d’infection rendent le diagnostic différentiel de la
fievre jaune particulierement difficile en ’absence d’isolement du virus chez le patient. Des
pathologies tropicales telles que les fievres hémorragiques (dengue, fievres hémorragiques
virales, fievres récurrentes ou encore les hépatites) presentent des symptomes similaires a
ceux de la fievre jaune. De plus, d’autres affections a prédominances rénale, hépatique ou
encore cardiaque telles que les hépatites virales ou la leptospirose peuvent également étre

confondues avec des symptomes caractérisant la phase sévere de la fievre jaune. Le virus peut

84



étre détecté par RT-PCR, dés 1 jours aprées le debut des symptdmes, dans le sang, le liquide
céphalo-rachidien, les urines ou d’autres organes (231). Une sérologie permettant la recherche
d’IgM peut étre réalisée par ELISA a partir de 6 jours apres le début des symptomes. Cette
technique est d’ailleurs recommandée par la Pan American Health Organization (PAHO)
comme outils de référence pour la détection du virus (232). La recherche d’IgG peut
confirmer le diagnostic. Des biopsies post-mortem montrant 1’abondance de cellules
inflammatoires peuvent également étre réalisées sur les victimes (233). Afin de faciliter le
diagnostic de la fiévre jaune, ’OMS a mis en place un guide de diagnostic et un classement
ou la définition de la maladie a été afin d’établir des critéres stricts de diagnostic. Les cas sont
répartis en « cas présumeé », « cas probable » et « cas confirmé » avec des critéres établis pour
chaque catégorie. Les sérodiagnostics sont réaliseés afin de confirmer la derniére catégorie
(234), (235).

4.1.3. Traitements et vaccins

4.1.3.1. Traitements

Il n’existe actuellement aucun traitement spécifique contre la fievre jaune. Il n’existe pas
d’antiviraux spécifiques, on ne peut que traiter les symptomes et non éliminer la maladie.
Cependant, plusieurs composés avec une action antivirale ont été décrits comme la ribavirine
et les interférons alpha. Les interférons alpha utilisés sur des singes infectés étaient peuvent
ralentir I’évolution de la maladie et réduire la virémie mais n’ont aucun effet sur la survie du
singe qui mourrait tout de méme des suites de la maladie. Des essais utilisant la ribavirine sur

des singes infectés ont montré des résultats tres controverses.

4.1.3.2. Vaccins

Suite a I’isolement du virus en 1937, deux vaccins contre la fievre jaune ont été élaborés, a
partir de deux isolats viraux différents, le vaccin « French Neurotropic Vaccine » (FNV)

frangais et le vaccin 17D américain.

Le FNV, un vaccin vivant atténué a éte elaboré a partir de la souche francaise de YFV isolée
par I’Institut Pasteur de Dakar en 1927 au Sénégal. Ce virus fut atténué par passages
successifs (128 fois) sur des cellules de cerveau de souris ((77)). Entre 1950 et 1960, ce sont

pres de 40 millions de personnes qui furent vaccinées dans les pays francophones d’Afrique.
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Cependant, bien que les cas de fievre jaune diminuaient significativement, ce vaccin a été
associé a des encéphalites diagnostiquées chez les enfants. Cela a eu pour conséquence 1’arrét

de la vaccination avec le FNV en 1961 et la fermeture des usines de production en 1980.

Le vaccin 17D a été développé par Theiler et Smith en 1937 & partir de la souche de virus
isolé en 1927 au Ghana par 1’équipe américaine. Ce vaccin fut obtenu par passages successifs
du virus sur des cellules de souris et des embryons de poulet (200 fois) conduisant a une
atténuation avec réduction des complications viscérotropes et une perte de la capacité du
moustique a transmettre le virus tout en gardant, la capacité a induire une réponse immunitaire
protectrice chez le singe et I’homme. Il est considéré comme 1’un des vaccins les plus sirs et
efficaces. Il confére une protection de longue durée (environ 10 ans voire toute la vie).
Actuellement, deux souches du vaccin (17D-204 et 17DD) sont utilisées lors des campagnes
de vaccination et prés de 500 millions doses ont deja été distribuées a I’heure actuelle. 11
existe quatre sites de fabrication du vaccin dans le monde qui produisent entre 20-25 millions
de doses par an. L’OMS recommande, dés 1’enfance, la vaccination dans les pays endémiques
pour la fiévre jaune. Une dose de vaccin contient environ 10° pfu/ml de virus et fournit une
immunité sur au moins 10 ans ; les anticorps anti-YFV restent méme détectables dans le

plasma aprés plus de 35 ans.

4.1.4. Epidémiologie

La fievre jaune est une maladie décrite pour la premiére fois en Afrique, il y a environ 1500-
3000 ans. En dépit de son origine africaine, les premieres épidémies sont décrites a la Barbade
en 1647 puis a Saint Christophe dans la Caraibe (236). L’épidémie se répandit ensuite sur le
continent américain en 1648 au Yucatan avant d’atteindre 1’Afrique (Sénégal) en 1778.
Depuis, la fiévre jaune est endémique sur les deux continents, dans 44 pays d’Afrique Sub-
saharienne et d’Amérique du Sud. Les régions a risque concernent les pays qui hébergent le
vecteur Ae. aegypti, ce qui représente environ 900 millions de personnes d’aprés les
estimations de I’OMS. Ainsi, 508 millions de personnes dans 32 pays d’Afrique et 392
millions dans 12 pays d’Amérique du Sud et d’Amérique Centrale sont donc a risque. L’OMS
récence environ 200 000 cas d’infections et 30 000 morts par an dont environ 90% se
produisent en Afrique (237). Le taux de mortalité de la fievre jaune est compris entre 20% et
60% avec un nombre de cas severes compris entre 51 000 et 380 000 par an (238, 239). En
Afrique, le taux de mortalité parmi les personnes symptomatiques atteint 40-60%. Le virus y
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circule selon trois cycles (forestier, savane et urbain). En Amérique, des épidemies ont été
historiquement rapportées du Nord du Panama jusqu’au Nord de 1’Argentine. Aujourd’hui,
’activité du virus est rapportée majoritairement dans le bassin amazonien. Dans cette partie
du monde, le virus est seulement maintenu dans un cycle forestier, le cycle urbain
n’intervenant que de maniére sporadique. Les cas de fiévre jaune se produisent généralement
durant la saison des pluies au moment ou la densité de populations de moustiques du genre
Haemagogus est importante. Depuis 1985, le nombre de cas de fievre jaune en milieu urbain
est en augmentation (Bolivie, Pérou, Paraguay et Brésil). L’intensification des voyages
augmente les risques de diffusion du virus au-dela de son aire de distribution actuelle. Depuis
1964, neuf cas de fiévre jaune ont été recensés en Europe, en Amérique du Nord et en Guyane
francaise. Il s’agissait, dans tous les cas, de touristes revenant d’Afrique de 1’Ouest et
d’Amérique du Sud, ayant développé la maladie une fois rentrés dans leur pays. Bien

heureusement, aucun n’a généré de cas secondaires (83, 240-242) (Figure 20).
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Figure 20 : Carte de répartition du virus de la fievre jaune (tiré du CDC, 2021).
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4.2. Contexte historique

4.2.1. Emergence de la fievre jaune dans la Caraibe et en Amérique
Du 17°™ siécle jusqu’au début du 20°™ siécle, la fiévre jaune représentait une menace
majeure pour la Caraibe et les Amériques avec des épidémies meurtrieres principalement
urbaines. Elle a engendré des pertes économiques majeures et a jouée un réle significatif sur la
géopolitique a I’ére coloniale dans cette région. L’arrivée en Amérique de ce virus originaire
d’ Afrique semble étroitement liée & la traite des esclaves (15°™ et le 19°™ siécle) (78). Avec
I’installation de plantations cannes a sucre aux Antilles créant le besoin d’une importante
main d’ceuvre, prés de 12,5 millions d’esclaves ont été déportés d'Afrique de I'Ouest vers les
Amériques et la Caraibe. Le virus fut introduit a partir de moustiques et d’hommes infectés
embarquant sur les navires négriers (236). Durant la traversée depuis les cotes d’Afrique de
I’Ouest, les hommes et le vecteur Ae. aegypti étaient confinés dans les cales des bateaux avec
de grandes quantités d’eau potable créant ainsi des conditions idéales pour et la prolifération

des moustiques et donc la transmission du virus.

Les premieres epidéemies dans la Caraibe ont commencé en 1640 en Guadeloupe et se sont
étendues a la Barbade (1647), Cuba (1649), la Jamaique (1655), Sainte-Lucie (1665), la
Martinique (1682), la Guyane Francaise (1762) et Saint Kits (1648). La Caraibe connut
diverses épidémies dévastatrices, notamment celle de Cuba en 1762 qui fit 8 000 victimes sur
les 15 000 soldats britanniques, et celle de Saint-Domingue (Haiti) en 1803-1804 ou 1’armée
francaise perdit 50000 a 55000 hommes durant la bataille pour I’indépendance de I’ile. Cette
derniére épidémie sera répertoriée a postériori comme étant la plus meurtriere dans la Caraibe
(77, 243).

En Amérique du Nord, la fievre jaune est arrivée en 1648 au Yucatan puis des épidémies ont
fait rage dans la région entre le 17°™ et le 19°™ siécle. En 1668, elle est arrivée a Philadelphie
et New York. La ville de Philadelphie a connu 20 épidémies, New York 15, Boston 8 et
Baltimore 7 (243). En 1878, la Vallée du Mississipi subit une épidémie de grande ampleur
causant 13000 cas de fieévre jaune dont 5000 morts. L’Amérique du Sud fut touchée par
I’arrivée du virus en Colombie, en 1741 ; avec prés de 13000 soldats morts de la fiévre jaune
sur les 20000 engagés dans I’attaque de Carthagéne. L’une des épidémies majeures que
connut I’Amérique est celle qui se déroula durant la premiére tentative de construction du
canal du Panama entre 1880 et 1888 par Ferdinand de Lesseps causant 52000 cas de fiévre
jaune et malaria dont plus 22000 morts (77, 243).
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La fievre jaune a atteint I’Europe pour la premiere fois en 1730 a Cadix en Espagne suite aux
échanges entre 1I’Amérique, la Caraibe et I’Europe ou elle causa 2200 déces en deux mois
(septembre, octobre). La fiévre jaune atteignit de multiples villes d’Europe causant des
épidémies sur son passage, montrant ainsi que la transmission du virus pouvait avoir lieu dans
des régions tempérées avec la présence d’un vecteur compétent pour le virus. C’est ainsi que
la fievre jaune affecta 1’Espagne avec 100 000 victimes, la France, le Portugal a Lisbonne (en
1857, plus de 6000 déces), I’Angleterre et I’Italie (77) (243).

En Afrique, la premiére épidémie de fieévre jaune fat décrite en 1768 par Lind au Sénegal ;

elle aurait décimé les troupes britanniques qui se trouvaient a Saint-Louis.

C’est a cette période, a Cuba que Carlos Finlay (1881) et plus tard, Walter Reed (1900) ont

confirmé le rdle du moustique Ae. aegypti dans la transmission du YFV (8, 77).

4.2.2. Découverte du vecteur de la fievre jaune

4.2.2.1. Carlos Finlay

Carlos Finlay était un médecin cubain qui fut le premier en 1881 a avoir émis I'hypothése que
la fievre jaune était véhiculée par le moustique Ae. aegypti (qu'il appelait Culex fasciatus). Ce
ne sont pas les "miasmes" ¢’est-a-dire I’environnement ni les fourmis vivant dans les maisons
qui serait la cause des épidémies de fievre jaune mais plutét les moustiques présents en fortes
densités durant les mois humides et chauds de I'été. La présentation de cette théorie sur la
propagation de la maladie dans "The Annals of the Academy of Medical, Physical, and
Natural Sciences of Havana" a été catégoriquement rejeté en 1881. Finlay passa ensuite les 20
années suivantes a essayer de démontrer sa théorie. Pour cela, il mena diverses expériences
sur I'nomme. L'une d’entre elles consistait & infecter 102 personnes volontaires avec des
moustiques préalablement infectés par la fiévre jaune. Dans un premier temps, une centaine
de moustiques ont été infectés en les présentant aux patients atteints de fievre jaune. Les
moustiques potentiellement infectés ont ensuite été présentés a des volontaires non malades ;
certains volontaires tombaient malades et pas d’autres. Ces observations ont conduit Finlay a
établir que le moustique était le vecteur de la maladie. Cependant le fait que tous les
volontaires n’avaient pas développé la maladie, a posé un probleme au conseil qui a examiné
ses travaux ; Finlay n’a pu expliquer cette disparité ne sachant pas que les patients restaient

infectés durant les 3 a 5 premiers jours de la maladie avant une rémission. Le conseil a
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souligné d’autres biais comme le fait que les volontaires n’ont pas été suffisamment isolés du
reste de la population pendant 1’expérience, ce qui entachait la fiabilité des résultats. Finlay
abandonna ses travaux sur la fiévre jaune et devint officier chef de la santé de Cuba ; il mena
des travaux sur le tétanos infantile et mis en place des mesures sanitaires afin d’enrayer cette

maladie.

4.2.2.2. Walter Reed et la validation des travaux de Finlay

L’hypothése d’une transmission par un moustique ne fut finalement admise qu’en 1900 quand
Walter Reed prouva la théorie de Finlay. Reed ne fut pas immédiatement convaincu par la
théorie de Finlay. C’est Jesse William Lazear, jeune chirurgien de la « Yellow Fever
Commission » dirigé par Reed qui fut I’instigateur de ce travail. En effet, il reproduisit
I’expérience de Finlay mais fat lui-méme infecté via la piqure d’un moustique et mourut 13
jours plus tard avant d’avoir pu finir ses travaux. A la suite de ces événements, Reed décida
de mener lui-méme les expériences de confirmation de la théorie de Finlay en I’honneur de
Lazear. Pour cela, Finlay lui fournit des moustiques et Reed fit la méme expérience en
modifiant le protocole d’isolement des volontaires non immunisés (Camp de Lazear). Apres
six tentatives, les travaux de Reed mirent en évidence I’implication direct du moustique dans
la transmission du YFV en tant qu’hote « intermédiaire ». Les moustiques femelles (Culex
fasciatus) avaient été gorgés sur des patients atteints de fievre jaune modérée, sévere ou
fatale. Puis, 14 a 24 jours plus tard, ces mémes moustiques ont été mis en présence des
volontaires qui développerent par la suite la maladie. Ces travaux ont eu de nombreuses
répercutions notamment sur la mise en place de moyens de lutte contre le vecteur (le

programme Rockefeller) .

A cette méme période, le concept de période d’incubation extrinséque (PIE) fut mis en
évidence. En effet, les volontaires piqués par des moustiques ayant été gorgés sur des malades
2 a 10 jours plus tot ne développaient pas la maladie alors que ceux infectés avec des
moustiques plus agés, développaient la maladie. Les membres de 1’équipe en déduirent que la
PIE minimale pour la transmission du virus par le moustique était de 12 jours apres 1’infection
(12 jours en été et 18 jours en hiver). Ces observations avaient été mises en lumiére par Henry
Carter de la «Yellow Fever Commission» lors de tentatives indépendantes de mise en
évidence du mode de transmission de la maladie (Figure 21) (8, 244). D’autres expériences

montrerent que le moustique était capable de transmettre la maladie méme 57 jours apres
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infection et donc restait infecté toute sa vie. Par la suite, Reed émit I’hypothése que I’agent de
la fievre jaune était filtrable et donc assimilable a un virus (245) en utilisant le filtre de
Chamberland qui permit la découverte du premier virus en 1898.

Figure 21 : Les membres ayant participé a la découverte du vecteur de la fievre jaune avec Henry Rose Carter
(a), William C. Gorgas (b), Carlos Finlay (c) et les membres de la Yellow Fever commission en 1900, Walter
Reed (d), Aristides Agramonte (e), Jesse Lazear (f) et James Carroll (g) (tiré de Chaves-Carballo (2005)).

4.2.3. Eradication du vecteur de la Caraibe et d’Amérique puis ré-infestation

Cette découverte a mené a des mesures de lutte antivectorielle mises en place par William C.
Gorgas. La destruction des moustiques (adultes et stades larvaire) et la mise en quarantaine
des malades de fievre jaune ainsi que la surveillance des mouvements portuaires, a permis
d’¢liminer les cas de fiévre jaune de 1’ile de Cuba en cing mois. Ces mesures et leur contréle
par W. C. Gorgas permirent également de limiter les épidémies qui frappaient les troupes
ameéricaines qui construisaient le canal de Panama en 1904. Cependant, la surveillance du
moustique n’ayant pas été maintenue, a conduit a la recolonisation progressive du moustique
dans les Tles de la Caraibe et en Amérique latine. Suite au programme d’éradication du
vecteur de la fievre jaune, I’ Amérique enregistra sa derniére épidémie en 1905 a la Nouvelle-
Orléans, qui avait causé environ 1000 morts. La Martinique connut sa derniére épidémie en
1908 comptabilisant 19 morts (246).

4.2.3.1. 1908, date de la derniére épidémie a la Martinique

La Martinique connut sa derniére épidémie de fiévre jaune en 1908. Au méme moment,
differentes épidémies se sont déclenchées dans plusieurs iles de la Caraibe (Trinidad,

Barbade, Surinam) et I’on pensa que cette épidémie était liée a une importation de la maladie
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par bateau. Cependant, des données concernant la mise en quarantaine des bateaux ainsi que
les données sur les cas recensés a la Martinique indiquaient que cette affirmation était
inexacte. La Martinique connut de multiples épidémies entre 1850 et 1907 indiquant que
I’épidémie de 1908 tirerait son origine de I’ile elle-méme. Durant les années 1895 a 1900, il a
été recensé environ 120 cas dont 70 déces. Cette période fut entrecoupee de périodes dite
inter-épidémiques qui durérent jusqu’en 1907-1908, pendant lesquelles, des cas de fiévre
jaune n’étaient pas observés mais on observait des fiévres « inflammatoires ». En fait, ces
fievres correspondraient dans les pays endémiques pour la fievre jaune, et en particulier a la
Martinique, a une forme bénigne dite « inflammatoire » et aux formes moins séveres de fiévre
jaune retrouvées surtout chez les enfants. Les formes graves ou mortelles de la maladie
seraient une exception parmi la population autochtone et séviraient principalement chez les
étrangers et les Européens. L’épidémie de 1908 aurait pris sa source dans la ville de Fort-de-
France (avec un plus grand nombre de cas) et se serait propagée a toutes les communes,
bourgs et colonies situés au Sud de I'ile. Au total, environ 1128 cas suspects auraient été
recensés dont environ 206 cas confirmés (100 européens et 106 créoles) et environ 37 morts
(19 europeéens, 11 créoles et 7 cas indéfinis probablement des créoles). Les cas probables
représentaient surtout des enfants, pour lesquels le diagnostic était plus compliqué. Aucun cas
ne fut recensé dans la partie Nord de 1’ile au cours de 1’épidémie de 1908. Cela était peut-étre
di a I’immunité acquise par la population lors de 1’épidémie de 1895 qui ne toucha que la
partie Nord de I’lle (Saint-Pierre, Basse-Pointe), Fort-de-France et d’autres bourgs de la
colonie. Au cours de 1’épidémie de 1908, il n’y eut que peu de cas de fiévre jaune répertoriés
méme avec la présence d’Ae. aegypti en fortes densités. Des méthodes de lutte antivectorielle
consistant a détruire les gites larvaires avaient été mises en place en préventif des le mois de
novembre 1908 par une « mission d’étude », prouvant ainsi leur efficacité sur le faible
nombre de cas observeés et la disparition progressive de 1’épidémie. De plus, on peut supposer
que les personnes ne développant que les formes bénignes de fievre jaune lors des épidémies
précédentes, pourraient avoir acquis une immunité face au virus contribuant ainsi a la

réduction considérable du nombre de cas (246),(247).
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Le virus de la fievre jaune f(t le premier arbovirus
identifié et le premier Flavivirus isolé et caractérise.

Dans ce chapitre, sont présentées les caractéristiques
du virus, ainsi que son cycle de réplication, sa
phylogénie, sa distribution et son cycle de
transmission.
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Chapitre 5 : Le virus de la fievre jaune

5.1. Caractéristiques (isolement, structure et organisation du génome)

Le virus de la fiévre jaune (YFV) est un prototype du genre Flavivirus ; il a été isolé pour la
premiére fois en 1927 au Ghana par Adrien Strokes a partir du sérum d’un patient atteint de
fievre jaune modéré (la souche Asibi) suite a I’infection successive de 30 singes (Macacus
rhesus) via la récupération puis I’injection de fluides corporels filtrés. Le YFV est un virus
enveloppé sphérique avec une capside icosaédrique de 50 nm de diametre (Figure 22). Son
génome est constitué d'une molécule d’ARN monocaténaire de polarité positive, qui se
réplique dans le cytoplasme des cellules infectées. Les hépatocytes sont le principal site de
réplication du virus et l'infection virale est directement responsable du dysfonctionnement
hépatique, rénale et cardiaque. Le génome contient un seul cadre ouvert de lecture d'environ
10233 nucléotides. Il est flanqué de régions non traduites riche en structures secondaires : une
coiffe a I'extrémité 5' mais pas de queue poly-A en 3. Cet ARN code une polyprotéine
composée de trois protéines structurales : la protéine C (capside), la protéine membranaire M,
la glycoprotéine d'enveloppe E (les protéines E et M constituent I'enveloppe du virus) et sept
protéines non-structurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5) (Figure 22).

B protéine de capside (C) protéine de membrane (M)

protéine d’enveloppe (E) génome ARN sb (+)

Figure 22 : Structure du virus, au microscopie électronique (A) et schématisée (B).

5.2. Cycle de réplication du virus de la fiévre jaune

L’entrée du virus dans la cellule se fait par endocytose clathrine-dépendante suite a la liaison

de la proteine E virale a son récepteur DC-SIGN, récepteur au mannose (il n’existe pas de
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récepteurs spécifiques). Dans I'endosome, I'enveloppe virale sous I’action du faible pH
fusionne avec I'enveloppe cellulaire suite au changement de conformation de la protéine E,
libérant ainsi le génome viral dans le cytoplasme de la cellule. L'ARN viral est traduit en une
polyproteine qui, une fois clivée, codera pour les trois protéines structurales et les sept
protéines non structurales. Grace au complexe de réplication formé par le génome virale,
I’hélicase virale NS3 (et ces co-facteurs) et 'ARN polymérase ARN dépendante NS5, celui-
ci réplique le génome viral au sein de la membrane du réticulum endoplasmique en utilisant le
brin de polarité négative comme matrice pour répliquer le génome viral de polarité positive
qui sera ensuite encapsidé dans le virion. Les particules virales immatures vont ensuite
acquérir leur capside dans le réticulum endoplasmique et subir un processus de maturation par
clivage du complex prM-E par la protéase furine sous 1’action du pH dans I’appareil de Golgi.
Les virions sont libérés des cellules par exocytose ou ils vont acquérir certaines des protéines
d’enveloppe de la cellule. Afin de permettre ce cycle, les protéines non structurales codées par
I’ARN viral possedent différents roles. La protéine NS1 est une glycoprotéine impliquée dans
la pathogénicité et la virulence en inhibant I'activité de la cascade du complément. Pour cela,
elle s'associe a la surface des cellules. La protéine NS3 est une enzyme centrale pour le
fonctionnement du cycle viral des Flavivirus. Son extrémité N-terminale a une activité sérine
protéase et joue un role dans le traitement de la polyprotéine avec son cofacteur NS2B tandis
que son extrémité C-terminale permet la séparation du brin d'’ARN pendant le processus de
réplication grace a son activité NTPase/hélicase. La protéine NS5 posséde deux activités
enzymatiques trés importantes dans le cycle viral, une activité permettant la formation de la
coiffe de I'ARN, située a I'extrémité N-terminale de NS5 et une activité enzymatiqgue ARN
polymérase ARN-dépendante permettant la réplication du génome viral située a son extrémité
C-terminale. Les autres protéines NS2A, NS2B, NS4A et NS4B, semblent jouer un réle dans
I'assemblage du virus, méme si leurs fonctions ne sont pas encore totalement comprises
(Figure 23).
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5.3. Distribution et phylogénie de YFV

Un seul sérotype de YFV a été mis en évidence a ce jour, et sept génotypes de YFV ont été
identifiés sur deux continents: 5 génotypes circulant en Afrique (Ouest Afrique I, Ouest
Afrique II, Est/Centre Afrique, Angola, Afrique de I’Est) et 2 génotypes circulant en
Amérique (Amérique du Sud | et Amérique du Sud Il) (248) (Figure 23). Toutes ces souches
sont homologues mais présentent néanmoins jusqu’a 21,5 % de divergence nucléotidique et
5,2% de différences en séquences d’acides aminés (249). Des études montrent une grande
hétérogénéité entre les cing souches de YFV africaines. En effet, les génotypes Africains
présentent jusqu’a 25,8% de divergence nucléotidique et 9,1% de variations au niveau acides
aminées (248). De plus, les génotypes Afrique de I'Ouest Il et Afrique de I'Est/Centrale sont
des virusenzootiques alors que le génotype Afrique de I'Ouest I pourrait circuler parmi les
populations humaines, méme si les séquences nucléotidiques et d'acides aminés entre les
génotypes | et Il d'Afrique de I'Ouest sont proches (248). De maniére intéressante, il a été
montré par une approche phylogénétique que le génotype Angola est le plus divergent des
autres lignées africaines : on retrouve une différence de séquences nucléotidiques de 15,7-
18,5% et une divergence d’acides aminés de 0,4%-0,9% avec les lignées d’Afrique Est/Centre
suggérant une probable divergence de la souche Angola d’un ancétre commun YFV d’Afrique
Est/Centrale de nombreuses années avant la séparation des souches Est/Centre Afrique et Est
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Afrique (248) ; (249) ; (78). Ces etudes estiment également que 1’ancétre commun de toutes
ces lignées aurait émergé en Afrique entre 700 et 1200 ans avant que le premier géenotype de
YFV n’émerge (78).

Les souches de YFV d’Amérique du Sud sont phylogénétiquement trés proches de celles
d’Afrique de 1’Ouest suggérant ainsi leur origine africaine ; elles ont été probablement
introduites durant la traite des esclaves (78); (249). En Amérique du Sud, les données
phylodynamiques du virus suggérent que les récentes épidémies de fievre jaune ont été
initiées par différents genotypes provenant de différentes régions. Les derniéres épidémies ont
été principalement causées par le génotype d’Amérique du Sud I, qui aurait été importé au
Nord du Brésil depuis Trinidad et Tobago et serait responsable des épidémies des années
1980 ainsi que de plusieurs épidémies durant le 21°™ siécle. Cette lignée semble étre a
I’origine des sous-lignées actuelles du génotype Amérique du Sud I (1D et 1E) (250). Le
génotype le plus récent appartient au génotype Amérique du Sud Il qui date de 1956 ; il serait
remonté du Pérou vers les pays voisins de la Bolivie, de I'Equateur, du Nord du Brésil, de
Trinidad et Tobago, ou seules des transmissions selvatiques du YFV ont été signalées. Il serait

responsable de 1’épidémie urbaine de 2006 survenue en Bolivie (250) (Figure 24).
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Figure 24 : Régions endémiques pour la fievre jaune et zones épidémiques depuis 1950 (tiré de (3)).
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Figure 25: Représentation phylogénétique des différentes souches de YFV. Les 7 génotypes sont
representés par des couleurs différentes. Les deux souches américaines sont proches des souches d’Afrique
Centrale/Ouest et distantes des souches d’Afrique Centrale/Est et d’Angola indiquant que les génotypes

américains proviennent des souches d’Afrique de I’Ouest (tiré de (251).

5.4. Cycles de transmission en Afrique et Amérique

La majorité des arbovirus circulent dans un cycle enzootique impliquant des animaux
sauvages ; il est également appelé «jungle cycle » ou cycle selvatique. L'implication de
I'nomme et des animaux domestiques dans ce cycle est accidentelle et est souvent due a des
vecteurs relai qui font le lien entre le cycle selvatique et le cycle urbain. Comme présenté
précédemment, la transmission du YFV peut se faire selon trois cycles de transmission
différents en Afrique et en Amérique avec leurs propres vecteurs, leurs propres hoétes
vertébreés et leur propre écosysteme. Le cycle selvatique (ou zone d’endémicité) implique une
transmission entre les primates non humains (PNH) et les moustiques zoophiles : du genre
Aedes (e.g. Ae. africanus) présents dans la canopée des foréts en Afrique et des genres
Haemagogus et Sabethes (e.g. Haemagogus janthinomys, Haemagogus leucolaenus, Sabethes
chloropterus) en Amérique. Contrairement aux PNH d’origine africaine (Colobus spp.,
Cercopithecus spp., Gorilla spp.), les singes d’Amérique (Alouatta spp.) peuvent mourir aprés

une infection par le YFV. Les humains peuvent étre contaminés par des moustiques anthropo-
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zoophiles (Haemagogus et Sabethes spp.) aux abords ou dans les foréts; c’est la zone
d’émergence. En Afrique, le cycle intermédiaire (savane ou émergence) implique les
moustiques anthropo-zoophiles du genre Aedes (Aedes bromeliae, Aedes furcifer, Aedes
taylori, Aedes africanus, Aedes luteocephalus, Aedes metallicus, Aedes opok, Aedes vittatus,
Aedes simpsoni) qui sont responsables de la transmission du virus aux humains vivant ou
travaillant aux abords de la jungle ou en zone rurale. En Amerique, le cycle intermédiaire
n’existe pas, cependant des études montrent que le moustique Ae. albopictus compétent pour
le YFV peut jouer le rble de vecteur relai (28). En raison de son caractere a la fois
anthropophile et zoophile, ce dernier pourrait étre impliqué dans les épidémies au Brésil. Ce
vecteur a été retrouvé naturellement infecté jusqu’a 300 métres a I’intérieur de la forét (252).
Le cycle urbain (ou épidémique) décrit la transmission du virus entre hommes; il est
principalement réalisé par le moustique urbain anthropophile Ae. aegypti (Figure 26 et 27). Ce
cycle est initié lorsqu'un homme en phase virémique, infecté par un moustique de la jungle ou
de la savane, se fait piquer par un moustique urbain qui une fois infecté, va transmettre le
virus a d'autres personnes et ainsi déclencher 1’épidémie. Ae. albopictus pourrait jouer un réle
important dans la transmission urbaine du YFV au Brésil. Pendant la saison séche ou pendant
les périodes trop froides, le YFV peut étre maintenu par le mécanisme de transmission
verticale dans les ceufs de moustiques avec un taux d'environ 1.4%, ce qui contribuerait a son

maintien dans la nature.
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Figure 26 : Cycle de transmission du virus de la fievre jaune. En Amérique, le virus est présent au
sein d’un cycle selvatique dans les foréts. Il n’y a pas de cycle urbain. Cependant lors d’une infection
accidentelle de I’homme, ce dernier est alors capable d’initier un cycle urbain. En Afrique, le virus est
présent dans un cycle selvatique, toutefois la contamination de I’homme se fait lors du cycle
intermédiaire de la Savane ou ce dernier est en contact avec le moustique et les animaux. L homme

ainsi contaminé sera alors capable d’initier un cycle urbain.
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Figure 27 : Vecteurs du virus de la fiévre jaune, Haemagogus sp. (a), Sabethes sp. (b) et Aedes aegypti (c)

(photos extraites de internet).
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Le contexte de la Caraibe

Ce chapitre établit un état des lieux des maladies a
transmission vectorielle au sein de la Caraibe.

Ce chapitre présente les vecteurs et les arbovirus
présents dans les iles et les méthodes de lutte
employées. On abordera le cas de I’ile de Trinidad ou
le virus de la fievre jaune circule au sein d’un cycle
selvatique.
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Chapitre 6 : Contexte de la Caraibe

6.1. Les arbovirus d’importance médicale présents dans la Caraibe
Dans la Caraibe, on dénombre depuis quelques années la présence de trois arbovirus
d’importance médicale : le DENV et le ZIKV qui sont des représentants du genre Flavivirus
comme le YFV et le CHIKV du genre Alphavirus. Tous sont transmis a ’homme par le

moustique Ae. aegypti, vecteur dominant dans cette région.

Les virus de la dengue
Décrite depuis la fin du 18"™ siecle, la dengue est I’arbovirose la plus répandue dans le
monde. Sévissant principalement dans les zones tropicales et subtropicales, on estime a 2,5
milliards le nombre d’individus vivant en zone endémique et a 50 millions le nombre
d’infections annuelles (12) ; (13). Les quatre sérotypes du virus (DENV-1, DENV-2, DENV-3
et DENV-4) sont antigéniquement proches et transmis par la piqQre du moustique Ae. aegypti.
Ce moustique est le principal vecteur et principal réservoir notamment grace au mécanisme de
transmission verticale (253) ; (254). Quant a Ae. albopictus, il est un vecteur potentiel de la
dengue (85). A la Martinique, la transmission de la dengue est marquée par une transmission
quasi permanente du virus sur I’ensemble du territoire, et par la survenue régulicre
d’épidémies de forte ampleur. Au cours des vingt derniéres années, 1’ile a subi au moins une
épidémie par an. On distingue deux périodes : une période épidémique correspondant a une
augmentation des foyers de dengue de manicre importante dans I’ile, et une période inter-
épidémique pendant laquelle, la dengue se transmet sporadiquement de maniére plus ou moins
importante. Des données montrent que 1 a 4 sérotypes du DENV peuvent circuler en méme
temps, conférant a la dengue un caractére hyper-endémique dans certaines régions (22) ;
(255). La derniere grosse epidémie de DENV en Martinique dates de 2010 et a totalisé 43 990

cas, la Guadeloupe totalisait environ 17 000 cas.

Le virus du chikungunya

Le CHIKV est arrivé en 2013 sur le continent américain au Brésil (256), aux Etats-Unis (257)
et dans certaines iles de la Caraibe, a la Martinique, en Guadeloupe et en Guyane. Le 5
décembre 2013, le premier cas autochtone d’infection par le CHIKV dans la zone des

Amériques, a été confirmé sur I'ile de Saint-Martin. Ce virus appartient a la lignée asiatique
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(Lanciotti & Valadere, 2014 ; Leparc-Goffart et al., 2014 ; Cassadou et al., 2014). Le virus
s'est rapidement propageé aux fles voisines et arriva a la Martinique (confirmation du premier
cas autochtone le 18 décembre 2013), en Guadeloupe (24 décembre 2013), a Saint-
Barthélemy (30 décembre 2013) et a atteint la Guyane Francaise le 19 février 2014. De
décembre 2013 a janvier 2015, 72520 cas suspects dont 83 déces liés a I'infection par le

CHIKYV ont été répertoriés a la Martinique (PAHO, 2016) et 81 200 pour la Guadeloupe.

Le virus du Zika

Originaire d’Afrique, Le ZIKV a été identifié pour la premiere fois en 1947, dans la forét de
ZIKA en Ouganda. En 2013, ce virus se propage de maniere épidémique dans les Tles du
Pacifique atteignant I’Tle de Paques en 2015. Le ZIKV, est rapidement arrivé en Amérique
(Chili, Brésil, Colombie, Salvador, Guatemala, Mexique, Paraguay, Suriname et VVénézuela
(258), et dans la Caraibe en 2015. Ainsi, la Martinique a connu son premier cas de Zika en
décembre 2015. Au cours des 10 premiers mois de I’année 2016, 36 590 cas de Zika cumulé
ont été recensés dont trois cas de microcéphalie et 28 patients présentant le syndrome de
Guillain-Barré. En Guadeloupe et a Saint Martin, 30775 cas et 2670 cas cumulés
respectivement ont été déclaré durant la méme période. A saint Barthélémy s’il s’agissait de

820 cas.

6.2. Répartition de Aedes aegypti et Aedes albopictus dans la Caraibe

6.2.1. Aedes aegypti

Le moustique Ae. aegypti comme nous 1’avons montré dans la section 3.1. est originaire
d’Afrique et fit transporté dans les iles de la Caraibe lors de la traite des esclaves entre 15°m
et le 19°™ siécle en méme temps que le YFV. Ae. aegypti a été le premier vecteur d’arbovirus
identifié et le seul vecteur de la fievre jaune identifié. Aprés de multiples tentatives
d’éradication menées contre ce vecteur, Ae. aegypti est toujours présent dans toutes les Tles de
la Caraibe. Il y est le vecteur majeur de DENV (149), CHIKV (259) ; (260) et ZIKV (105).
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6.2.2. Aedes albopictus

Comme souligné dans la section 3.2., le moustique Ae. albopictus a subi une rapide expansion
durant ces 50 derniéres années. Depuis 1’Asie du Sud-Est, il a pu envahir tous les continents
grace a la grande plasticité écologique de ses ceufs, la capacité d’entrer en diapause et la
capacité a résister a la dessiccation pendant des mois. Grace a cette derniere caractéristique
biologique, Ae. albopictus a pu envahir les Amériques a partir de 1985 via le commerce de
pneus (167). Dans la Caraibe, Ae. albopictus fait doucement son entrée dans les fles ou Ae.
aegypti reste pour le moment le vecteur prédominant. Ainsi, Ae. albopictus a été rapporté pour
la premiére fois en République Dominicaine (172), puis aux iles Cayman en 1997 (261). Ce
n’est qu’en 2012 qu’il a été rapporté dans six des 10 états en Haiti (262). Ae. albopictus a été
détecté, par la suite, dans plusieurs Tles de la Caraibe notamment a Cuba (263), la Barbade
(264), la Jamaique (265) et méme, a Trinidad (266). Il n’est pour I’instant pas présent en

Martinique.

6.3. Contexte de la surveillance et de la lutte antivectorielle contre Ae. aegypti dans

la Caraibe

6.3.1. Lutte antivectorielle

En Martinique, la lutte antivectorielle (LAV) passe avant tout par la destruction des gites et la
sensibilisation de la population. Quand la destruction des gites larvaires est impossible,
I’utilisation du Bti est alors privilégiée étant le seul larvicide utilisé sur I’ile depuis la
suspension de I’utilisation du téméphos en 2010 par le ministére de la Santé. La LAV
comprend également la pulvérisation spatiale ou intra domiciliaire de la deltaméthrine, qui est
le seul adulticide utilisé depuis 1986 dans la Caraibe et en Martinique (267). Les moustiques
sont soumis depuis 1947, date de la premiére utilisation du DDT, a I’utilisation d’une large
gamme d’insecticides en Martinique. Les fréquents emplois des insecticides ainsi que la
surutilisation d'insecticides a usage agricole a conduit a la sélection de moustiques résistants
aux pesticides et aux insecticides. Les études réalisées sur les populations de la Martinique ont
décrit que toutes les populations testées présentaient la mutation Kdr (V10161) impliquée dans
la résistance a la deltaméthrine (e.g. 71% des moustiques du Vauclin présentent la mutation).
De plus, une résistance métabolique avec la surexpression des genes codant pour les enzymes
de detoxification (CYP6M, CYP9J, CYP6Z, GSTe et CCEae3A), capables de dégrader
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I’insecticide (CYP, GST et CCE) ainsi que des mutations d’acétylcholinestérase (G119S et

F290V) suggerent également des résistances a la deltaméthrine et au téméphos (268)

Cette résistance est constamment évaluée par des tests de résistance aux insecticides réalisés
dans les laboratoires du Centre de Démoustication et de Recherche Entomologique - Lutte
antivectorielle (CEDRE-LAV) sur les populations de moustiques récoltées sur le terrain.

