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ramenées de son file lointaine (rhum-piment, rhum-ananas, rhum-coco, rhum-goyave... Ils font
autre chose que de I’alcool 1a-bas ?). Pour avoir été une excellente compére de boom. A Zoccat’,
a qui je n’aurais jamais di préter Jérem, pour avoir formé un groupe de clinique de compét’,
pour ton rire et autres vocalises qui traversent les murs, parce que t’es vraiment trop cool.

A Myriam, pour le bout de chemin que nous avons parcouru ensemble, pour les bons moments,
les restos, les voyages que nous avons partagés et que je n’oublierais pas. Egalement pour avoir
élevé le chien le plus cool du monde (je parle pas de moi mais de Nyanya). Tu m’as beaucoup
apporté, bonne route a toi.

Aux Bledards, pour votre excellente hospitalité dont nous avons si souvent profité, pour avoir
toujours été jaloux d’étre a Miramar ce que I’union sportive Quevillaise est au Bar¢a. A Hugo,
pour toutes les vidéos scabreuses « qu’un copain m’a montrées » et dont tu sais si bien nous faire
profiter, pour ton humour pince-sans-rire reellement exceptionnel et pour ta fagon toute
personnelle de refaire la déco des chiottes des filles en boite aprés une soirée arrosée au calva. A
Guitou, la « massine », pour tes expressions completement improbables, ton cul de black qui te
procure un centre de gravité permettant de réaliser des dribles improbables au bonitofoot. A
Salim, accusé d’un bon tiers des vols commis dans les environs de 'ENVT mais jamais
condamné, pour tous les combats que tu menes, en particulier ton engagement parfois extréme
contre la surdose de sel dans les plats, pour ta générosité infinie. A Toinou, éternel réveur mais
toujours capable d’une agression verbale bien sentie (question de survie), pour tes talents de
dresseur canin et féminin.

A Bibo, ma boss pendant cette année a 1’ Amical’amity Jane, pour le boulot phénoménal que tu
as fourni au cours de cette année et pour avoir été toujours positive quelles que soient les
circonstances. Ca a tellement été¢ un plaisir de bosser avec toi que I’on a remis ¢a 1’année
suivante en recréant le club de zythologie avec Largeau. Merci a toutes les deux pour cette
aventure maltée, pour les soirées dégustation et surtout les préparations desdites soirées au VB’s.

A Cuquos, parce que t’es un type en or, pour étre un peu le MacGyver de ’ENVT avec ton
attirail a faire palir d’envie les services techniques de la mairie de Toulouse. Merci pour toutes
les fois ou tu nous as hébergé dans ton appart’ de la cité.

A toute ma promo Trouillet, en particulier Duruss’, pour étre toujours aussi fun, pour les soirées
géniales passées a ’ENVT et sur Paris, Diane, pour ton remake de loft story dans la piscine de
chez Marie, aux nombreux habitants du Jungle Touch’, Grard, mon cousin du Nord avec qui je
pourrais faire la nouvelle saison des « ch’tis dans la jet-set », Darty et ses shorts méme en hiver,
Lulu, Brugel, Bujaud, Meeerleuh, Caroline et Duval, Malledan qui m’a permis de tenir 4 ans
avec la méme blague, cette bonne vieille Redeuil, toujours classe et trash, excellent compagnon
de fin de boom, mamie Gully, Yakov’, pour les soirées jeux de société, et Diane, qui a accepté
de prendre la responsabilité des Brimades, merci pour ¢a.



Aux vieux, avec qui on a di partager nos docs mais qu’on aime bien quand méme : Mulach’,
Cheylan, Leroy, Charroin, Andraud, Rou’, faut qu’on se fasse la revanche du ricard trophy un
de ces jours, Aude et sa passion partagée des mini-burgers, Zbikette, pour son accueil a ’"ENVT
en premiere année, Belin croquez du bien, Julie et Marine, mes quasi-voisines de la cité, pour
nos repas du batiment A.