6.3.2. Surveillance épidémiologique et entomologique

La surveillance des arboviroses a la Martinique s’inscrit dans le cadre du programme de
surveillance, d’alerte et de gestion des épidémies (PSAGE) mis en place en 2006 (pour la
dengue), puis en 2013 (pour le chikungunya) par I’Agence Régionale de Santé (ARS) et
repose sur trois axes : (i) la surveillance épidémiologique (incluant la surveillance clinique,
sérologique et virologique) ; (ii) la surveillance entomologique (incluant la LAV) et (iii)

I’éducation sanitaire (sensibilisation de la population et mobilisation sociale).

La surveillance épidémiologique

Elle fait intervenir (i) la surveillance clinique, (ii) la surveillance sérologique et (iii) la

surveillance virologique :

- La surveillance clinique : il s’agit d’un réseau sentinelle de médecins présents dans
toutes les communes de Martinique signalant chaque semaine a I’ARS le nombre de
cas suspectés d’infection par un arbovirus, ces cas devant étre confirmés par analyse

sérologique ;

- La surveillance sérologique : il s’agit de 1’analyse sérologique des cas suspects. Une
fois la confirmation effectuée, les laboratoires transmettent les résultats a la cellule de
veille sanitaire (CVS) de I’ARS, qui sera alors chargée du déclenchement des alertes
¢pidémiques et de I’information au CEDRE-LAV. Le CEDRE-LAV aura alors la
charge de [Dintensification de la LAV en menant notamment des actions de

pulvérisations intra-domiciliaires ou spatiales (en cas de forte épidémie) ;
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- La surveillance virologique : elle permet de determiner les sérotypes viraux
impliqués dans les infections constatées. Elle comprend différents acteurs locaux
(Centre Hospitalier Universitaire de la Martinique) et nationaux (les Centres

Nationaux de Référence de Cayenne et de Marseille).

La surveillance entomologique

Elle est assurée par le CEDRE-LAV dans toutes les communes de I’ile. Cette structure est
sous la direction conjointe de I’ARS et de la Collectivité Territoriale de Martinique (CTM).
La structure est constituée de quatre unités : I'unité stratégique, 1’unit¢é de communication
sociale, 1’unité opérationnelle et 1’unité recherche et d’innovation. Elle fait intervenir
différents spécialistes (entomologistes médicaux, ingénieurs territoriaux, techniciens
sanitaires, techniciens de laboratoire, rédacteurs, adjoints sanitaires, techniques et
administratifs). Cette structure a pour mission I’information de la population (unité de
communication sociale), [’assainissement du milieu individuel et collectif (unité
opérationnelle), le développement d’approches participatives (unité stratégique) et 1’utilisation
rationnelle des produits biocides et/ou des agents biologiques dans la LAV (unité de recherche

et d’innovation).

L’éducation sanitaire permet I’information de la population sur les risques que représente le
vecteur moustique pour 1’homme via la transmission des arbovirus (DENV, ZIKV, CHIKV).
Cette éducation se fait en expliquant le processus de transmission des arbovirus, les moyens
de lutte contre les moustiques (identification et destruction de gites) et les moyens de
protection individuelle et collective existants et mis en place par la collectivité. Ce processus
est effectu¢ lors de visite a domicile, d’animations scolaires, de réunions publiques
d’information, de spots télévisés ou radiodiffusés, d’affiches, de bandes dessinées, de
panneaux d’exposition ou des campagnes d’opérations exceptionnelles (e.g. « opération
Toussaint », « opération déCHIKtaj »..etc..). Ces programmes et opérations sont menés en

étroite collaboration avec 1’éducation nationale, les mairies, et les structures d’accueil.
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Figure 28: Situation géographique des iles de la Caraibe et I'ile de Martinique représentant les
caractéristiques démographique et climatiques des quatre zones de la Martinique (tiré de CAESM,

Communauté d'agglomération de l'espace sud de la Martinique)

6.4. Trinidad : maintenance et risque d’émergence au sein de la Caraibe

6.4.1. Vecteurs

Les moustiques du genre Haemagogus font partie de la tribu Aedini. Il existe 28 espéces
regroupées dans deux sous-genres, Conopostegus (4) et Haemagogus (24). Le genre
Haemagogus est strictement néotropical, comprenant des moustiques principalement
retrouvés dans les foréts tropicales humides, les canopées et parfois dans les mangroves. Les
gites larvaires sont principalement les creux d’arbres, les végétaux de type broméliacées, les
bambous coupés. Ce sont de trés bons vecteurs selvatiques d’arbovirus (comme le YFV). Les
moustiques du genre Haemagogus sont principalement zoophiles. Cependant, certaines
espéces peuvent étre aussi anthropophiles permettant la transmission du virus de I’animal &

I’homme en milieu forestier.

6.4.2. Lafiévre jaune a la Trinidad et a I’extérieur de la Trinidad

Située au sud de I’archipel Caraibéen, la Trinidad est la seule ile qui présente un cycle
selvatique de la fiévre jaune (Figure 28) ; elle y est maintenue entre les primates non-humain
(notamment le singe hurleur rouge Alouatta) et les moustiques du genre Haemagogus (269) ;
(270). Comme pour le cycle selvatique au Breésil, la contamination des personnes se fait de
maniere accidentelle aux abords des foréts. La premiére épidemie de fieévre jaune a la Trinidad
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date de 1793 (décrit par Wilbur George Downs de I'Université de Yale). De 1793 a 1989, la
Trinidad a subi au moins 15 épidémies de fievre jaune. Ces épidémies avaient une durée
variable allant jusqu’a 10 ans (comme ce fut le cas de 1’épidémie de 1905-1915) et
survenaient de maniére irréguliére, parfois plusieurs fois dans 1’année. Jusqu’en 1828, les
épidémies etaient plutdt a dominance urbaine et a partir de 1838, on a commencé a recenser
des singes morts suggérant I’existence d’un cycle selvatique. En 1913-1914, lors d’une
épidémie a caractére rural, I’évocation du singe comme hote amplificateur du virus a
commencé a émerger. Lors de la grande épizootie de 1954-1955, plusieurs singes ont été
retrouvés morts et quatre cas humains fatals ont pu étre diagnostiqués. Le virus a été isolé des
singes Alouatta (7 fois dans le foie), des moustiques du genre Haemagogus (22 fois) et de
I’homme (42 fois). Lors de la derniere sortie du virus du cycle selvatique (« spillover ») en
1978-1980 (isolement du virus des moustiques (19 pools d’Haemagogus) et des singes (6
Alouatta) ;), le virus a réussi a atteindre le continent américain en passant par le Nord du
Brésil (1989) et le Vénézuela (1992) ou il a été a I’origine des épidémies observées en
Amérique du Sud (génotype Amérique du Sud I, lignée 1D et 1E) (250) (271). Lors de cette
épidémie, un programme de vaccination de masse fut entrepris pour lutter contre le virus a
Trinidad. Ceci a eu pour effet une diminution des cas de fiévre jaune lors de 1’épidémie de
1988-1990. Aujourd’hui, il n’y a plus de fiévre jaune circulant en cycle urbain mais on
observe encore des épizooties. La vaccination reste encore actuellement le seul moyen de
lutter contre la fievre jaune. Les populations humaines vivant aux abords des foréts doivent
étre vaccinées dés I’age de 1 an. Paradoxalement, les voyageurs entrant a Trinidad n’ont pas
’obligation de se faire vacciner (site du CDC,

https://www.cdc.gov/yellowfever/vaccine/vaccine-recommendations.html). Avec les échanges

entre les iles de la Caraibe et I’omniprésence du vecteur Ae. aegypi, une nouvelle sortie du

virus du cycle selvatique de Trinidad n’est donc pas a exclure.

6.5. Transferts du virus des zones endémiques vers les zones non endémiques pour

la fievre jaune

Les derniéres épidémies urbaines en Amérique et en Afrique de 1’Ouest semblent dater de
1928 (Brésil) et de 2015 (Afrique de I’Ouest) (83). Le cycle de transmission enzootique ne se
préte pas a des interventions de contrdle, conduisant ainsi a des débordements récurrents dans

la population humaine. En Afrique, le cycle rural et le cycle urbain s’ajoutent au cycle
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selvatique. Ces débordements ont conduit a des épidemies de fiévre jaune dans des zones ne

présentant pas de cas de fiévre jaune ou des zones avec une faible couverture vaccinale.

En Amérique, une réémergence des épidémies de fievre jaune au Brésil provenant du cycle
selvatique (272) a eu lieu entre 2016 et 2019 dans des zones avec une faible couverture
vaccinale et ou la vaccination n’est pas obligatoire causant ainsi 2166 cas confirmés et 751
morts. Cette épidémie serait partie des états du Nord du Brésil et ce serait propagé vers le Sud

du Brésil ou le virus ne s’était jamais manifesté (272).

De méme, une épidémie a émergé en Angola en 2016 et en République Démocratique du
Congo ou la vaccination n’est pas obligatoire (273) causant 884 cas confirmés et 381 morts.
Des campagnes de vaccination ont été organisées provoquant des ruptures de stocks de
vaccins & trois reprises (274) et I’administration de doses fractionnées de vaccin au 1/5°™ au
lieu d’une dose compléte permettent ainsi de vacciner un plus grand nombre de personnes. Il
semble que 1/50°™ de la dose de vaccin était suffisant pour induire une protection (275). Ces
évenements ont conduit a repenser le processus de production du vaccin anti-YFV afin
d’anticiper les épidémies a venir. En 2017, une épidémic de fiévre jaune s’est déclarée au
Nigéria, un pays bénéficiant pourtant d’une forte couverture vaccinale causant 341 cas

suspects dont 45 déces

Toutes ces récentes épidémies ont eu pour conséquence le transport du virus par des
voyageurs des zones endémiques vers des zones ou la fievre jaune n’est pas endémique. Lors
des épidémies de 2016-2019 au Bresil, sept pays d’Europe dont la France ont dénombré des
cas de fiévre jaune importés du Brésil (83). Durant 1’épidémie d’Angola en 2016, 11
travailleurs chinois atteints de fiévre jaune ont introduit le virus d’Angola en Chine, en Asie

jusqu’ici indemne de fiévre jaune (276) ; (26).

Dans les Antilles, des cas importés de fievre jaune ont également été recensés en Guyane
Francaise ou depuis 1967, la vaccination est obligatoire pour les enfants a partir d’un an. En
1998, le premier cas de fiévre jaune a été observé depuis 190211 s’agissait d’une amérindienne
qui a été admise a I’hopital de Cayenne avec des symptomes manifestes de fievre jaune ; le
diagnostic fut confirmé par un test sérologique (242) (241). Deux autres cas de fiévre jaune en
2017 et 2018 ont été confirmés en Guyane Francaise ; il s’agissait d’une bresilienne admise a
I’hopital de Kourou en 2017 ou elle mourut des suites de la maladie et d’un travailleur Suisse
en 2018 qui mourut a Paris aprés avoir subi une transplantation du foie. Aucun n’était vacciné

contre la fiévre jaune (240).
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Cette augmentation dramatique de 1’incidence de la fiévre jaune ces dernieres décennies,
montre que le virus se propage des zones endémiques vers les zones non endémiques pour la

fievre jaune, faisant craindre ainsi 1’établissement de cycles de transmission en Asie ou dans
les Antilles.
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Objectif de la these

Comme nous I’avons vu au cours de cette introduction, 1’étude des maladies a transmission
vectorielle représente un intérét majeur pour la Caraibe en raison de la présence du moustique
vecteur Ae. aegypti en tres fortes densités et de I’arrivée progressive du moustique Ae.
albopictus dans certaines Tles depuis 1993. La Caraibe et en particulier la Martinique sont,
depuis des décennies, soumises a de régulieres epidémies de dengue, au moins une par an
avec une durée comprise entre 5 et 6 mois. La fréquence de survenue des épidémies de
dengue est en augmentation ainsi que le nombre de décés avec des formes secondaires plus
fréquentes et une co-circulation de plusieurs sérotypes du DENV. L’arrivée et 1’établissement
successif de deux nouveaux arbovirus, le CHIKV en 2013, et le ZIKV en 2015, a de nouveau
mis en lumiére ’importance de 1I’étude des maladies a transmission vectorielle et réveillé la

crainte de I’émergence d’un autre arbovirus, le YFV, dans la Caraibe.

Dans une optique de prévention et d’évaluation de ce risque, le but de ce projet de thése est
d’évaluer le risque d’émergence ou de ré-emergence du YFV dans la Caraibe, principalement
en Martinique en se basant sur un indicateur entomologique, celui de la compétence
vectorielle. Nous avons ainsi mesuré la compétence vectorielle de populations d’Ae. aegypti ;
9 populations de la Martinique, 2 de la Caraibe et 2 du continent américain, vis-a-vis de cinq
souches du YFV (1 américaine et 4 africaines). Nous avons également examiné quelques

populations d’Ae. albopictus qui commence a s’établir dans les iles.

Au cours de I’infection du moustique par un arbovirus comme le YFV, le virus est ingéré par
le moustique lors d’un repas de sang pris sur une personne en phase virémique et doit se
multiplier et passer différentes barriéres tissulaires du moustique (tube digestif et glandes
salivaires) afin de pouvoir atteindre les glandes salivaires et étre libéré dans la salive du
moustique. Aprés le passage de chaque barriere, la population virale est soumise a un goulot

d’étranglement réduisant la diversité virale.

Ainsi, pour déterminer I’impact de ces deux barrieres sur la propagation du virus, nous avons
mesuré le seuil de charges virales a partir duquel, le passage des différentes barrieres était

possible.

De plus, en déterminant la diversité des populations virales dans les différents compartiments

du moustique (tube digestif, carcasse et salive), nous avons pu définir les capacités de chaque
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population de moustiques a «trier » certains variants viraux qui seront ultérieurement

transmis et ceci pour les différents génotypes de YFV.
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Chapitre 7 : Matériels et Méthodes

7.1. Matériels

7.1.1. Population de moustiques

Les populations du moustique Ae. aegypti provenant de la Martinique ont été prélevées sur le
terrain en Mars, Décembre 2019 et Janvier 2020 en collaboration avec les membres du
Centre de Démoustication de la Martinique (CEDRE-LAV)
(https://www.martinique.ars.sante.fr/index.php/lutter-contre-les-maladies-transmission-

vectorielle-en-martinique). Les populations proviennent des communes de Tartane (La
Trinité), Sainte-Thérése (Fort-de-France), Lareinty (Le Lamentin), Anse Maroquet (Le
Vauclin), Bois lézard (Gros Morne), Cap Chevalier (Sainte-Anne), Macouba, Le Diamant et
Morne-Rouge. Ces populations essentiellement composées de larves (stades 1-4) et de
quelques nymphes sont élevées localement en insectarium afin d’obtenir environ 2000 ceufs. Ces
ceufs pondus sur papier buvard ont été envoyés a I’Institut Pasteur Paris et constituent la
géneration F1. Des ceufs provenant de Haiti ont été récoltés a I’aide de pondoirs pieges posés
dans les villes de Port- au-Prince et de Port-a-Piment en collaboration avec la société
VECCOTRA (Dr. André Yébakima). Des ceufs provenant du bourg Les Abymes en
Guadeloupe (génération F1) et de la Havane a Cuba (génération F2) ont été envoyés par
I’Institut Pasteur de Guadeloupe (Dr. Anubis Vega-Rua). La population Nor-Oriental de
Colombie a été collectée a ’aide de pondoir pieges par la Fundacion INFOVIDA (Rosa
Margarita Gélvez Ramirez) et acheminée a I’Institut Pasteur. Un lot de 512 ceufs a été récolté
a Gainesville en Floride par 1’Universit¢ de Floride (Dr. Rhoel Dinglasan, Emerging
Pathogens Institute) et la génération F1 a été envoyée a I’Institut Pasteur. Les ceufs
réceptionnés sont immergés dans un litre d’eau déchlorée a 25°C £1°C. Apres 24 h, les
larves sont réparties par lots de 200 par cuvette contenant un litre d’eau et une pastille de
levure de biere renouvelée tous les 3 jours. Les nymphes sont quotidiennement prélevées a la
pipette et placées dans des pots a émergence contenant de 1’eau, qui sont mis dans des cages
en chambre chaude. Les moustiques adultes sont maintenus dans des conditions contr6lées
de température (28°C £1°C), d’humidité (70% Humidité Relative), de photopériode (cycles
jour:nuit de 12 h:12h) et de nourriture (eaub sucrée a 10%). Les genérations F1 a F5 sont

utilisées pour les infections expérimentales (Tableau 1).

Tableau 1 : Descriptif des populations d’Aedes aegypti utilisées.
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Population Localité Coordonnées GPS Localisation Espéce de | Stades Climat
(latitude, moustiques capturés
longitude)
14.561472
Anse Le Vauclin Martinique Aedes larves et Tropical
-60.830520 ]
Maroquet aegypti nymphes
] 14.7062 o )
Bois lézard Gros Morne Martinique Aedes larve et Tropical
-61.0085 ]
aegypti nymphes
) ) 14.46848 o )
Cap Chevalier Sainte-Anne Martinique Aedes larves et Tropical
-60.83177 ]
aegypti nymphes
18.5311964506 . .
CTU Port-au- Haiti Aedes oeufs Tropical
] ) -72.36251840387 )
Prince ; Haiti aegypti
] ) 14.4667 o )
Diamant Le Diamant Martinique Aedes larves Tropical
-61.0333 )
aegypti
Gainesville Gainesville Site 1: 3rd + 3rd: Floride Aedes oeufs Sub-
29.654221, - aegypti tropical
82.328180
Site 2: 8th+4th:
29°39'33.01"N,
82°19'43.26"W
Site 3: Barber:
29°39'20.75"N,
82°19'43.71”"W
23.094494
La Havane La Havane Cuba Aedes ceufs Tropical
82.365780 )
aegypti
14.595308
Lareinty Le Lamentin Martinique Aedes larves Tropical
-60.990728 )
aegypti
658148.06 )
Les Abymes Les Abymes Guadeloupe Aedes ceufs Tropical
1799373.99 )
aegypti
14.8667 o )
Macouba Macouba Martinique Aedes larves Tropical
-61.1398 ]
aegypti
14.7667 o )
Morne-Rouge Le Morne- Martinique Aedes larves Tropical
-61.1333 ]
Rouge aegypti
) 836648.16 )
Nor-Oriental Santa Cruz Colombie Aedes oeufs Sub
-1188945.97 ] )
aegypti tropical

122



) . 18.25473835366 ) )
Papin Port-a- Haiti Aedes ceufs Tropical
] -74.09941549354 ]
Piment albopictus
) . 18.25473835366 ) )
Papin Port-a- Haiti Aedes ceufs Tropical
] -74.09941549354 ]
Piment aegypti
) 14,602973 o )
Sainte- Fort-de- Martinique Aedes larves Tropical
-61,059533 ]
Thérese France aegypti
L 14.759160 o )
Tartane La Trinité Martinique Aedes larves et Tropical
-60.916930 ]
aegypti nymphes

7.1.2. Génotypes de virus

Les différentes souches de fievre jaune (YFV) provenant de Bolivie, Ghana, Nigéria, Soudan

et Ouganda ont été obtenues via le consortium EVAg (https://www.european-virus-

archive.com/) (Tableau 2).

Tableau 2 : Description des souches virales utilisées.

Genotype Lieu de Annee Organisme Production Référence EVAg | Référence
récolte d’isolement sur cellules GenBank
Américain |l Bolivie 1999 Homme HEK-293 UVE/YFV/1999/ | MF004382
BO/BOL88_1999
> passage P3
Référence
échantillon 15963
Ouest Africain | Nigeria 1970 Homme 1 passage UVE/YFV/1970/ | -
I sur C6/36, NG/A-Adeoye
2 passages | TVP 3223
sur HEK-
Référence
293
échantillon 30966
Ouest Africain | Ghana 1927 Homme BHK-21 UVE/YFV/1927/ | MF405338
I GN/Asibi
Passage P5
Référence

échantillon 37014
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Est Africain Ouganda | 1948 Moustique 1 passage UVE/YFV/1948/ | -
sur C6/36, UG/MR896 TVP
2 passages 3236
sur HEK-
Référence
293
échantillon 30706
Est/Centre Soudan 1940 Homme 1 passage UVE/YFV/1940/ | MF004383
Africain sur C6/36, SD/M90-5
2 passages TVP3230
sur HEK-
Référence
293
échantillon 31031

7.2. Méthodes

7.2.1. Production des stocks viraux

Les lyophilisats des cing souches virales recus de EVAg sont réhydratés par ajout de 200 pL
d’eau. Les suspensions virales sont amplifiées aprés 1 a 3 passages sur cultures cellulaires
d’Aedes albopictus, clone C6/36 (ATCC ®, VA, USA) (lgarashi, 1978) maintenues a 28°C.
Les surnageants sont collectés 8 a 10 jours aprés l'infection selon la souche de YFV,
centrifugés a 3 000 rpm, puis ajustés a 10% final de sérum feetal de bovin (SVF) (Life
Technologies, CA, USA) et ~10% de bicarbonate de sodium (Gibco ThermoFisher Scientific,
MA, USA). Les stocks viraux sont répartis en aliquots puis stockés a -80 °C jusqu'a leur
utilisation pour les infections de moustiques. Les titres viraux sont exprimés en FFU/mL

(focus-forming units/mL).

7.2.2. Infections orales des moustiques

Cette technique d’infection orale des moustiques vise a mimer la prise d’un repas de sang par
le moustique sur une personne en phase virémique en proposant aux femelles une préparation
contenant du sang et du virus a un titre donné. La veille du repas sanguin, les femelles de
moustiques agees de 10 a 15 jours sont anesthésiées par le froid, triées et placées dans des
boites de gorgement a fond amovible (65 femelles par boite) (Figure 29A). Les boites

contenant les femelles de moustiques sont ensuite transportées dans I’insectarium du
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laboratoire de confinement P3/I3 et placées a 28°C + 1°C et 80% d’humidité. Parallelement,
le sang de lapin est prélevé a ’oreille et lavé dans du tampon PBS (Phosphate Buffered-
Saline) 1X afin d’éliminer la fraction sérique du sang et de conserver uniquement les
érythrocytes. Apres trois lavages au PBS 1X, les globules rouges sont re-suspendus dans un
volume de PBS 1X reconstituant le volume de sang prélevé. Pour augmenter le taux de
gorgement des moustiques, les femelles sont mises a jeun 24 h avant la prise du repas de sang.
Pour chaque combinaison population de moustiques - souche virale, 4 & 6 boites de 65
femelles sont exposées a un repas infectieux proposé dans une capsule. Chaque capsule
contient un mélange de 1,4 mL d’érythrocytes de lapin et 700 puL de suspension virale, auquel
est ajouté un phagostimulant, I’adénosine triphosphate (ATP) a une concentration finale de 10
mM. Le titre du repas de sang est de 10° ou 10’ FFU/mL. La base de chaque capsule est
recouverte d’un morceau d’intestin de porc (Figure 29B) et chaque capsule est fixée a un bloc
chauffant maintenu a 37°C (systeme Hemotek®, Blackburn, UK) (Figure 29C). Le fond
amovible des boites de gorgement contenant les moustiques est relevé afin de concentrer les
moustiques dans la partie supérieure des boites. Les boites sont placées sous les gorgeurs afin
de permettre I’alimentation des moustiques au travers de I’intestin de porc (Figure 29D). Dans
le but de préserver I’infectiosité¢ des particules virales, le repas sanguin n’excéde pas une
heure (a 37°C). A la fin du repas sanguin, les femelles sont anesthésiées par le froid. Seules
les femelles gorgées sont conservées et transférées dans des boites en carton a raison de 30
femelles maximum par boite (Figure 29E). Ces boites sont maintenues a 28°C + 1°C, 80%
d’humidité et les moustiques alimentés avec un coton imbibé d’eau sucrée a 10% pendant la

durée d’incubation définie par le schéma expérimental de 1’expérience.
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Figure 29 : Différentes étapes de I’infection expérimentale des moustiques en P3/13. (A) Tri de 65
femelles par boite de gorgement. (B) Capsule couverte a la base avec un morceau d’intestin de porc et
recevant le mélange infectieux. (C) Capsule fixée au bloc chauffant a 37°C. (D) Boite de gorgement placée

sous la capsule et le bloc chauffant. (E) Tri sur glace des femelles gorgées.

7.2.3. Analyse de la compétence vectorielle

Des lots de moustiques sont analysés a 14 et 21 jours post-infection (jpi). Aprés une
anesthésie par le froid, les moustiques sont soumis a une salivation forcée, une méthode
décrite par Dubrulle et al. (2009). Les pattes et les ailes de chaque moustique sont retirées, ce
qui induit un stress du moustique qui par réflexe, émet de la salive. Le proboscis a été inséré
dans un cone de 20 pL contenant 5 uL de SVF. Apres 30 min, le contenu du céne est transféré
dans un tube contenant 45 puL de milieu Leibovitz’s L-15 (Gibco ThermoFisher Scientific,
MA, USA) et conservé a -80°C jusqu’a analyse. Les moustiques sont ensuite disséqués afin
d’isoler l’intestin de la carcasse. Les intestins et les carcasses sont homogénéisés
individuellement dans 300 pL de milieu Leibovitz L-15 complété par 3 % de SVF et
centrifugés a 10 000 rpm pendant 5 min. La présence et le nombre de particules virales dans
chaque échantillon sont estimés par titrage. La compétence vectorielle (CV) est déterminée en
mesurant trois parameétres : (i) le taux d’infection (IR) qui est la proportion de moustiques
présentant un tube digestif infecté parmi les moustiques analysés ; les moustiques sont
capables de répliquer le virus dans les cellules épithéliales de l'intestin, (ii) le taux de
dissémination (DR) qui est la proportion de moustiques présentant une carcasse infectée
parmi les moustiques ayant un tube digestif infecté ; les moustiques ayant un tube digestif
infecté sont capables de disséminer le virus au-dela de l'intestin et d'infecter des organes ou
tissus secondaires, et (iii) le taux de transmission (TR) qui est la proportion de moustiques
ayant une salive infectée parmi les moustiques ayant une carcasse infectée ; les moustiques
disséminer le virus sont susceptibles d'avoir les glandes salivaires infectées et d'excréter le
virus avec la salive. Chacun de ces trois parameétres mesure 1’efficacité des barricres
anatomiques, tube digestif et glandes salivaires, dans la progression du virus dans le
moustique. Ils doivent étre considérés ensemble. Néanmoins, deux autres parametres peuvent
étre pris indépendamment et mesurent 1’efficacité de dissémination (DE) et 1’efficacité de
transmission (TE). DE correspond a la proportion de moustiques présentant une carcasse

infectée sur I’ensemble des moustiques analysés et TE, la proportion de moustiques ayant une
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salive infectée sur I’ensemble des moustiques analysés. TE est égal au produit de DE par TR.
TE refléte la compatibilité de la combinaison virus-moustique estimant la proportion de
femelles capables de transmettre le virus et estime, de ce fait, le risque épidémique associé a
la transmission du virus par les moustiques testés. La mesure de la charge virale des salives
permet d’évaluer le potenticl de transmission de chaque femelle en fonction du virus
considéré. En effet, le nombre de particules virales excrétées par la femelle est déterminant
pour la transmission ; on estime que plus la charge virale est forte, plus les chances de

transmission a 1’hote vertébré sont élevées.

7.2.4. Detection des particules virales

Des plaques de 96 puits sont ensemencees de cellules C6/36 dans du milieu Leibovitz L-15
supplémenté de 10 % de SVF, & raison de 1,5 x 10° cellules par puits puis incubées 48h &
28°C. Les échantillons sont dilués dans du milieu Leibovitz L-15 supplémenté de 2 % de
SVF. 50 pL de cette dilution sont inoculés sur les monocouches de cellules C6/36 et incubés
pendant 1h a 28°C. Aprés incubation, I’inoculum est retiré et 150 pL. d’un mélange (1:3) de
carboxymethylcellulose (CMC) a 4% et de milieu Leibovitz L-15 additionnée de 8 % de SVF
sont déposés sur les tapis cellulaires, le tout incubant pendant 5 jours a 28°C. Pour les
échantillons de moustiques naturellement contaminés par des champignons et des bactéries,
un mélange antifongique-antibactérien (Life technologies®) est ajouté pour une concentration
finale de 1,5X. Aprés incubation, les cellules sont fixées avec une solution de formaldehyde
(3,4%) (Sigma Aldrich, MO, USA) pendant 20 min a température ambiante. Les tapis
cellulaires sont ensuite rincés trois fois avec du PBS 1X puis incubés durant 15 min dans une
solution de Triton™ 100X (Sigma Aldrich®) & 0,5 %. Aprés 3 lavages avec du PBS 1X, les
tapis cellulaires sont marqués avec une solution d’anti-YFV (0G5) NB100-64510 (Life
technologies®) diluée au 400°™ dans du PBS 1X contenant 1% d’albumine de sérum bovin
(BSA) (Uptima, interchim, Montlucon, France) pendant 1 h a 37°C sous agitation. Apres
incubation, le tapis cellulaire est rincé 3 fois avec du PBS 1X puis un anticorps secondaire
dilué au 1/500°™, Alexa fluor 488 goat anti-mouse 1gG (Invitrogen, ThermoFisher Scientific,
MA, USA) est déposé sur les cellules. Aprés une incubation de 30 min a 37°C, les cellules
sont rincées 3 fois avec du PBS 1X. Les titres des échantillons sont déterminés par
visualisation des foyers viraux au microscope a fluorescence et les titres sont exprimés en ffu

(focus forming unit)/ml.
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7.2.5. Extractions des ARN viraux et séquencage

Les ARN viraux sont extraits des intestins, des carcasses et des salives des moustiques
infectés par les différentes souches virales a 21 jpi (jours post-infection). Pour chaque
combinaison virus-moustique, deux moustiques sont traités individuellement selon les

difféerents statuts présentés dans le tableau 3.

Pour les intestins et les carcasses, les échantillons sont broyés pendant 30 sec avec un
homogénéisateur (Precellys 24, Bertin Instruments, France) dans des tubes contenant des
billes de verre en silice. L’ARN viral est extrait en utilisant le kit Nucleospin® RNA 11
(Macherey-Nagel, Hoerdt, France) selon les instructions du fabricant et quantifié au
nanodrop. L'ARN est €lué dans 40 pL d'eau RNAase-free et conservé a -80°C. L'intégrité de
I'ARN est évaluée sur le bioanalyseur Agilent 2100 (Agilent Technologies, CA, USA). Les
génomes viraux sont amplifiés en utilisant la transcriptase reverse Platinum® Taqg High
Fidelity polymerase enzyme (Thermo Fisher Scientific) et des amorces couvrant le génome
viral (Annexe 1). Les produits PCR sont mélangés en proportions équimolaires. Les
amplicons sont quantifiés en utilisant le kit Qubit® dsDNA HS et un fluorométre Qubit 4.0
(ThermoFisher Scientific, MA, USA) puis sont coupés par sonication en fragments de 200 pb.
Les banques sont construites en ajoutant des barcodes pour identifier les échantillons, et des
amorces en utilisant le AB Library Builder System (ThermoFisher Scientific, MA, USA).
Pour mélanger de fagon equimolaire les échantillons barcodés, une étape de quantification par
real-time PCR est realisee en utilisant le kit lon Library TagMan™ Quantitation
(ThermoFisher Scientific, MA, USA). Le séquencage est effectué a l'aide de la technologie S5

lon torrent (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) en suivant les instructions du fabricant.

Pour les échantillons de salives, une phase d’amplification de I’ARN viral est d’abord réalisee
avec la méthode MALBAC (Multiple annealing and looping-based amplification cycles).
Cette méthode utilise un mode d’amplification lin€aire qui permet de détecter de faible
quantit¢ d’ARN viral mais limite le biais de Iamplification L’ARN viral est extrait en
utilisant le kit Nucleospin® RNA Il. Une reverse transcription (SuperScript 1V Reverse
Transcriptase) (Invitrogen) utilisant des amorces aléatoires couplées a une séquence connue
de 27 nucléotides est réalisée. La phase de pré-amplification est faite avec le kit MALBAC
Single Cell WGA (Yikon Genomics; Proteigene, St-Marcel, France) en deux phases : une

amplification quasi-linéaire puis une amplification par PCR exponentielle classique. Les
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banques sont préparées a l'aide du kit NEBNext® Ultra™ II DNA Library Prep (New
Englands Biolabs, Evry, France). Les extraits sont coupés en fragments par sonication
(Covaris M220 Focused-Ultrasonicator) (Covaris Ltd, Brighton, UK). Le controle de qualité a
été effectué avec High Sensitivity Kit ADN (Agilent Technologies, CA, USA) sur le
bioanalyseur Agilent 2100. Le séquencage est effectué sur un sequenceur lllumina de type

NextSeq 2000 pour obtenir des reads pairés de 150 pb. .

Tableau 3 : Description du statut des moustiques infectés et séquencés, 21 jours apres infection virale.

Population Infection Dissémination Transmission
AA Morne + + +
Rouge " - -

¥ - -

7.2.6. Analyse des séquences virales

L'analyse porte sur I'ensemble du génome viral a I'exclusion des 18 premiers nucléotides de la
région 5-UTR et des 88 nucléotides en amont de la queue polyA. Les variants a haute
fréquence (jusqu'a 0,1) et les variants a basse fréquence (inférieur a 0,005) des populations
virales sont caractérisés a l'aide du pipeline ViVan (Isakov et al., 2015) par P Lechat (Hub).
Ce logiciel va comparer les séquences des populations virales de plusieurs échantillons avec
la séquence Sanger du de référence (Table 2).

Pour chaque échantillon, nous obtenons les mutations ou “single nucleotide variants” (SNV)
avec la position, la couverture et l'annotation des résidus (nucléotide de référence,

changement de nucléotide et acide aminé alternatif, le cas échéant).

La phylogénie des séquences virales de référence et celle des séquences consensus de chaque
population virale sont réalisées dans Seaview 4 (Gouy et al. 2010). Aprés alignement par
Muscle, le logiciel PhyML permet d’obtenir un arbre phylogénétique de maximum de

vraisemblance.
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7.2.7. Statistiques descriptives et comparaisons

Tous les tests statistiques sont réalisés a l'aide du logiciel STATA (StataCorp LP, Texas,
USA). Les valeurs P > 0,05 sont considérées comme non significatives. Les comparaisons de
proportions déterminent le taux d’infection, le taux de dissémination et le taux de
transmission et sont réalisées avec le test exact de Fisher. Les comparaisons de moyennes des

quantités de particules virales sont déterminés avec le test de Kruskal-Wallis.
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Résultats
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Risque potentiel d’émergence du virus de la
fievre jaune dans la Caraibe

Dans ce chapitre, nous analysons la compétence
vectorielle de 14 populations d’Ae. aegypti et une
population d’Ae. albopictus pour cing souches de
YFV.

Ce chapitre comprend 3 parties :

- Partie 1 : Détermination de la compétence vectorielle
des populations de Martinique pour les 5 souches de
YFV

- Partie 2 : Détermination de la compétence vectorielle
des populations d’Ae. aegypti de la Caraibe et
d’Amérique pour les 5 souches de YFV

- Partie 3 : Différence de compétence vectorielle entre
Ae. aegypti et Ae. albopictus
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Chapitre 8 : Risque potentiel d’émergence du virus de la fievre jaune dans la

Caraibe

Contexte

Depuis 2016, les épidémies de fiévre jaune rapportées en Amérique du Sud et en Afrique se
succedent. Entre 2016 et 2018, I’Amérique du Sud a connu deux grandes épidémies de fievre
jaune. L’Afrique a subi une grosse épidémie en 2016 et depuis, de nombreuses épidémies se
succedent. Au cours de cette epidémie de 2016 en Angola, des cas de fievre jaune ont été
importées en Chine. Les voyageurs ont développé la maladie une fois arrivés sur le territoire
chinois, mais aucun cas autochtone n’a été détecté. Au cours des deux épidémies qui se sont
déroulées en Amérique Sud, de nombreux cas importés ont été recensés en Europe, indiquant
un déplacement des cas de fieévre jaune des zones endémiques pour le virus vers les zones non
endémiques. A la Caraibe, il n’y a plus d’épidémies de fiévre jaune depuis presqu’un siécle.
Toutefois, les arrivées successives du CHIKV en 2013 et du ZIKV en 2015, font craindre
I’arrivée de YFV dans les iles. En effet, plusieurs éléments indiquent que la Caraibe est une
région propice au développement du YFV, comme ce fut le cas par le passé et comme ce fut
le cas pour le CHIKV et le ZIKV. De plus, la Caraibe possede plusieurs caractéristiques
essentielles pour une propagation rapide des arbovirus : i) la région caribéenne est située dans
les régions tropicales du globe offrant ainsi des conditions environnementales et climatiques
adéquates pour favoriser le développement du virus et du vecteur, ii) la présence du vecteur
principal du YFV Ae. aegypti a tres forte densité dans toutes les fles, iii) I’arrivée d’Ae.
albopictus qui est compétent pour la transmission du virus et qui tend a envahir les Tles depuis
1983, iv) la présence du virus dans un cycle selvatique sur I’ile de Trinidad, et v) la
population immunologiquement naive pour le YFV dans une région ou la vaccination n’est
pas recommandée, a I’exception de I’ile de Trinidad. Ainsi il est primordial d’évaluer le

risque de réémergence de la fievre jaune dans les Tles de la Caraibe.

L’objectif de la premiere partie de cette thése est d’évaluer la capacité des populations de
moustiques de la Caraibe pour la transmission du YFV. Pour cela, nous avons évalué la
compétence vectorielle, un parametre clé pour mesurer les risques d’émergence. La
compétence vectorielle étant un parametre complexe qui difféere en fonction du couple

moustique-virus utilisé, les populations de moustiques appartenant a une méme espéce
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peuvent ainsi posséder des compeétences vectorielles différentes pour un méme agent

pathogéne donné.

Afin d’évaluer le risque de réémergence de la fievre jaune dans la Caraibe, 14 populations
provenant de la Martinique, de la Guadeloupe, de Haiti, de Cuba, de Floride et de Colombie
ont été évaluées pour cing souches de YFV (Ouganda, Bolivie, Ghana, Soudan et Nigéria). Le

protocole utilisé est décrit dans les paragraphes 8.2 et 8.3 de ce manuscrit.

Ce chapitre comprend 4 parties correspondant a 1’évaluation de la compétence vectorielle
pour : i) les populations de la Martinique, ii) les populations de la Caraibe, iii) les populations

d’Amérique, iv) pour les especes Ae. aegypti et Ae. albopictus.
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Partie 1 : Détermination de la compétence vectorielle des

populations de Martinique pour les 5 souches de YFV

Détermination des parameétres d’analyse de la compétence vectorielle

La population d’Ae. aegypti de Trinité - Tartane a été infectée avec une souche du YFV
provenant de la Bolivie (Référence Genbank : MF004382) afin de définir deux parametres qui
influent sur la compétence vectorielle (CV) : (i) le titre viral du repas de sang qui sera fourni
aux moustiques et (ii) le jour post infection (jpi) ou les parameétres de la compétence
vectorielle (CV) seront mesurés. Les repas infectieux ont été réalisés avec deux doses de virus
(10° et 107 ffu/mL) et les paramétres décrivant la CV (IR, DR, TR et le nombre de particules

virales dans le tube digestif, la carcasse et la salive) ont été mesurés a quatre jpi (7, 14, 21 ou
28) (Figure 30).
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Figure 30 : Taux d’infection, dissémination et transmission d’Ae. aegypti Tartane (Martinique), examinés
7, 14, 21 et 28 jours aprés un repas infectieux contenant YFV Bolivie, fourni a deux titres, 10° et 10’
ffu/mL. Test exact de Fisher : ns non significatif, ** 0,001<p<0,01.
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Les résultats montrent que pour un repas de sang contenant 10° ffu/mL, seuls 4 moustiques
sur 125 moustiques analysés (3,2%) avaient un tube digestif infecté avec IR égal a: 6,25%
(2/32) a 7 jpi, 3,12% (1/32) a 14 jpi, 2,94% (1/34) a 21 jpi et 0% (0/27) a 28 jpi ; les IR ne
sont pas significativement différents entre eux (Test exact de Fisher : p>0,05).

En augmentant le titre du repas de sang & 10" ffu/mL, 43 moustiques sur 107 (40,18%)
possédaient un tube digestif infecté avec IR égal a : 37,5% (12/32) a 7 jpi, 43,75% (14/32) a
14 jpi, 35,29% (12/34) a 21 jpi, 55,55% (5/9) a 28 jpi. Le IR a 28 jpi est le plus élevé mais
aucune différence significative n’est observée entre les IR aux 4 jpi (Test exact de Fisher :
p>0,05).

Aprés franchissement du tube digestif, le virus parvient dans la cavité générale ou il se
réplique dans les organes et tissus internes. L’examen de la carcasse permet de mesurer la
dissémination virale. Au titre de repas de sang a 10° ffu/mL, aucune dissémination (DR=0)
n’a été observé quel que soit le jpi. En revanche a 107 ffu/mL, 29 moustiques sur 43 (67,44%)
étaient capables d’assurer la dissémination du virus avec DR égal a: 25% (3/12) & 7 jpi,
78,57% (11/14) a 14 jpi, 83,33% (10/12) a 21 jpi, 100% (5/5) a 28 jpi, avec une différence
significative entre les DR aux 4 jpi (Test exact de Fisher : p<0,01).

Apres réplication dans la cavité générale, le virus parvient aux glandes salivaires et est excrété
dans la salive émise par le moustique. L’examen de la salive permet de mesurer la
transmission virale. Au titre de repas de sang & 10° ffu/mL, aucune transmission (TR=0) n’a
été observé quel que soit le jpi. Par contre, & 107 ffu/mL, 4 moustiques sur 29 (13,79%) étaient
capables d’assurer la transmission du virus avec TR égal a: 33,33% (1/3) a 7 jpi, 9,09%
(1/11) a 14 jpi, 10% (1/10) a 21 jpi, 20% (1/5) a 28 jpi. On détecte une différence significative
entre les TR aux 4 jpi (Test exact de Fisher : p<0,01).
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Figure 31 : Nombre de particules virales (en Logo) détectées dans I’intestin moyen, la carcasse et la salive
des moustiques Aedes aegypti Tartane (Martinique), examinés 7, 14, 21 et 28 jours aprés un repas
infectieux contenant YFV Bolivie, fourni & deux titres, 10° et 10" ffu/mL. Test de Kruskal-Wallis : ns non

significatif.

En parall¢le a I’estimation des proportions de moustiques ayant franchi les différentes étapes
de réplication dans le moustique (IR, DR, et TR), le nombre de particules virales dans le tube
digestif, la carcasse et la salive a été mesuré (Figure 31)

Au repas de sang a 10° ffu/mL, le nombre de particules virales détectées dans le tube digestif
est en moyenne de 546 (N=2 moustiques analysés) a 7 jpi, 60 (N=1) a 14 jpi, 612 (N=1) a 21
jpi. Au titre de 10" ffu/mL, le nombre de particules virales dans le tube digestif est en nette
augmentation, en moyenne de 4895 (N=12 moustiques analysés) a 7 jpi, 25097 (N=14) a 14
jpi, 29250 (N=12) a 21 jpi et 11112 (N=5) a 28 jpi. Aucune différence significative n’est
détectée entre les jpi (Test de Kruskal-Wallis : p>0,05).

Les particules virales dans la carcasse et la salive ne sont détectées qu’avec un repas de sang a
10" ffu/mL. A 10" ffu/mL, la moyenne de particules virales dans la carcasse est de : 2992
(N=3) & 7 jpi, 31832 (N=11) & 14 jpi, 118344 (N=10) & 21 jpi et 21912 (N=5) a 28 jpi, sans
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différence significative détectée entre jpi (Test de Kruskal-Wallis : p>0,05). A 10" ffu/mL, la
moyenne de particules virales dans la salive est de : 3 (N=6) a 7 jpi, 2 (N=1) a 14 jpi, 320
(N=1) a 21 jpi et 2 (N=1) a 28 jpi ; aucune différence significative n’est détectée entre jpi
(Test de Kruskal-Wallis : p>0,05).

L’ensemble de ces données indiquent que : (i) Seul le titre du repas de sang de 107 ffu/mL
permet d’observer une transmission du virus (ii) La transmission peut étre observée a 14, 21
et 28 jpi mais la mortalité pouvant étre trés élevée a 28 jpi (50% - Tableau 4), les jours 14 et

21 seront choisis pour 1’analyse de la CV des différentes populations de moustiques.

Tableau 4 : Suivie de la mortalité d’Ae. aegypti Tartane (Martinique) a 14, 21 et 28 jour aprés un repas

infectieux contenant YFV Bolivie fourni a 10" ffu/mL.

Nombres de Mortalité a 14 Mortalité a 21 Mortalité a 28 jpi
moustiques gorgés jpi jpi
Nombre de 215 21 77 108
morts
Pourcentage de - 9,76 35,81 50,23
mortalité (%)

Les populations d’Ae. aegypti de la Martinique

Neuf populations d’Ae. aegypti de Martinique ont été infectées avec 5 souches de YFV

proposées a un titre de 107 ffu/mL. Les moustiques ont été examinés a 14 et 21 jpi.

8.1. Taux d’infection
A 14 jpi, les 9 populations de Martinique présentent des IR qui varient en fonction du
génétype de YFV utilisé (Figure 32). Avec YFV Bolivie, IR varie de 53,12% (17/32) pour
Morne-Rouge a 93,75% (30/32) pour Macouba. Avec YFV Ghana, IR varie de 3,03% (1/33)
pour Bois lézard & 43,75% (14/32) pour Sainte Thérese. Avec YFV Nigeria, IR varie de
12,5% (4/32) pour Bois lézard & 93,75% (30/32) pour Macouba. Avec YFV Soudan, IR varie
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de 31,25% (10/32) pour Sainte Thérese a 95,83% (23/24) pour Tartane. Avec YFV Ouganda,
IR varie de 50% (16/32) pour Morne-Rouge a 100% (32/32) pour Macouba. Une différence
significative de IR est détectée entre les 9 populations infectées par chacun des 5 YFV (Test
exact de Fisher : p<0,0001).

A 14 jpi, YFV Bolivie et Ouganda infectent mieux les 9 populations que YFV Ghana, YFV
Nigeria et YFV Soudan présentant des taux intermédiaires.
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Figure 32 : Taux d’infection de 9 populations d’Aedes aegypti de Martinique examinées 14 jours aprés un
repas infectieux fourni & un titre de 10" ffu/mL. Les virus utilisés sont : YFV Bolivie (A), Ghana (B),
Nigeria (C), Soudan (D), et Ouganda (E). Test exact de Fisher : ****p<0,0001.

142



A 21 jpi, les 9 populations de Martinique présentent des IR qui varient en fonction du YFV
utilisé, YFV Ghana infectant moins les moustiques que les 4 autres YFV (Figure 33). Avec
YFV Bolivie, IR varie de 35,29% (12/34) pour Tartane a 90% (36/40) pour Sainte Thérese,
avec une différence significative de IR entre les populations (Test exact de Fisher : p<0,0001).
Avec YFV Ghana, IR varie de 3,12% (1/32) pour Bois lézard a 51,85% (14/27) pour Sainte
Thérése, avec une différence significative de IR entre les populations (Test exact de Fisher :
p<0,01). Avec YFV Nigeria, IR varie de 31,25% (10/32) pour Morne-Rouge a 84,84 (28/33)
pour Macouba, avec une différence significative de IR entre les populations (Test exact de
Fisher : p<0,0001). Avec YFV Soudan, IR varie de 29,16% pour Anse Maroquet (7/24) et
Bois lézard (7/24) a 97,14 (34/35) pour Macouba, avec une différence significative de IR
entre les populations (Test exact de Fisher : p<0,0001). Avec YFV Ouganda, IR varie de
66,66 (16/24) pour Bois lézard a 100% (33/33) pour Macouba, avec une différence
significative de IR entre les populations (Test exact de Fisher : p<0,01).

Les IR sont plus éleves a 21 jpi, YFV Ghana demeurant le virus qui infecte le moins les

moustiques de Martinique.
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Figure 33 : Taux d’infection de 9 populations d’Aedes aegypti de Martinique examinées 21 jours aprés un
repas infectieux fourni & un titre de 10" ffu/mL. Les virus utilisés sont : YFV Bolivie (A), Ghana (B),

Nigeria (C), Soudan (D), et Ouganda (E). Test exact de Fisher : ** 0,001<p<0,01, ****p<0,0001.
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Globalement, les résultats de IR indiquent que: (i) les 9 populations de la Martinique
s’infectent avec les 5 YFV, (ii) elles s’infectent aussi bien a 14 jpi qu’a 21 jpi, (iii) elles
s’infectent moins avec YFV Ghana (IR<50%) et trés bien avec YFV Ouganda (IR>50% a 14
jpi et IR>66% a 21 jpi) et (iv) la population de Macouba s’infecte le mieux parmi les 9
populations testées (IR maximum avec : YFV Bolivie & 14 jpi, YFV Nigeria a 14 et 21 jpi,
YFV Soudan a 21 jpi et YFV Ouganda a 14 et 21 jpi).

8.2. Taux de dissémination

A 14 jpi, les DR varient en fonction du YFV utilisé (Figure 34). Avec YFV Bolivie, DR varie
de 19,23% (5/26) pour Sainte Thérése a 90% (18/20) pour Anse Maroquet, avec une
différence significative de DR entre les populations (Test exact de Fisher : p<0.0001). Avec
YFV Ghana, DR varie de 0% (0/2) pour Anse Maroquet a 100% (1/1) pour Bois lézard, sans
différence significative de DR entre les populations (Test exact de Fisher : p>0,05). Avec
YFV Nigeria, DR varie de 0% (0/4) pour Bois lézard a 90% (18/20) pour Cap Chevalier, avec
une différence significative de DR entre les populations (Test exact de Fisher : p<0.0001).
Avec YFV Soudan, DR varie de 0% (0/10) pour Sainte Thérése a 75,86 (22/29) pour
Macouba, avec une différence significative de DR entre les populations (Test exact de Fisher :
p<0,01). Avec YFV Ouganda, DR varie de 32,25% (10/31) pour Sainte Thérése a 100%
(31/31) pour Cap Chevalier, avec une différence significative de DR entre les populations
(Test exact de Fisher : p<0,0001).

A 14 jpi, YFV Bolivie et Ouganda se disséminent mieux dans les populations de moustiques

de Martinique que les 3 autres YFV.
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A 21 jpi, les 5 YFV disséminent mieux qu’a 14 jpi (Figure 35). Avec YFV Bolivie, DR varie
de 66,66% (24/36) pour Sainte Thérése a 83,33% (10/12) pour Tartane, sans différence
significative de DR entre les populations (Test exact de Fisher : p>0,05). Avec YFV Ghana,
DR varie de 0% (0/1) pour Bois lézard a 71,42% (5/7) pour Anse Maroquet, avec une
différence significative de DR entre les populations (Test exact de Fisher : p<0,05). Avec
YFV Nigeria, DR varie de 36,36% (8/22) pour Sainte Thérese a 100 (13/13) pour Cap
Chevalier, avec une différence significative de DR entre les populations (Test exact de
Fisher : p<0,0001). Avec YFV Soudan, DR varie de 35,29% pour Sainte Théreése (6/17) a
100% (7/7) pour Bois lézard, avec une différence significative de DR entre les populations
(Test exact de Fisher : p<0,0001). Avec YFV Ouganda, DR varie de 64,28% (9/14) pour Anse
Maroquet a 100% pour Bois lézard (16/16) et Cap Chevalier (26/26), avec une différence
significative de DR entre les populations (Test exact de Fisher : p<0,01).

A 21 jpi, YFV Ghana ne se dissémine pas mieux qu’a 14 jpi dans les moustiques de

Martinique.
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Figure 35: Taux de dissémination de 9 populations d’Aedes aegypti de Martinique examinées 21 jours
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Les résultats de DR montrent que : (i) les 5 YFV se disseminent dans le moustique, (ii) les
moustiques de Martinique disséminent le virus aussi efficacement a 14 jpi qu’a 21 jpi, (iii) les
moustiques de Martinique disséminent bien YFV Bolivie et Ouganda et moins bien YFV
Ghana.

8.3. Taux de transmission

A 14 jpi, les TR sont inférieurs a 50% (Figure 36). Avec YFV Bolivie, TR varie de 0% (Anse
Maroquet, Bois lézard, Morne-Rouge) a 20% (1/5) pour Sainte Thérese, sans différence
significative de TR entre les populations (Test exact de Fisher : p>0,05). Avec YFV Ghana,
tous les TR sont égaux a 0%. Avec YFV Nigeria, TR varie de 0% (Sainte Thérése, Tartane) a
38,88% (7/18) pour Cap Chevalier, sans différence significative de TR entre les populations
(Test exact de Fisher : p>0,05). Avec YFV Soudan, TR varie de 0% (Anse Maroquet, Bois
Iézard, Cap Chevalier, Morne-Rouge, Tartane) a 37,5% (3/8) pour Lareinty, avec une
différence significative de TR entre les populations (Test exact de Fisher : p<0,05). Avec
YFV Ouganda, TR varie de 0% (Diamant, Sainte Thérése) a 50% (5/10) pour Bois lézard,
avec une différence significative de TR entre les populations (Test exact de Fisher : p<0,01).

A 14 jpi, YFV Ghana n’est pas transmis et Ouganda est le mieux transmis (7/9 populations de

Martinique).
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A 21 jpi, les 5 YFV sont mieux transmis qu’a 14 jpi (Figure 37). Avec YFV Bolivie, TR varie
de 4,16% (1/24) pour Sainte Thérese a 25% (5/20) pour Macouba. Avec YFV Ghana, TR
varie de 0% (Anse Maroquet, Cap Chevalier, Macouba, Morne-Rouge, Tartane) a 33,33%
(1/3) pour Diamant. Avec YFV Nigeria, TR varie de 0% (0/5) pour Anse Maroquet a 37,5%
(3/8) pour Bois lézard. Avec YFV Soudan, TR varie de 12,5% pour Tartane (1/8) a 100%
(/1) pour Anse Maroquet. Avec YFV Ouganda, TR varie de 15% (3/20) pour Morne-Rouge
a 50% pour Bois lézard (8/16). La différence entre TR des 9 populations infectées par chacun
des 5 YFV est non significative (Test exact de Fisher : p>0,05).

A 21 jpi, YFV Ghana reste le virus le moins bien transmis par les moustiques de Martinique.
De plus, YFV Bolivie, Soudan, et Ouganda sont transmis par les 9 populations de Martinique.
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Figure 37 : Taux de transmission de 9 populations d’Aedes aegypti de Martinique examinées 21 jours
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(B), Nigeria (C), Soudan (D), et Ouganda (E). Test exact de Fisher : ns non significatif.
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Globalement, les résultats de TR montrent que : (i) YFV Ghana n’est pas transmis a 14 jpi

mais a 21 jpi pour quelques populations de Martinique, et (ii) YFV Ouganda est le virus le

mieux transmis a 14 et 21 jpi par les populations de Martinique.

En résumé, I’examen de la CV des 9 populations d’Ae. aegypti de Martinique infectées avec 5

souches de YFV proposées & un titre de 10 ffu/mL montrent que :

les 9 populations de la Martinique s’infectent avec les 5 YFV a 14 jpi comme a 21 jpi ;
la majorité des populations (7-9) sont capables de disséminer le YFV ;

Peu de populations sont capables de transmettre le YFV a 14 jpi (22) et davantage de
populations le sont a 21 jpi (37) ;

YFV Ghana est le moins performant des 5 virus : infecte moins, se dissémine moins et
n’est pas transmis a 14 jpi et seulement par les 2 populations, Diamant et Lareinty, a
21 jpi;

YFV Bolivie et Ouganda sont les plus performants des 5 virus : infecte bien, se
dissémine bien et est bien transmis ;

les valeurs de TR sont plus faibles que celles des DR alors que celles des DR restent
proches de celles des IR, indiquant que les glandes salivaires jouent un réle de barriere

au virus plus important que le tube digestif.

8.4. Comparaisons des 9 populations d’Ae. aegypti de Martinique

En calculant IR, DE, TE, il est possible de préciser I’infection, la dissémination et la

transmission sur I’ensemble des moustiques testés. La figure 38 montre que :

toutes les populations s’infectent avec les 5 virus a 14 et 21 jpi ;

les 5 YFV disséminent dans les moustiques a 1’exception de YFV Soudan pour Sainte
Thérése, YFV Nigéria pour Bois lézard et YFV Ghana pour Anse Maroquet a 14 jpi,
et YFV Ghana pour Sainte-Théreése et Bois lIézard a 21 jpi ;

la transmission des 5 virus est possible mais faible, plus faible a 14 jpi qu’a 21 jpi ;
Aucune population ne transmet YFV Ghana a 14 jpi et seulement 2/9 le transmettent a
21 jpi ;

Macouba est la population qui s’infecte bien, dissémine et transmet les 5 YFV a

I’exception de YFV Ghana.
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Le nombre de particules virales détectées dans différentes compartiments du

moustigue, Ae.aegypti de Martinique

En déterminant le nombre de particules virales dans le tube digestif, la carcasse et la salive, il
est possible de préciser 'intensité de 1’infection, la dissémination et la transmission pour
chaque moustique des 9 populations d’Ae. aegypti infectées avec les 5 souches de YFV

proposées a un titre de 107 ffu/mL. Les moustiques ont été examinés & 14 et 21 jpi.

8.5. Le nombre de particules virales dans le tube digestif

A 14 jpi, les 9 populations de Martinique présentent un nombre moyen de particules virales
dans le tube digestif qui varient en fonction du YFV utilisé (Figure 39). Avec YFV Bolivie, le
nombre moyen varie de 8433 (sur N=26 moustiques infectés) pour Sainte-Thérése a 43086
(N=20) pour Anse Maroqguet, avec une différence significative entre populations (Test de
Kruskal-Wallis : p<0,05). Avec YFV Ghana, le nombre moyen varie de 18 (N=2) pour Anse
Maroquet a 5673 (N=26) pour Sainte Thérese, avec une différence significative entre
populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,05). Avec YFV Nigeria, le nombre moyen varie de
24 (N=4) pour Bois lézard a 13924 (N=30) pour Macouba, avec une différence significative
entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001). Avec YFV Soudan, le nombre moyen
varie de 75 (N=10) pour Sainte-Thérése a 4954 (N=22) pour Tartane, avec une différence
significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001). Avec YFV Ouganda, le
nombre moyen varie de 553 (N=31) pour Sainte Thérese a 17832 (N=20) pour Tartane, avec
une différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001).

A 14 jpi, YFV Ghana présente les nombres de particules virales les plus faibles dans le tube
digestif alors que YFV Bolivie, les plus élevés. La population Tartane présente les nombres

de particules virales les plus élevés, 14 jours apres infection avec YFV Soudan et Ouganda.
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Figure 39 : Nombre de particules virales (en Logio) détectées dans I’intestin moyen de moustiques issus de

9 populations d’Aedes aegypti de Martinique examinées 14 jours apres un repas infectieux fourni a un titre
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de 10 ffu/mL. Les virus utilisés sont : YFV Bolivie (A), Ghana (B), Nigeria (C), Soudan (D), et Ouganda
(E). Test de Kruskal-Wallis : * 0,01<p<0,05, *** 0,0001<p<0,001.

A 21 jpi, le nombre moyen de particules virales dans le tube digestif n’est pas toujours plus
important qu’a 14 jpi (Figure 40). Avec YFV Bolivie, le nombre moyen varie de 6004 (N=26)
pour Macouba a 40745 (N=19) pour Anse Maroquet, avec une différence significative entre
populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001). Avec YFV Ghana, le nombre moyen varie de
84 (N=1) pour Bois lézard a 15108 (N=7) pour Anse Maroquet, avec une différence
significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis: p<0,01). Avec YFV Nigeria, le
nombre moyen varie de 1051 (N=22) pour Sainte Thérese a 12746 (N=15) pour Tartane, avec
une différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001). Avec YFV
Soudan, le nombre moyen varie de 157 (N=7) pour Bois lézard a 4092 (N=22) pour Tartane,
avec une différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001). Avec
YFV Ouganda, le nombre moyen varie de 2016 (N=16) pour Bois lézard a 10674 (N=23)
pour Tartane, avec une différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis :
p<0,001).

A 21 jpi, YFV Ghana présente les nombres de particules virales les plus faibles dans le tube
digestif alors que YFV Bolivie, les plus élevés. La population Anse Maroquet présente le
nombre de particules virales le plus élevé, 21 jours apres infection avec YFV Bolivie. La
population Tartane présente les nombres de particules virales les plus élevés, 21 jours apres
infection avec YFV Nigeria, Soudan et Ouganda.
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Figure 40 : Nombre de particules virales (en Logio) détectées dans I’intestin moyen de moustiques issus de

9 populations d’Aedes aegypti de Martinique examinées 21 jours aprés un repas infectieux fourni a un titre
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de 10 ffu/mL. Les virus utilisés sont : YFV Bolivie (A), Ghana (B), Nigeria (C), Soudan (D), et Ouganda
(E). Test de Kruskal-Wallis : ** 0,001<p<0,01, *** 0,0001<p<0,001.

L’examen du nombre de particules virales dans 1’intestin moyen des moustiques montrent
que : (i) le nombre de particules virales est variable en fonction des populations de moustiques
de Martinique, (ii) ce nombre n’augmente pas a 21 jpi par rapport a 14 jpi, et (ii) YFV Ghana
présente les nombres de particules virales les plus faibles dans le tube digestif alors que YFV

Bolivie, les plus élevés.

8.6. Le nombre de particules virales dans la carcasse

A 14 jpi, les 9 populations de Martinique présentent un nombre moyen de particules virales
plus élevé dans la carcasse que dans I’intestin moyen du moustique (Figure 41). Avec YFV
Bolivie, le nombre moyen varie de 787 (N=10) pour Morne-Rouge a 45378 (N=18) pour
Anse Maroquet, avec une différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis :
p<0,05). Avec YFV Ghana, le nombre moyen varie de 24 pour Bois lézard (N=2) et Morne-
Rouge (N=1) a 1452 (N=6) pour Lareinty, avec une différence significative entre populations
(Test de Kruskal-Wallis : p<0,05). Avec YFV Nigeria, le nombre moyen varie de 20 (N=3)
pour Tartane a 4535 (N=23) pour Macouba, avec une différence significative entre
populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001). Avec YFV Soudan, le nombre moyen varie
de 182 (N=12) pour Tartane a 7982 (N=13) pour Morne-Rouge, avec une différence
significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001). Avec YFV QOuganda, le
nombre moyen varie de 102 (N=10) pour Sainte Thérese a 13709 (N=31) pour Cap Chevalier,

avec une différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001).

A 14 jpi, YFV Ghana présente les nombres de particules virales les plus faibles dans la
carcasse. La population Morne Rouge présente les nombres de particules virales les plus
faibles, 14 jours aprés infection avec YFV Bolivie et Ghana et les plus élevés avec YFV
Soudan. La population de Tartane présente les nombres de particules virales les plus faibles,
14 jours apreés infection avec YFV Nigeria et Soudan.
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Figure 41 : Nombre de particules virales (en Logig) détectées dans la carcasse de moustiques issus de 9

populations d’Aedes aegypti de Martinique examinées 14 jours aprés un repas infectieux fourni a un titre de



10" ffu/mL. Les virus utilisés sont : YFV Bolivie (A), Ghana (B), Nigeria (C), Soudan (D), et Ouganda (E).
Test de Kruskal-Wallis : ns non significatif, ** 0,001<p<0,01, *** 0,0001<p<0,001.

A 21 jpi, le nombre moyen de particules virales dans la carcasse est plus important qu’a 14 jpi
(Figure 42). Avec YFV Bolivie, le nombre moyen varie de 15507 (N=20) pour Macouba a
199921 (N=15) pour Anse Maroquet, avec une différence significative entre populations (Test
de Kruskal-Wallis : p<0,001). Avec YFV Ghana, le nombre moyen varie de 32 (N=3) pour
Tartane a 2900 (N=3) pour Cap Chevalier, sans différence significative entre populations
(Test de Kruskal-Wallis : p>0,05). Avec YFV Nigeria, le nombre moyen varie de 295 (N=5)
pour Anse Maroquet a 35667 (N=24) pour Macouba, avec une différence significative entre
populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,01). Avec YFV Soudan, le nombre moyen varie de
36 (N=1) pour Anse Maroquet a 131828 (N=7) pour Bois lézard, avec une différence
significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,01). Avec YFV Ouganda, le
nombre moyen varie de 136 (N=9) pour Anse Maroquet a 92400 (N=16) pour Bois lézard,

avec une différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001).

A 21 jpi, YFV Ghana présente les nombres de particules virales les plus faibles dans la
carcasse. La population de Anse Maroquet présente les nombres de particules virales les plus
élevés, 21 jours apres infection avec YFV Bolivie et les plus faibles avec YFV Nigeria,
Soudan et Ouganda. La population Bois lézard présente les nombres les plus élevés avec YFV

Soudan et Ouganda.
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Figure 42 : Nombre de particules virales (en Logig) détectées dans la carcasse de moustiques issus de 9
populations d’Aedes aegypti de Martinique examinées 21 jours aprés un repas infectieux fourni a un titre de
10" ffu/mL. Les virus utilisés sont : YFV Bolivie (A), Ghana (B), Nigeria (C), Soudan (D), et Ouganda (E).
Test de Kruskal-Wallis : ns non significatif, *** 0,0001<p<0,001
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L’examen du nombre de particules virales dans la carcasse des moustiques indique que : (i) le
nombre de particules virales dans la carcasse est plus important a 21 jpi qu’a 14 jpi, (ii) YFV
Ghana présente les nombres de particules virales les plus faibles, et (iii) les populations de
Martinique présentent un nombre de particules virales dans la carcasse qui different selon le
YFV testé.

8.7. Le nombre de particules virales dans la salive

A 14 jpi, les 9 populations de Martinique présentent un nombre moyen de particules virales
dans la salive qui est trés faible (Figure 43). Avec YFV Bolivie, le nombre moyen varie de 2
(N=1) pour Tartane a 112 (N=1) pour Sainte Thérése. Avec YFV Ghana, on ne détecte
aucune particule virale car aucune population ne transmet ce virus. Avec YFV Nigeria, le
nombre moyen varie de 2 pour Anse Maroquet (N=1) et Lareinty (N=1) a 61 (N=2) pour
Macouba. Avec YFV Soudan, le nombre moyen varie de 29 (N=4) pour Macouba a 376
(N=3) pour Lareinty. Avec YFV Ouganda, le nombre moyen varie de 4 (N=4) pour Anse
Maroquet a 342 (N=10) pour Lareinty. On ne détecte pas de différence significative entre
populations (Test de Kruskal-Wallis : p>0,05).

A 14 jpi, le nombre de particules virales dans la salive des moustiques de Martinique est
faible et varie tres peu entre populations pour un méme virus. YFV Soudan et Ouganda
présentent les nombres de particules virales les plus élevés dans la salive alors que YFV
Bolivie et Nigeria, les nombres les plus faibles. YFV Ghana n’est transmis par aucune

population.
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Figure 43 : Nombre de particules virales (en Logo) détectées dans la salive de moustiques issus de 9
populations d’Aedes aegypti de Martinique examinées 14 jours aprés un repas infectieux fourni a un titre de
10" ffu/mL. Les virus utilisés sont : YFV Bolivie (A), Ghana (B), Nigeria (C), Soudan (D), et Ouganda (E).

Test de Kruskal-Wallis : ns non significatif.
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A 21 jpi, les 9 populations de Martinique présentent un nombre moyen de particules virales
dans la salive plus important qu’a 14 jpi (Figure 44). Avec YFV Bolivie, le nombre moyen
varie de 26 (N=2) pour Cap Chevalier a 320 (N=1) pour Tartane. Avec YFV Ghana, le
nombre moyen est de 2 (N=1) pour Lareinty et 2 (N=1) pour Diamant. Avec YFV Nigeria, le
nombre moyen varie de 3 (N=2) pour Cap Chevalier a 440 (N=1) pour Anse Maroquet. Avec
YFV Soudan, le nombre moyen varie de 2 (N=3) pour Cap Chevalier a 1626 (N=4) pour
Lareinty. Avec YFV Ouganda, le nombre moyen varie de 10 (N=7) pour Cap Chevalier a
1359 (N=8) pour Bois lézard. Pour un méme virus, on ne détecte pas de différence
significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis: p>0,05) a I’exception de YFV
Nigeria et Ouganda (Test de Kruskal-Wallis : p<0,05).

A 21 jpi, le nombre de particules virales dans la salive est le plus faible pour la population
Cap Chevalier. YFV Soudan et Ouganda présentent les nombres de particules virales les plus
élevés dans la salive alors que YFV Bolivie et Nigeria, les nombres les plus faibles. YFV

Ghana n’est transmis par aucune population.

L’examen du nombre de particules virales dans la salive des moustiques de Martinique
indique que : (i) le nombre de particules virales dans la salive est faible, plus faible a 14 jpi
qu’a 21 jpi, (il) ce nombre varie trés peu entre populations pour un méme virus, (iii) YFV
Soudan et Ouganda présentent les nombres de particules virales les plus élevés dans la salive
alors que YFV Bolivie et Nigeria, les nombres les plus faibles, et (iv) YFV Ghana n’est
transmis que par les populations Diamant et Lareinty.
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Figure 44 : Nombre de particules virales (en Logi) détectées dans la salive de moustiques issus de 9
populations d’Aedes aegypti de Martinique examinées 21 jours aprés un repas infectieux fourni a un titre de
10" ffu/mL. Les virus utilisés sont : YFV Bolivie (A), Ghana (B), Nigeria (C), Soudan (D), et Ouganda (E).
Test de Kruskal-Wallis : ns non significatif, * 0,01<p<0,05.

166



En résumé, I’examen du nombre de particules virales dans les trois compartiments du
moustique, tube digestif, carcasse, et salive des 9 populations d’Ae. aegypti de Martinique
infectées avec 5 souches de YFV proposées & un titre de 107 ffu/mL montrent que :

- le nombre de particules virales est comparable a 14 jpi et 21 jpi dans I’intestin moyen
des moustiques et est plus faible a 14 jpi par rapport a 21 jpi dans la carcasse et la
salive ;

- alors que le nombre de particules virales dans le tube digestif et la carcasse varie entre
populations pour un méme virus, le nombre de particules virales dans la salive varie
tres peu ;

- YFV Ghana présente les nombres de particules virales les plus faibles dans le tube
digestif et la carcasse. De plus, il n’est transmis que par 2 populations, 21 jours apres
infection ;

- YFV Bolivie présente les nombres de particules virales les plus élevés dans le tube

digestif et la carcasse et un plus faible nombre de virus est détecté dans la salive.

Le nombre de particules virales dans chaque compartiment en fonction du statut

du moustique

Les 9 populations d’Ae. aegypti infectées avec les 5 YFV fournis & un titre de 107 ffu/mL ont
été examinées a 14 et 21 jpi en considérant le nombre de particules virales dans un
compartiment du moustique (intestin moyen, carcasse et salive) selon le statut du moustique :

(i) avec ou sans virus ayant dissemine et (ii) avec ou sans virus transmis via la salive).

8.8. Le nombre de particules virales dans I’intestin moyen en fonction du statut des

moustiques (avec ou sans dissémination)

8.8.1. A 14 jours post-infection

A 14 jpi, le nombre moyen de particules virales mesuré dans I’intestin moyen varie selon le
statut du moustique (Figure 45). Avec YFV Bolivie, le nombre moyen est de 2314 (sur
N=185 moustiques) pour les moustiques n’ayant pas disséminé le virus (sans virus détectés
dans la carcasse) et 10,2 fois supérieur, 23526 (N=123) pour les moustiques ayant disseminé
le virus (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001). Avec YFV Ghana, le nombre moyen est faible,

137 (N=255) pour les moustiques n’ayant pas disséminé le virus et 15,6 fois plus, 2140
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(N=34) pour les moustiques ayant disseminé le virus (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001).
Avec YFV Nigeria, le nombre moyen est de 965 (N=165) pour les moustiques n’ayant pas
disseminé le virus et 7,1 fois plus, 6860 (N=90) pour les moustiques ayant disséminé le virus
(Test de Kruskal-Wallis : p<0,001). Avec YFV Soudan, le nombre moyen est de 537 (N=156)
pour les moustiques n’ayant pas disséminé le virus et 4 fois plus, 2144 (N=100) pour les
moustiques ayant disséminé le virus (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001). Avec YFV Ouganda,
le nombre moyen est de 3092 (N=99) pour les moustiques n’ayant pas disséminé le virus et
3,1 fois plus, 9576 (N=164) pour les moustiques ayant disséminé le virus (Test de Kruskal-
Wallis : p<0,001).
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Figure 45 : Nombre de particules virales (en Logig) détectées dans 1’intestin moyen de Aedes aegypti de
Martinique en fonction du statut des moustiques (avec ou sans virus ayant disséminé dans la carcasse),
examinés 14 jours aprés un repas infectieux contenant YFV fourni & 10" ffu/mL. Les virus utilisés sont :
YFV Bolivie (A), Ghana (B), Nigeria (C), Soudan (D), et Ouganda (E). Test de Kruskal-Wallis :
***p<0,001.
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8.8.2. A 21 jours post-infection

A 21 jpi, le nombre moyen de particules virales mesuré dans I’intestin moyen n’augmente
significativement plus (Figure 46). Avec YFV Bolivie, le nombre moyen est de 1247 (N=171)
pour les moustiques n’ayant pas disséminé le virus et 16 fois supérieur, 19847 (N=156) pour
les moustiques ayant disseminé le virus (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001). Avec YFV
Ghana, le nombre moyen est de 420 (N=242) pour les moustiques n’ayant pas disséminé le
virus et 7,3 fois plus, 3067 (N=30) pour les moustiques ayant disséminé le virus (Test de
Kruskal-Wallis : p<0,001). Avec YFV Nigeria, le nombre moyen est de 1633 (N=127) pour
les moustiques n’ayant pas disséminé le virus et 3,2 fois plus, 5239 (N=106) pour les
moustiques ayant disséminé le virus (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001). Avec YFV Soudan,
le nombre moyen est de 330 (N=133) pour les moustiques n’ayant pas disséminé le virus et
6,4 fois plus, 2101 (N=118) pour les moustiques ayant disséminé le virus (Test de Kruskal-
Wallis : p<0,001). Avec YFV Ouganda, le nombre moyen est de 862 (N=53) pour les
moustiques n’ayant pas disséminé le virus et 7,3 fois plus, 6276 (N=190) pour les moustiques

ayant dissemine le virus (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001).
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Figure 46 : Nombre de particules virales (en Logyo) détectées dans I’intestin moyen de Aedes aegypti de
Martinique en fonction du statut des moustiques (avec ou sans virus ayant disséminé dans la carcasse),
examinés 21 jours aprés un repas infectieux contenant YFV fourni & 10" ffu/mL. Les virus utilisés sont :
YFV Bolivie (A), Ghana (B), Nigeria (C), Soudan (D), et Ouganda (E). Test de Kruskal-Wallis : ***
0,0001<p<0,001.
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Globalement, le nombre de particules virales dans le tube digestif des moustiques n’ayant pas
disséminé le virus est généralement inférieur au nombre mesuré dans le tube digestif des

moustiques ayant disséminé le virus. Ce résultat est plus marqué pour YFV Bolivie a 14 et 21

jpi.

8.9. Le nombre de particules virales dans la carcasse en fonction du statut des

moustiques (avec ou sans transmission)

8.9.1. A 14 jours post-infection

A 14 jpi, le nombre moyen de particules virales mesuré dans la carcasse varie selon le statut
du moustique (Figure 47). Avec YFV Bolivie, le nombre moyen est de 6473 (N=300) pour les
moustiques n’ayant pas transmis le virus (sans virus détectés dans la salive) et 4,6 fois
supérieur, 29836 (N=9) pour les moustiques ayant disséminé le virus (Test de Kruskal-
Wallis : p<0,001). Avec YFV Ghana, on ne compte que des moustiques n’ayant pas
disséminé le virus avec un nombre moyen de 52 (N=289). Avec YFV Nigeria, le nombre
moyen est de 901 (N=237) pour les moustiques n’ayant pas disséminé le virus et 1,3 fois plus,
1144 (N=18) pour les moustiques ayant disséminé le virus (Test de Kruskal-Wallis :
p<0,001). Avec YFV Soudan, le nombre moyen est de 619 (N=249) pour les moustiques
n’ayant pas disséminé le virus et 1,7 fois plus, 1052 (N=8) pour les moustiques ayant
disséminé le virus (Test de Kruskal-Wallis : p<0,01). Avec YFV Ouganda, le nombre moyen
est de 3234 (N=222) pour les moustiques n’ayant pas disséminé le virus et 7,8 fois plus,
25386 (N=41) pour les moustiques ayant disséminé le virus (Test de Kruskal-Wallis :
p<0,001).
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Figure 47 : Nombre de particules virales (en Logio) détectées dans la carcasse de Aedes aegypti de
Martinique en fonction du statut des moustiques (avec ou sans transmission via la salive), examinés 14
jours aprés un repas infectieux contenant YFV fourni & 107 ffu/mL. Les virus utilisés sont : YFV Bolivie
(A), Ghana (B), Nigeria (C), Soudan (D), et Ouganda (E). Test de Kruskal-Wallis : ** 0,001<p<0,01, ***
0,0001<p<0,001.
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8.9.2. A 21 jours post-infection

A 21 jpi, le nombre moyen de particules virales mesuré dans la carcasse est plus éleve (Figure
48). Avec YFV Bolivie, le nombre moyen est de 25573 (N=309) pour les moustiques n’ayant
pas transmis le virus et 2,9 fois supérieur, 73858 (N=21) pour les moustiques ayant disséminé
le virus (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001). Avec YFV Ghana, le nhombre moyen est de 80
(N=270) pour les moustiques n’ayant pas transmis le virus et 10,5 fois supérieur, 840 (N=2)
pour les moustiques ayant disseminé le virus (Test de Kruskal-Wallis : p<0,05). Avec YFV
Nigeria, le nombre moyen est de 4464 (N=204) pour les moustiques n’ayant pas disséminé le
virus et 3,6 fois plus, 15919 (N=29) pour les moustiques ayant disséminé le virus (Test de
Kruskal-Wallis : p<0,001). Avec YFV Soudan, le nombre moyen est de 9294 (N=216) pour
les moustiques n’ayant pas disséminé le virus et 4,3 fois plus, 40441 (N=35) pour les
moustiques ayant disséminé le virus (Test de Kruskal-Wallis : p<0,01). Avec YFV Ouganda,
le nombre moyen est de 20503 (N=179) pour les moustiques n’ayant pas disséminé le virus et
2,2 fois plus, 46265 (N=64) pour les moustiques ayant disséminé le virus (Test de Kruskal-
Wallis : p<0,001).
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Figure 48 : Nombre de particules virales (en Log;o) détectées dans la carcasse de Aedes aegypti de
Martinique en fonction du statut des moustiques (avec ou sans transmission via la salive), examinés 21
jours aprés un repas infectieux contenant YFV fourni & 10° ffu/mL. Les virus utilisés sont : YFV Bolivie
(A), Ghana (B), Nigeria (C), Soudan (D), et Ouganda (E). Test de Kruskal-Wallis : * 0,01<p<0,05, ***
0,0001<p<0,001.
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Dans I’ensemble, le nombre de particules virales dans la carcasse des moustiques n’ayant pas
transmis le virus est généralement inférieur au nombre mesuré dans la carcasse des

moustiques ayant transmis le virus. Ce résultat est plus marqué pour YFV Ghana a 21 jpi.