A Caro et Julie, grace a qui on rentre (presque) partout le samedi soir dans Toulouse.

A mes docs, en particulier les anciens de Miramar, Fixou et son endurance au jeu du doigt,
Gueyd’ «angel face », Mumu et son imitation de Jacouille, Zézette, Fargeon, ainsi que papa
Javard, Laz’, Lulu, Retournard, Michou, Trappou, Claire, Pauline, La Péliquette, Frazelle,
Fauchon, tata Lolo, Gaston, Héléne et tous les autres qui ont participé a ces inoubliables
brimades pour nous souhaiter la bienvenue a ’ENVT.

A la promo d’en dessous qu’on aime quand méme, méme si ils sont bétes, a Jeff, je crois que
I’on ne saura jamais qui avait vomi dans les toilettes du haut au cours de cette fameuse soirée, on
de Stockholm a mon égard, a JB pour nos concours de tire-poils devant le cercle avec le
précédent et Gozlan, a Hirsh le Jacky-tuning et Mika pour cette belle équipe du VHB que nous
formions, a H et sa finesse, a Claire, pour ta crédulité attendrissante et pour ne pas avoir foutu
trop de bordel pendant ton séjour a Miramar.

A la promo d’encore en dessous, parce que vous étes moins bétes que ceux d’au-dessus, Albert’,
Burger, Carlac (open the doooor), Dudulle, Espi, Floutre, Grifeuille, La Chatte, Lemaitre,
Alex, Momo un hamburger, Olivia Deol’ et tous les autres trop nombreux pour étre tous cités
ici. Vous étes une super promo, j’aurais aimé étre présent pour voir si vous étes toujours aussi
bons en docteurs.

Aux poulots, pour ces brimades inoubliables, a p’tit Bastaro, pour ton sens du rythme et de la
musicalité, a Fab la bagarre, tu passeras le bonjour a Johnny Cadillac de ma part, a ce Con de
mime pour m’avoir appris a slider comme un vrai rider (méme si y’a encore du boulot), a
Soulier et ta volubilité ricard-dépendante, a Braquemaaaaaaaaaaaraaard, un jour faudra qu’on
officialise notre liaison, a Flavie, la p’tite beurette de Miramar qui a toujours un parole gentille
(du genre « casse-toi sale merde ») mais qui commence a nous casse les couilles & poster des
photos de son chat sur facebook tous les deux jours, Bassine toujours prét a nous faire godter ses
spécialités régionales, Caro qui fuit de partout en clandé, Salomé et son godt pour le saut en
parachute du bar, sans parachute... Colgate, Autuoro, Mathilde toujours plus, Chloé et
Gadenne, Perrin et Mika, & Girbal et ses adresses underground du Royal’s. Merci pour la seule
année que j’ai eu la chance de passer avec vous, j’aurais aimé qu’il y en ait d’autres mais ainsi va
la vie. On se donne rendez-vous au plus tard pour la reprise en main 1’année prochaine.
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A Jean-Luc, pour tes nombreux conseils et ton soutien dans le parcours chaotique qui méne a la
recherche apres une école véto, également parce que tu sans doute un des profs les plus sympa de
I’ENVT, on se croisera en congres maintenant qu’on fait le méme métier.

A Michiel, pour toutes ces soirées Halloween que tu nous as permis d’organiser. Sans doute
le meilleur représentant de labo du Sud-Ouest, t’as tout compris.

A toutes les personnes qui ont accepté de m’accueillir en stage, en particulier Sharma et
Francois, qui m’ont les premiers fait découvrir le monde de la recherche dans des conditions
idylliques, et Elodie pour I’expérience sur les animaux de laboratoire que tu m’as apportée et qui
me sert réguliérement aujourd’hui.