8.10.Le nombre de particules virales dans I’intestin moyen en fonction du statut des

moustiques (avec ou sans transmission)

8.10.1. A 14 jours post-infection

A 14 jpi, le nombre moyen de particules virales mesuré dans 1’intestin moyen varie selon le
statut du moustique (Figure 49). Avec YFV Bolivie, le nombre moyen est de 10849 (N=299)
pour les moustiques n’ayant pas transmis le virus (sans virus détectés dans la salive) et de
8642 (N=9) pour les moustiques ayant disséminé le virus, sans différence significative (Test
de Kruskal-Wallis : p>0,05). Avec YFV Ghana, on ne compte que des moustiques n’ayant pas
transmis le virus avec un nombre moyen de 373 (N=289). Avec YFV Nigeria, le nombre
moyen est de 2836 (N=237) pour les moustiques n’ayant pas disséminé le virus et 2 fois plus,
5804 (N=18) pour les moustiques ayant disséminé le virus (Test de Kruskal-Wallis :
p<0,001). Avec YFV Soudan, le nombre moyen est de 1172 (N=248) pour les moustiques
n’ayant pas disséminé le virus et de 931 (N=8) pour les moustiques ayant disséminé le virus,
sans différence significative (Test de Kruskal-Wallis: p>0,05). Avec YFV Ouganda, le
nombre moyen est de 6115 (N=222) pour les moustiques n’ayant pas disséminé le virus et 2,1
fois plus, 12662 (N=41) pour les moustiques ayant disséminé le virus (Test de Kruskal-
Wallis : p<0,001).
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Figure 49 : Nombre de particules virales (en Logyo) détectées dans I’intestin moyen de Aedes aegypti de
Martinique en fonction du statut des moustiques (avec ou sans transmission via la salive), examinés 14
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8.10.2. A 21 jours post-infection

A 21 jpi, le nombre moyen de particules virales mesuré dans I’intestin moyen est
généralement plus important qu’a 14 jpi (Figure 50). Avec YFV Bolivie, le nombre moyen est
de 9456 (N=306) pour les moustiques n’ayant pas transmis le virus et 2,1 fois supérieur,
19796 (N=21) pour les moustiques ayant disséminé le virus (Test de Kruskal-Wallis :
p<0,001). Avec YFV Ghana, le nombre moyen est de 711 (N=270) pour les moustiques
n’ayant pas disséminé le virus et de 930 (N=2) pour les moustiques ayant disséminé le virus,
sans différence significative (Test de Kruskal-Wallis : p>0,05). Avec YFV Nigeria, le nombre
moyen est de 2572 (N=204) pour les moustiques n’ayant pas disséminé le virus et 3,2 fois
plus, 8206 (N=29) pour les moustiques ayant disséminé le virus (Test de Kruskal-Wallis :
p<0,001). Avec YFV Soudan, le nombre moyen est de 1095 (N=216) pour les moustiques
n’ayant pas disséminé le virus et 1,4 fois plus, 1576 (N=35) pour les moustiques ayant
disséminé le virus (Test de Kruskal-Wallis : p<0,01). Avec YFV Ouganda, le nombre moyen
est de 4577 (N=179) pour les moustiques n’ayant pas disséminé le virus et 1,4 fois plus, 6546

(N=64) pour les moustiques ayant disséminé le virus (Test de Kruskal-Wallis : p<0,01).

178



1 T L
Transmission Pas de transmission

Transmission Pas de transmission

c .. c
g YFV Bolivie Q YFV Ghana
o (=] ns
E 6o S -
£ < I 1
@ @
L 54 L 54
£ £ [
g M 8 4 &8
g s
- s 4 ° &
g g o2
3 27 3 2 cg .
: e
o 1 T P o 1 T o0
=) Transmission  Pas de transmission =) Transmission  Pas de transmission
o )
4 Statuts du Moustique S Statuts du Moustique
. C _ D
o YFV Nigéria o YFV Soudan
o o
E 64 * Kk £ 6o
£ 1 £
- 3 5
£ ° £
- [ -

eo0°
g o 3 g
g g
S 34 ° ! ) : ‘ > 3]

]

H o%e ‘ ° 8
= >
2 S
@ I
(=% o
5 S
j= D
s} S]
— -

Statuts du Moustique Mosquito status

YFV Ouganda
6 * %k

T T
Transmission Pas de transmission
Mosquito status

Log10 particules virales / intestin moyen

Figure 50 : Nombre de particules virales (en Logig) détectées dans I’intestin moyen de Aedes
aegypti de Martinique en fonction du statut des moustiques (avec ou sans transmission via la
salive), examinés 21 jours aprés un repas infectieux contenant YFV fourni a 10” ffu/mL. Les
virus utilisés sont : YFV Bolivie (A), Ghana (B), Nigeria (C), Soudan (D), et Ouganda (E).
Test de Kruskal-Wallis : ns non significatif, ** 0,001<p<0,01, *** 0,0001<p<0,001.

179



Globalement, le nombre de particules virales dans 1’intestin moyen des moustiques n’ayant
pas transmis le virus est généralement inférieur au nombre mesuré dans la salive des
moustiques ayant transmis le virus. YFV Bolivie génére le plus de particules virales quel que

soit le statut du moustique.

En résumé, I’examen du nombre de particules virales dans les trois compartiments du
moustique (tube digestif, carcasse, et salive) selon le statut du moustique (avec ou sans
dissémination et avec ou sans transmission), 14 et 21 apres infection avec 5 souches de YFV
proposées a un titre de 10” ffu/mL indique que :

- les moustiques présentant du virus ayant disséminé dans la carcasse ont généralement
plus de particules virales dans leur tube digestif que les moustiques n’ayant pas
disseminé le virus dans la carcasse ;

- les moustiques présentant du virus dans la salive ont généralement plus de particules
virales dans la carcasse que les moustiques n’ayant pas transmis le virus ;

- les moustiques présentant du virus dans la salive ont généralement plus de particules

virales dans leur tube digestif que les moustiques n’ayant pas de virus dans la salive ;
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Partie 2 : Détermination de la compétence vectorielle des
populations d’Ae. aegypti de la Caraibe et d’Amérique
pour les 5 souches de YFV

Les populations d’Ae. aegypti de la Caraibe

8.11. Détermination de la compétence vectorielle

Pour comparer les performances des moustiques de Martinique a ceux des autres Tles de la
Caraibe, quatre populations d’Ae. aegypti de la Caraibe (Abymes/Guadeloupe, La
Havane/Cuba, CTU/Haiti, Papin/Haiti) ont été infectées avec 5 souches de YFV proposées a

un titre de 10" ffu/mL. Les moustiques ont été examinés a 21 jpi.

8.11.1. Taux d’infection

A 21 jpi, les 4 populations présentent des IR qui varient en fonction du YFV utilisé (Figure
51). Avec YFV Bolivie, IR varie de 37,5% (18/48) pour CTU a 93,75% (30/32) pour
Abymes, avec une différence significative de IR entre les 4 populations testées (Test exact de
Fisher : p<0,0001). Avec YFV Ghana, IR varie de 25% pour Abymes (6/24), CTU (8/32),
Papin (8/32) a 41,66% (10/24) pour La Havane, sans différence significative de IR entre les
populations testées (Test exact de Fisher : p>0,05). Avec YFV Nigeria, IR varie de 62,5
(15/24) pour CTU a 79,16% (19/24) pour Abymes, sans différence significative de IR entre
les populations testées (Test exact de Fisher: p>0,05). Avec YFV Soudan, IR varie de
33,33% (8/24) pour La Havane a 95,83% (23/24) pour Abymes, avec une différence
significative de IR entre les 4 populations testées (Test exact de Fisher : p<0,0001). Avec
YFV Ouganda, IR varie de 66,66% (16/24) pour Abymes a 100% (24/24) pour La Havane,
avec une différence significative de IR entre les 4 populations testées (Test exact de Fisher :
p<0,01).
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A 21 jpi, YFV Ouganda infecte mieux les 4 populations de la Caraibe, YFV Ghana restant le

virus qui infecte le moins. La population Abymes présente un IR maximum avec YFV
Bolivie, Nigeria et Soudan.
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8.11.2. Taux de dissémination

A 21 jpi, les DR varient en fonction du YFV utilisé (Figure 52). Avec YFV Bolivie, DR varie
de 50% pour La Havane (6/12) et CTU (9/18) a 83,33% (25/30) pour Abymes. Avec YFV
Ghana, DR varie de 16,66% (1/6) pour Abymes a 50% pour La Havane (5/10) et Papin (4/8).
Avec YFV Nigeria, DR varie de 6,66% (1/15) pour CTU a 77,77% (14/18) pour La Havane.
Avec YFV Soudan, DR varie de 43,75% (7/16) pour CTU a 75% (6/8) pour La Havane. Avec
YFV Ouganda, DR varie de 68,75% (11/16) pour Abymes a 100% (24/24) pour La Havane.
On ne détecte pas de différence significative de DR entre les populations infectées par YFV a
I’exception de YFV Nigeria (Test exact de Fisher : p<0,0001).

A 21 jpi, YFV Ouganda se dissémine mieux dans les moustiques de la Caraibe. La population

La Havane présente un DR maximum avec YFV Ghana, Nigeria, Soudan et Ouganda.
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8.11.3. Taux de transmission

A 21 jpi, les TR sont inférieurs & 40% (Figure 53). Avec YFV Bolivie, TR varie de 12%
(3/25) pour Abymes a 35,71% (5/14) pour Papin. Avec YFV Ghana, TR varie de 0% pour
Abymes (0/1), La Havane (0/5), CTU (0/2) a 25% (1/4) pour Papin. Avec YFV Nigeria, TR
varie de 0% (0/1) pour CTU a 26,66% (4/15) pour La Havane. Avec YFV Soudan, TR varie
de 0% (0/7) pour CTU a 16,66% (1/6) pour La Havane. Avec YFV Ouganda, TR varie de
18,18% (2/11) pour Abymes a 31,57% (6/19) pour CTU. On ne détecte pas de différence

significative de TR entre les 4 populations (Test exact de Fisher : p>0,05).

A 21 jpi, YFV Bolivie et Ouganda sont les virus les mieux transmis (4/4 populations) et YFV
Ghana est seulement transmis par la population Papin.
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En résumé, I’examen de la CV des 4 populations d’Ae. aegypti de la Caraibe, 21 jours apres
une infection avec 5 souches de YFV proposées & un titre de 107 ffu/mL montrent que :
- YFV Ouganda et YFV Bolivie infectent, se disséminent et sont transmis par les 4
populations ;
- YFV Ghana est le virus le moins performant des 5 YFV testés et n’est transmis que
par la population Papin ;
- les valeurs de TR sont plus faibles que celles des DR et les valeurs de DR restent
proches de celles des IR, indiquant que les glandes salivaires jouent un role de barriere

au virus plus important que le tube digestif.

8.12.Le nombre de particules virales détectées dans différents compartiments du
moustique, Ae. aegypti de la Caraibe

Le nombre de particules virales est mesuré dans le tube digestif, la carcasse et la salive, pour
chaque moustique des 4 populations d’Ae. aegypti de la Caraibe, infectées avec 5 souches de

YFV proposées a un titre de 107 ffu/mL. Les moustiques ont été examinés & 21 jpi.

8.12.1. Le nombre de particules virales dans le tube digestif

Les 4 populations de la Caraibe présentent un nombre moyen de particules virales dans le tube
digestif qui varient en fonction du YFV utilisé (Figure 54). Avec YFV Bolivie, le nombre
moyen varie de 3356 (N=12) pour La Havane a 18297 (N=30) pour Abymes, avec une
différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001). Avec YFV
Ghana, le nombre moyen varie de 72 (N=2) pour CTU a 870 (N=10) pour La Havane, sans
différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p>0,05). Avec YFV
Nigeria, le nombre moyen varie de 1277 (N=17) pour La Havane a 8104 (N=15) pour CTU,
avec une différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,001). Avec
YFV Soudan, le nombre moyen varie de 525 (N=8) pour La Havane a 3871 (N=15) pour
CTU, avec une différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,01).
Avec YFV Ouganda, le nombre moyen varie de 745 (N=16) pour Abymes a 14086 (N=23)
pour CTU, avec une différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis :
p<0,001).
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A 21 jpi, YFV Bolivie et Ouganda présentent les plus grands nombres de particules virales
dans le tube digestif et YFV Ghana, les nombres les plus faibles. La population CTU présente

les nombres de particules virales les plus éleves, 21 jours apres infection avec YFV Nigeria,
Soudan et Ouganda.
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8.12.2. Le nombre de particules virales dans la carcasse

Les 4 populations de la Caraibe présentent un nombre moyen de particules virales plus élevé
dans la carcasse que dans I’intestin moyen du moustique (Figure 55). Avec YFV Bolivie, le
nombre moyen varie de 5876 (N=9) pour CTU a 94200 (N=6) pour La Havane, avec une
différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,01). Avec YFV
Ghana, le nombre moyen varie de 222 (N=4) pour Papin a 885 (N=5) pour La Havane, sans
difféerence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis: p>0,05). Avec YFV
Nigeria, le nombre moyen varie de 372 (N=8) pour Abymes a 57465 (N=15) pour Papin, avec
une différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,01). Avec YFV
Soudan, le nombre moyen varie de 804 (N=16) Abymes & 22396 (N=17) pour Papin, avec une
différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis: p<0,01). Avec YFV
Ouganda, le nombre moyen varie de 540 (N=11) pour Abymes a 119708 (N=24) pour La
Havane, avec une différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis :
p<0,001).

A 21 jpi, YFV Bolivie et Ouganda présentent les plus grands nombres de particules virales
dans la carcasse et YFV Ghana, les nombres les plus faibles. La population La Havane
présente les nombres de particules virales les plus élevés, 21 jours apreés infection avec YFV
Bolivie, Ghana et Ouganda. La population Papin présente les nombres de particules virales les

plus élevés apres infection avec YFV Nigeria et Soudan.
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Figure 55 : Nombre de particules virales (en Logig) détectées dans la carcasse de moustiques issus de 4
populations d’Aedes aegypti de la Caraibe examinées 21 jours aprés un repas infectieux fourni a un titre de
10" ffu/mL. Les virus utilisés sont : YFV Bolivie (A), Ghana (B), Nigeria (C), Soudan (D), et Ouganda (E).
Test de Kruskal-Wallis : ns non significatif, ** 0,001<p<0,01, *** 0,0001<p<0,001.
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8.12.3. Le nombre de particules virales dans la salive

Les 4 populations de la Caraibe présentent un nombre moyen de particules virales dans la
salive qui est tres faible (Figure 56). Avec YFV Bolivie, le nombre moyen varie de 8 (N=2)
pour CTU a 100 (N=3) pour Abymes. Avec YFV Ghana, un seul moustique de Papin délivre
14 particules virales dans la salive. Avec YFV Nigeria, le nombre moyen varie de 2 (N=1)
pour Papin a 64 (N=4) pour La Havane. Avec YFV Soudan, le nombre moyen varie de 6
(N=1) pour La Havane a 200 (N=1) pour Papin. Avec YFV Ouganda, le nombre moyen varie
de 68 (N=5) pour La Havane a 3808 (N=5) pour Papin. On ne détecte pas de différence
significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p>0,05).

A 21 jpi, le nombre de particules virales dans la salive est faible et varie tres peu entre
populations pour un méme virus. YFV Ouganda présente les plus grands nombres de
particules virales dans la salive et YFV Ghana, les nombres les plus faibles. La population
Papin présente les nombres de particules virales les plus élevés, 21 jours apres infection avec
YFV Soudan et Ouganda.
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En résumé, ’examen du nombre de particules virales dans le tube digestif, carcasse, et salive
des moustiques de 4 populations d’Ae. aegypti de la Caraibe, 21 jours apres infection avec 5
souches de YFV proposées a un titre de 10 ffu/mL indiquent que :

- YFV Bolivie et Ouganda présentent les plus grands nombres de particules virales et
YFV Ghana, les nombres les plus faibles dans le tube digestif et la carcasse ;

- pour un méme virus, le nombre de particules virales dans le tube digestif et la carcasse
varie d’une population a 1’autre alors que le nombre de particules virales dans la salive
varie tres peu ;

- YFV Ouganda présente les plus grands nombres de particules virales dans la salive et
YFV Ghana, les nombres les plus faibles.

Les populations d’Ae. aegypti d’ Amérique

8.13. Détermination de la compétence vectorielle

Pour réaliser une comparaison de compétence vectorielle avec les populations d’Ae. aegypti
de la Caraibe, deux populations d’Ae. aegypti d’Amérique ont été ajoutées dans les analyses :
Gainesville/Floride/USA et Nor-Oriental/Colombie. Les moustiques ont été infectés avec 5

souches de YFV proposées & un titre de 107 ffu/mL et examinés a 21 jpi.

8.13.1. Taux d’infection

A 21 jpi, les 2 populations présentent des IR qui varient en fonction du YFV utilisé (Figure
57). Avec YFV Bolivie, IR est de 67,5% (27/40) pour Gainesville qui est significativement
supérieur a 45,83% (11/24) pour Nor-Oriental (Test exact de Fisher : p<0,05). Avec YFV
Ghana, IR est de 11,53% (3/26) pour Gainesville et 16,66% (/424) pour Nor-Oriental, sans
difference significative de IR entre les 2 populations (Test exact de Fisher : p>0,05). Avec
YFV Nigeria, IR est de 92,59% (25/27) pour Gainesville qui est significativement supérieur a
46,66% (7/15) pour Nor-Oriental (Test exact de Fisher : p<0,0001). Avec YFV Soudan, IR est
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de 66,66% (18/27) pour Gainesville et 52,17 (12/23) pour Nor-Oriental, sans différence
significative de IR entre les 2 populations (Test exact de Fisher: p>0,05). Avec YFV
Ouganda, IR est de 93,33% (28/30) pour Gainesville qui est significativement supérieur a
50% (12/24) pour Nor-Oriental (Test exact de Fisher : p<0,0001).

A 21 jpi, YFV Nigeria et Ouganda infectent mieux les 2 populations, YFV Ghana restant le
virus qui infecte le moins. De plus, la population Gainesville s’infecte mieux avec YFV que

Nor-Oriental.
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Figure 57 : Taux d’infection de 2 populations d’Aedes aegypti d’Amérique examinées 21 jours aprés un
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8.13.2. Taux de dissémination

A 21 jpi, les DR varient en fonction du YFV utilisé (Figure 58). Avec YFV Bolivie, DR est
de 66,66% (18/27) pour Gainesville et 45,45% (5/11) pour Nor-Oriental. Avec YFV Ghana,
DR est de 33,33% (1/3) pour Gainesville et 50% (2/4) pour Nor-Oriental. Avec YFV Nigeria,
DR est de 40% (10/25) pour Gainesville et 57,14% (4/7) pour Nor-Oriental. Avec YFV
Soudan, DR est de 50% (9/18) pour Gainesville et 33,33% (4/12) pour Nor-Oriental. Avec
YFV Ouganda, DR est de 53,57% (15/28) pour Gainesville et 100% (12/12) pour Nor-
Oriental. On ne détecte pas de différence significative de DR entre les 2 populations infectées
par YFV a I’exception de YFV Ouganda ou Nor-Oriental dissémine mieux le virus que
Gainesville (Test exact de Fisher : p<0,01).

A 21 jpi, les 2 populations d’Amérique dissémine les 5 YFV de fagon équivalente a
I’exception de YFV Ouganda ou Nor-Oriental assure une meilleure dissémination que

Gainesville.
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8.13.3. Taux de transmission

A 21 jpi, les TR sont inférieurs & 30% (Figure 59). Avec YFV Bolivie, TR est de 27,77%
(5/18) pour Gainesville et 20% (1/5) pour Nor-Oriental. Avec YFV Ghana, TR est de 0% pour
les 2 populations. Avec YFV Nigeria, TR est de 0% (0/10) pour Gainesville et 25% (1/4) pour
Nor-Oriental. Avec YFV Soudan, TR est de 0% pour les 2 populations. Avec YFV Ouganda,
TR est de 6,66% (1/15) pour Gainesville et 8,33% (1/12) pour Nor-Oriental. On ne détecte
pas de différence significative de TR entre les 2 populations (Test exact de Fisher : p>0,05).

A 21 jpi, YFV Bolivie est le mieux transmis des 5 YFV suivi par YFV Ouganda. YFV
Nigeria n’est transmis que par Nor-Oriental. YFV Ghana et Soudan ne sont pas transmis par
les 2 populations.
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En résumé, I’examen de la CV des 2 populations d’Ae. aegypti d’Amérique, 21 jours apres
une infection avec 5 souches de YFV proposées a un titre de 107 ffu/mL montrent que :

- YFV Bolivie et Ouganda infectent, se disséminent et sont transmis ;

- YFV Ghana et Soudan infectent, se disséminent mais ne sont pas transmis ;

- YFV Nigeria infecte, se dissemine et est transmis seulement par Nor-Oriental ;

- Les populations Gainesville et Nor-Oriental transmettent bien YFV Bolivie.

8.14.Le nombre de particules virales détectées dans différents compartiments du

moustique, Ae. aegypti d’Amérique

Le nombre de particules virales est mesuré dans le tube digestif, la carcasse et la salive de
chaque moustique des deux populations d’Ae. aegypti (Gainesville et Nor-Oriental) infectées
avec 5 souches de YFV proposées a un titre de 10" ffu/mL. Les moustiques ont été examinés a
21 jpi.

8.14.1. Le nombre de particules virales dans le tube digestif

Les 2 populations d’Amérique présentent un nombre moyen de particules virales dans le tube
digestif qui varie en fonction du YFV utilisé (Figure 60). Avec YFV Bolivie, le nombre
moyen est de 8539 (N=27) pour Gainesville et 2650 (N=11) pour Nor-Oriental, sans
différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis: p>0,05). Avec YFV
Ghana, le nombre moyen est de 888 (N=3) pour Gainesville et 1332 (N=4) pour Nor-Oriental,
sans différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p>0,05). Avec YFV
Nigeria, le nombre moyen est de 891 (N=25) pour Gainesville et 3084 (N=7) pour Nor-
Oriental, sans différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p>0,05).
Avec YFV Soudan, le nombre moyen est de 847 (N=18) pour Gainesville et 1004 (N=12)
pour Nor-Oriental, avec une différence significative entre populations (Test de Kruskal-
Wallis : p<0,05). Avec YFV Ouganda, le nombre moyen est de 315 (N=28) pour Gainesville
et 10948 (N=12) pour Nor-Oriental, avec une différence significative entre populations (Test
de Kruskal-Wallis : p<0,001).
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A 21 jpi, le nombre de particules virales dans le tube digestif des moustiques est comparable
entre Gainesville et Nor-Oriental avec deux exceptions: la population Nor-Oriental qui

présente en moyenne plus de particules virales dans le tube digestif des moustiques infectés
avec YFV Soudan et Ouganda, par rapport a Gainesville.
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Figure 60 : Nombre de particules virales (en Log,o) détectées dans I’intestin moyen de moustiques issus de
2 populations d’Aedes aegypti d’Amérique examinées 21 jours aprés un repas infectieux fourni & un titre de
10’ ffu/mL. Les virus utilisés sont : YFV Bolivie (A), Ghana (B), Nigeria (C), Soudan (D), et Ouganda (E).
Test de Kruskal-Wallis : ns non significatif, * 0,01<p<0,05, *** 0,0001<p<0,001.
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8.14.2. Le nombre de particules virales dans la carcasse

Les deux populations d’Amérique présentent un nombre moyen de particules virales plus
¢levé dans la carcasse que dans I’intestin moyen du moustique (Figure 61). Avec YFV
Bolivie, le nombre moyen est de 42805 (N=18) pour Gainesville et 48249 (N=5) pour Nor-
Oriental. Avec YFV Ghana, le nombre moyen est de 36 (N=1) pour Gainesville et 2568
(N=2) pour Nor-Oriental. Avec YFV Nigeria, le nombre moyen est de 7140 (N=10) pour
Gainesville et 2706 (N=4) pour Nor-Oriental. Avec YFV Soudan, le nombre moyen est de
2616 (N=10) pour Gainesville et 6030 (N=4) pour Nor-Oriental. Avec YFV Ouganda, le
nombre moyen est de 1573 (N=14) pour Gainesville et 2699 (N=12) pour Nor-Oriental. On ne
détecte pas de différence significative dans le nhombre moyen de particules virales dans la
carcasse entre les 2 populations pour 1’ensemble des YFV (Test de Kruskal-Wallis : p>0,05) a
I’exception de YFV Ouganda (Test de Kruskal-Wallis : p>0,01).

A 21 jpi, le nombre de particules virales dans la carcasse des moustiques est comparable entre
Gainesville et Nor-Oriental avec une exception, la population Nor-Oriental qui présente
davantage de particules virales dans la carcasse des moustiques infectés avec YFV Ouganda,
par rapport a Gainesville.
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Figure 61 : Nombre de particules virales (en Log,) détectées dans la carcasse de moustiques issus de 2
populations d’Aedes aegypti d’Amérique examinées 21 jours aprés un repas infectieux fourni a un titre de
10" ffu/mL. Les virus utilisés sont : YFV Bolivie (A), Ghana (B), Nigeria (C), Soudan (D), et Ouganda (E).
Test de Kruskal-Wallis : ns non significatif, ** 0,001<p<0,01.
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8.14.3. Le nombre de particules virales dans la salive

Les 2 populations d’Amérique présentent un nombre moyen faible de particules virales dans
la salive (Figure 62). Seuls 9 moustiques présentent une salive infectée. Avec YFV Bolivie, le
nombre moyen est de 59 (N=5) pour Gainesville et 12 (N=1) pour Nor-Oriental. Avec YFV
Nigeria, le nombre moyen est de 8 (N=1) pour Nor-Oriental. Avec YFV Ouganda, le nombre
moyen est de 3 (N=1) pour Gainesville et 2 (N=1) pour Nor-Oriental. Avec YFV Ghana et
YFV Soudan, aucun moustique ne présente de virus dans la salive.

A 21 jpi, le nombre de particules virales dans la salive est faible et comparable entre les 2

populations.
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Figure 62 : Nombre de particules virales (en Log;o) détectées dans la salive de moustiques issus de 2
populations d’Aedes aegypti d’Amérique examinées 21 jours apres un repas infectieux fourni a un titre de
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Test de Kruskal-Wallis : ns non significatif.
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En résumé¢, I’examen du nombre de particules virales dans le tube digestif, carcasse, et salive

des moustiques de 2 populations d’Ae. aegypti d’Amérique, 21 jours aprés infection avec 5

souches de YFV proposées & un titre de 107 ffu/mL indiquent que :

Pour 4 YFV (Bolivie, Ghana, Nigeria et Soudan), les 2 populations présentent des
nombres comparables de particules virales dans le tube digestif, la carcasse et la

salive ;

pour YFV Ouganda, Nor-Oriental présente plus de particules virales que Gainesville
dans le tube digestif et la carcasse ;

le nombre de particules virales dans la salive est faible et comparable entre les 2
populations.

Comparaisons des 6 populations d’Ae. aeqypti de la Caraibe et d’Amérique

L’infection (IR), la dissémination (DE) et la transmission (TE) a 21 jpi sont présentés pour

I’ensemble des moustiques testés. La figure 63 montre que :

toutes les populations s’infectent avec les 5 virus;

toutes les populations assurent la dissémination des 5 YFV ;

la transmission des 5 YFV est tres faible voire nulle ;

YFV Bolivie et Ouganda sont transmis par les 6 populations ;

YFV Ghana n’est transmis que par Papin ;

YFV Nigeria n’est pas transmis par Gainesville et CTU ;

YFV Soudan n’est pas transmis par Gainesville, Nor-Oriental et CTU;

La Havane est la population la plus performante alors Gainesville est la moins

performante.

208



L

Taux d’infection

Etats-Unis Floride

—

Forto-Rico *.

Petites

Mg\ll AT

éa)

Petites

00km

. prom
0 | o
Antiles |
P
N
.

http:/fatias-caraibe.certic unicaen fr

Figure 63 : Taux d’infection, efficacité de dissémination et efficacité de transmission de 6

populations d’Ae aegypti de la Caraibe et d’Amérique vis-a-vis de 5 YFV (Bolivie, Ghana,

Nigéria, Soudan, Ouganda). Les moustiques sont examinés 21 jours apres un repas infectieux

fourni & un titre de 107 ffu/mL. Test exact de Fisher : ns non significatif, * 0,01<p<0,05, **
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Partie 3 : Différence de compétence vectorielle entre Ae.

aegypti et Ae. albopictus

Pour déterminer si deux especes vivant en sympatrie pouvaient contribuer a la transmission de
la fievre jaune, une population d’Ae. aegypti et une population d’Ae. albopictus récoltées
toutes deux a Papin (Port-a-Piment, Haiti) ont été infectées & un titre de 10" ffu/mL. Les
moustiques ont été infectés avec YFV Bolivie et examinés a 14 et 21 jpi. Pour les quatre
autres YFV, les moustiques ont seulement été examinés a 21 jpi.

Infection, dissémination et transmission

8.15. A 14 jours post-infection

A 14 jpi, les 2 espéces sont infectées qu’avec YFV Bolivie (Figure 64) ; IR est de 46,66%
(21/45) pour Ae. aegypti et 25% (8/32) pour Ae. albopictus, sans différence significative de IR
(Test exact de Fisher : p>0,05). DR est de 52,38% (11/21) pour Ae. aegypti et 62,5% (5/8)
pour Ae. albopictus, sans différence significative de DR (Test exact de Fisher: p>0,05).

Enfin, seuls Ae. albopictus sont capables de transmettre avec un TR de 20% (1/5).
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8.16. A 21 jours post-infection

A 21 jpi, les 2 espéces sont infecteées avec les 5 virus (Bolivie, Ghana, Nigeria, Soudan et
Ouganda).

8.16.1. Taux d’infection

Les 2 especes présentent des IR qui varient en fonction du YFV utilisé (Figure 65). Avec
YFV Bolivie, IR est de 47,72% (21/44) pour Ae. aegypti qui est significativement supérieur a
21,87% (7/32) pour Ae. albopictus (Test exact de Fisher : p<0,05). Avec YFV Ghana, IR est
de 25% (8/32) pour Ae. aegypti et 7,4% (2/27) pour Ae. albopictus, sans différence
significative de IR (Test exact de Fisher: p>0,05). Avec YFV Nigeria, IR est de 78,12%
(25/32) pour Ae. aegypti qui est significativement supérieur a 29,16% (7/24) pour Ae.
albopictus (Test exact de Fisher: p<0,001). Avec YFV Soudan, IR est de 84,37% (27/32)
pour Ae. aegypti qui est significativement superieur a 33,33% (8/24) pour Ae. albopictus (Test
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exact de Fisher : p>0,001). Avec YFV Ouganda, IR est de 84,37% (27/32) pour Ae. aegypti
qui est significativement supérieur a 58,33% (14/24) pour Ae. albopictus (Test exact de
Fisher : p<0,05).

A 21 jpi, Ae. aegypti s’infecte presque 2 fois plus qu’Ae. albopictus. Les IR les plus élevés
pour Ae. aegypti sont obtenus aprés infection avec YFV Nigeria, Soudan et Ouganda.
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8.16.2. Taux de dissémination

A 21 jpi, les 2 espéces présentent des DR qui varient en fonction du YFV utilisé (Figure 66).
Avec YFV Bolivie, DR est de 66,66% (14/21) pour Ae. aegypti et 71,42% (5/7) pour Ae.
albopictus. Avec YFV Ghana, DR est de 50% (4/8) pour Ae. aegypti et 0% (0/2) pour Ae.
albopictus. Avec YFV Nigeria, DR est de 56% (14/25) pour Ae. aegypti qui est
significativement inférieur a 100% (7/7) pour Ae. albopictus (Test exact de Fisher : p<0,05).
Avec YFV Soudan, DR est de 62,96% (17/27) pour Ae. aegypti et 62,5% (5/8) pour Ae.
albopictus. Avec YFV Ouganda, DR est de 77,77% (21/27) pour Ae. aegypti et 100% (14/14)
pour Ae. albopictus.

A 21 jpi, Ae. aegypti et Ae. albopictus disséminent YFV de fagon comparable a I’exception de
YFV Nigeria pour lequel Ae. aegypti dissémine moins bien qu’Ae. albopictus.
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utilisés sont : YFV Bolivie (A), Ghana (B), Nigeria (C), Soudan (D), et Ouganda (E). Test exact de Fisher :
ns non significatif, * 0,01<p<0,05.

8.16.3. Taux de transmission

A 21 jpi, les 2 espéces présentent des TR qui varient en fonction du YFV utilisé (Figure 67).
Avec YFV Bolivie, TR est de 35,71% (5/14) pour Ae. aegypti et 20% (1/5) pour Ae.
albopictus. Avec YFV Ghana, TR est de 25% (1/4) pour Ae. aegypti. Avec YFV Nigeria, TR
est de 6,66% (1/15) pour Ae. aegypti qui est significativement inférieur & 42,85% (3/7) pour
Ae. albopictus (Test exact de Fisher : p<0,05). Avec YFV Soudan, TR est de 8,88% (1/17)
pour Ae. aegypti et 33,33% (2/6) pour Ae. albopictus. Avec YFV Ouganda, TR est de 23,80%
(5/21) pour Ae. aegypti et 14% (2/14) pour Ae. albopictus.

A 21 jpi, Ae. aegypti et Ae. albopictus transmettent YFV de fagon comparable a I’exception

de YFV Nigeria ou Ae. aegypti transmet moins bien qu’Ae. albopictus.
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En résumé, I’examen des 2 espéces, Ae. aegypti et Ae. albopictus de Haiti, 14 et 21 apres une

infection avec 5 souches de YFV proposées & un titre de 107 ffu/mL montrent que :

A 14 jpi, Ae. albopictus est le seul capable de transmettre YFV Bolivie ;

A 21 jpi, Ae. aegypti s’infecte mieux qu’Ae. albopictus, dissémine aussi bien qu’Ae.
albopictus mais transmet moins bien qu’Ae. albopictus ;

Ae. albopictus n’est pas capable de transmettre YFV Ghana a 21 jpi ;

Ae. albopictus est capable de transmettre YFV Bolivie dés 14 jpi alors qu 'de. aegypti
le peut a 21 jpi.

Le nombre de particules virales détectées dans différents compartiments du

moustigue

Le nombre de particules virales est évalué dans le tube digestif, la carcasse et la salive de

chaque moustique des deux especes infectées avec 5 souches de YFV proposées a un titre de

107 ffu/mL. Les moustiques ont été examinés 14 et 21 jpi.

8.17.A 14 jours post-infection

A 14 jpi, les 2 especes sont uniquement infectés avec YFV Bolivie (Figure 68).

Dans le tube digestif, les moustiques présentent un nombre moyen de particules virales de

8769 (N=21) pour Ae. aegypti et 7698 (N=8) pour Ae. albopictus sans différence significative

entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p>0,05).

Dans la carcasse, les moustiques présentent un nombre moyen de particules virales avec YFV
Bolivie de 18 229 (N=11) pour Ae. aegypti et 35 164 (N=5) pour Ae. albopictus sans
différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p>0,05).

Dans la salive, Ae. albopictus présentent un nombre moyen de particules virales de 9 (N=2).
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la salive (C) des moustiques, Aedes aegypti et Aedes albopictus de Papin (Port-a-Piment, Haiti), examinées
14 jours aprés un repas infectieux contenant YFV Bolivie, fourni & un titre de 10" ffu/mL. Test de Kruskal-

Wallis : ns non significatif.

8.18. A 21 jours post-infection

A 21 jpi, les 2 espéces sont infectées avec les 5 virus (Bolivie, Ghana, Nigeria, Soudan et

Ouganda).

8.18.1. Le nombre de particules virales dans I’intestin moyen

Le nombre moyen de particules virales dans le tube digestif n’est pas toujours plus important
qu’a 14 jpi (Figure 69). Avec YFV Bolivie, le nombre moyen est de 5066 (N=21) pour Ae.
aegypti et 18 308 (N=7) pour Ae. albopictus, avec une différence significative entre les
populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,05). Avec YFV Ghana, le nombre moyen est de
142 (N=8) pour Ae. aegypti et 102 (N=2) pour Ae. albopictus, sans différence significative
entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p>0,05). Avec YFV Nigéria, le nombre moyen est
de 1507 (N=25) pour Ae. aegypti et 1812 (N=7) pour Ae. albopictus, sans différence
significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis: p>0,05). Avec YFV Soudan, le
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nombre moyen est de 2001 (N=27) pour Ae. aegypti et 1205 (N=8) pour Ae. albopictus, sans
différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p>0,05). Avec YFV
Ouganda, le nombre moyen est de 6661 (N=27) pour Ae. aegypti et 15072 (N=14) pour Ae.
albopictus, avec une différence significative entre les populations (Test de Kruskal-Wallis :
p<0,05).

A 21 jpi, le nombre de particules virales dans le tube digestif des moustiques est comparable
entre Ae. aegypti et Ae. albopictus avec deux exceptions : la population Ae. albopictus qui
présente en moyenne plus de particules virales dans le tube digestif aprés infection par YFV

Bolivie et Ouganda, par rapport & Ae. aegypti.

221



g YFV Bolivie 5 YFV Ghana
g g
£ 64 * £ 64 ns
c =
2 1 £  ——
g s g s-
= E
= 44 < 44
1% 1%
Q [0}
g 3 s 3
£ £
s 24 s 24
7:3 =
£ 19 £ 1
< <
[=8 o
) 0 T - T o O T T
) Aedes aegypti  Aedes albopictus ‘é,' Aedes aegypti  Aedes albopictus
- Especes — Espéeces
C D
g YFV Nigéria g YFV Soudan
) g
E 6+ ns E 64 ns
c c
= 1 = 1
g s g 5
= =
< 44 < 44
%] 1%
Q< Q<
S 34 S 34
S S
2 2+ s 2+
3 3
£ 14 £ 17
g g
o 0 1 1 o 0 1 1
Tg', Aedes aegypti  Aedes albopictus ’8,' Aedes aegypti  Aedes albopictus
— Especes — Especes
E
o
% YFV Ouganda
E 64 *
£ |—|
g s
E
- 4
%]
[}
T 3
S
8 2
=
E 14
g
o 0 T T
EO;,‘ Aedes aegypti  Aedes albopictus
-

Espéces

Figure 69 : Nombre de particules virales (en Logio) détectées dans ’intestin moyen des moustiques, Aedes
aegypti et Aedes albopictus de Papin (Port-a-Piment, Haiti), examinées 21 jours aprés un repas infectieux
fourni & un titre de 10" ffu/mL. Les virus utilisés sont : YFV Bolivie (A), Ghana (B), Nigeria (C), Soudan
(D), et Ouganda (E). Test de Kruskal-Wallis : ns non significatif, * 0,01<p<0,05.
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8.18.2. Le nombre de particules virales dans la carcasse

A 21 jpi, le nombre moyen de particules virales dans la carcasse varient en fonction du YFV
utilisé (Figure 70). Avec YFV Bolivie, le nombre moyen est de 37 389 (N=14) pour Ae.
aegypti et 47 746 (N=5) pour Ae. albopictus, sans différence significative entre populations
(Test de Kruskal-Wallis : p>0,05). Le nombre moyen de particules virales est plus élevé dans
la carcasse que dans I’intestin moyen du moustique. Avec YFV Ghana, le nombre moyen est
de 222 (N=4) pour Ae. aegypti. Avec YFV Nigeria, le nombre moyen est de 57 465 (N=15)
pour Ae. aegypti et 1356 (N=7) pour Ae. albopictus, avec une différence significative entre
populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,05). Avec YFV Soudan, le nombre moyen est de
22 396 (N=17) pour Ae. aegypti et 1134 (N=6) pour Ae. albopictus, avec une différence
significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p<0,05). Avec YFV Ouganda, le
nombre moyen est de 47 700 (N=21) pour Ae. aegypti et 12 175 (N=14) pour Ae. albopictus,

sans différence significative entre populations (Test de Kruskal-Wallis : p>0,05).

A 21 jpi, le nombre de particules virales dans la carcasse des moustiques est comparable entre
Ae. aegypti et Ae. albopictus avec deux exceptions, la population Ae. albopictus qui présente
moins de particules virales dans la carcasse des moustiques infectés avec YFV Nigéria et

YFV Soudan, par rapport a Ae. aegypti.
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Figure 70 : Nombre de particules virales (en Logo) détectées dans la carcasse des moustiques, Aedes
aegypti et Aedes albopictus de Papin (Port-a-Piment, Haiti), examinées 21 jours aprés un repas infectieux
fourni & un titre de 10" ffu/mL. Les virus utilisés sont : YFV Bolivie (A), Ghana (B), Nigeria (C), Soudan
(D), et Ouganda (E). Test de Kruskal-Wallis : ns non significatif, * 0,01<p<0,05.

8.18.3. Le nombre de particules virales dans la salive

A 21 jpi, les 2 espéces présentent un nombre moyen faible de particules virales dans la salive

(Figure 71). Avec YFV Bolivie, le nombre moyen est de 19 (N=5) pour Aedes aegypti et 28
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(N=1) pour Ae. albopictus. Avec YFV Ghana, le nombre moyen est de 14 (N=1) pour Ae.
aegypti et 7 (N=3) pour Ae. albopictus. Avec YFV Nigeria, le nombre moyen est de 2 (N=1)
pour Ae. aegypti et 22 (N=3) pour Ae. albopictus. Avec YFV Soudan, le nombre moyen est de
200 (N=1) pour Ae. aegypti et 31 (N=2) pour Ae. albopictus. Avec YFV Ouganda, le nombre
moyen est de 3808 (N=5) pour Ae. aegypti et 44 (N=2) pour Ae. albopictus. Aucune
différence significative dans le nombre moyen de particules virales dans la salive n’est
détectée entre les 2 espéces pour ’ensemble des YFV (Test de Kruskal-Wallis : p>0,05)

A 21 jpi, le nombre de particules virales dans la salive est faible et comparable entre les 2

especes.
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Figure 71 : Nombre de particules virales (en Log;o) détectées dans la salive des moustiques, Aedes aegypti
et Aedes albopictus de Papin (Port-a-Piment, Haiti), examinées 21 jours aprées un repas infectieux fourni a
un titre de 10” ffu/mL. Les virus utilisés sont : YFV Bolivie (A), Ghana (B), Nigeria (C), Soudan (D), et
Ouganda (E). Test de Kruskal-Wallis : ns non significatif.
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En résumé¢, I’examen du nombre de particules virales dans le tube digestif, carcasse, et salive
des moustiques d’une espéce d’Ae. aegypti et d’une espéce Ae. albopictus de Haiti, 14 et 21
jours aprés infection avec 5 souches de YFV proposées a un titre de 10” ffu/mL indiquent
que:

- Les 2 espéces présentent des nombres comparables de particules virales dans I’intestin

moyen, la carcasse des moustiques a 14 et 21 jpi ;

- Les 2 especes produisent un nombre équivalent de particules virales dans chaque
compartiment du moustique.

Au bilan, les 2 especes, Ae. aegypti et Ae. albopictus de Haiti, sont capables de transmettre les
5 virus. De facon surprenante, Aedes albopictus est capable de transmettre YFV Bolivie dés
14 jpi. Par contre, il n’est pas capable de transmettre YFV Ghana a 21 jpi. Les 2 especes

produisent un nombre équivalent de particules virales dans chaque compartiment du
moustique.
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moustique sur la diversité virale du YFV

Ce chapitre présente les résultats concernant 1I’impact
des barrieres anatomiques du moustique sur la
diversité virale du virus de la fievre jaune.
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Chapitre 9 : Etude de ’impact des barriéres anatomiques du moustigue sur le

virus de la fievre jaune

Contexte

Au cours de I’infection du moustique par un arbovirus, le virus est ingéré par le moustique
femelle lors d’un repas de sang pris sur un hote en phase virémique. Pour étre transmis, le
virus doit, dans un premier temps, étre capable de se répliquer dans les cellules de
I’épithélium intestinal passant ainsi la barriere du tube digestif. Une fois cette étape franchie,
le virus dissémine dans la cavité générale et atteint les différents organes internes du
moustique dont les glandes salivaires. Afin d’étre transmis, le virus doit se répliquer dans les

cellules des glandes salivaires et ainsi, passer la barriére des glandes salivaires.

Aprés chaque étape, la population virale est soumise a un goulot d’étranglement qui
diminuera la diversité virale. En effet, il a été montré que les différentes barrieres
anatomiques (intestin et glandes salivaires) pouvaient jouer un r6le de filtre (goulot
d’étranglement) ayant ainsi un impact sur la compétence vectorielle et la diversité virale.
Dans cette partie de la thése, nous avons tenté¢ de déterminer I’impact de ces deux barrieres

sur la diversité virale des différentes souches de fievre jaune.

Dans notre protocole expérimental, décrit dans les paragraphes 8.4 a 8.6, des moustiques ont
été disséqués, les intestins ont été séparés des carcasses et analysés individuellement. La
diversité des populations virales des cing souches de YFV d’origines géographiques
différentes a été étudiée dans le deux compartiments du moustique, I’intestin moyen et la
carcasse. La population de Morne-Rouge (Martinique) a été infectée avec les cing souches de

YFV et la diversité virale analysée a 21 jours post-infection.
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Partie 4 : Analyse des populations virales des moustiques
Morne-Rouge (Martinique) infectés avec 5 souches de
virus de la fievre jaune

La diversité des populations virales de 5 YFV d’origine géographique différente a été étudice
dans deux compartiments du moustique, intestin moyen et carcasse. La population Morne-
Rouge (Martinique) a été infectée avec un repas de sang comprenant une suspension virale
issus d’un stock de YFV produit aprés un passage sur cellules Ae. albopictus. Le repas de

sang est proposé & un titre de 107 ffu/mL et les moustiques ont été examinés a 21 jpi.

Evolution des populations virales

Les virus utilisés dans les expériences appartiennent a deux lignées phylogénétiques africaines
differentes (Figure 72) :

- le groupe “Afrique de I’Ouest”: Nigeria (genotype [*), Ghana (genotype II)
* d’apres Mutebi et al. (2001) DOIL: 10.1128/JVL.75.15.6999—7008.2001

- le groupe “Afrique de I’Est” : Soudan (génotype Est/Centre), Ouganda (génotype Est)

Le virus de Bolivie est plus proche des virus d’Afrique de I’Ouest, que de ceux d’Afrique de

I’Est. L’arbre phylogénétique basé sur les séquences acides aminés confirme ce résultat.
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Seaview Seq refs YFV-PhyML tree Thu Aug 415:01:11 2022
PhyML In(L)=373122 10874 sites GTR 4 rate classes 0.05
YFV_Nigeria

YFV_Ghana

YFV_Bolivia

YFV_Sudan

L—— YFV_Uganda

YFV_Angola7l

Figure 72 : Arbre phylogénétique des génomes complets des 5 virus utilisés. Alignement avec muscle,

Construction de la phylogénie avec PhyML, modéle GTR, dans Seaview4 (Gouy et al. 2010)

Les populations virales détectées dans les moustiques forment un groupe phylogénétique

homogeéne incluant les populations virales présentes dans la production virale utilisée pour les
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infections de moustiques. On distingue 5 groupes distincts correspondant aux 5 souches

virales utilisées (Figure 73).

On retrouve les deux grands groupes viraux africains : (i) Afrique de I’Ouest (Ghana, Nigeria
et (ii) Afrique de I’Est (Soudan, Ouganda) pour les populations virales issues des moustiques
et leurs génomes de référence. Malgré 1’accumulation des variants dans les populations virales

des moustiques, la phylogénie des virus est maintenue.

Prod YFV Sudan < Qe——
Mall YFV_Sudan
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Prod YFV Uganda < re——
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Ms_YFV_Ugnda
MND YFV Uganda
Cs YFV Uganda
Call_ YFV_Ugnda
YFV_Uganda UVE YFV_1948 UG_MR89%6_TVP_3236 .

~Call YFV Sudan
Mall_YFV_Bolivia
Ms_YFV_Bolivia
Cs _YFV Bolivia
MD_YFV Bolivia
YFV Bolivia_88/1999 @
MND_YFV_Bolivia
Call YFV Bolivia
Prod_YFV Bolivia <—
Cs_YFV_Ghana
Call YFV_Ghana
Ms_ YFV Ghana
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Figure 73: Phylogénie des séquences consensus majoritaires (obtenues avec le logiciel Vivan).
Alignement avec muscle, Construction de la phylogénie avec PhyML, modele GTR, dans Seaview4 (Gouy
et al., 2010).

Abbréviations: Prod, production ; Mall, all midguts ; MD, Midgut with positive dissemination ; MND,
Midgut with negative dissemination ; Ms, Midgut with positive saliva ; Call, all carcasses ; Cs, Carcass
with positive saliva. Légende : Cercle : Séquence Sanger du virus ; Fleche : Séquence de la production
virale sur C636.

Les séquences consensus obtenues des 5 productions virales peuvent étre trés divergentes des
populations virales issus des moustiques qu’elles ont infectés. Par exemple, la séquence
consensus de la production YFV Ghana se trouve positionnée dans le groupe YFV Nigeria. Il
en est de méme pour la production YFV Ouganda qui se retrouve dans le groupe YFV Soudan
(Figure 73). Ces résultats suggerent une dérive génétique aléatoire trés rapide des virus en

culture sur cellules C6/36.

Diversité des populations virales

Dans le but d’étudier I’effet des différentes barrieres anatomiques du moustique sur la
diversité virale, les ARNs viraux ont été extraits des productions virales, de ’intestin moyen
(pour I’infection), de la carcasse (pour la dissémination) et de la salive (pour la transmission)
des moustiques de la population Morne-Rouge a 21 jpi selon différents statuts infectieux des

moustiques (Tableau 3).

Les ARNSs viraux extraits ont été séquencés en utilisant la technologie haut-débit (lon
Torrent). Les mutations nucléotidiques des populations de reads ou SNVs (single nucleotidic
variants) ont été détectées en comparant les reads de chacune des populations virales avec la
séquence génomique de référence (Sanger) en utilisant le logiciel ViVan (Isakov et al., 2015).
Cependant, les difficultés rencontrées lors du séquengage, n’ont pas permis d’obtenir une
bonne couverture pour l’ensemble des échantillons. C’est le cas, en particulier, de la
production YFV Soudan. Pour des raisons non élucidées, il n’a pas été non plus possible de

détecter les SNVs dans la production YFV Nigeria.
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L’ARN viral contenu dans les salives a été¢ séquencé a 1’aide du dispositift MALBAC mais
malheureusement le nombre de reads n’a pas été suffisant pour déterminer la diversité virale

dans la salive.

9.1. Description des populations virales
On observe un trés grand nombre de SNVs dans les productions virales. Le nombre de SNVs
observés atteint 1332 pour la production YFV Bolivie, 1022 pour YFV Ghana, 1091 pour
YFV Ouganda et seulement 253 pour la production YFV Soudan (avec un niveau de
couverture du séquencage tres faible).

Le nombre de SNVs dans les populations virales issus des moustiques est beaucoup moins
important et varie en fonction des réplicas.

Les réplicas, Carc3-Bolivia, Carc6-Sudan et Carc3-Uganda, montrent un plus grand nombre
de SNVs que les autres réplicas (Figure 74). L’indice de Shannon mesurant I’entropie indique
que I’évolution virale dans ces trois échantillons est moins contrainte (données non

communiquées).
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Figure 74 : Nombre total de SNVs détectés dans les différents échantillons de populations virales. Sont
représentés ici, le nombre de SNVs des populations virales des tubes digestifs et des carcasses des

moustiques infectés au laboratoire.

Pour I’ensemble des autres échantillons, de légeres variations du nombre de SNVs sont
observées en fonction du virus utilisé : >20 SNVs pour les populations de YFV Ouganda, >10
SNVs pour YFV Nigeria, de 5 a 10 pour YFV Bolivie et YFV Ghana, et <5 SNVs pour YFV
Soudan (Figure 74).

Ainsi, en dehors des réplicas atypiques, le nombre de SNVs dans les populations virales des
moustiques est 40 a 100 fois inférieur au nombre de SNVs dans les productions. Les
productions virales contiennent de 283 a 1332 SNVs, mais seulement 26 a 300 d’entre elles
(4,43% a 27,5%) seront retrouvées dans I’intestin moyen des moustiques (Tableau 5). La
majorité des mutations observées dans les populations virales des productions ne sont pas

retrouvées dans I’intestin moyen des moustiques.

Tableau 5: Comparaisons des populations virales issus des productions et de I’intestin moyen des

moustiques en fonction du YFV utilisé. Analyse des SNVs (spécifiques) a I’intestin moyen.

Bolivia | Ghana | Uganda | Sudan | Nigeria
Nombre SNVs = common mutations 1332 | 1022 1091 283 non
Nombre de SNVs non partagées avec les mappé
midguts = unique mutations 1055 877 791 257
Nombre de SNVs partagées avec les
midguts (par différence) 59 145 300 26
% de SNVs partagées avec les midguts
(par différence) 4.43 | 14.19 | 27.50 9.19

9.1.1. Populations virales des productions et de I’intestin moyen des moustiques

Les populations virales issues des productions virales ont été examinées et comparées aux
populations virales détectées dans I’intestin moyen des moustiques ayant ingéré une partie de
la population virale contenue dans la production composant le repas de sang proposé aux

moustiques.
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En premier lieu, les SNVs spécifiques des productions virales, non détectées dans les
populations virales de I’intestin moyen des moustiques ont été étudiées.
Les SNVs détectés sont localisés principalement dans les génes codant pour la protéine
d’enveloppe E et les protéines non structurales :
- NS5, enzyme responsable de la mise en place de la coiffe sur ’ARN, qui permet aussi
la réplication du génome ARN viral (activité ARN-dépendante ARN),
- NS4b, polypeptide jouant un réle potentiel dans 1’assemblage du virus,
- NS3, enzyme ayant une activité serine protéase en N-terminale et une activité NTPase/
hélicase en C-terminale, intervenant dans le traitement de la polyprotéine,

- NS1, glycoprotéine jouant le r6le de facteur de virulence.

La production YFV Bolivie a été séquencée avec un niveau de couverture moyen. Seuls 771
(74%) des SNVs de couverture supéricure a 500, ont été retenus pour 1’analyse. Ils se
répartissent sur tout le génome, principalement sur NS5 (27,76% des mutations observeées),
NS3 (19,54%), E (15,81%) et NS1 (10,41%). 696 SNVs correspondent a des mutations
synonymes de fréquence supérieure a 90%. 60 mutations non synonymes a trés forte
fréquence, elles aussi réparties sur tout le génome, restent plus fréquentes sur NS5, E, NS3 et

NS1 (par ordre décroissant).

La production YFV Ghana, avec 811 mutations retenues sur les 877 détectées, est
I’échantillon présentant la meilleure couverture de séquengage. Les mutations,
majoritairement synonymes portent sur NS5 (26%), NS3 (15,39%), E (16,19%), NS1 (8,21%)
et NS4b (8,44%). Le plus grand nombre de mutations non synonymes est porté par NS5, avec
5 mutations non synonymes et 172 mutations synonymes. De facon inattendue, 23 mutations
non synonymes sont présentes sur la séquence codant la protéine preM (précurseur de la
protéine M de membrane) avec presque autant de mutations synonymes (26 mutations), ce qui
représente au total 6,61% des mutations observeées.

La production YFV Ouganda présente un séquencgage de qualiteé moyenne. Elle contient 520
sur 791 SNVs de couverture supérieure a 500, qui correspondent a des mutations
géneralement synonymes et réparties sur I’ensemble du génome. Ces mutations sont
principalement localisées sur les sequences codant pour les protéines E (21,28% des
mutations), NS3 (15,53%), NS4b (14,68%) et NS5 (10,43%). La séquence codant pour la

protéine d’enveloppe possede le plus fort taux de mutations avec 100 mutations synonymes.
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La production YFV Soudan, de plus faible couverture de séquencgage, présente le moins de
mutations avec 203 mutations sur tout le génome qui sont généralement synonymes. Les
mutations détectées portent sur les séquences codant pour les protéines E (49,22%) et NS3

(18,75%), comme pour les populations virales des autres productions.

Ainsi, les mutations des populations virales des productions de virus du groupe “Afrique de
I’Est”, Ouganda et Soudan, s’accumulent préférentiellement la séquence codant la protéine E
tandis que celles des productions de YFV Ghana (Afrique de 1’Ouest) et de Bolivie
(Amérique) s’accumulent préférentiellement sur la séquence codant la protéine NS5. Par
ailleurs, aucune des mutations virales spécifiques d’une production donnée n’est retrouvée

dans les autres productions.

En second lieu, les SNVs spécifiques des populations virales issus de 1’intestin moyen des
moustiques, non détectées dans les productions virales ont été examineées.

De I’ordre d’un millier de mutations différentes, sont détectées dans les populations virales
issues de I’intestin moyen des moustiques mais non détectées dans les productions virales

utilisées pour les repas de sang.

Sur les 32, 151, 36 et 78 SNVs communs a tous les réplicas des intestins moyens infectés avec
YFV Bolivie, YFV Ghana, YFV Ouganda et YFV Soudan, 25, 115, 15et 78 SNVs ont été

respectivement identifiés comme spécifiques de 1’intestin moyen des moustiques.

Parmi les mutations a forte fréquence (>0,9), on note (Annexe 2) :

- 3 mutations synonymes pour les moustiques infectés avec YFV Bolivie,

- 2 mutations synonymes et 3 mutations non synonymes, D28G sur E, 13V sur NS2a, K244R
sur NS4b pour ceux infectés avec YFV Ghana,

- 2 mutations non synonymes, E247K sur NS4b, R21 sur NS5 avec YFV Ouganda,

- et enfin, 2 mutations non synonymes A280V sur NS3 et S231F sur NS5 avec YFV Soudan.

Comme pour les productions virales, aucune des mutations virales spécifiques des moustiques
infectés avec un virus donné n’est retrouvées dans les populations issus des moustiques

infectés avec les autres virus.
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9.1.2. Mutations communes entre les populations virales des intestins moyens et

des carcasses de moustiques

Afin d’obtenir une vision globale des populations virales présentes dans le moustique, tous les
variants des populations virales des intestins moyens et des carcasses de fréquence supérieure

a 90% ont éte analysées.

Un total de 35 SNVs partagés par les intestins moyens et les carcasses des moustiques infectés
ont été identifiés (Tableau 6) :

-une mutation non synonyme (NS3) et 4 mutations synonymes, pour YFV Bolivie,

-une seule mutation non synonyme (NS5), pour YFV Soudan,

- une mutation non synonyme (NS5) et 16 mutations non synonymes (15 sur NS5 et 1 sur
preM), pour YFV Ouganda,

- 6 mutations non synonymes et 3 mutations synonymes, pour YFV Ghana,

- 2 mutations non synonymes (NS3, NS4b) et 1 mutation synonyme (NS2a) pour YFV

Nigéria.

Aucune de ces mutations n’est partagée par les 5 YFV utilisés.

Tableau 6 : Détails des 35 mutations (fréquence > 0,9) communes aux intestins moyens et aux carcasses,

pour les moustiques infectés avec 5 YFV (Bolivie, Soudan, Ouganda, Ghana, Nigeria). (A) mutations non

synonymes, (B) mutations synonymes.

A
Changement nucléotidique :
Position sur le | Nucléotide de | Valeur de la
Virus Géne positon sur le géne : type de
génome références couverture
changement >AA: fréquence
YFV_Bolivie NS3 6140 A 5538.50 C:524:T>P:1.00000
YFV_Soudan NS5 8332 (o 1418.40 T:231:S>F:0.99961
YFV_Ouganda| NS5 9091 A A 346.80 T:484:Y>F:1.00000
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YFV_Ghana E 1023 A 3998.00 G:28:D>G:0.99832
YFV_Ghana NS1 2540 G 4400.67 A:41:E>K:0.99861
YFV_Ghana NS2a 3482 A 4120.67 G:3:1>V:0.99990
YFV_Ghana NS4b 7125 (o 4283.33 T:91:7>1:0.99882
YFV_Ghana NS4b 7192 A 2794.33 G:113:1>M:0.99663
YFV_Ghana NS4b 7584 A 2681.33 G:244:K>R:0.99977
YFV_Nigéria NS3 4768 A 9345.50 G:66:K>R:0.99911
YFV_Nigéria | NS4b 7623 3604.00 A:246:E>K:0.99805
B
Changement nucléotidique :
Position sur | Nucléotide de | Valeur dela
Virus Géne positon sur le géne : type de
le génome références couverture
changement >AA: fréquence
) G:177:synonymous>G:0.9979
YFV_Bolivie | NS2a 4039 A 3050.25 5
YFV_Bolivie 2k 6860 T 9054.75 C:15:synonymous>L:1.00000
YFV_Bolivie | NS4b 7459 C 5055.00 T:191:synonymous>F:0.99830
YFV_Bolivie NS5 7936 c 3737.25 T:100:synonymous>V:0.99858

YFV_Soudan : pas de mu

tations synonymes (f> 0.9) communes aux intentins

YFV_Ougand
preM 503 C 1986.20 T:7:synonymous>N:1.00000
a
YFV_Ougand G:481:synonymous>G:1.0000
NS5 9083 A 565.20
a 0
YFV_Ougand
NS5 9086 T 594.40 G:482:synonymous>A:1.00000
a
YFV_Ougand
NS5 9089 G 246.80 T:483:synonymous>R:1.00000
a
YFV_Ougand
NS5 9095 A 754.20 C:485:synonymous>L:1.00000
a
YFV_Ougand
NS5 9101 C 434.60 T:487:synonymous>F:0.99619
a
YFV_Ougand
NS5 9107 c 718.20 T:489:synonymous>A:0.99834
a
YFV_Ougand NS5 9110 A 457.60 T:490:synonymous>L:1.00000
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a
YFV_Ougand G:491:synonymous>G:1.0000
NS5 9113 A 335.20
a 0
YFV_Ougand
NS5 9116 T 476.80 C:492:synonymous>F:1.00000
a
YFV_Ougand
NS5 9119 A 758.40 G:493:synonymous>L:1.00000
a
YFV_Ougand
NS5 9131 T 654.80 C:497:synonymous>H:0.98835
a
YFV_Ougand
NS5 9141 C 755.20 A:501:synonymous>R:0.98030
a
YFV_Ougand
NS5 9158 T 1469.40 | A:506:synonymous>G:0.99551
a
YFV_Ougand
NS5 9161 G 1867.20 T:507:synonymous>G:0.99648
a
YFV_Ougand
NS5 9164 G 1458.80 T:508:synonymous>V:0.99775
a
YFV_Ghana NS3 5881 1997.33 | A:448:synonymous>K:0.99600
YFV_Ghana NS5 8767 A 3408.33 | G:388:synonymous>R:0.99971
G:445:synonymous>Q:0.9991
YFV_Ghana NS5 8938 A 2839.33 o
YFV_Nigéria | NS2a 4046 C 5446.50 T:179:synonymous>L:0.99763

Tableau 7 : Liste des mutations communes aux intestins moyens et aux carcasses des moustiques et non

observeées dans les productions.

Changement nucléotidique :

Position sur le | Nucléotide | Valeurdela
Virus Géne positon sur le géne : type de
génome de références | couverture
changement >AA: fréquence
YFV_Bolivie 2k 6860 T 6285.67 C:15:synonymous>L:1.00000
YFV_Bolivie NS4b 7459 C 3263.33 T:191:synonymous>F:1.00000
YFV_Bolivie NS5 7936 C 24425 T:100:synonymous>V:1.00000
YFV_Soudan NS5 8332 C 1418.40 T:231:5>F:0.99961
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YFV_Ghana E 1023 A 3998.00 G:28:D>G:0.99832
YFV_Ghana NS2a 3482 A 4120.67 G:3:1>V:0.99990
YFV_Ghana NS3 5881 G 1997.33 A:448:synonymous>K:0.99600
YFV_Ghana NS4b 7584 A 2681.33 G:244:K>R:0.99977
YFV_Ghana NS5 8938 A 2839.33 G:445:synonymous>Q:0.99919

Neuf de ces mutations n’ont pas été détectées dans les populations virales des productions

virales (Tableau 7, Annexe 3).

De facon intéressante, les mutations spécifiques détectées dans les intestins moyens (non
détectées dans les productions) de YFV Bolivie, YFV Ghana et une des 2 mutations de YFV
Soudan, sont maintenues dans les carcasses. Ce résultat n’est cependant pas observé avec le
YFV Ouganda.

9.1.3. Description des populations virales dans les différents compartiments du

moustique en fonction du virus

Les populations virales détectees dans les intestins moyens des moustiques ont été examinées
et comparées avec les populations virales détectées dans les carcasses de moustiques

correspondant aux populations virales ayant disséminé dans la cavité genérale du moustique.

Les mutations communes a chaque compartiment du moustique, intestin moyen ou carcasses

sont analysées (Figure 48).
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Figure 75 : Nombres de SNVs communs a toutes les populations virales (réplicas) des intestins moyens

(intestins) ou des carcasses pour chaque virus.

En étudiant les SNVs communs a tous les intestins moyens d’une part et ceux communs a
toutes les carcasses d’autres part, on s’attend a ce que le nombre de replicas influence le
nombre de SNVs. En effet, plus la diversité des SNVs est différente entre les replicas, plus le
nombre de SNVs communs va diminuer quand le nombre de replicas augmente. C’est ce que
I’on observe entre les intestins moyens pour les différents virus. On note moins de variants
dans les 6 populations virales de YFV Bolivie (SNVs = 32), un peu plus de variants dans les 5
populations virales de YFV Ouganda (SNVs = 36) et YFV Soudan (SNVs = 78) , et encore
plus de variants dans les 4 populations virales du YFV Nigeria (SNVs = 476) (Figure 75).

En revanche avec un nombre égal de réplicas pour toutes les carcasses, on note gu'il y a plus
de variants dans les carcasses des moustiques infectés par les virus d’Afrique de 1’Ouest, YFV
Nigeria (SNVs = 450), et d’Amérique, YFV Bolivie (SNVs = 182), et moins de variants pour
les virus d’Afrique de I’Est, YFV Ouganda (SNVs = 26) et YFV Soudan (SNVs = 7, sous

réserve du niveau de couverture).

Avec le méme nombre de réplicas dans les deux compartiments, on observe un nombre
similaire de variants, dans les intestins moyens (476 SNVSs) et les carcasses (450 SNVs)

infectées avec YFV Nigeria.
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Par comparaison entre les deux compartiments, nous avons déterminé 1’ensemble des
mutations spécifiques des carcasses et 1’ensemble des mutations spécifiques des intestins
moyens.

Il'y a autant de SNVs spécifiques des carcasses que de SNVs spécifiques des intestins moyens
pour les moustiques infectés avec YFV Ouganda (702-773) et YFV Nigeria (735-796). En
revanche, il y a plus de SNVs spécifiques dans les populations virales des carcasses que dans
celles des intestins moyens pour les moustiques infectés avec YFV Bolivie (1666>492) ou
YFV Soudan (1243>660) (Figure 76).
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Figure 76 : Nombre de SNVs spécifiques des populations virales présentes dans les carcasses ou les

intestins moyens (intestins) des moustiques pour chaque virus.

Enfin, par comparaison, nous avons étudié les mutations communes (a tous les réplicas)
spécifiques des populations virales dans les carcasses (non présentes dans les réplicas
d’intestin moyen) et les mutations communes (& tous les réplicas) spécifiques des populations

virales dans les intestins moyens (présentes dans aucun des replicas de carcasses).

Les SNVs communs a tous les réplicas et spécifiques d’un compartiment sont trés rares.
On observe seulement 2 mutations synonymes majoritaires (fréquence>0,1) sur les genes

NS2a et NS3, specifiques des carcasses infectées avec YFV Bolivie (Tableau 8).
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Tableau 8 : Liste des mutations communes a deux réplicas et spécifiques des carcasses de moustiques

capables de secréter le virus dans la salive (CS).

Changement nucléotidique :
Position sur | Nucléotide | Valeur de la
Virus Géne positon sur le géne: type de
le génome | de références | couverture
changement >AA: fréquence

YFV_Bolivie NS2a 3901 T 3992.25 C:131:synonymous>L:0.17461

YFV_Bolivie NS3 4711 C 6396.75 G:47:synonymous>V:0.16968

Avec YFV Nigeria, on observe, respectivement, 2 et 9 mutations synonymes minoritaires
spécifiques des carcasses et spécifiques des intestins moyens mais leur fréguence est
inférieure a notre seuil de détection des mutations minoritaires. Avec YFV Ouganda et YFV
Soudan, on n’observe aucune mutation commune aux réplicas et spécifique de compartiment.
Avec YFV Ghana, il n’y a qu’un seul échantillon de carcasse issus de moustique infecté ; il
n’a donc pas été possible de faire la comparaison.

En conclusion, aucune différence significative entre les variants des différents compartiments,

n’a été mise en évidence avec notre jeu de données.

9.1.4. Comparaison des populations virales dans les différents compartiments du

moustique en fonction du statut infectieux

En restreignant la comparaison des populations virales des carcasses infectées aux seules
populations virales des intestins moyens de moustiques ayant disséminé le virus (MD), on
retrouve les mémes résultats qu’en comparant la totalité des intestins moyens avec les

carcasses (cf. paragraphe 5.3.4.).

Nous avons ensuite compareé les populations virales des intestins moyens des moustiques ou le
virus s’est disséminé (MD) avec les populations virales des intestins moyens des moustiques
ou le virus ne s’est pas disséminé (MND).

Pour YFV Soudan, une mutation synonyme C179F (fréquence=0,06308) sur NS5 a eté
détectée comme spécifique des populations virales des intestins moyens des moustiques

n’ayant pas disséminé le virus.
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Pour YFV Bolivie, la frequence des quelques SNVs spécifiques observés est inférieure au
seuil de 0,03 choisi pour la détection des mutations minoritaires. Ces SNVs n’ont pas été
considérés.

Avec un seul échantillon d’intestin moyen disséminé (MD), infecté avec YFV Ouganda, il n’a

pas été possible de faire cette comparaison.

Bien que le nombre de réplicas soit limité a 2 dans cette catégorie, nous avons aussi comparé
les populations virales des carcasses (CS) avec les populations virales des intestins moyens
(MS), des moustiques capables de transmettre le virus (salive positive).

Pour YFV Bolivie, 2 mutations synonymes minoritaires et 2 mutations synonymes

majoritaires ont été observées pour les carcasses (CS) (Tableau 9).

Tableau 9: Liste des mutations virales, communes a deux réplicas et spécifiques des carcasses de

moustiques capables de secréter le virus dans la salive (CS).

Changement nucléotidique :
Position sur | Nucléotide | Valeur de la
Virus Géne positon sur le géne : type de
le génome | de références | couverture
changement >AA: fréquence

YFV_Bolivie NS2a 3934 A 1136.00 G:142:synonymous>R:0.06472
YFV_Bolivie NS3 4684 G 4982.50 A:38:synonymous>R:0.15327
YFV_Bolivie NS3 4711 C 5368.50 G:47:synonymous>V:0.09622
YFV_Bolivie NS3 4732 G 6961.50 | C:54:synonymous>V:0.10691

Pour YFV Ouganda et YFV Nigeria, les mutations observées étaient toutes de fréquence
inférieure a notre seuil de détection des mutations minoritaires.
Pour YFV Soudan et YFV Ghana, le nombre de réplicas n’était pas suffisant pour faire les

comparaisons.
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Bilan

L’analyse des populations virales dans les moustiques Morne-Rouge (Martinique) infectés

avec 5 souches de YFV et examinées dans deux compartiments du moustique, intestin moyen

et carcasse a permis de préciser que :

les 4 YFV africains appartiennent a 2 lignées phylogénétiques distinctes, Afrique de
I’Ouest et Afrique de I’Est et les populations virales qui en dérivent conservent leur
spécificité phylogéographique ;

les productions virales issues de cultures cellulaires dérivent tres rapidement et
deviennent trés différentes des génomes de référence (Sanger). L’accumulation des
SNVs concerne plutot le géne NS5 pour YFV d’Afrique de I’Est et plutdt le géne E
pour YFV Ghana (Afrique de I’Ouest) et la Bolivie. Peu de ces variants sont retrouvés
dans les intestins moyens du moustique ;

Le niveau de spécificité des populations virales peut étre différent entre I’intestin
moyen et la carcasse des moustiques, pour certains virus. Cependant, nous n’avons pas
mis en évidence de variants spécifiques communs a tous les réplicas, dans I’un ou
I’autre de ces compartiments, pour les virus étudiés ;

35 mutations majoritaires partagées entre les carcasses et les intestins moyens ont été
détectés et 9 d’entre elles sont absentes des populations virales issues des productions ;
Enfin, aucun variant viral dans les intestins moyens n’a été identifié¢ en lien avec la
capacité de dissémination ou de transmission du virus ; mais en raison de 1’absence

d’échantillons, tous les cas de figure n’ont pu étre étudiés.
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Discussion generale

Au cours de cette étude, nous avons mesuré la compétence vectorielle de 14 populations d’Ae.
aegypti et d’Ae. albopictus vis-a-vis de cing souches de YFV. Nous avons ainsi démontré
que : (i) les moustiques de la Martinique, de la Caraibe et d’Amérique sont capable de
transmettre 5 souches de YFV dés 14 jours apres infection, (ii) YFV Ghana est la souche
virale la moins bien transmise par les moustiques alors que YFV Ouganda et Bolivie sont les
plus efficacement transmis et ceci quel que soit la population de moustiques analysees, (iii) il
existe une corrélation positive entre le nombre de particules virales présentes dans un
compartiment (intestin moyen ou carcasse) et le statut infectieux du moustique ; plus il y a de
particules virales dans 1’intestin moyen, plus le moustique sera apte a disséminer le virus dans
la cavité genérale et plus il y de particules virales dans la carcasse du moustique et plus le
moustique sera apte a transmettre le virus, (iv) la diversité virale observée dans 1’intestin
moyen est 40 a 100 fois moins importante que celle mesurée dans le repas infectieux proposé
et (v) le moustique semble capable de sélectionner 9 variants viraux détectés dans I’intestin

moyen, retrouvée dans la carcasse qui sont absents du repas infectieux.

L’émergence et la propagation des arbovirus ainsi que leurs vecteurs représentent un
probleme majeur de santé publique. Durant les quatre dernieres décennies, nous avons di
faire face a une augmentation du nombre d’épidémies impliquant les arbovirus. En effet,
I’incidence de la dengue a significativement augmenté avec une co-circulation des quatre
sérotypes (22) ; (255). D’autres virus tels que le CHIKV ou le ZIKV ont vu leurs aires de
répartition s’entendre de manicre spectaculaire affectant des régions et territoires jusqu’ici
totalement indemne. En une dizaine d’années a peine, ces virus originaires d’Afrique et
d’Asie du Sud-Est ont émergé sur les cing continents. Les perturbations des écosystéemes et
I’intensification des échanges internationaux a 1’origine de 1’expansion des especes vectrices
Ae. aegypti et Ae. albopictus ont largement contribué a la dissémination mondiale de ces virus
augmentant ainsi les contacts « hote-pathogéne » et « vecteur-pathogéne» dans différentes
régions du monde. Dans ce contexte, les Amériques et la Caraibe ont subi des vagues
successives d’émergence : le CHIKV en 2013 (35) et le ZIKV en 2015 (36), causant ainsi plus
de 1 379 788 cas pour le CHIKV (et plus de 559 721 cas pour le ZIKV . Ces épisodes
épidémiques ont mis en lumiére I’importance de 1’étude des maladies a transmission

vectorielle et éveillé la crainte qu’un autre arbovirus, le virus de la fiévre jaune, n’émerge
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dans la Caraibe comme par le passé. A I’exception de I’ile de Trinidad en 1979, la Caraibe n’a
plus été le théatre d’épidémies de fievre jaune depuis les années 50. Cependant aujourd’hui,
un risque d’introduction du YFV dans les iles n’est plus a exclure, a I’'image de ce qui s’est
passé pour CHIKV et ZIKV. Nos travaux nous ont naturellement conduits a poser la question
du risque de réémergence de la fievre jaune dans la Caraibe. C’est dans ce contexte que se
sont effectués ces travaux de thése qui avaient pour but d’étudier la compétence vectorielle

des moustiques de la Caraibe et des Amériques vis-a-vis du YFV.

Compétence vectorielle des populations de la zone caraibéenne pour le YFV

En analysant la compétence vectorielle de 14 populations de moustiques récoltées dans les
iles de la Caraibe (9 populations d’Ae. aegypti de Martinique, 4 populations d’Ae. aegypti de
la Caraibe et 1 population d’Ae. albopictus de la Caraibe), infectées avec cing souches de
YFV, nos résultats ont montré pour la premiere fois que les populations de la Martinique et de
la Caraibe sont fortement réceptives et compétentes pour les souches de YFV américaines et
africaines a 1’exception de la souche provenant du Ghana. Nous avons également montré que
pour YFV Bolivie, les populations de la Caraibe sont capables de transmettre le virus des 14
jours post-infection. 1l a déja été démontré que les moustiques provenant de la Guadeloupe
étaient capables de transmettre une souche de YFV du génotype Amérique | (YFV-4408
lignée 1E) dés 14 jours post-infection (27). Par ailleurs, pour les trois souches virales
d’origine africaine (YFV Nigéria, Soudan et Ouganda), presque toutes les populations de la
Martinique sont capables de les transmettre des 14 jours post-infection. Ainsi, les populations
d’Ae. aegypti testées provenant de la Caraibe sont capables de transmettre 6 des 7 genotypes
décrits de YFV (a I’exception du génotype Angola). L’introduction d’une souche virale
pourrait se mateérialiser via des cas importés d’Amérique du Sud ou d’Afrique subsaharienne.
De facon surprenante, la population de moustiques de Tartane est capable de transmettre le
YFV Bolivie dés 7 jours post-infection suggérant une période d’incubation extrinséque
courte, d’une durée inférieure a 7 jours comme cela a été démontré pour les Ae. aegypti du
Congo et du Brésil pour le génotype Américain | (28).Pour toutes les populations de
moustiques testées les taux d’infection et de dissémination observées a 21 jours post-infection
sont supérieurs a ceux observés 14 jours post-infection suggérant que le risque de

transmission pourrait augmenter avec le temps.
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Dans notre étude, nous avons également étudié la compeétence vectorielle de deux populations
d’Amérique (Gainesville/USA et Nor-Oriental/Colombie). Nous avons montré que ces deux
populations sont compétentes pour YFV Bolivie des 14 jours post-infection (Annexe 4). A 21
jours post-infection, la population de Gainesville semblait plus réceptive que la population
Nor-Oriental avec un taux d’infection presque 2 fois plus élevée. Les deux populations
disseminaient les virus de facon comparable mais différaient dans leur capacité a transmettre
les 5 YFV. La population de Colombie (Nor-Oriental) transmet tres bien le YFV Bolivie. En
effet, cette population est issue d’une zone endémique pour la fiévre jaune, ou on a assisté a
une recrudescence des cas de fievre jaune lors des épidémies de 2016-2017 et 2018-2019. De
plus, des moustiques naturellement infectés par le YFV, la DENV, le CHIKV ont été détectés
dans les villes et les zones rurales en Colombie (277). La population de Gainesville est
également capable de transmettre le YFV Bolivie. Compte-tenu de la plus forte réceptivité de
ces deux populations pour le YFV Bolivie, on peut émettre I’hypothése que 1’introduction de
YFV Bolivie pourrait vraisemblablement conduire a une réémergence de la fiévre jaune en

Colombie et émergence de la maladie en Amérique du Nord.