A mes collégues de labo de I’'Institut Pasteur, Philippe, Marie-Pascale, Nathalie, Sylvie,
Elisabeth, pour votre aide pendant la réalisation de ce travail, Mélissanne pour m’avoir appris la
culture cell’ et les ravages d’un excés de calva, Cécile et toutes les pauses café passées et des
trois prochaines années, Essia, pour essayer de me piquer ma directrice de these et pour ta
passion des pompiers et Alix, la blondinette, pour nos rendez-vous hebdomadaires quizz au
Bréguet/beer hour de la STAPA. Merci a tous.

A Alex, mon alter-ego véto du master de viro, dommage que t’es choisi la mauvaise école et que
tu sois parti t’enterrer a Glasgow. Reviens de temps en temps pour aller pisser au jardin
botanique.

A mes deux compéres doctorants de 1’Institut Pasteur, Thomas et Matthieu, pour m’avoir fait
découvrir la seule authentique baraque a frites belge du 13°™, parce que je pense qu’on va bien
rigoler pendant 3 ans avec des types comme vous.

A Renald, grace a qui je peux suivre ’actualité cyclistique au jour le jour, et & Tony, pour toutes
les fois ou il a réussi a se ramener tout seul de soirée, pour les repas/barbeuk sur la terrasse du
KB, merci a tous les deux de m’avoir accepté dans la colloc.

Au groupe des bretons, en particulier Alice et Grozeau, Bourreau, LN, Tomtom, Cornu,
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Abréviations

CHIKYV : Virus du chikungunya

DENV4 : Sérotype 4 du virus de la dengue

RT-PCRq : Transcription inverse et reaction de polymerisation en chaine quantitative
PBS 1X : Tampon phosphate salin 1X

BSA : Albumine de sérum bovin

PFA : Paraformaldéhyde

ITRAQ : reactifs isobariques permettant une quantification absolue et relative

AF : Acide formique

ACN : Acétonitrile
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INTRODUCTION

En 1933, Charles Nicolle, prix Nobel de médecine pour avoir mis en évidence le réle du
pou comme vecteur de transmission du typhus, publiait Destin des maladies infectieuses. Dans
cet ouvrage resté célébre dans I’histoire de la médecine, il affirmait: « Il y aura donc des
maladies nouvelles. C’est un fait fatal. [...] Elles apparaitront comme Athéna parut, sortant
toute armée du cerveau de Zeus. ». Prés d’un siécle plus tard, force est de constater le caractére
prophétique de cette intuition, avec 1’émergence de nombreuses maladies infectieuses, comme le
syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS), ou, derniérement, 1’épidémie de fiévre
hémorragique due au virus Ebola en Afrique de 1’Ouest. Une maladie émergente se définit
comme une infection nouvelle, causée par I'évolution ou la modification d'un agent pathogéne,
qui se traduit par un changement d'héte, de vecteur, de pathogénicité ou de souche. Le terme
s'applique également a l'apparition d'une infection ou d'une maladie non encore signalée (1). On
parle de maladie ré-émergente lorsqu'une maladie connue fait irruption dans un nouveau contexte
géographique, élargit sa gamme d'hétes ou enregistre une forte progression de sa prévalence.
Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le rythme d’apparition des maladies
émergentes ou ré-émergentes serait en augmentation depuis ces derniéres décennies,
principalement du fait du réchauffement climatique, de I’augmentation de la population mondiale
et de I’essor des échanges commerciaux entre les différentes parties du globe (1). Dans la
recherche, la prévention et la gestion de ces maladies infectieuses, les vétérinaires ont une
responsabilité importante, puisque les zoonoses représentent environ 75% des maladies
émergentes (2). Si leur caractere imprévisible frappe, parfois a tort, I’imagination des
populations des pays du Nord, il n’en reste pas moins vrai qu’elles représentent un nombre de
déces ainsi qu’un poids social et économique extrémement lourd pour les pays du Sud. Ainsi,
lorsque 1’on examine les principales causes de réduction de 1’espérance de vie en bonne santé, la
part des maladies émergentes représente 10% de cette diminution dans les pays les plus pauvres,

contre seulement 0,02% dans les pays développés (3).