Le moustique Ae. albopictus s’est installé en Amérique du Nord depuis 1985 (167). Depuis
1993, sa présence est observée dans certaines fles de la Caraibe (la République Dominicaine
(172) ; la Barbade (264) ; les Tles Cayman (261) ; Cuba (263) ; la Trinidad (266) ; la Jamaique
(265). Aujourd’hui, cette espéce est présente dans sept iles de la Caraibe dont Haiti (262) et sa
progression dans la région laisse présager qu’Ae. albopictus atteindra toutes les iles dans les
prochaines décennies. Bien qu’Ae. aegypti soit le seul vecteur impliqué dans la transmission
du YFV urbaine, nous avons montré pour la premiére fois que 1’espece Ae. albopictus de Haiti
était parfaitement compétente pour quatre souches de YFV (Nigéria, Ouganda, Soudan et
Bolivie). De maniére surprenante, Ae. albopictus est plus compétent qu’Ae. aegypti pour le
YFV Bolivie avec une transmission dés 14 jours post-infection, Ae. aegypti ne transmettant
qu’a 21 jours post-infection. De plus, Ae. albopictus présente une compétence vectorielle plus
élevée pour YFV Nigéria et YFV Soudan a 21 jours post-infection démontrant ainsi le role
potentiel d’Ae. albopictus dans la transmission du YFV dans la Caraibe et probablement, en
Amérique. En effet, Ae. albopictus de Colombie est aussi capable de transmettre le YFV
Bolivie dés 14 jours post-infection. De plus, cette espece est également réceptive a 1’infection
par les 4 YFV africains et capable de transmettre YFV Ouganda, YFV Nigéria et Soudan

(Annexe 5). Ces résultats corroborent des études précédentes menées sur les populations d’Ae.
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albopictus du Brésil qui démontraient la capacité d’Ae. albopictus a transmettre efficacement

des souches américaine et africaine de YFV (28) ; (146).

L’1le de Trinidad est la seule ile de la Caraibe ou est présente une souche de YFV de génotype
Ameérique I qui circule principalement au sein d’un cycle selvatique depuis 1838. Les
moustiques vecteurs Haemagogous spp et le réservoir animal, le singe Alouatta spp sont
¢galement présents sur I’ile et sont les mémes que ceux intervenant dans le maintien du virus

éme

dans le cycle selvatique du Brésil. Ae. aegypti est présent sur I’ile depuis le 17" siécle et Ae.
albopictus s’y est établit depuis 2002, montre la présence de tous les acteurs du cycle de
transmission du YFV a la Trinidad. Toutefois. a ce jour, aucune étude de compétence
vectorielle n’a été menée sur ces moustiques a Trinidad. Il serait fortement recommandé de
réaliser des évaluations de compétence vectorielle d’Ae. aegypti et Ae. albopictus pour le
virus de génotype Américain I présent sur 1’1le mais également avec les virus utilises dans
cette étude. En effet en 1989, le virus est sorti du cycle sauvage et a diffusé en Amérique Sud
(250). 1l a déja été montré qu’Ae. albopictus du Brésil était compétent pour YFV (28) et des
moustiques de cette espece infectés par YFV ont été retrouvés jusqu’a 400m a I’intérieur des
foréts du Brésil suggérant qu’Ae. albopictus pourrait selon toute vraisemblance jouer le role
de vecteur relai entre le cycle selvatique/sauvage et le cycle urbain/humain, favorisant ainsi la

sortie du virus de la forét (252).

En cas d’épidémie avéré, la circulation des YFV au sein de la Caraibe pourrait également
représenter un danger pour les régions d’Europe infestées par Ae. albopictus. En effet, cette
espece est présente en Europe depuis 1979 (169) et en France depuis 2004 (278).
Aujourd’hui, cette espece est présente dans 25 pays d’Europe (279) et 67 départements de
France (Ministére des Solidarités et de la Sante, 2022 ; https://solidarites-sante.gouv.fr/sante-

et-environnement/risques-microbiologigues-physigues-et-chimigues/especes-nuisibles-et-

parasites/article/cartes-de-presence-du-moustique-tigre-aedes-albopictus-en-france-

metropolitaine). En effet, des cas de fievre jaune importés depuis I’Amérique du Sud ont été
recenses en Europe entre 2016 et 2018, notamment en France (2), au Danemark (2), en Suisse
(1), en Roumanie (1) aux Pays-Bas (1) et au Royaume Unis (1). Sur I’ensemble de ces cas
importés, on a noté trois déceés (83). Il a été également démontré qu’Ae. albopictus de France

était capable de transmettre efficacement le YFV provenant du Sénégal dés 14 jours apres
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infection (280). Le risque pour la France métropolitaine et 1’Europe serait particuliérement
¢levé en cas d’une épidémie de YFV dans la zone caraibéenne en raison des nombreux
échanges commerciaux et touristiques avec la Caraibe. Ce scénario rappelle qu’Ae. albopictus

est capable de maintenir une transmission local du DENV (281) et du CHIKV (33) en Europe.

En comparant toutes les populations de la Caraibe (y compris celles de la Martinique) et les
populations d’Amérique, nous avons mis en évidence des différences d’infection, de
dissemination et de transmission entre les populations. Toutes les populations sont
compétentes pour YFV Bolivie et YFV Ouganda mais peu le sont pour YFV Ghana suggérant
que les deux premiers virus possedent le potentiel pour initier une épidémie et se propager
dans toute la Caraibe a la différence de YFV Ghana. Ces résultats suggerent qu’apres 1’arrivée
de la fiévre jaune en Amérique depuis la cote ouest d’Afrique, le virus aurait co-évolue avec
les moustiques américains créant ainsi une meilleure adaptation du virus aux moustiques, puis
probablement une meilleure compétence vectorielle pour YFV de génotype américain (282).
YFV Ghana ne produit pas le méme phénotype que YFV Bolivie méme si ces deux virus
proviennent d’un ancétre commun, ces deux génotypes ayant divergé il y a plus de 400 ans
(78) ; (283). YFV Ghana correspond a la souche Asibi qui a été isolé d’un patient au Ghana
en 1927. Max Theiler et Hugh H. Smith ont utilisé la souche Asibi pour fabriquer le vaccin
17D apres atténuation de Asibi par passages sur macaques rhésus, sur souris puis sur ceufs
embryonnés de poulet (284). En 1937, la souche vaccinale 17D de la Fondation Rockefeller a
été obtenue, et il reste le seul vaccin utilisé a ce jour contre YF, induisant une immunité forte
et durable (une seule injection peut protéger toute une vie) et surtout, une tres bonne
tolérance. En 1951, Max Theiler a recu le prix Nobel pour ses travaux sur le vaccin 17D
(285). Le vaccin 17D parvient difficilement a infecter I’intestin moyen d’Ae. aegypti, ne
dissémine pas dans d'autres tissus et ne parvient pas a étre transmis (286). On détecte environ
75 mutations de différence entre la souche Asibi et La souche vaccinale 17D dont 14 non
synonymes ; 7 mutations non synonymes sont situées dans le domaine Ill de la protéine
d’enveloppe qui affecteraient le processus d’internalisation a la surface des cellules de
I’intestin moyen de Ae. aegypti (286). La souche YFV Ghana identifié comme étant la souche
Asibi pourrait avoir la propriété intrinséque d’infecter faiblement le moustique, facilitant le

processus d’atténuation conduisant au vaccin 17D.
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Au cours du travail de these, nous avons également mis en évidence des variations
importantes d’efficacité de transmission : (i) entre populations d’Ae. aegypti d’une méme ile
(Martinique), (ii) entre populations de différentes fles de la Caraibe, (iii) entre populations des
Tles et du continent, et (iv) entre Ae. aegypti et Ae. albopictus. Nos résultats suggérent que le
génotype du moustique joue un rdéle déterminant dans la compétence vectorielle. Aujourd’hui,
il est largement admis que la compétence vectorielle dépend du génotype du virus, du
genotype du moustique et de leurs interactions (connu sous le terme : interaction Gmoustique X
Guinus), Tavorisant une adaptation locale des lignées virales avec les populations de moustiques
(138); (287); (288). A la Martinique, il a été démontré que les moustiques Ae. aegypti
présentaient une réceptivité différente au DENV-2 (149). La caractérisation génétique des
populations d’Ae. aegypti au moyen de différents marqueurs moléculaires (microsatellites,
SNP,..) pourrait contribuer a définir la structure génétique des moustiques et I’impact sur la

compétence vectorielle (150) ; (289).

Il est par ailleurs démontré que les facteurs environnementaux ont un impact sur la
competence vectorielle (connu sous le terme : interaction Gmoustigue X Guirus X Genvironnement)
(142) ; (290). Les facteurs environnementaux comprennent des facteurs biotiques et
abiotiques. Parmi les facteurs biotiques, on compte la nature du lieu de développement des
stades immatures du moustique, la nature du suc des plantes dont s’alimentent les adultes de
moustiques, et la nature du sang absorbé (291). Les micro-organismes présents dans 1’eau du
gite, le suc et le sang absorbé peuvent modifier la composition du microbiote intestinal,
affectant ainsi la compétence vectorielle. Parmi les facteurs abiotiques, la température joue un
role prépondérant (292). Le climat dans la région Caraibe est tropical avec des températures
hautes et stables. Néanmoins, il peut y avoir des microclimats selon la topographie de I’ile)
pouvant influer sur la biologie du moustique et donc la transmission des virus. Par ailleurs,
I’exposition aux toxiques tels que les insecticides peuvent affecter la compétence vectorielle
(293). Ainsi depuis les années 1940, la Caraibe et I’Amérique ont été exposés a des
traitements massifs d’insecticides pour controler les épidémies de paludisme, de fievre jaune
et de dengue. Le premier insecticide chimique, le DDT fut largement utilis¢ afin d’éradiquer
les moustiques Anopheles darlingi et Ae. aegypti a développé de forts niveaux de resistance
aux insecticides et notamment a la Martinique (196) ; (267) ; (268). 1l a été démontré qu’une
relation positive peut s’établir entre la compétence vectorielle et les genes de résistance aux
insecticides aussi bien pour les parasites tel que Plasmodium (294) que pour les arbovirus tel
que le DENV (295) ; (296) ou le ZIKV (297) ; (298) chez Ae. aegypti ou Ae. albopictus. Ces
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résultats ne sont pas genéralisables car on peut observer une absence d’effets (299) ou un effet
négatif des genes de résistances sur la compétence vectorielle (299) (300) ; (301). Ces points
pourront étre examinés pour les moustiques de Martinique infectés par YFV.

Impact des barrieres anatomiques sur les virus dans le moustique

Les barriéres anatomiques présentes dans les moustiques constituent des facteurs déterminants
pour la compétence vectorielle. Aprés la prise de sang infecté, le virus doit pénétrer dans la
cellule épithéliale de I’intestin moyen, se multiplier puis franchir la lame basale pour étre
libéré dans la cavité générale du moustique. Les points de blocage se situe a I’entrée et a la
sortie du ’intestin moyen. Dans la cavité générale, le virus infecte les organes internes avant
d’atteindre les glandes salivaires. Le virus doit ainsi pénétrer dans la glande salivaire, s’y
multiplier puis étre libéré dans la salive excrétée par le moustique lors de la piglre. De la
méme manicre, les points de blocage sont a I’entrée et a la sortie des glandes salivaires (92).
Ces deux barriéres utilisent différents mécanismes de réponses immunitaires antivirales pour

contenir I’infection (122).

Nos résultats ont montré que de maniére générale les valeurs de transmission (TR~35%,
TE~30%) sont plus faibles que les valeurs de dissémination (DR~50-95%, DE~50-90%) et les
valeurs de dissémination restent proches de celles de I’infection (IR~45-95%). La méme
tendance a été observée pour le nombre de particules virales contenues dans I’intestin moyen
(~10°-10°), la carcasse (~103-10°) et les salives (~10-10%). Ce résultat indique un rdle plus
significatif des glandes salivaires dans le blocage la rétention des particules virales que
I’intestin moyen et de ce fait, un role clé des glandes salivaires dans la modulation et la
limitation de la transmission du YFV par Ae. aegypti. En s’aidant d’une approche
transcriptomique combinée a une visualisation par microscopie confocale, il serait possible

d’identifier les génes modulés par I’infection par YFV.

Pour préciser I'impact de ces barrieéres anatomiques dans la modulation de la compétence
vectorielle, nous avons déterminé un seuil de particules virales a partir duquel il serait
possible de prédire le statut du vecteur. En effet, méme s’il est communément admis que

I’infection du vecteur dépend de la quantité de particules virales ingérés (302), tres peu de
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travaux permettent de déterminer un seuil de particules nécessaire et suffisant pour franchir
les différentes étapes menant a la transmission du virus par le vecteur (303) ; (158) ; (288). En
tenant compte de I’ensemble de nos résultats sans considérer 1’origine de la population de
moustique ni celle de la souche de YFV, il n’a pas été possible de déterminer une valeur de
seuil nécessaire et suffisant pour le passage d’un compartiment a 1’autre (intestin moyen,
carcasse, salive). Nous avons, de ce fait, réalisé une analyse en tenant compte du statut du
moustique (avec/sans dissémination, avec/sans transmission). Pour les populations de la
Martinique, nous avons déterminé une corrélation positive entre le nombre de particules
virales dans I’intestin moyen et la carcasse, entre le nombre de particules virales dans la
carcasse et la salive et entre le nombre de particules virales entre le tube digestif et la salive.
Ces résultats suggerent qu’il existe une relation entre le nombre de particules virales présent
dans un compartiment et la capacité de ces particules virales a passer au compartiment suivant
permettant ainsi de prédire si les moustiques peuvent disséminer ou transmettre le virus. Il
serait indiqué d’approfondir davantage la question en analysant plus de moustiques pour
chaque virus (303).

Diversité des populations virales contenues dans chaque compartiment du moustique

Au passage d’une barriére anatomique, en plus de la quantité de virus, la diversité virale est
¢galement affectée. En effet, le passage de I’intestin moyen et des glandes salivaires induit
deux goulots d’étranglement ou « bottlenecks » ou seuls les variants viraux les plus adaptés
passent les barrieres de 1’intestin moyen et des glandes salivaires afin étre transmis (39). Ce
phénomeéne a été démontré pour le VEEV (304) ; (305) ; plus une population virale présente
une diversité élevée, plus elle sera apte a disséminer dans le moustique. Le passage des
barriéres anatomiques contribuerait alors a la sélection des variants ayant le meilleur potentiel
épidémique comme cela a été montré pour le CHIKV chez Ae. albopictus ; (306). Le réle des
barrieres anatomiques peut étre mis en évidence en étudiant les parametres de la compétence
vectorielle (comme vu précédemment) ou en étudiant la diversité virale présente dans chacun
des compartiments. Dans notre étude, nous avons utilisé la technique du « deep sequencing »
pour déterminer la diversité génétique présente dans les productions de chaque virus, dans
I’intestin moyen et la carcasse. Les populations virales dans la salive ont été examinées de la
méme maniére mais en y ajoutant une étape préliminaire d’amplification par la méthode
MALBAC. Nos résultats ont montré un tres grand nombre de SNVs dans les productions

virales (par rapport a une séquence de référence), la majorité étant des mutations synonymes.
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Cela indique une dérive génétique aléatoire trés rapide dans les productions virales. En étant
cultivées sur des cellules C6/36 d’Ae. albopictus défectives pour la voie antivirale ARNi
(307), les productions virales n’ont pas subi de contrainte évolutive. Les YFV venant
d’Afrique de 1’Ouest (YFV Ghana) et YFV Bolivie accumulent des mutations
préférentiellement dans le géne codant la protéine NS5 alors que les YFV venant d’Afrique de
I’Est (YFV Soudan et Ouganda) accumulent des mutations dans le géne codant pour la

protéine E suggeérant un profil mutationnel spécifique de la zone géographique.

De maniére surprenante, nos résultats ont révélé un hot spot de mutations dans le géne codant
la protéine prM pour le YFV Ghana. La majorité de ces mutations (58 mutations) étaient des
mutations non synonymes (31 mutations) dont 22 mutations possédant des fréquences > a
90%. Dans nos analyses de compétence vectorielle, le YFV Ghana était le virus le moins
performant et présentait des taux d’infection, de dissémination et de transmission les plus bas
et cela, quel que soit la population de moustique ou 1’espéce utilisée. La protéine prM (pré-
membrane) est présente sur les virions au stade immature et non-infectieux. Cette protéine
prM agit comme une chaperonne de la protéine E en protégeant la boucle de fusion de la
protéine E des changements de conformation induit par le pH acide de I’environnement du
Golgi et de ’endosome. La protéine prM va ainsi prévenir la fusion membranaire prématuré.
Lors de la maturation de la prM en protéine M dans le Golgi, grace a I’augmentation du pH, la
protéase furine va induire une dissociation des hétérodimeres de prM-E et la formation
d’homodiméres de E a la surface du virion. La protéine prM sera alors libérée simultanément
avec le virion dans le milieu extracellulaire qui sera libéré par exocytose, ne laissant que la
protéine M enchéassée dans la membrane. Dans notre étude, nous pouvons imaginer que les
mutations non-synonymes retrouvées dans séquence virale codant pour la prM pourraient
avoir un impact sur la conformation de cette protéine et masquer le site catalytique utilisé par
la protéase furine en empéchant la dissociation des hétérodiméres de prM-E induit par le
changement de pH dans le Golgi. La maturation du virion serait ainsi stoppée et les virions

blogqués dans la cellule au niveau du réticulum endoplasmique ou du de 1’appareil de Golgi.

Une autre hypothése pourrait étre que les mutations non-synonymes présentes dans la
séquence virale codant pour la prM pourraient avoir un impact sur la conformation de la prM
en permettant a la protéine de rester attachée a la protéine M aprés 1’exocytose du virion
aboutissant ainsi a une particule virale immature incapable de fusionner avec la membrane
d’une nouvelle cellule. La présence de la prM empécherait I’interaction de la protéine M avec

la protéine C en bloguant le changement conformationnel de la protéine E, la formation de la
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boucle de fusion hydrophobe et la fusion des membranes. On pourrait envisager d’étudier plus
specifiquement la prM mutée, sa conformation, ses interactions avec la protéine E et le
complexe prM-E en analysant leur dichroisme circulaire et en utilisant des tests
calorimétriques, la spectrométrie de masse, d’immunoprécipitation et des techniques

d’imagerie.

Des 3728 mutations accumulées dans toutes les productions virales utilisées, seules 530
étaient retrouvees dans les intestins moyens représentant 40 a 100 fois moins de mutations
que dans les productions. Parmi ces 530 mutations, seulement 12 mutations étaient
specifiques des tubes digestifs avec des fréquences > 90%. Cependant, dans notre analyse
nous n’avions qu’un réplica par production virale induisant une analyse moins précise des
mutations communes aux productions et aux intestins moyens ; I’utilisation de plusieurs
réplicas de productions virales aurait permis d’affiner et de confirmer le nombre et 1’identité
des SNVs communs ou différentes entre les productions, les intestins moyens et les carcasses.
Par ailleurs, 1’analyse des échantillons a été faite sur des moustiques examinés a 21 jours post-
infection. Les mutations détectées dans les intestins moyens étaient probablement les variants
les plus aptes a se répliquer, ce qui pourrait étre a I’origine de 1’écart en nombres de SNVs
entre les productions virales et les intestins moyens. Comparer la diversité des productions
virales avec celles retrouvées dans les intestins moyens a des temps post-infection plus

précoces aurait été informatif afin de suivre I’évolution des populations virales.

Nous avons également détecté 35 mutations majoritaires, partagées par les intestins moyens et
les carcasses. Cependant, neuf d’entre elles sont absentes des productions virales suggérant
que ces dernicres auraient été générés apres le passage de la barriere de ’intestin moyen.
Enfin, nous n’avons pas détecté de variants viraux dans les intestins moyens, en lien avec la
capacité de dissémination ou de transmission du virus. Cependant, nous n’avions que tres peu
de réplicas a analyser, ce qui représente une des limites de notre étude. Nous pourrions
également comparer la diversité virale a différents temps post-infection pour une méme
population de moustique infectée par différents virus dans un premier temps et dans un
second pour différentes populations de moustique infectées par un seul virus. En ce qui
concerne la diversité virale contenue dans la salive, le nombre de reads obtenus apres
amplification par la méthode MALBAC n’a pas été suffisant pour analyser la diversité virale ;
nous avons utilisé 15 pl du mélange de salive de moustique (5ul de salive dans 45ul de SVF)

comprenant souvent tres peu de particules virales.
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La fievre jaune est absente de la Caraibe

Les moustiques de la Caraibe sont compétents pour les cing génotypes de YFV. Ae. aegypti
est présent en fortes densités presque toute 1’année et le virus circule sur I’ile de la Trinidad
et en Amérique du Sud dans un cycle selvatique. La présence d’un second vecteur Ae.
albopictus également compétent pour YFV qui tend a coloniser les iles et I’Amérique
augmente également les risques d’émergence. Malgré des signaux d’alerte, la fiévre jaune
demeure absente dans les iles, cette situation n’étant pas sans rappeler observée en Asie ou
tous les paramétres sont également réunis pour 1’établissement d’un cycle de YFV (308) ;
(26). Différentes hypotheses peuvent étre ainsi émises pour expliquer cette situation

paradoxale.

Bien que la fiévre jaune soit absente de la Caraibe, les personnes venant des pays endémiques
pour la maladie (la Guyane, I’Amérique du Sud, I’Afrique ou la Trinidad) doivent
obligatoirement se faire vacciner dés 1’age de 1 an afin de prévenir tout risque épidémique. En
outre, les personnes qui s’aventurent dans les régions endémiques pour la fievre jaune doivent
également étre vaccinées contre la maladie. La couverture vaccinale induite serait ainsi
suffisante pour la protection de la population locale contre I’installation de la fiévre jaune
dans la Caraibe. Le nombre de cas importés de fiévre jaune serait alors insuffisant pour initier

une épidémie (309) .

Les moustiques de la Caraibe sont compétents pour les cinq génotypes de YFV mais la
transmission demeure faible (entre 0% et 40%). La présence d’autres flavivirus tels que le
DENYV et le ZIKV pourraient affecter la transmission du YFV par ces vecteurs. En effet, les
moustiques peuvent étre coinfectés par plusieurs arbovirus et les transmettre en méme temps a
I’homme (310) ; (165). Les YFV, ZIKV et DENV sont tous les trois des flavivirus et peuvent
donc utiliser les mémes ressources et les mémes mécanismes (e.g. réponses antivirales) pour
assurer leur réplication. Les résultats dans la littérature sont parfois contradictoires (311),

appelant a approfondir la question.

L’omniprésence de la dengue dans la Caraibe peut protéger la population d’une infection par
le YFV, tous deux étant des flavivirus qui présentent une structure et un cycle viral quasiment
identique. De plus, dans la Caraibe, les épidémies de dengue surviennent tous les six mois a
douze mois, ce qui aurait pour effet de maintenir une immunité collective relativement élevée

qui protégerait méme partiellement la population d’une infection par le YFV.
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Conclusion

En conclusion, nous avons réalisé I’étude la plus compléte sur la compétence vectorielle de 14
populations de la Caraibe et deux populations d’Amérique analysée pour cinq génotypes de
YFV. Nos résultats ont montré que les populations de la Caraibe sont compétentes pour quatre
souches de YFV (Bolivie, Ouganda, Nigéria et Soudan), et les populations d’ Amérique pour 2
ou 3 souches de YFV (Bolivie, Nigeria et Ouganda), des 14 jours post-infection. De plus, la
période d’incubation extrinséque (PIE) serait comprise entre 7 et 14 jours post-infection. Le
YFV Ghana est le virus le moins performant avec les taux d’infection, dissémination et
transmission les plus faibles (seuls trois moustiques sur 688 pouvaient transmettre ce virus),
indiquant ainsi un trés faible potentiel épidémique. Nous avons démontré qu’Ae. albopictus
pouvait transmettre le YFV et ainsi intervenir comme vecteur secondaire ou vecteur relais

entre le cycle selvatique et le cycle urbain.

Dans la Caraibe, le risque d’introduction du YFV n’est pas négligeable et les cas importés
peuvent venir d’Afrique (e.g. YFV Ouganda ou Nigéria) et d’Amérique (e.g. YFV Bolivie).
Les populations d’Ae. aegypti sont compétentes pour YFV et les nombres de particules virales
excrétés dans les salives des moustiques peuvent étre supérieurs a 2000 particules avec
toutefois des taux de transmission n’excédant pas 40%. Néanmoins, la compétence vectorielle
est un parametre qui doit étre considéré en association avec d’autres facteurs tels que les
densités de vecteurs, les préférences trophiques des vecteurs, le taux de survie des
moustiques, la proportion de la population immunologiquement naive et les conditions
environnementales. Un plan d’actions devra étre éprouvé en prévision d’une émergence ; le
dépistage précoce des malades associé a I’isolement précoce des cas (importés et
autochtones), le contrdle des vecteurs et la mise en place de campagnes de vaccination sont

des actions qui devront étre réalisées en coordination entre les différentes équipes.
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Annexe 1 : Liste des amorces utilisées pour I’amplification des génomes viraux pour le séquengage a

haut débit.

ANnnexes

AsibiD_IT_S0-119 ATGTCTGGTCGTAAAGCTCAG Sens 1
AsibiD_IT_R0-2154 | CTTCCCTCTTTGTGCCACTG Rev 1
AsibiD_IT_S1-2040 | CCTCAACCAATGATGATGAAG Sens 2
AsibiD_IT_R1-3997 | CACCTCAGCCATAGTGACAG Rev 2
GP-YFV 3832-sens GCAGCCATGGTGGAGATTG Sens 3
GP-YFV-4711-rev AACTTCCATGAGCCACCATAGG Rev 3
GP-YFV-4636-sens GATGGGATTTATGGCATATTCCAGTC | Sens 4
GP-YFV 5595R GCTCRCTGGGTATGTCCGTt Rev 4
GP-YFV 54945 GCTAGGGCAAATGAAAGYGCA Sens 5
GP-YFV 7832R AGCCACGYTCATGGAACCA Rev 5
AsibiD_IT_S4-7592 GTGGGAGTCATGTACAATCTA Sens 6
AsibiD_IT_R4-10354 | TCAGATAAGCTCACCCGGTT Rev 6
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Bolivie Intestin moyen Intestin moyen Ghana Intestin moyen Intestin moyen
replicats 6 Intestins moyen replicats Intestin moyen
Communs 32 Communs 151
Uniques Max 1564 Uniques Max 826
Communs uniques positions variables Mut mjor>0.1 Communs uniques | positions variables Mut mjor>0.1
Total 25 Total 115
Couverture > 500 Couverture > 500
Génes Geénes
ancC 2 1syn ancC 1
prM prM 3
E 2 E 12 1 NS*
NS1 NS1 7
NS2a 1 1 del NS2a 8 1 NS*
NS2b NS2b
NS3 4 NS3 47 1syn*
NS4a 6 NS4a 7
2k 1 1syn* 2k
NS4b 4 1 syn* NS4b 15 1 NS*
NS5 4 1 syn* NS5 15 1syn*
*£>0.9 *F>0.9
2k 6860 |T |6285.67 |C:15:synonymous>L:1.00000 E 1023 |A |3998.00 |G:28:D>G:0.99832
Ns4b 7459 [C [3263.33  |T:191:synonymous>F:1.00000 NS2a |3482 |A [4120.67 |G:3:1>V:0.99990
NS5 [7936 |C [2442.50 |T:100:synonymous>V:1.00000 NS3  |5881 |G |1997.33  |A:448:synonymous>K:0.99600
NS4b |7584 |A (2681.33 G:244:K>R:0.99977
NS5 8938 |A |2839.33 G:445:synonymous>Q:0.99919
Ouganda Intestin moyen Intestin moyen Soudan Intestin moyen Intestin moyen
replicats 5 Intestins moyens replicats 5 Intestins moyens
Communs 36 Communs 78
Uniques Max 1052 Uniques Max 1054
Communs uniques | positions variables Mut mjor>0.1 Communs uniques | positions variables Mut mjor>0.1
Total 15 Total 78
Couverture > 500 Couverture > 500
Genes Geénes
ancC 1 ancC 1
prM prM
E E 2
NS2a NS2a 2
NS2b NS2b
NS3 3 NS3 69 1NS 50 syn
NSA;ak 1 1 del NS4a
2k
NS4b 2 1NS*
NS> : LNS? 3 del” N’féz 4 1 NS* 1 del
*£>0.9
*£>0.9
NS4b |7626 |G |3051.40 |A:247:E>K:0.99822
NS5 7645 |G [3277.40 [T:2:R>1:0.99916 NS3 5410 |C (2398.00 T:280:A>V:0.23536
NS5 9275 |A [1474.00 (T:545:E>D:0.07706 NS5 8332 |[C |1418.40 T:231:5>F:0.99961

Annexe 2 : Tableau des SNVs (communs a tous les réplicas) spécifiques (uniques) des

populations virales des intestins moyens, pour YFV Bolivie, YFV Ghana, YFV Ouganda, et

YFV Soudan, non détectées dans les populations virales des productions.
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Production Intestins communs Carcasses communes
N s spr N . Lpr couvertur
géne | position |référence|couverture change -type-freq géne | position |référence . change -type- freq
YFV_Bolivie mutation NS2a 4039 A 1316.67 | G:177:synonymous>G:1.00000 NS2a 4039 A 3050.25 | G:177:synonymous>G:0.99792
YFV_Bolivie mutation NS3 6140 A 5538.50 C:524:T>P:1.00000 NS3 6140 A 7759.25 C:524:T>P:0,99964
YFV_Bolivie id virus ref 2k 6860 T 6285.67 C:15:synonymous>L:1.00000 2k 6860 T 9054.75 | C:15:synonymous>L:1.00000
YFV_Bolivie id virus ref NS4b 7459 C 3263.33 | T:191:synonymous>F:1.00000 NS4h 7459 c 5055.00 | T:191:synonymous>F:0.99830
YFV_Bolivie id virus ref NS5 7936 C 2442.50 T:100:synonymous>V:1.00000 NS5 7936 c 3737.25 | T:100:synonymous>V:0.99858
YFV_Soudan id virus ref NS5 8332 C 1418.40 T:231:5>F:0,99961 NS5 8332 C 1448.50 T:231:5>F:1,00000
YFV_Ouganda mutation preM 503 C 1986.20 T:7:synonymous>N:1.00000 preM 503 C 2040.00 | T:7:synonymous>N:1.00000
YFV_Ouganda mutation NS5 9083 A 565.20 G:481:synonymous>G:1.00000 NS5 9083 A 880.00 |G:481:synonymous>G:1.00000
YFV_Ouganda mutation NS5 9086 T 594.40 G:482:synonymous>A:1.00000 NS5 9086 T 992.00 |G:482:synonymous>A:1.00000
YFV_Ouganda mutation NS5 9089 G 246.80 T:483:synonymous>R:1.00000 absente
YFV_Ouganda mutation NS5 9091 A 546.80 T:484:Y>F:1.00000 NS5 9091 A 1160.25 T:484:Y>F:1.00000
YFV_Ouganda mutation NS5 9095 A 754.20 C:485 us>L:1.00000 NS5 9095 A 1078.00 | C:485:synonymous>L:1.00000
YFV_Ouganda mutation NS5 9101 C 434.60 T:487:synonymous>F:0.99619 NS5 9101 C 747.75 | T:487:synonymous>F:1.00000
YFV_Ouganda mutation NS5 9107 C 718.20 T:489:synonymous>A:0,99834 NS5 9107 C 1175.50 | T:489:synonymous>A:0.99180
YFV_Ouganda mutation NS5 9110 A 457.60 T:490:synonymous>L:1.00000 NS5 9110 A 1088.25 | T:490:synonymous>L:1.00000
YFV_Ouganda mutation NS5 9113 A 335.20 G:491:synonymous>G:1.00000 NS5 9113 A 982.50 |G:491:synonymous>G:1.00000
YFV_Ouganda mutation NS5 9116 T 476.80 C:492 us>Fi1.00000 NS5 9116 T 734.50 | C:492 us>Fi1.00000
YFV_Ouganda mutation NS5 9119 A 758.40 G:493:synonymous>L:1.00000 NS5 9119 A 1104.00 | G:493:synonymous>L:1.00000
YFV_Ouganda mutation NS5 9131 T 654.80 C:497:synonymous>H:0.98835 NS5 9131 T 705.50 | C:497:synonymous>H:1.00000
YFV_Ouganda mutation NS5 9141 C 755.20 A:501:synonymous>R:0.98030 NS5 9141 C 261.00 | A:501:synonymous>R:0,99229
YFV_Ouganda mutation NS5 9158 T 1469.40 | A:506:synonymous>G:0.99551 NS5 9158 T 576.75 |A:506:synonymous>G:0.99697
YFV_Ouganda mutation NS5 9161 G 1867.20 T:507:synonymous>G:0.99648 NS5 9161 G 715.00 | T:507:synonymous>G:0.99473
YFV_Ouganda mutation NS5 9164 G 1458.80 T:508:synonymous>V:0.99775 NS5 9164 G 561.50 | T:508:synonymous>V:0.99717
YFV_Ghana id virus ref E 1023 A 3998.00 G:28:D>G:0,99832 E 1023 A 1446.00 G:28:D>G:0,99521
YFV_Ghana mutation NS1 2540 G 4400.67 A:41:E>K:0,99861 NS1 2540 G 7628.00 A:41:E>K:0.99785
YFV_Ghana id virus ref NS2a 3482 A 4120.67 G:3:1>V:0.99990 NS2a 3482 A 9334.00 G:3:1>V:1.00000
YFV_Ghana id virus ref NS3 5881 G 1997.33 A:448:synonymous>K:0.99600 NS3 5881 G 3288.00 | A:448:synonymous>K:0.98586
YFV_Ghana mutation NS4b 7125 c 4283.33 T:91:T>1:0.99882 NS4b 7125 c 7060.00 T:91:T>1:0.99825
YFV_Ghana mutation NS4b 7192 A 2794.33 G:113:1>M:0.99663 NS4b 7192 A 3268.00 G:113:1>M:0.96439
YFV_Ghana id virus ref NSab 7584 A 2681.33 G:244:K>R:0.99977 NS4b 7584 A 4942.00 G:244:K>R:0.98155
YFV_Ghana mutation NS5 8767 A 3408.33 | G:388:synonymous>R:0.99371 NS5 8767 A 5610.00 | G:388:synonymous>R:0.99343
YFV_Ghana id virus ref NS5 8938 A 2839.33 | G:445:synonymous>Q:0.99919 NS5 8938 A 3416.00 |G:445:synonymous>Q;:1.00000
YFV_Nigéria NA NS2a 4046 C 5317.50 T:179:synonymous>L:0.99695 NS2a 4046 c 5446.50 | T:179:synonymous>L:0.93763
YFV_Nigéria NA NS3 4768 A 9345.50 G:66:K>R:0.99911 NS3 4768 A 8403.75 G:66:K>R:1.00000
YFV_Nigéria NA NSab 7623 G 3604.00 A:246:E>K:0,99805 NS4b 7623 G 3338.25 A:246:E>K:0,99775

Annexe 3 : Liste des mutations des populations virales communes aux intestins moyens et

aux carcasses des moustiques infectés avec chaque virus (Bolivie, Soudan, Ouganda, Ghana et

Nigeria). Les mutations non détectées dans les populations virales des productions sont

encadrées en noir (le virus des productions étant identique au génome de référence).
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Annexe 4: Taux d’infection de populations d’Aedes aegypti de la Caraibe et d’Amérique

examinées 14 jours aprés un repas infectieux contenant YFV Bolivie fourni & un titre de 10’

ffu/mL. Test exact de Fisher : ns non significatif, ** 0,001<p<0,01, ****p<0,0001.

N Taux de OR Ajusté (95% Cl) | P
transmission
(%)
Virus <0.001
Bolivia | 422 57 (13.5) 1
Ghana | 64 2(3.1) 0.20 (0.05-0.86)
Nigeria | 252 52 (20.6) 1.61 (1.06-2.44)
Sudan | 278 44 (15.8) 1.16 (0.76-1.78)
Uganda | 469 123 (26.2) 2.20 (1.55-3.12)
Jpi 0.001
14 | 562 79 (14.1) 1
211|923 199 (21.6) 1.62 (1.22-2.17)

Annexe 5 : Facteurs associés a la transmission. Comparaison entre le jour post-infection et la

souche virale. OR : Odd Ratio
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Annexe 6 : Courbes ROC permettant d’identifier les moustiques capables de dissémination
virale (A) selon la charge virale dans le tube digestif, et de transmission virale selon la charge

virale dans le tube digestif (B) et la carcasse(C).
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Yellow fever in the Americas: risks for the Caribbean islands

Gaelle Gabiane
Anna-Bella Failloux

Inatitut Pasteur, Laboretolre
da Virclogle, Arbovirus

and insecies vectsurs,

25 rue du Docteur Roux,
75724 Parls cedex 15, France

La figvre jaune (FI) est une figvre hémorragique d'origine
virale dont le taux de mortalité peut atteindre 50 %. Le
virus de la figvre jaune (YFY : Flaviviridae, Flavivirus)
et |"exemple historigue du premier arbovirus transmis par
un moustique vecteur [1]. Le virus est actuellement pré-
sent dans 44 pays d” Afrigque subsaharienne et d” Amérique
du Sud ; il comprend sept génotypes, 5 en Afrique et 2 en
Amérique [2]. Isolé pour la premitre fois en Afrigue de
"Ouest en 1927, le YFV est principalement transmis dans
un cycle forestier entre les primates non humains et les
moustiques zoophiles. Le cyele urbain du YFY implique
le moustique anthropophile Aedes aegvpi. Le virns fut
importé dans les Amériques lors de la traite des esclaves, &
I instar du moustigue Ae. aegypri 3 ongine africaine. Dans
les Amériques, du 18% an début du 20° siécle, la maladie a
provoqué de nombreuses épidémies urbaines [3]. Le déve-
loppement de deux vaccins atténués dans les années 1930
ainsi gue la mise en place du programme d°éradication
global d°Ae. gegypi, initié en 1916 par la fondation Rocke-
fellzr, puis poursuivi par I'Organisation panaméricaine de
la santé & partir de 1940, a permis d"éliminer la Fl en
milieu urbain ; les épidémies urbaines de FJ n"avaient plus
été signalées en Améngue a partir de 1954 [4]. Cepen-
dant, |"assouplissement du programme de lutte au début
des années 1970 a facilieé la réinfestation de la plupart des
pavs d’ Amérique par Ae. gegypti [5]. De méme, le mous-
tique tigre Aedes albopictus a été introduit sur le continent
américain dans les années 1980, en 1985 aux Etats-Unis [§)
et en 1986 au Brésil [7] ; I'espéce est maintenant présente
dans 19 pays d" Amérique [8].

Aujourd'hui, en Amérique continentale, les infections
humaines par le YFV ne sont contractées que dans le

Correspondance : A.-B. Fallouw
<anna-hella {aillow @ pasteur.fr-

Virclogie, Vol 23, n° 6, novembne-déoomione 2015

cycle forestier. Les cas humains sont contaminés par la
pigire de moustiques des genres Haemagogus (vecteurs
primaires) et Sabethes (vectcurs secondaires) vivant
dans la canopée. La propagation rapide des vectewrs
Ae. aegypi et Ae. albopicius fait craindre un retour des
épidémies urbaines de FI en Amérigue du Sud, comme
par le passé [9]. Au Brésil, entre décembre 2016 et
mars 2018, plus de 2000 cas humains confirmés ont été
signalés dont plus de 500 décés et on note également
4000 primates non-humains (Organisation panaméricaine
de la santé, Figvre joune. Actualités épidémiologiques du
20 mars 20848, www.paho.org thg/index. phpfoption=com_
docman&task=doc_view&ltemid=2708&gid=44111&lang
=fr). Nous avons démontré que les moustigues anthro-
pophiles Ae. aegypii et Ae. albopicins minsi gue les
moustiques  zoophiles  Haemagogus  leucocelaenus et
Sabethes albiprivas de la cite atlantique du Brésil encore
indemne de FJ étaient trés réceptifs aux souches amé-
ricaines ¢t afficaines du YFY [10]. Par conséquent, le
rsque de réémergence d'épidémies urbaines de Fl en
Amérique du 3ud est majeur avec un virus poovant étre
introduit & partir d'un cycle forestier on par un voyageur
revenant d'une région d*Afrique on la F est endémigue.
De plus, le moustigue Ae. albopicius posséde toutes les
caractéristiques binlogiques pour jouer le rile de « vecteur
relais » entre le cycle forestier et le cycle urbain. Nous
avons démontré par des essais de sélection expérimentale
que le ¥FY peat étre adapté pour une transmission par
Ae. albopicius [11].

La derniére lambée épidémique de FJ en zone urbaine dans
les Amériques remonte probablement a 1928 au Brésil. En
Amérnque. des épizootics régulitres surviennent environ
tous les 5 8 10 ans. Dans la Caraibe, les premiéres épidémies
ont été répertoriées en 1640 en Guadeloupe, puis en 1655 en
Jamuigue et en Martinigue en 1687 C"est 4 Cuba que Carlos
Finlay ( 1381} et plus tard, Walter Reed (1900) ont confirmé
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le rile du moustique Ae. aegype dans la transmission du
YFY [12]. Dans les Antilles francaises, [a Martinigue a
connu sa derniére épidémie en 1908 [13]. Aujourd’hui.
la FI urbaine n'est plus signalée dans la Caraibe mais le
moustique Ae. gegypil voest toujours prédominant. Dans
la rémon, le ¥FV circule selon un cycle sylvatigne sur
I'fle de Trinidad [14]. Cependant. nous ne pouvons exclure
gue des cas importés puissent initier un cycle urbain impli-
quant Ae. gegvpri dans les autres fles [15]. Des cas importés
sont signalés périndiquement dans des pays infestés par les
moustiques du genre Aedes [16], comme en témoignent les
11 travailleurs chinois infectés lors de I"épidémie en Angola
{201 6), qui sont rentrés en Chine o ils ont développe la F1
[17]. Wous avons démontrd qu'de. aegvpri de Guadeloupe
étadent réceptifs au YFV, transmettant des particules virales
i partir du 14% jour aprés 1" infection [18].

La pénurie de vaccins contre la fiévre jaune associée &
la distribution mondiale du principal vecteur Ae. aegyp
devrait nous interpeller sur les movens de lotter contre
I"émergence de la FL. Jusqu'a présent, les voyageurs infec-
tés pssurent de multiples introductions de FI dans des pays
indemnes de FJ sans générer d”infections secondaires. Une
meilleure connaissance des caractéristiques génétigues des
souches de YFV et des moustigues vecteurs, ainsi gque la
mise en place d enguétes sérologigues sur les primates non
humains, poorrait sider & modéliser 'acuvité du YFV et
i prédire les futurs sites d'émergence de la Fl. Ces pré-
dictions aideront a |'identification des sites i risques pour
proposer la vaccination aux populations et réaliser une lutte
antivectorielle adaptée.

Liens d’intérét : les auteures déclarent ne pas avoir de lien
d’intériét en rapport avec cet article.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

This last decade has seen a resurgence of yellow fever {YF) in historical endemic
regions and repeated attempts of ¥F introduction in ¥F-free countries such as the
Asia-Pacific region and the Caribbean. Infected travellers are the main entry routes
in these regions where competent mosquito vectors proliferate in appropriate
environmental conditions. With the discovery of the 17D waccine, it was thought
that ¥F would be eradicated. Unfortunately, it was not the case and, contrary to
dengue, chikungunya and Zika, factors that cotribute to ¥F transmission remain
under investigation. Today, all the signals are red and it is very likely that ¥F will be
the next pandemic in the ¥YF-free regions where millions of people are immuno-
logically naive. Unlike COVID-1%, ¥F is assodated with a high case-fatality rate and
a high number of deaths are expected. This review gives an overview of global YF
sitwation, including the non-endemic Asia-Pacific region and the Caribbean where
Aedes zegypti is abundantly distributed, and also proposes different hypaotheses on
why YF outbreaks have not yet occurred despite high records of travellers
importing ¥F into these regions and what role Aedes mosguitoes play in the
emergence of urban ¥F.

KEYWORDS
Aedes mosquitoes, rick assescment, yellow fever

wactor control was the first attempt to eradicate urban ¥F trans-

Yellowe Tever (YF) has been a historical arboviral threat following
rassive populations displacerments from its cradle of origin in Africa
into the Maw Warld since the 17th century.” The discovery by Carlos
Finlay and Walter Reed of yellow fever virus [YFV) transmission by
the mosguito Aedes aegypti brought hope in the contral of ¥F out-
breaks in the Americas at the beginning of the 20th cantury.*~ Thus,

rission before the discovery of a ¥F vaccine. Unfartunately, relaka-
tion of vector control measures and vaccine supply shortage hinder
the contrel of YF. With the growing gespgraphical expansion of Ae.
oegvptl, ¥F continues to be a burden for human health, causing each
waar, 51 .000-380,000 severe cases and a very high in-hospital case
fatality rate [20%-60%)% with an estimated global disability-
adjusted life year of 314 (95% uncertainty interval [IUI] [67.2-900])

Al ey intiong: Cl, confadienoe interval; Ol cradible wterval; CHIKY, chiburnguis virus; DALY, disabifity afjutid e year; DENV, dirgus viruc 15V, Paeol-ipeafls wins: JEV, Jiganise
crcephalilis virui: NHP, nodeBuman peimate: FAHD, Pan-Aeenices Health Organiatione U, uscertainty interval; YF, vellow Teswer; YPV, yolow Tever vins: ZIKV, Tk virut.
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in 2017.% Although the current ¥F epidemics are still restricted to
Africa and South America, the past history of ¥F in the Caribbean and
Mediterranean Europe has shown that the sporadic exportation of
¥F to the non-endemic regions could lead to local outbreaks in the
presence of compatent vector,”™ particularly in the Caribbaan
islands which experienced deadly ¥F epiderics during the colonial
era, and with a still on-gaing sylvatic ¥F circulation in Trinidad.*™ On
the contrary, even though ¥F has never struck the Asia-Pacific re-
giorn, the region remains at high risk of emergence as it hosts millions
af immunclogically naive people living at close proximity with urban
rrasquitoss competant for YFY.'? These two escential factors for YF
urban transmission, along with expanding global transportation ralse
fears of ¥F eoccurrence in cities and its arrival in the Asia-Pacific
region. This review compiles the current knowledge on ¥F and de-
scribes the entemological factors which might contribute to YF
rasurgence and amarpence.

2 | DISCOVERY OF AEDES AEGYPTI-MEDIATED
YELLOW FEVER VIRUS TRANSMISSION

Between 1581 and 188%. ¥F caused thousands of deaths during the
construction of the Panama Canal until the tramsmission mode of
¥FY was elucidated.™ In 1881, Carlos Finlay hypothesised that ¥F
wias transmitted by Ae gegypti (which was then called Culex fasciatus).
Finlay inoculated 102 healthy volunteers with YFV-infected
rmasquitoes, and found that velunteers could dewvelop ¥F symp-
toms? However, the theory of transrission by mosquitees was not
wary well sccepted as some experimental designs could be improved,
such as unstandardised criteria for mild YF diagnesic, and incarrect
asumplion on mosguits vector competence®™ The mosguito-
mediated YFY transmission was verified in 1900, Walter Reed and
colleapues confirmed Finlay's hypothesis with improved experimen-
tations: two members of Reed's research team, James Carroll and
Jessa Lazare volunteered for salf-experimeantation wath YFV-infected
rnasquitess and developed into severa and lethal symptams.™ The
death of Jesse Lazare brought enough attention and a mare riporous
experimentation was carried out thereafter. After several tests with
human wolunteers and YFW-infected mosguitoes, Reed proved the
route of YFV transmission by mosquitoes.” In these experiments, YF
symptoms could be abserved in the volunteers exposed to Ae. gegypti
having becore infected 14-25 days after feeding on symptomatic
patients® These findings epened a new era in the contrel of infec-
thous diseases through controlling mosguito wectors,

3 | YELLOW FEVER VIRUS GENOME

WFW was first isolated in 1927, from a symptomatic patient in
Ghana "3 Balonging te the family Flavidiridas, YFY is an enveloped
wirus with an icosahedral capsid of 40-60 nm diameter. The penome
af ¥FV is a positive sense, single-stranded RMA molecule. Except the
highly structured 5 and 3' untranslated regions that are essential for

wirus replication, the 11 kb ¥FV genome contains a single apen
reading frame enceding for three structural proteins {capsid [C),
rnatric [M], and envelope [E]) and seven non-structural proteins (M51,
MSZA, MEZE, M53, NSAA, MS4B, and NES). All the viral proteins have
a defined role to allow infecting the host cells and escape the immune
5-.rsl.err|.”

4 | ¥YELLOW FEVER VIRUS GEMOTYPES IM AFRICA
AND AMERICA

There are seven YFV genotypes identified: five African genotypes
(et Africa I, West Africa 1, Angola, East Africa, and East/Central
Africal and two American genotypes (South America | and South
Arnerica [} (Figure 1) Phylogenetic studies have sugpested that
among the five African genotypes, the Angola, East Africa, and East/
Central Africa penotypes are genetically mare heterogeneous than
the West Africa genotypes | and 1L While the two American ge-
natypes are closely related to each other, the two West African ge-
natypes were less diverped than the ather African genotypes to the
Arerican genobypes, supgesting that VWest Africa is the poscible
arigin of the YFW strains circulating in America” Evidence suggests
that the West Africa Il and East/Central Africa penotypes are enzo-
atic ¥FW in Africa, whereas the West Africa genotype | might be
circulating amvong human populations, even though nucleotide and
aming acid sequence variations between West Africa penotypes | and
Il are close. Interestingly, the Angola genatype is the most divergent
genotype compared to the other African genotypes, however, it does
nat present significant differences in amino acids sequence; the
sequence variation between YFV Anpgola and East Africa genotype is
anly 0A%-09% in armino acids but 16 7%- 17 4% in nucleotidas.™ In
South America, the ¥FV phylodynamic data supgests that the recent
¥FW epidernics were initiated by different genotypes originating from
differant regions, The last outbreaks were mainly caused by the
Arnerica genotype | from Trinidad and Tobago, which was imparted
from Morthern Brazil in the 1950 and resporsible for the cutbreaks
before the 1990s. The most recent genotype belongs to the Arserica
genotype Il which can be traced back to 1956; this genatype spread
from Peru to the neighbouwring countries of Bolivia, Ecvador, Morth-
em Brazil, Trinidad and Taobape, where anly sylvatic YFV trans-
rissions were reported

5 | YELLOW FEVER VIRUS TRANSMISSION

5.1 | Sylvatic, rural, and urban cycles of yellow
fewver virus

Three transmission cpcles are classically described; they invalve
differant wectors and hasts in different ecological envirconments In
the sylvatic cyele, the virus is circulating only betwaen MHPs (playing
the role of amplification hosts) and zoophilic mosguito species. In the
intermediate cycle, the virus can be passed from MHPs to humans
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through the transmission by an anthropo-zoophilic mosquite;
increasing human activities at the fringe bebwesn the forest and the
human dwellings accentuate spill over events (erergence 2ane]. The
urban cycle occurs when infected people are repeatedly confronted
o bites of anthropaphilic YFW-infected mosquitoes. Up to date, YFY
circulation s restricted only in sub-Saharan Africa and South
Armerica

5.2 | Aedes gegypti as the main epidemic vector of
urban yellow fever virus

A competant mosquite can become a vector by ingesting the virus
from an infected host, and being able to transeit the wirus to other
hosts threugh the bite In a mosquito, the ingested virus infects and
replicates in masquito mideut epithelial calls. After several days of
incubation, virions are produced and released in the mosguito gen-
eral cavity named hemocele With the haemolymph, viral particles
disseminate and infect several internal organs and tissues. Finally, the
wirus reaches the salivary glands where it replicates and is excrated
with saliva during blood feeding. Among many rmosquito vectors that
are able to transmit human pathopens, Ae. oegyptl is a major vector
for warious arboviral diseases As it is highly adapted to artificial
containers, has an anthropophilic behaviour, and limited flight range,
Az gegyopti proliferates in human habitats where it intervenes in ur-
ban epidemics. Ae. aggygli is mainly present in tropical and subtrop-
ical regions of Africa, Asia, and America™ with a trend of rapid
expansion due to the eges resistance to desiccation™ that facilitates
long-distance transportation; it also contributed to the establishment

of Ag. pegyptl in Mediterranean Europe during the early 17th century
to the mid-20th century, until its disappearance after 19509 Ae.
oegypll is an efficient wectar for YFV transmission; accumulating
studies have indicated that its vector competemnce for YFV depends
an the combination of virus genatype and mosquite population™ In
general, in the YFV epideric regions, it is believed that African Ae.
oegypt (from Kenya, South Africa, Guinea, and Capo Verde) were less
susceptible to African YFV strains™ " compared to American Ae.
pegypt (Brazil, Venszuela, and the USA) that are more susceptible to
Armerican genotypes "

5.3 | Aedes albopictus as a potential vector of rural
yvellow fever virus transmission

YFW can be transmitted by Asdes albopictus: like Ae gegvptl As
albapictus s also an invasive species. Mative to Asia, Ae. albogictus has
invaded the Americas from 1985 through bwo main reutes: via Japan
to Marth America, and vig Southeast Asia (Cambodia, Vietnam, and
Thailand] te South America. Ae. albogictus has similar peographical
distribution to Ae oegypti but can also be found in temperate re-
gione™ In Caribbean countries, the presence of Ae. albopictus was
firstly reportad in the Dominican Republic in 1993, and has reached
several Caribbean countries since then including Barbados,™*
Cayran |slands,™ Cuba,™ Haiti,™ Jarmaica,™ and Trinidad ™ Similar
to those of Ae aegyeti, epes of Az alboplcbus are resistant to desic-
cation, but in contrast to those of Ae. geqypll epps of Ae. albopictus
are able to diapause ensuring a dispersion aver long distances and a
survival at low winter temperatures™ = In addition, Ae albapictus is
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able to colonize artificial and small natur al breeding sites, and to feed
on animals in the absence of humans as a bleed source,™ whereas Ae.
oegvpl 5 highly anthropophilic and adapted to artificial containers.
Thereforae, owing to its great ecological and physiological plasticity,
Ae albopichus is able to colonize both tropical and even temperate
regions. Moreover, Ae albopictus from Africa and America can
transmit different strains of ¥FV. 2429 On the field, ¥FPV-infected
As albaplietus was Tound at the adps of a farest in Brazil?® supgest-
ing that Ae albopictus has the patential to act as a bridge vector
allowing ¥FV spillover events from the sylvatic cycle to the urban
cycle where Az, gegyeti Is predorminant.

54 | Yellow fever virus transmission in Africa

Africa has been the historical epicentre of ¥F,* and is still contrib-
uting to rore than #0% of clinical cases worldwide each year; in
2018, approximately 100,952 ($5% credible interval [Crl] [43.001-
158 362]) severe infections and 47,318 (95% Crl [29.126-74931])
deaths were reported ' although the mortality rate of ¥F in
Africa & lower than in South America®™ the recent massive YF
outbreak in Angola during 2015-2014 still cavsed 375 deaths, and
wias then spread to countries such as Demacratic Republic of Cango,
Uganda, and aven China®** |n Africa, several Aedes spp. masquito
species are responsible for sylvatic, rural. and urban ¥FY trans-
mission cycles, which increase the complexity of ¥FV contral by
breaking the transmission between each cycle. Forest canapy
dwelling Asdes spp. mosquitoes such as Asdes africanus, Aedes furcifer,
Aades toylori, Aedes luteccephalus, and Aedes epok, are the major
wectors for YFW transmission between MHPs in the jungle, whereas
Ae oegypll, Ae furcifer, Aedes wittatus, Aedes bromellae, and Aedes
keniensis that feed on both MHPs and humans, are bridge vectars
helping ¥FV to spill out of the sylvatic cycle® Among these last
mosquitoes, Az aegypll s the only species able to survive in urban
areas and mediate ¥FY tramsmission among human populations. The
sitwation has been worsened with climate change; an estimation of
YF sylvatic spillover transmission based on a ¥F occurrence model
and ervironmental factess in Africa, indicated that there will be
F3.0%(95% confidence interval [C1] [92.7%, #3.2%]) chance of annual
deaths to increase in 2050.%%

5.5 | Yellow fever virus transmission in South
America

In Seuth America, Hoemagogus spp. and Sobethes spp. are the
rosquitoes that transmit ¥YFY amang MHPs in the sylvatic cycle, "1
and the major source of human infections came fram a YV sylwatic
transmission in Brazil** The recent ¥F epizootic in Brazil betwasn
2014 and 2017 that initiated in Minas Gerals state, affected mare
than 15000 MHPs in the forest and even caused 2251 human in-
fections.*® Evidence suppested that humans were infected frem the
sylvatic cycle anly 4 days after an epizootic was declared.?

Waccination is still the prewvention measure against YFY infection in
South Armerica, particularly in high-risk areas, even though it still
canist stop YFV sylvatic transamission during epizoatice =" Unlike
Africa the rural eycle at the boundary between rural and urban cy-
cles has an unclear status in South America. A competent mosquito
wector could act as a bridpe vector for a transmission of YFW from
ane transmission cycle to another. As albapictus can play this role
because of its both anthropophilic and zoophilic behaviour. This
species can axperimentally transmit YFV.™ However, since the
mosquite eradication campaigns erganised in the early 20th century
by the Rockefeller Feundation followed by the Pan-American Health
Organization,* which likely had held off ¥FV urban trarsmission, ¥F
anly persists in a sylvatic eyele and no urban epidemics have bean
reparted up to date ™

5.6 | Yellow fever virus transmission in the
Caribbean

ector-borme diseases played a significant peopolitical rele during
the colonial era in the Caribbean region. Started from Barbados in
1447, the Caribbean islands suffered from massive urban YF out-
breaks.® It spread to Cuba, Guadeloupe, Jamalca, Martinigue, and
Saint Kitts.' From 1793 to 1798 In the British-dorinated Santo
Domingo (today Haitl) island, tropical diseases caused the death of
about 12,700 British troops, and mostly were believed to be YF.®
Later on, in 1804, the French troops lest 50,000-55,000 of saldiers
in the island during the mast serious epidemic of ¥F in the Carib-
bean history, leading to Santo Domingo's  independence”’
Cancornitantly, YF indirectly led to the sale of Louisiana by Mapo-
leon Bonaparte to the United States because of high human losses
due to malaria and YF_ Although the current ¥FY transmission in the
Caribbean is still restricted to Trinidad where a sylvatic YFW
transmission is ensured by Hoemogegous janthinemns and Sabethes
chlpropterus™ prowing exchanges between the Caribbean islands
increase the risk of urban YFV. Mareowver, the risk of YFV spillover
transmission is ako increased by the abundant distribution of Ae.
oegvpll and newly invadad Ae. albopictus in Trinidad. 3= Thus, YFv
cireulating in Trinldad was the cause of ¥FV epizoatic in America in
1578-1980.

57 | Yellow fever raged in Europe

The histary of European ¥F epidemics has demonstrated the risk of
YFW tramsmission in tersperate regions with the presence of
cormpetent vectors. In the 19th century, Europe was affected by ¥F
like in the Caribbean. Both YFW and As. gegypli were introducad as
early as 1Bth century in Evrope. mainly in part cities surrounding the
Mediterranaan Sea” Outbreaks were reported in Spain [Barcelona,
Gibraltar, Sevilla, Cadiz, Malaga), Portugal (Lisbon, Portol, France
(Marseille, Brest, Saint-Mazaire, Rochefort, Bordeaux), and [taly
{Livarna).** Mare than 3500 peaple died in Barcelona in 1821, and
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mare than G000 in Lisbon in 1857 After the 1950s, better man-
apement of water collections in cities and vector control with DDT,
along with decrease in raritinee traffic bebween harbowrs of Medi-
terranean countries could have contributed to eradicate Ae. segypti
from Europe.” Its last record was reported in ltaly in 1971%° How-
ever, the mosguito can still be found in South Russia, West Georgla,
and Morth Turkey® ™ with gaining ground towards the West.*?
Monethaless, the estimation on the suitability of Ae. aegypti in the
Eurepean region is low, as the minimwm temperature and hurmidity
do neot reach the reguirements of A2, aegypti to establish sustainable
populations™ The risk of YFV transmission carried out by As. gegypti
in Europe is considerably low.

& | THE EXCEPTION OF THE ASIA-PACIFIC
REGIOMN

6.1 | The Asian paradox

Ewen though 75% of plobal dengue disease burden are reported in
the Asia-Pacific region in the last century,™ ¥FY has never settled in
Asla despite several epportunities of introduction. While historical
records trace more clearly the introduction of ¥F in America wia the
slave trade, past interactions betwean Africa and Acia received much
less attantion ™ ** The history of the slave trade from Africa to Asia
can be traced back to 2900 B.L. in Egypl.® From the 17th to the
19th century when YFV was introduced into America, there were
rvare than five millien slaves transported to Asia, mostly to countries
of the Indian Ocean and South Asia™ Furthermore, after the
completion of the Panarma Canal in the early 1900s which shortened
the duration of travel between Latin Arerica and Asia, many cities in
the Asia-Pacific region were considered at high ¥FV transmission
risk " However, the concern regarding to YFY intreduction thraugh
the Panarma Canal to Asia was disoussed, but no confirmed incident
was ever reported except of a non-laboratory confirred YF-like
outbreak in Hong Kong in 1885-1884."" In 2016, 11 YFv-infected
workers returned to China from Angola where a ¥FY outbreak was
active ™ Although these incidents were properly managed in China,
the probability of priming an epidemic hitting milliors of inmunoe-
logically naive people caught the attention of the scentific cormmu-
nity as experienced today with the COVID-19 pandemic.’™

6.2 | Mosquito vectors in the Asia-Pacific region

Muasguite species should not be an obstacle for YFY transmission in
the Acia-Pacific region where both Ae. segypt and As. albopictus are
abundant. Vector compatence of Asian Ae. gegypdi for YV was suc-
cessfully dermonstrated in laboratory corditions early in 19297 As.
oegyvpll mosquitoes collected in Indonesia were susceptible to YFV
from West Africa, and able to transmit YFV from an infected patient
to monkeys. More recent studies showed that Ae. gegyetl mosquitoes
from Cambadia and Vietnam were mare susceptible than Brazilian

I
1.

populations to the Seuth America genatype and an Ae osgyptl
calony from Laos was also able to transmit the West Africa genotype
17 Moreover, & more extensive study analysing Asdes spp from the
Asian-Pacific region indicated that both Ae aegypti and Ae. albaplctus
were susceptible to the West Africa penotype I the Ae. aegyati from
Cambodia, Vietnam, Lacs, Thailand, Singapore, Tahwan, Mew Cale-
donia, and French Polynesia were able to transmit YFV. corrobe-
rating the status of competent vector assigned to Ae. oegypti from the
Asia-Pacific region. On the contrary, Ae albepictus masquitoes from
the region were less susceptible to YFV.™

7 | MOSQUITO MICROBIOTA CAN INFLUEMCE
MOSQUITO VECTOR COMPETEMNCE

Different mosguito genetic backgrounds in various geopraphical lo-
cations cannot solely explain the absence of ¥F in Asia-Pacific region,
factors other than masquito genatics that cause regional differences
in endemic arboviral diseases are to be elucidated. The impact of
mosquite micrebiota in non-YF endemic regions an wector compe-
tence far YFV, is the next to be investipated to access the future risk
of YFW transmission.

Accumulating studies have sugpested mosquite microbista can
either directly or indirectly affect mosguito vector competence far
arboviruses From larval to adult skages, Ae geqypti and Ae. albaplcus
acquire miorobes vertically or frem the environment, and harbaur
them in gut or ather argans/tissues ™" The composition of micre-
biota (mainly wiruses and bacteria) changes with mosquito age,
probably resulting from competition among symbionts for re-
sources” ™ or mosguito immunity™ with effects on vector compe-
tence. Although the malecular mechanisms  still need to be
elucidated, acoumulating evidence has indicated that insect-specific
wiruses (15Vs) influence mosquito immunity, with effects directly on
wiral replication and indirectly en mosguito microbiota leading to
shape vector competence for arbowiruses =" An example is Mhu-
mirim virus (Flavivicidae) that was aoriginally found in Culex chides-
teri® was able to reduce Flka wirus (ZIKV) transmission but net
chikungumya wirus (CHIKV] in As aegypti, sugpesting a species-
dependent manner for the interaction between 15Vs and arbowi-
ruses in mosguitoes. Although not necessarily vertically transmitted,
arboviruses are also part of mosquito virome and can also influence
the vector competence”™ Ae. aegypti is able to co-transmit CHIKY,
DEMY and ZIKV cimultanesusly, but the effects of ane arbovirus on
transrmission of the other are not significant.”® On the contrary, the
impact of bacteria an mosquito vector competence has been exten-
sively studied. Mosquite bacteria affect vector competence by
inducing immune responses ™" competing for nutritive re-
sources,” "8 producing secondary metabalites,” " and even trig-
gering RMAL immunity”™ Among all mesquite  symibionts,
Walbachiz is the most intensively studied bacteria that suppresses
¥FY replication in Ae segyptl™ ™™ even though the molecular
meachanism s still wnclear. The interactions bebween meosquito
microbiata and arbavires depends on the compesition of microbiota
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that a mosquite acquired from different emdronments. Thus, the
ricrabiota diversity among geopraphic populations could be another
factor that shapes the mosquite vector competence, and subse-

quently limiting the spreading af ¥Fd.1™ 1%

8 | DISCUSSION

Although cormpetent vectors are abundantly present, the Asia-Pacific
and Caribbean regions are still free of ¥F urban transmission How-
ever, the growing international exchanges have once again raised the
risks of ¥F spreading. threatening immunalogically naive populations.
It is believed that to establish persistent transmission cycles, both
syhvatic and wrban, and repeated introductions of ¥F are critical as
experienced in the past between Africa and America (Figure 2). The
global expansion of the wban vector, Ae. aegypt has challenged the
current prevention systems for YF in South America and the Carib-
bean, threatening them with urban YF outbreaks like in the past. In
Trinidad, ¥FW circulates within a sylvatic cpcle and has proved in the
past to be able bo escape from this jungle cycle™ This vieal strain is
responsible for the large ocutbreaks currently ebserved in South
Arnerica, making this scenario more real than ever. In Asia the air
traffic between China and African nations has grown significantly in

Sylvatic cycle
{Matural reservoirs)

the last decades. The risk of YFV impartation into China is consid-
erably high as Guangzhou airport welcomes millions of passengers
including thase from YFY endernic countries, such as Ethiopla and
Kenya'™ Moreover, Guangzhou i the city where Ae. albapicius is
abundantly distributed and has caused dengue fever outbreaks since
20137 Forbunately, even though the snvirenmant favours YRV
tramsmission, the YFV importation in 2016 did not lead to any
autochthonous transmission. However, Guangzhou remains a city in
Southeast Asia possessing the highest probability of YFY out-
breaks. ™ Moreover, the distribution of the main Y¥F vector Ae
oegyphl is moving north and has reached southern China, in a region
only 500 km away from Guangzhou ™ As it is pradicted that the
erviranmental conditions in Guangzhou will becorve mare suitable
for Ae aegyptl in a few decades,”™ this renders the scenario maore
realistic than in 2014, and likely more passible than ever. Motably, Ae.
oegypll and A albopichus from the Asia-Pacific region are axperi-
mentally competent to transmit YFY. Thus, vector populations are
seemingly not @ brake to the emergence of ¥F in the region®
Likewise, in Asia, all the ingredients to fuel a sylvatic cycle are
gatherad with Macoca spp. monkeys being able to play the role of a
¥FY amplification host. ™1 The astablishment of a wild cyele
could be a prerequisite for spillovers and human infections in Asia as
it has been shown in South America (Figure 3377

Aedes aemypti
andjar
Aedes olboplcius
# \'\
WA
, \‘ ?:—I
SR
s %%.
'q.‘ {?r

Rural cycle ?
Spilling back to sylvatic cycle
o -
_______________ ...
Spilling over transmission
Urban cycle

(Immune naive
population)

FIGURE 2 The mode of yellow fever (¥F] sporadic urban outbreaks. Asdes mosguitoes are pivatal to initiate YF wirus (¥Fv) urban
outhraaks in nan-epidemic areas, and potentially playing the role of bridge wector in rural areas, spilling YFY back to sylvatic cycle. YFV could
be therefore circulating between masquitoes and natural amplification hosts, until it spills aver to rural and urban cycles to initiate a persistent
outhreak. Mesquite and virus penotypes, bacteriome, and wireme are factars that influence the risk of ¥FV urban transmission and are
irnportant tarpets for surveillance systems to prevent YF outbreak in a non-epidemic area. lcens in this Apgure were created with BioRender.
cam, or acquired from science clipart PNG designed by Morphart with Prgtreacom
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(@)

() Sylvatic transmission
@ Urban transmission

(b)

() Sylvatic transmission
@ urban transmission

@ sporadic imported cases

FIGURE 3 Yellow fever (YF) transmission cycles. {a) Past dynamics of transmission (b} Risk of YF outbreaks in the future. Yellow fever
virus (YFV) has two transmission cycles described in Africa and America: sylvatic and urban (the intermediate cycle being described only in
Africa). The sylvatic cycle {also named jungle cycle) involves the transmission of YFV between non-human primates and zoaphilic mosquitoes.
The urban cycles involve the transmission of YFV between humans and anthropophilic mosquitoes, primarily Aedes aegypti. Today, outside

Africa, only persists a sylvatic cycle in America. However, all compenents likely to favour YFV circulation in Asla are there, immunologically
naive human populations, competent mosquito vectors, and susceptible natural reservoir hosts, in contrast with Europe where there is no

reservoir hosts and limited number of competent vectors for YFV. Solid arrows: the direction of YFV spreading in the past. Dashed arrows: the
current risk of YFV spreading. The size of circles represants the probability of each transmission cycle to occur: the sylvatic transmission is
more likely to occur than the urban and sporadic imported cases. World map in this figure is adapted from freepnglogos.com; the icons were

designed by Voysla, Freepik. and kerismaker from Flaticon

Globalisation is changing the landscape of global arboviral dis-
eases transmission and challenging the current circulation zene of
each arbowvirus. Therefore, local endemic viruses might have the
chance to interact with introduced viruses from distinct geographic
reglons, which could change the virome of local mosquito pop-
ulations, and subsequently affect the vector competence. YFV
endemic to Africa and South America and Japanese encephalitis virus
exclusively present in Asia, are both Flaviviruses that could be
transmitted by Ae. aegypti in the Asia-Pacific region. Co-infections
can occur either simultaneously or sequentially in mosquitoes with
an outcome depending on interactions between arboviruses and ISV
and microbial communities.

To conclude, the growth of international traffic and expansion of
Ae. oegypti geographical distribution have posed YF urban cutbreaks
as a pglobal threat to public health. While vaccination against YF
remains the most effective method to limit YFV in endemic areas in
respanse to an ongoing outbreak. mosquito vector surveillance and
control are still playing a decisive role to break YFV transmission
chain, before or even at the beginning of an ocutbreak. Information
regarding the factors that are affecting mosquito vector competence
for YFV could be mere widely assessed and monitored as a
component of a national surveillance programme. Insecticides are
currently the main approach for mosquito control programme
despite several other alternatives proposed to reduce the size of the
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target population or replace the target pepulation with a pathogen
refractory strain. This can be achieved with Wolbachia-carrying and
genetically modified mosquito control approaches.’*? To prevent a
foreseeable urban YFV transmission, more investment should be
made in mosquito vector surveillance and control programme, and
vaccine development, in response to different YF transmission sce-
narios in the future
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ABSTRACT

Since its genome details are publically available, the mosquito Aedes albopictus has become the central stage of attention
for deciphering multiple biclogical and evolutionary aspects at the root of its success as an invasive species. Its genome of
1,967 Mb harbours an unusual high number of non-retroviral integrated RNA virus sequences (NIRVS). NIRVS are enriched
in piRNA clusters and produce piRMAs, suggesting an antiviral effect. Here, we investigated the evolutionary history of
NIRVS in geographically distant Ae. albopictus populations by comparing genetic variation as derived by neutral
microsatellite loci and seven selected NIRVS. We found that the evolution of NIRVS was far to be neutral with
variations both in their distribution and sequence polymorphism among Ae. albopictus populations. The Flaviviral
elements AlbFlavi2 and AlbFlavi3é were more deeply investigated in their association with dissemination rates of
dengue virus (DENV) and chikungunya virus (CHIKV) in Ae. albopictus at both population and individual levels. Our
results show a complex association between NIRVS and DENV/CHIKV opening a new avenue for investigating the
functional role of NIRVS as antiviral elements shaping vector competence of mosquitoes to arboviruses.
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Introduction

In less than four decades, the Asian tiger mosquito
Aedes albopictus (Skuse, 1894) has become a public
health concern owing to its ability to transmit several
human pathogenic viruses such as Chikungunya virus
(CHIKV), Dengue viruses (DENV) and Zika virus
(ZIKV) [1]. This vector is responsible of several recent
arboviral outbreaks (reviewed by [2]) and astonished
by the speed at which it has conquered all continents
except Antarctica [3,4], thus becoming one of the
world’s 100-most invasive species according to the Glo-
bal Invasive Species Database. Originally native to tro-
pical forests of South-East Asia, Ae. albopictus was
confined for centuries to few regions in Asia. Starting
in the eighteenth or nineteenth centuries, Ae. albopic-
tus was introduced in the islands of the Indian Ocean
by Asian immigrants. From the late 1970s, this species
took advantage of the increase in global trade to invade
most tropical and sub-tropical regions of the world [5].
Additionally, the capacity of its eggs to undergo

photoperiodic diapause in winter, favoured Ae. albopic-
tus colonization into temperate regions [6]. Aedes albo-
pictus was first reported in Europe in 1979 [7], in North
America in 1985 [8], in South America in 1986 [9] and
in Africa in 1990 [10].

Migratory routes used by Ae. albopictus to expand
from its Asian cradle can be defined using population
genetic approaches [11-13]. Mosquito populations
form groups of interbreeding individuals, which coexist
in space and time. These genetic units are intercon-
nected through gene flow. The current worldwide dis-
tribution of Ae. albopictus is a direct consequence of
increasing human activities with rapid irradiation of
populations [14-18]. Populations established locally
presented a high genetic variability evidencing a mix-
ture of individuals of distinct origins with disparate
susceptibilities to arboviruses, which are reflected by
different vector competences [17]. Vector competence
refers to the ability of a mosquito population to become
infected after an infectious blood meal, to support viral
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replication, dissemination and transmission to a new
host in a subsequent blood-meal [19]. The level of vec-
tor competence depends on the tripartite interactions
among the mosquito genotype, the virus genotype
and environmental factors under GxGxE interactions
[20].

In the early 2000s, non-retroviral integrated RNA
virus sequences (NIRVS) were discovered in different
metazoans, including mosquitoes [21,22]. Aedes mos-
quitoes can host NIRVS originated from different
viruses related to arboviruses: mainly insect-specific
viruses (ISVs) including insect-specific flaviviruses
(ISFs) and other viruses belonging to the Mononegavir-
ales order (such as rhabdoviruses) [22-25]. Addition-
ally, most NIRVS correspond to fragmented viral
open-reading frames, are flanked by transposable
elements (TEs), enriched in PIWI-interacting RNA
(piRNA) clusters and produce piRNAs [29]. piRNA
clusters are genomic regions composed of fragmented
sequences of TEs which are expressed as long primary
single-stranded RNAs and processed into fragments of
24-30 nucleotides called piRNAs. In the model organ-
ism Drosophila melanogaster, piRNAs are primarily
produced in germline cells and target TE transcripts
based on sequence complementarity to protect from
heritable lesions [26-29]. The landscape of TE frag-
ments within piRNA clusters defines the regulatory
properties of D. melanogaster strains to TE invasion
[30]. The analogy between TE fragments and viral
sequences in piRNA supports the hypothesis that
viral sequences may contribute to mosquito suscepti-
bility to subsequent viral infections. If viral integrations
contribute in controlling virus replication, with conse-
quences on vector competence, positive selection
should be expected [31]. On the contrary, if NIRVS
stand for fossil records, these sequences should reach
fixation and evolve at a neutral rate [32,33].

In this study, we selected 19 Ae. albopictus popu-
lations that cover the geographical distribution of the
species, where CHIKV and DENV were circulating,
to study the evolutionary dynamics of seven selected
NIRVS [24]. The occurrence of NIRVS in populations
was compared to processes driving population genetic
differentiation observed on neutral loci (i.e. microsa-
tellites). We showed that (i) based on microsatellite
marker polymorphism, populations of Ae. albopictus
are distributed into two different genetic clusters,
one of them divided into four subclusters, without
any correlation between genetic and geographical dis-
tances, (ii) the distribution of NIRVS in geographic
populations and their polymorphism are not related
to genetic divergences within and between populations
as depicted by microsatellite markers, suggesting that
NIRVS are not evolving neutrally, and (iii) all
NIRVS studied, except AlbFlavil may have influence
on vector competence to DENV and CHIKV, at the
population level.

Materials and methods
Ethic statements

Mice were housed in the Institut Pasteur animal facili-
ties accredited by the French Ministry of Agriculture
for performing experiments on live rodents. Work on
animals was performed in compliance with French
and European regulations on care and protection of
laboratory animals (EC Directive 2010/63, French
Law 2013-118, February 6th, 2013). All experiments
were approved by the Ethics Committee #89 and

registered under the reference APAFIS£6573-
2016061412077987 v2.
Mosquitoes

To assess genetic variation within and among Ae. albo-
pictus populations, 19 samples from different geo-
graphic locations were studied (Table 1). These
populations ranging from 10 to 30 mosquitoes were
selected in the native range of Ae. albopictus where
arboviral outbreaks and epidemics occurred
[17,34,35]. Only the 13 populations of 19-20 mosqui-
toes and the Foshan colony used as control were
selected to characterize NIRVS polymorphism [36].