Parmi ces maladies émergentes, les virus transmis par un vecteur arthropode, appelés
arthropode-borne-virus ou arbovirus, sont particulierement préoccupants en raison de leur

potentiel ¢levé de transmission et d’une vitesse d’expansion géographique pouvant étre
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fulgurante. Le vecteur est un arthropode hématophage (moustique, tique, puce ou culicoide) qui
s’infecte au cours d’un repas sanguin effectué¢ sur un hote vertébré porteur du virus, puis
transmet celui-ci a un nouvel héte a 1’occasion d’une autre piqire. Malgré ce caractére commun,
les arbovirus sont extrémement divers d’un point de vue taxonomique, puisqu’ils appartiennent a
six familles virales différentes. On compte environ 500 arbovirus, parmi lesquels 50 présentent
un danger pour la santé humaine (4). De par leur mode de transmission original, 1’épidémiologie
des arbovirus est trés particuliére et prédire ou se produiront les prochaines épidémies ainsi que
la forme qu’elles prendront reste un défi. Un exemple issu de la médecine vétérinaire illustre
parfaitement ces difficultés : 1’épizootie européenne de fiévre catarrhale ovine (FCO). Cette
maladie, endémique en zone tropicale, est due a un Reoviridae du genre Orbivirus, le virus
bluetongue (BTV) (5). Dés les années 2000, sa progression vers les pays du nord était connue
des épidémiologistes et un plan d’éradication avait ét¢ mis en place en cas d’apparition de foyers
dans le sud de I’Europe (6). Ce que les mode¢les étaient incapables de prévoir, ¢’est que le virus
apparaitrait pour la premicre fois en Europe du Nord. L’origine de cette introduction reste a ce
jour encore indéterminée, mais impliquerait certainement le transport de vecteurs infectés (7). Au
cours de 1’été 2006, plusieurs foyers ont été recensés aux Pays-Bas, en Belgique, en Allemagne,
puis dans le nord de la France. Son émergence a de plus été associée a un changement de vecteur
qui a entrainé une modification sensible de sa pathogénicité (8). Ainsi, alors que la maladie
touchait principalement les ovins, une virulence accrue envers les bovins a trés vite été rapportée
(9). Entre 2006 et 2008, le virus s’est étendu inexorablement au reste de I’Europe, occasionnant
des dizaines de milliers de foyers infectieux et des pertes économiques considérables (10). En
effet, I’utilisation d’insecticides sensée limiter la diffusion de la maladie s’est révélée inefficace,
un avis de I’Agence Francgaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (Afssa) remettant méme en
cause sa pertinence dans le cadre de la lutte contre la FCO (11). Seule la mise en place d’une
campagne de vaccination obligatoire a permis d’enrayer efficacement sa progression. Cet
exemple d’émergence virale est loin d’étre unique dans le monde des arbovirus. La diffusion du
virus du Nil occidental aux Etats-Unis a partir de 1999 est tout aussi emblématique de la
difficulté a lutter contre 1’introduction de maladies vectorielles en 1’absence de protocoles de