Mosquitoes were collected in the field as immature
stages (larvae, pupae, eggs). Frozen mosquitoes
(<13th generation) were used for population genetic
and NIRVS analyses. For the pilot experiments for
DENV and CHIKV infections, F1 mosquitoes from
Tibati population (Cameroon) and F18 mosquitoes
from Foshan laboratory strain were used. Larvae
obtained after immersion in dechlorinated tap water
of field-collected eggs were distributed in pans of 200
individuals. Immature stages were fed every two days
with a yeast tablet dissolved in 1L of dechlorinated
tap water and incubated at 26 + 1°C. Emerging adults
were placed in cages and maintained at 28 + 1°C with
a light/dark cycle of 12/12 h at 80% relative humidity
and supplied with a 10% sucrose solution. Females
were exposed three times a week to anesthetized mice
(OF1 mice; Charles River Laboratories, MA, USA) as
a source of blood for producing eggs.

Microsatellite genotyping

Genomic DNA was extracted from individual mos-
quito using the Nucleospin Tissue kit (Macherey-
Nagel, Hoerdt, France) according to manufacturer’s
instructions. Briefly, mosquitoes were individually
homogenized in 180 pL lysis buffer supplemented
with 25 pL of Proteinase K. To bind total nucleic
acids, homogenates were passed through columns.
Silica membranes were further desalted and DNA
was collected in 100 pL of elution buffer. Quality and
quantity of DNA were then assessed using the
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Table 1. Details on Aedes albopictus populations analyzed.
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Population name Continent Country Gty Generation Year of collection Mosquitoes
females Males
1 Alessandria Eurape [taly Alessandria F2 2012 10 10
2 Ulcinj Europe Montenegro Ulcinj F1 2013 10 10
3 Cagnes-sur-mer Europe France Cagnes-sur-mer F13 2000 10 0
4 Montsecret Europe France Montsecrat F4 2002 0 10
5 Bar-sur-Loup Europe France Bar-sur-Loup F1 20m 10 il
3] Tirana Europe Albania Tirana F& 2016 15 15
7 Franceville Africa Gabon Franceville F2 2015 10 10
8 Mfilou Africa Congo Mfilou (Brazzaville) F3 012 10 10
9 Bertoua Africa Cameroon Bertoua F5 2008 10 4
0 Saint-Denis Africa La Réunion Saint-Denis F2 1598/2006 10 10
1" Rabat Africa Morocco Rabat F1 2017 15 15
12 Vero Beach America Usa VeroBeach F5 2016 10 10
13 Rio America Brazil Rio de Janeiro F1 2001 10 9
14 Jurujuba America Brazil Jurujuba F1 2014 10 0
15 Manaus America Brazil Manaus F1 2015 15 15
16 PMNI America Brazil PMNI [Nova lguagu) F1 2015 15 15
17 Binh Duong Asia Vietnam Binh Duong (Ben Cat) Phu Hoa F3 2014 10 10
18 Sarba Asia Lebanon Sarba FO 2am 10 10
19 Foshan Asia China Foshan Lab colony - 10 10
20 Oahu America Hawaii Oahu Lab colony 1999 10 10

Note: Except the colony Foshan, all 19 populations were genetically characterized using 10 microsatellite markers, and 13 populations (in bold) were selected

for studying NIRVS diversity.

Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scien-
tific™, MA, USA) and a PCR was performed using his-
tone h3 reference gene (NCBI: XM_019696438.1) as
control. Eleven microsatellite loci were amplified
using PCR specific primers flanking the repeated
region [16]. PCR reaction mixtures in a final volume
of 15pul contained 50 ng genomic DNA, 1X PCR
buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.27 mM dNTPs (Invitrogen™,
CA, USA), 1U Taq polymerase (Invitrogen™), and
10 pM of each primer (one was 5' labelled with a fluor-
escent dye). PCR cycling conditions consisted in a step
at 94°C for 5 min, followed by 29 cycles at 94°C for
30 s, 58°C for 30 s, and 72°C for 30 s with a final step
at 72°C for 10 min. Aliquots of PCR products were
visualized in 2% agarose gels stained with ethidium
bromide under UV light. Each PCR product was then
diluted 1:10 in ddH2O water and 2 pL of this dilution
was added to 10 pL of a mixture of deionized forma-
mide and GeneScan-500 ROX size standard (Applied
Biosystems, CA, USA). Genotyping was processed in
an ABI3730XL sequence analyser (Applied Biosys-
tems) and data analyzed using GeneScan and Gene-
mapper softwares.

Genetic diversity of populations

For statistical analyses, mosquitoes collected from each
sampling site were assumed to represent local
populations.

Amounts of heterozygosity at various levels of popu-
lation structure were explored by using Fis and Fsr
values. The Fy5 inbreeding coefficient indicates the
level of heterozygosity within each population. The
Fgr fixation index measures the reduction in heterozy-
gosis due to random genetic drift between populations.
The Wright's F-statistics were computed in Genetix
v.4.05.2. software [37] and tested using 10 iterations

according to Weir and Cockerham (1984). The number
of alleles (N,), allelic richness (Ag), expected (Hg),
observed (Hg) heterozygosis, Fis by locus and Fst by
populations were obtained. The significance of Fig and
Fst were analyzed using FSTAT v.2.9.3.2 [38].

Departures from Hardy-Weinberg equilibrium,
linkage disequilibrium between loci and molecular var-
iance (AMOVA) over all populations were analyzed
with Arlequin v3.5.2.2 to estimate intra- and inter-
population variation [39]. The mean frequency of
null alleles (a mutation in microsatellite flanking
regions leading to an absence of amplification pro-
ducts) per population was also very low (ie. 0.06)
and ranged from 0.000 to 0.118, meaning that the
selected microsatellite loci were successfully amplified
and appropriate for population genetic analysis.
Relationships between geographical and genetic Fst
distances were tested between populations using Man-
tel test implemented in GenAlEx v 6.5 [40].

Graphic representation of relatedness among
populations

Genetic relationships between populations were esti-
mated by using PHYLIP 3.69, as previously described
[41]. Cavalli-Sforza & Edwards’s (CSE) chord distance
for each pair of populations was calculated (GENDIST
module). The resulting distance matrix was used to cre-
ate a phylogram based on Neighbour-Joining (NEIGH-
BOUR module). Node confidence was inferred via 100
bootstrap replicates (modules SEQ- BOOT, GENDIST,
NEIGHBOUR and CONSENSE).

Test of isolation by distance

To test the hypothesis whether the geographical pat-

tern of genetic differentiation is caused by isolation
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by distance (IBD), we ran Mantel tests for pairwise
matrices between geographical distances (kilometres)
and genetic differentiation (measured as Fsr/(1—Fsr)).

Genetic structure of populations

Genetic population structure was assessed with indi-
vidual-based Bayesian clustering method implemented
in the program STRUCTURE v.2.3.4 [42]. The likeli-
hood of each possible number of genetic populations
(K), ranging from 1 to 20, was calculated after 10 inde-
pendent runs for each value of K, using a burn-in of
500,000 replications, 500,000 Markov Chain Monte
Carlo steps, assuming an admixture model, with fre-
quencies correlated between populations and without
the use of sampling location as a prior. The most likely
number of populations (K) was estimated by the AK
method described by Evanno et al. [43] with Structure
Harvester software (http://taylor(.biology.ucla.edu/
structureHarvester/). The results were then graphically
displayed with DISTRUCT 1.1 [44].

NIRVS in natural populations

Six NIRVS (AlbFlavil, AlbFlavi2, AlbFlavi4, Alb-
Flavil0, AlbFlavi36, AlbFlavi4l), plus CSA [21], were
studied. They were chosen based on their unique
occurrence in different regions of the Foshan genome,
except for AlbFlavi41, known to be duplicated. Because
of its length [21], CSA was characterized using two sets
of primers (CSA-NS3 and CSA-JJL), and considered in
analysis as two separated datasets (Supplementary
Table 1). NIRVS were searched on the same mosqui-
toes as those used for microsatellite genotyping.

PCR primers flanking each NIRVS (Supplementary
Table 1) were designed using PRIMER3 [45]. PCR
reactions were performed in a final volume of 25 pL
using 5 ng of DNA, PCR buffer 1X, 2.9 mM MgCl,,
0.25 mM dNTP mix, 0.25pM of each primer and
1.25 unit of Tag DNA polymerase (Invitrogen™).
Amplifications were done using T100™ Thermal
Cycler (Bio-Rad) according to the following cycle con-
ditions: 95°C for 5 min, 35 cycles at 95°C for 15 s, 59-
64°C for 90 s, 72°C for 90 s, and a final elongation step
at 72°C for 10 min. PCR products were electrophoresed
on 1.5% of agarose gels stained with ethidium bromide
and visualized under UV light. All negative samples
were confirmed with a second-round PCR.

The number of each NIRVS per population (fre-
quency) was represented using Graph Pad Prism ver-
sion 6 (Graph Pad Software, CA, USA).

NIRVS between populations

NIRVS composition of each population was expressed
in terms of relative abundance corresponding to the
percentage of each NIRVS relative to the total number

of tested mosquitoes. To assess variations of NIRVS
abundance between populations, we calculated Bray
Curtis dissimilarities, a metrics, widely used, including
data standardization [46]. A dendrogram was gener-
ated by using this dissimilarity matrix and neigh-
method, to NIRVS
compositional differences across populations [46].

bour-joining visualize

Mantel tests between NIRVS and microsatellites

Mantel tests implemented in GenAlEx v 6.5 [40], were
used to evaluate the statistical significance of the corre-
lation between two or more distance matrices, using
permutation tests. The significance of associations
between matrixes of ¢'st distance among populations
as derived by microsatellite markers or NIRVS distri-
bution was tested using the Mantel test with 999
permutations.

NIRVS association with vector competence of
Ae. albopictus at the population level

Vector competence is assessed using several par-
ameters [47]. The dissemination efficiency (DE) refers
to the proportion of mosquitoes able to disseminate the
virus beyond the midgut barrier after ingestion of
infectious blood meal and active viral replication in
midgut epithelial cells. Published data on DEs to
DENV and CHIKV were retrieved for mosquito popu-
lations with close or identical geographical proximity
with the populations analyzed (Supplementary Table
2). DEs were described using median and inter-quartile
range (IQR). Logistic linear regression models were
used to test association between the presence of
NIRVS and DEs at the Ae. albopictus population
level. P-values <0.05 were considered significant.

Sequence polymorphism and evolutionary
dynamics of AlbFlavi2 and AlbFlavi36

Sequence polymorphism of AlbFlavi2 and
AlbFlavi3é

Amplification products for AlbFlavi2 and AlbFlavi3e
were purified by using NucleoSpin* Gel and PCR
Clean-up kit (Macherey-Nagel) according to the man-
ufacturer’s instructions and sequenced by Eurofins
Genomics (Cochin hospital platform, Paris, France).
If the quality of chromatogram profiles assessed with
Geneious® 10.1.3 did not meet the standard required,
amplicons were subsequently cloned into pCR™II-
TOPO* vector using TOPO" TA Cloning"Kit (Thermo
Fisher Scientific) and transformed into One Shot”
TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen™).
Sequences were aligned in Geneious® 10.1.3 using
MUSCLE algorithm [48]. p-distance values, represent-
ing proportion of nucleotide sites at which two
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sequences being compared are different, were calcu-
lated after alignments using MEGA 10.0.5.

Phylogeny based on AlbFlavi2 and AlbFlavi36

DNA sequences from AlbFlavi2 and AlbFlavi36 were
aligned with MUSCLE algorithm [48]. Exogenous
virus sequences were used as outgroup to determine
the direction of character transformations. Phyloge-
netic trees were obtained by parsimony analysis
implemented in the PAUP* software package (version
4.0), by using gap as 5th state or not (data not shown)
and nearest neighbour interchange (NNI) for tree
rearrangements [49].

Pilot experiment assessing the association
between AlbFlaviz/Albflavi36 and vector
competence of Ae. albopictus at the individual
level

Logistic linear regression models were used to test
association between the presence of AlbFlavi2 and Alb-
Flavi36 and viral dissemination in single mosquitoes
from the Foshan colony and a field-collected African
population (Tibati collected in Tibati, Cameroon in
2018). Foshan and Tibati mosquitoes were experimen-
tally infected with DENV (DENV-2, Accession num-
ber: MK268692 [50]) and CHIKV (06.21, Accession
number: AM258992 [51]) provided in blood meals as
described in Amraoui et al. 2019 [52]. All surviving
mosquitoes were examined individually at 14 days
post-infection to define (i) the infectious status; pres-
ence of infectious particles in heads was estimated by
focus fluorescent assay on C6/36 Ae. albopictus cells
[52], and (ii) the presence of AlbFlavi2 and/or Alb-
Flavi36 by PCR on DNA extracted from bodies and
thorax. Statistical analyses were conducted using the
Stata software (StataCorp LP, Texas, and USA). P-
values <0.05 were considered significant.

Results

Characterization of populations using
microsatellite data

A total of 363 individuals (Table 1) were genotyped at
11 microsatellite markers. Ten of the 11 microsatellite
loci, by showing a frequency upper to 0.95 for the
most common allele, were considered polymorphic
and as such, were included in the analysis. Only the
Al7 locus was monomorphic and then excluded
from the analyses. No significant linkage disequili-
brium between any pairs of loci was observed indicat-
ing that the 10 loci were statistically independent from
each other. Each locus was tested for within-population
deviations from HWE implementing Bonferroni cor-
rection for multiple testing: 20 deviations out of 190

Emerging Microbes & Infections @ 1269

Table 2. Genetic diversity at each microsatellite locus for all
mosquito populations.

Ny ] Allelic richness  PIC H, He Fie
Al 4 288 044 016 047 059
A2 10 360 243 055 063 062 -015
A3 12 34 314 074 062 078 0.08
A5 19 334 250 075 052 078 013
A 1 330 259 068 054 068 -004
AG 9 326 273 065 059 070 0.01
All 9 323 281 071 053 075 015
Al4 9 351 1.7 041 047 040 038
AlS & 347 1.25 013 004 0I5 057
Als 14 279 083 066 OB4 0.04
Mean 109 3279 244 059 045 062 017

Mates: N, number of alleles; N, number of individuals examined at a locus;
PIC, polymarphism information content; Ho, observed heterozygosity; He,
expected heterozygosity; Fig, the inbreeding coefficient. Values in bold
are significant at the 0.1% after Bonferroni correction.

combinations were found but did not cluster at any
population or locus.

The loci displayed a mean PIC of 0.59 suggesting
that they were sufficiently informative for assessing
the degree of variability and structuring of mosquito
populations (Table 2). The number of alleles, averaged
over all loci, ranged from 4 to 19, with a mean value of
109 per locus, and a mean allelic richness at 2.44
(Table 2). Eight of the 10 loci presented a significant
difference between observed and expected heterozygos-
ity, with a mean Fis of 0.17 (p-value <0.001; Table 2),
supporting an excess of homozygotes in Ae. albopictus
populations.

Population diversity

The overall mean number of alleles per population was
3.7 varying between 2.0 and 5.0. Private alleles were
rarely found, their mean frequency per population ran-
ged from 0.00 to 0.079 (Table 3). Mean Fy5 value per
population was =0.09, with values ranging from
—(0.0285 to 0.338 (Table 3). Estimation of the molecular
variance within and among populations (AMOVA)
revealed that most of the wvariation (89.6%) was
detected within individuals whereas only 10.4%
occwrred among populations.

Population genetic structure
The overall differentiation across all 19 populations
was high (Fsr = 0.239) with Fsr being highly significant
(p-value <0.001), suggesting a significant genetic struc-
ture. T'o identify genetic clusters among tested individ-
uals, we implemented 25 independent simulations in
the software Structure according to the method of
Evanno; the uppermost level of structuring in the
model was observed at K=2 (AK=22934; Sup-
plementary Figure 1(A)). The best assignment of indi-
viduals made by Structure led to two clusters: (i) cluster
1, which includes populations from Brazil (i.e. PMNI
and Manaus), Northern Africa (i.e. Rabat) and a popu-
lation from Albania, and (ii) cluster 2, which includes
the populations  (Figure 1

remaining and
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Table 3. Analysis of genetic variability of different geographical populations of Aedes albopictus.

Populations Country Continent N | ngn n, ng/n Ay Ha HE A, Fis
Vero Beach UsA America 20 44 0.22 2 0.10 0.07 00.48 053 0.08 0.12%**
Oahu Hawaii 20 26 013 V] 0.00 0.00 0.25 034 0.08 0.30"**
Manaus Brazil 30 34 on 3 0.10 0.07 0.32 047 0.12 0.34"*
PMNI 30 36 012 1 0.03 0.03 039 051 o1 0.25"**
Rio 19 34 018 1] 0.00 0.00 0.42 0.50 0.08 0.18%**
Jurujuba 10 33 033 V] 0.00 0.00 047 042 0.00 =0.06
Montsecret France Europe 10 20 020 o 0.00 0.00 0.50 037 0.01 -0.29
Cagnes-sur-Mer 10 28 0.28 1 010 0.06 0.55 046 0.0 =0.14
Bar-sur-Loup 10 38 038 2 0.20 0.08 0.50 0.52 0.05 0.13*
Alessandria Iraly 20 4.1 021 2 010 0.05 0.43 0.50 0.06 0.18%**
Ulcinj Montenegro 20 31 0186 1] 0.00 0.00 0.40 039 0.03 0.02
Tirana Albania 30 38 013 3 010 0.07 0.35 043 0.08 021"
Rabat Marocco 30 32 on 1] 0.00 0.00 0.42 047 0.06 0.7
Bertoua Cameroon 14 43 031 1 007 0.07 045 052 0.08 0.16"**
Franceville Gabon Africa 20 4.8 024 1 0.05 0.03 044 056 0.08 0.25%**
Mfilou Congo 20 40 020 V] 0.00 0.00 0.60 055 0.02 ~0.06
Saint-Denis La Réunion 20 5.1 026 & 030 0.05 0.52 055 0.07 0.08
Sarba Lebanon Asia 10 35 035 4 040 0.08 0.55 044 0.00 ~0.18
Binh Duong Vietnam 20 5.0 025 3 015 0.08 0.2 041 0.05 011
Mean 19.1 37 0022 15 0.09 0.04 0.45 0,47 0.06 -0.09

Motes: N, population size; n,, mean number of alleles; n,/N, mean number of alleles/individual; n,, number of private alleles; m,/N, mean number of private
alleles/individual; A, mean frequency of private alleles; H,, mean observed heterozygosity; He, mean expected heterozygosity; A, mean frequency of null

alleles; F, the inbreeding coefficient.
**pvalue < 0.01; ***p-value < 0.001.

Supplementary Figure 1(B)). Although Structure ident-
ified only two clusters, their genetic differentiation was
significantly  high (Fer=0.12, p-value <0.001).
Additionally, these two genetic clusters were found to
deviate significantly (p-value <0.01) from Hardy-
Weinberg proportions, with Fis values of 0.23 and
0.36, respectively after implementing 10* permutations
on allele frequencies in the software GENETIX. This
result suggested a Wahlund effect which indicated a
genetic substructure. As a consequence, we re-analyzed
the two clusters separately and detected substructures
in Cluster 2 (Figure 1 and Supplementary Figure 1
(C)). Sub-structuring of Cluster 2 emphasized differen-
tiation among populations from South America (Juru-
juba and Rio), Europe (i.e. all French and Italian
populations), Africa (Bertoua and Mfilou) and Asia.
On the contrary, populations from Florida (Vero
Beach), Middle East (Sarba), La Reunion Island
(Saint Denis) and Gabon (Franceville) appeared geneti-
cally mixed suggesting that these sites may represent
cross-roads in Ae. albopictus colonization out of Asia

(Figure 1).

Spatial and genetic data

When considering the genetic differentiation according
to geographical distances using Mantel test, only 21%
of the genetic variability was explained by the geo-
graphical distance (p-value = 0.03).

NIRVS analysis

We further chose to study NIRVS distribution in 13 Ae.
albopictus populations selected previously for assessing
genetic diversity based on epidemiological data of
arboviral outbreaks and Ae. albopictus widespread

out if its native range [17,34,35]; we analyzed 10
females and 10 males per population (Table 1).
NIRVS distribution was not homogenous across popu-
lations (Figure 2, Supplementary Figure 2). AlbFlavil
(Figure 2(A)) and CSA-JJL (Figure 2(H)) were the
most widespread NIRVS, being detected in 85-100%
of tested mosquitoes, respectively. On the opposite,
AlbFlavil0 was the rarest NIRVS, being found in
17% of the tested mosquitoes. Despite displaying the
highest presence of AlbFlavi2 and AlbFlavi4 (present
in most populations), Brazilian populations showed
the lowest number of NIRVS, with the absence of Alb-
Flavi36 and AlbFlavil0 and the lower frequency of Alb-
Flavi4l compared to the other Ae. albopictus
populations (Figure 2).

Interestingly, when targeting the CSA locus, no
amplification was obtained for Brazilian mosquitoes
using the NS3-CSA primer set (Supplementary Table
1; Figure 2(G)), which was not consistent with the
results obtained with the JJL-CSA primer set that
amplified the same NIRVS but targeting a different
region (Figure 2(H)). This suggests then that recombi-
nation events occurred at this genomic position for
Manaus, Rio and PMNI mosquitoes.

Comparison between microsatellite data and

NIRVS abundance profiles

To define whether NIRVS evolve under selective
pressures or randomly, we compared (i) the related-
ness between populations based on microsatellite
polymorphism (Figure 3(A)) with (ii) the similarity
between populations based on NIRVS abundance
profiles (Figure 3(B)). At the population level, the
Neighbour-Joining clustering analyses applied to gen-
etic frequencies (Figures 1 and 3(A), Supplementary
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Figure 1. Estimated population structure of 363 individuals (19 populations) using 10 microsatellite markers. Map with sampling
sites of populations with colour pie charts showing genotype frequencies, according to Cluster 1 (red) and Cluster 2, which the latest
subdivided into 4 subclusters (blue, green, yellow and orange), deduced from the AK curve obtained (Supplementary

Figure 1(A-C)).

Figure 1(B)) mainly revealed two clusters of popu-
lations: one with Tirana, Rabat, Manaus and PMNI
populations, and the second with the remaining popu-
lations (ie. Binh Duong, Oahu, Vero Beach, Rio,
Franceville, Alessandria, Ulcinj and Mfilou). Regard-
ing NIRVS contents, two major clusters distantly
related from each other were also obtained (Figure 3
(B)), one including only Brazilian populations (ie.
Manaus, PMNI and Rio) sharing a low abundance
of NIRVS, and the other including geographically dis-
tant populations. Therefore, populations from Vero
Beach and Rio shared closely related genetic relation-
ships and harboured clearly different abundance
profiles of NIRVS (Figure 3(A,B)). Conversely, genetic
distinct populations from Vero Beach, Rabat and
Alessandria shared the same contents of NIRVS. In
short, closely related populations can have different
NIRVS contents and geographic and/or genetic dis-
tant populations can contain similar NIRVS abun-
dance profiles. Thus, significantly
different relatedness between populations according

we observed

to the marker used, that may indicate that random
genetic drift was not the main force shaping these
NIRVS distribution. In addition, no correlation was
identified between the two matrices (R®=0.0006),
showing that NIRVS composition of populations
was not related to the genetic structure caused by ran-
dom genetic drift (Supplementary Figure 2).

Relationships between NIRVS landscape and
vector competence (from published data)

Our results showed that NIRVS were not neutrally
distributed across populations supporting the hypoth-
esis of a biological function of NIRVS, such as anti-
viral functions, as it has been previously suggested.
To analyze whether NIRVS contribute to the control
of arboviral replication, we used logistic regression
models to evaluate potential association between
NIRVS distribution frequencies among populations
and dissemination efhiciencies (DEs) of DENV and
CHIKV in corresponding or geographically close
populations selected from the literature (Supplemen-
tary Table 2). On this basis, we classified our tested
populations depending on their frequencies of each
NIRVS using the median. Several
between NIRVS and DENV DEs were found
Whereas high AlbFlavi2 and CSA-JJL frequencies
were significantly associated with high DEs, high
AlbFlavil0, AlbFlavi36, AlbFlavi4l and CSA-NS3 fre-
quencies were however correlated to low DENV DEs
(Table 4). Opposite associations to CHIKV DEs were
also observed but with fewer NIRVS. Indeed, high
frequencies of AlbFlavi4 were associated with high
CHIKV DEs while high distribution of AlbFlavi36
and CSA-NS3 among populations was correlated to
low CHIKV DEs. Together, these results indicated

associations
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Figure 2. NIRVS variability among Aedes albopictus populations. The frequency of AlbFlavil (A), AlbFlavi2 (B), AlbFlavi4 (C), Alb-
Flavi10 (D), AlbFlavi36 (E), AlbFlavi41 (F) and CSA (G and H) was assessed for 20 individuals in each Ae. albopictus population (except
the Rio population with 19 individuals). Populations were clustered according to their continent of origin. Oahu and Foshan corre-
spond to laboratory colonies. The variability of CSA was assessed using two sets of primers: CSA-NS3 (G) and CSA-JIL (H).

that the presence of NIRVS was associated with
changes in DEs of arboviruses in Ae. albopictus at
the population level.

Focus on AlbFlavi2 and AlbFlavi36

Besides its association to high DENV DEs, we further
focused on AlbFlavi2 located in a piRNA cluster and
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distance and Meighbour-Joining method. Bootstrap values were indicated when >50%. (B) Dendrogram of Ae. albopicius popu-
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Table 4. Association between NIRVS and arboviral
dissemination efficiencies in Aedes albopictus populations
(logistic regression models).

NIRVS N OR (95% CI) p-value
DENV

AlbFlavil 707 0.82 (0.61-1.11) NS
AlbFlavi2 3.07 (23-4.2) b
AlbFlavid 146 (1.0-2.1) NS
AlbFlavil0 0.46 (0.3-0.6) b
AlbFlavi36 0.46 (0.3-0.6) b
AlbFlavidl 0.43 (0.29-0.62) b
CSA-NS3 0.68 (0.5-0.9) -
CSA-JL 387 1.0-14) "
CHIKY

AlbFlavil 360 1.53 (0.9-2.6) NS
AlbFlavi2 13 (0.7-2.1) NS
AlbFlavid 214 (1.2-3.86) b
AlbFlavi10 0.60 (0.3-1.0) NS
AlbFlavi36 0.36 (0.2-0.6) b
AlbFlavid1 0.61 (0.4-1.0) NS
CSA-NS3 0.56 (0.3-1.0) "
CSA-JIL 0.68 (0.3-1.7) NS

Notes: Dissemination efficiencies (DE) data were assessed from the same or
geographically close Ae. albopictus populations (see Supplementary
Table 2). Populations were characterized as high or low frequendies for
each NIRVS by using the median and were analyzed with DE data by
logistic regression models to find any association. Odds ratio (OR) >1
and <1 indicated positive and negative assodation respectively. 95%
Cl: 95% confidence intervals; N: sample size.

presenting a large geographical distribution encom-
passing all continents. Moreover, AlbFlavi36 located
in an intergenic region was not found in populations
from South America and presented an opposite pattern
of association to DENV DEs; it was used for

comparison to AlbFlavi2. Therefore, sequence poly-
morphism, evolution and potential association to vec-
tor competence to arboviruses were assessed in Ae.
albopictus at the individual level.

Sequence polymorphism and evolution of

AlbFlavi2 and AlbFlavi36

AlbFlavi2 and AlbFlavi36é of individual mosquitoes
were successfully amplified in 10 out of the 13 Ae. albo-
pictus populations studied (Figure 2). Sequences of
AlbFlavi2 and AlbFlavi3é amplified fragments were
aligned with the closely related exogenous viral
sequences: the Kamiti River virus (KRV) for AlbFlavi2
and the Aedes Flavivirus (AeFV) for AlFlavi3e.

The p-distance calculated between AlbFlavi2
sequences revealed a moderate diversity, with values
ranging from 0% to 3.9% (data not shown). All Alb-
Flavi2 sequences underwent deletion events that were
sometimes shared by several individuals from different
populations or observed in a specific Ae. albopictus
population (Figure 4; Supplementary AlbFlavi36).

The p-distance values calculated between Alb-
Flavi36 sequences were low and varied only from 0%
to 0.9% (data not shown). Therefore, AlbFlavi3é
sequences mapping to an intergenic region [24]
appeared more similar between individuals than Alb-
Flavi2 sequences (which are integrated in piRNA clus-
ter 27 [53]).
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Figure 4. Divergence of AlbFlavi2 among Aedes albopictus individuals. Phylogram of AlbFlavi2 sequences based on parsimony with
gaps considered as 5th nucleotides. Each node was found in 98-100% of the trees obtained through NNI rearrangements. Signifi-
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from Morocco.

We further performed phylogenetic analysis to
describe the evolutionary history of AlbFlavi2 and Alb-
Flavi36 (Figure 4; Supplementary Figure 4). As

expected, AlbFlavi2 displayed higher divergence than
AlbFlavi36. The resulted trees based on AlbFlavi2 sup-
ported four major clusters sharing sequences with the
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same deletion events (Figure 4). One of them, defined
by a 11 bp deletion was subdivided into two subclusters
of sequences sharing respectively a 248 bp and a 46 bp
deletion. Overall, these clusters did not show any strict
relationship with geographical origin of populations.

AlbFlavi2 from Brazilian populations (PMNI, Man-
aus and Rio) appeared clearly polyphyletic. Three clus-
ters represented only sequences from Brazil: an older
cluster of sequences sharing a 405bp insertion and
two other clusters of sequences sharing respectively a
46 bp and a 6-65 bp deletions. Only AlbFlavi2 from
Rabat population formed a monophyletic group, a
unique cluster of sequences characterized by a 248 bp
deletion.

One cluster contained most of the sequences from
Tirana (Albania), Vero Beach (USA), Alessandria
(Italy) and Binh Duong (Vietnam). However, some
sequences from Binh Duong, Vero Beach and

Foshan/AlbFlavi2

A
ns ns

F 100+

S

g2 804

@2

% 60~

g

2 and

| -

E 20

2 o

AlbFlavi2 - s = *

DENV CHIKV

C Tibati/AlbFlavi2
ns ns

= 100+

-

2 80+

8

[%]

E &0

[1]

§ 4

2

E 20+

2 o

AlbFlavi2 = + = +

DENV CHIKV

Emerging Microbes & Infections @ 1275

Alessandria populations, were also isolated or found
in other clusters. Moreover, half of the AlbFlavi2
sequences from Foshan formed a unique cluster
whereas the other half shared the heterogeneous cluster
of sequences described above.

The polymorphism of AlbFlavi36é was low in Ae.
albopictus populations and all the sequences showed
close relationships with each other, without any sig-
nificant bootstrap values (Supplementary Figure 4).
However, sequences from African mosquitoes
(Congo, Gabon and Morocco) in branching deeply
in the tree may be more ancient than sequences of
Asian  (Binh Duong, Foshan)
mosquitoes.

Collectively, phylogenetic studies revealed different
histories of NIRVS in mosquito populations and par-
ticularly, complex history of Albflavi2 evolving by
both mutation and deletion events.

and European
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Figure 5. Pilot analysis showing the association between frequencies of AlbFlavi2/AlbFlavi36 and DENV/CHIKV dissemination
efficiencies (DE) in Aedes albopictus populations. The Foshan colony and the Tibati population (Cameroon, generation F1) were
used for the analysis. (A) Presencefabsence of AlbFlavi2 and DEs to DENV and CHIKV obtained for the Foshan colony. (B) Pres-
ence/absence of AlbFlavi3é and DEs to DENV and CHIKV obtained for the Foshan colony. (C) Presence/absence of AlbFlavi2 and
DEs to DENV and CHIKV obtained for the Tibati population. (D) Presence/absence of AlbFlavi3é and DEs to DENV and CHIKV
obtained for the Tibati population. DEs were obtained for both viruses at 14 days post-infection. In total, 191 and 122 individuals
were examined for presence of AlbFlavi2/AlbFlavi36 after infection DENV and CHIKV, respectively. Interactions of populations and
frequencies of AlbFlavi2z/AlbFlavi3e with DEs were tested using logistic regression models.
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Association between AlbFlavi2/Albflavi36 and
vector competence in Ae. albopictus at the
individual level

To further investigate the biological role of AlbFlavi2
and AlbFlavi36, we extended our analyses of associ-
ation between the presence of these two NIRVS and
viral dissemination from a population level to an indi-
vidual level. To do so, mosquitoes of the Foshan colony
strain and the field-collected Tibati population
(Cameroon) were infected with DENV-2 and
CHIKV. At 14 days post-infection, mosquito dissemi-
nation status and the presence of both AlbFlavi2 and
AlbFlavi36 were determined for 313 mosquitoes
(Figure 5). When comparing DENV dissemination,
Foshan better disseminated than Tibati (respectively
89.8% and 42.2%; p-value <10™% data not shown).
However, the presence of AlbFlavi2 or AlbFlavi36 in
mosquitoes from Foshan or Tibati was not significantly
associated to DENV dissemination (p-values > 0.209;
Figure 5(A-D)). Moreover, the same results were
obtained regarding the association between Alb-
Flavi2/AlbFlavi3é presence and CHIKV dissemination
(p-values > 0.3; Figure 5(A-D)). In all, using both lab-
oratory colony and field-collected mosquitoes, no
association was found between any of the two NIRVS
(AlbFlavi2 and AlbFlavi3e) and DENV/CHIKV
dissemination.

Discussion

The presence of sequences with similarities to Flavi-
viruses in the genome of Aedes spp. mosquitoes and
their enrichment in piRNA clusters support the
hypothesis that viral integrations, at least some, are
not simply viral fossils, but could have a biological
role [24,25,54]. Here we demonstrated that the
NIRVS studied are not neutrally distributed among
Ae. albopictus populations and all of them (except Alb-
Flavil) were significantly associated to vector compe-
tence to DENV and CHIKV.

NIRVS are not neutral markers

NIRVS are endogenous viral sequences located in
protein-coding gene exons, intergenic regions, and
PIWI-interacting RNA (piRNA) clusters [55]. Contrary
to the other categories, piIRINA genes are evolving rapidly
under positive selection to generate a high diversity of
piRNAs [56-63]. Approximately 30 sequences of flavi-
viral ORFs (primarily NS1 and NS5) were detected in
the Foshan colony [24] including the early-detected Fla-
vivirus-like sequences [21,64]. It has been suggested that
the variable number and frequency of NIRVS across
Ae. albopictus populations contribute to variations of
genome size among mosquitoes [36]. Our study targeted
seven NIRVS (AlbFlavil, AlbFlavi2, AlbFlavi4, Alb-
Flavil0, AlbFlavi36, AlbFlavi4l, CSA), for which their

evolution under selection pressures or simply by genetic
drift remained unknown.

Contrary to NIRVS deriving from flaviviruses in Ae.
aegypti (unpublished data), the presence of the tested
NIRVS was highly variable among worldwide popu-
lations, with the lowest number being detected in mos-
quitoes from Brazil. This suggests that these NIRVS
have not reached fixation in any of the Ae. albopictus
populations tested (with potential exception for Alb-
Flavil and a fragment of CSA). Interestingly, Brazilian
populations (Manaus, Rio, and PMNI) displayed the
lowest number of NIRVS studied with a total absence
of AlbFlavil0, AlbFlavi36 and CSA-NS3. Considering
the ancient origin of NIRVS, estimated between 6.5
thousands to 2.5 million years ago [65], we hypoth-
esized that they might have been less exposed to ISFs
in the past, leading to fewer NIRVS in their genomes
or that populations may have acquired NIRVS in the
past which have been lost over time.

We showed that the microsatellite polymorphism of
populations did not match with the NIRVS abundance
profiles.  Therefore, because microsatellites are
sequences that neutrally evolve in the genome, we
speculate that the evolution of NIRVS is far from neu-
tral and NIRVS could provide benefits to the host.
NIRVS may have been produced for specific purposes
in the host rather than being the consequences of ran-
dom endogenization of exogenous viral fragments.

The focus on NIRVS from piRNA cluster (AlbFlavi2)
and intergenic region (AlbFlavi36) revealed different
sequence polymorphism and evolutionary histories
despite their relatively wide distribution among Ae. albo-
pictus  populations. Whereas AlbFlavi3e appeared
monophyletic with highly conserved sequences among
populations, the phylogenetic analyses showed a par-
ticularly complex history for Albflavi2 evolving by
both mutation and deletion events. We postulate that
owing to its high variability, AlbFlavi2 may act similarly
to TE fragments and piRN A genes, and evolve according
to exposures to related exogenous virus burden.

Association between NIRVS and vector
competence to arboviruses

Similar to some endogenous retroviruses (ERVs) that
have an effect on viruses from different subfamilies
and genera [66], we questioned whether NIRVS deriv-
ing from ISF sequences affect the dissemination of
different arboviruses and contribute to the regulation
of vector competence of Ae. albopictus mosquitoes.
Because NIRVS located in piRNA clusters, such as Alb-
Flavi2, produce piRNAs, are differentially distributed
among populations and appeared older integrations
than NIRVS located in codons [65], they were pro-
posed to function as novel mosquito antiviral immune
factors. However, contradictory results were obtained
using both population- and individual-level analysis.
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At the population level, many NIRVS were present in
Ae. albopictus populations. The frequency of some of
them appears correlated (positively or negatively) to
DENV dissemination. Whereas some NIRVS were
associated with high viral dissemination (i.e. AlbFlavi2
and CSA-JJL), others were significantly related to low
viral dissemination ( AlbFlavil0, AlbFlavi3a, AlbFlavi4l
and CSA-NS3), suggesting different functions of NIRVS
deriving from I5Fs. Moreover, fewer NIRVS were posi-
tively (i.e. AlbFlavi4) and negatively (i.e. AlbFlavi36 and
CSA-NS3) correlated to CHIKV dissemination. These
results are consistent with the contradictory results
obtained in studies assessing the impact of exogenous
ISFs on arbovirus fitness in mosquitoes. Indeed,
whereas some ISFs have shown to repress arboviral
replication [67], others have been proved to facilitate
infection [68]. Further experiments should be per-
formed to confirm these results, as only 20 mosquitoes
per population were tested for NIRVS distribution.

At the level of individuals, our pilot experiment
based on mosquitoes from both laboratory colony and
field did not show any significant association between
dissemination of DENV and CHIKYV, and NIRVS, Alb-
Flavi2 or AlbFlavi36. while this does not seem surpris-
ing for the alphavirus CHIKV considering that NIRVS
examined are homologous to flavivirus sequences, it is
still questionable for DENV. Since it appears that they
do not evolve neutrally and were preserved from purify-
ing selection, NIRVS such as CSA has demonstrated to
produce a transcript of 4671 nt long [21,69]; its func-
tional role should be investigated. Lastly, other com-
ponents should be considered such as the virome [70]
in addition to the anatomical barriers in the mosquito
such as the salivary glands for viral transmission [19].

To conclude, our results clearly show that NIRVS in
Ae. albopictus follow processes different from that of
neutral genes such as microsatellites and most NIRVS
are far from reaching fixation. Flaviviral integrations
are differentially distributed among Ae. albopictus popu-
lations and are here suggested to be associated with the
vector competence to arboviruses by mechanisms that
remain to be elucidated. Finally, this study opens the
way to new perspectives on evolution and biological
functions of NIRVS, in part on vector competence.
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