vaccination efficaces (12).
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Malheureusement, il n’existe que peu de vaccins disponibles contre des arboviroses.
Seules la fievre jaune, I’encéphalite japonaise et I’encéphalite a tiques peuvent étre prévenues de
facon plus ou moins efficace. Pour les autres, dans I’attente de la mise au point d’un vaccin, le
seul recourt est la lutte antivectorielle. Si I’utilité des insecticides a été démontrée par le passé,
avec 1’éradication du paludisme de nombreux pays suite a leur utilisation massive, 1’apparition
de résistances dans les populations de moustiques est venue progressivement remettre en cause
leur efficacité. Ainsi, la mise au point de nouvelles méthodes de contrdle de ces insectes vecteurs
et des virus qu'ils transmettent devient urgente. Pour étre efficaces, ces approches innovantes
doivent tenir compte des interactions complexes entre le vecteur, le pathogeéne et I’hote vertébré.
Dans cette perspective, nous avons choisi deux arbovirus émergents, le virus de la dengue
(DENV) et le virus du chikungunya (CHIKV), et nous avons tenté de comprendre leur influence
sur I’un de leur principal vecteur : Aedes albopictus. Pour cela, nous avons choisi une approche
protéomique dans le but d’identifier les protéines synthétisées et de quantifier leur production
dans deux organes du moustique. Ces deux organes, les glandes salivaires et 1’intestin moyen,
jouent un roéle clé au cours du cycle de transmission des arbovirus. En effet, I'infection de
I’intestin moyen constitue une premicre étape obligatoire a la dissémination de I’arbovirus dans
I’organisme du moustique. Les glandes salivaires représentent quant a elles ’ultime barriére a
franchir avant que le virus soit excrété dans la salive et donc potentiellement transmis a un
nouvel héte. Les approches protéomiques présentées ici permettent d’identifier les protéines dont
I’expression est modulée en cas d’infection et de quantifier I’intensité de cette modulation. Cette
étude présente dans un premier temps une synthése bibliographique des connaissances actuelles
sur DENV, CHIKV et Aedes albopictus. Dans un second temps, nous détaillons la démarche
expérimentale appliquée a notre problématique puis nous présentons les principaux résultats
obtenus. Ces résultats sont ensuite discutés a la lumiere de travaux antérieurs du laboratoire ainsi

que de ceux disponibles dans la littérature scientifique.
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Partie | : Synthese bibliographique

1. Le virus du chikungunya

Le virus du chikungunya est un arbovirus appartenant a la famille des Togaviridae et au
genre Alphavirus. Le terme « chikungunya », qui peut se traduire en langue Makondé par « qui
marche courbé », a été donné au virus en raison du caractere fortement invalidant des douleurs
articulaires couramment associées a la maladie. En effet, il entraine le plus souvent un syndrome
fébrile accompagné de myalgies et d’arthralgies trés séveéres et pouvant revétir un caractére
chronique. CHIKV est connu depuis les années 50 en Afrique et en Asie. Il a récemment re-
émergé dans 1’Océan Indien en 2005-2006 puis, plus récemment, aux Caraibes en décembre
2013. Ce virus est transmis principalement par des moustiques du genre Aedes. L’un d’eux,
Aedes albopictus, est désormais parfaitement installé dans de nombreux pays d’Europe et dans
une large part des Etats-Unis, laissant craindre une émergence du CHIKV dans ces régions.

Jusqu’a présent, il n’existe aucun vaccin ou traitement spécifique commercialisés.

1.2. Taxonomie

Le virus du chikungunya appartient a la famille des Togaviridae et au genre Alphavirus.
Ce genre est constitué de 29 especes virales réparties en sept complexes antigéniques. CHIKV
appartient au complexe antigénique du virus de la forét de Semliki (SFV) qui comprend
également le virus de la riviéere Ross (RRV) (2). Ce dernier est trés proche de CHIKV, c¢’est
pourquoi il est souvent utilis¢ comme modele, en particulier dans 1’étude des myopathies et
arthrites chroniques liees a CHIKV (3). Dans la classification de Baltimore, il est situe dans le
groupe IV qui comprend les virus a ARN simple brin et a polarité positive. Ce virus est transmis

via un moustique vecteur, il s’agit donc d’un arthropode-borne-virus (ou arbovirus).
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1.3. Biologie moléculaire

1.3.1. Structure du virion

La capside de CHIKYV est sphérique, de symétrie icosaédrique (T=4) et mesure 65-70 nm
de diameétre. Elle est formée de 240 monomeres et possede une enveloppe. Cette enveloppe est
constituée d’une bicouche lipidique provenant de la membrane plasmique de la cellule hote dans
laquelle sont enchassés 80 triméres formés par des hétérodimeéres de protéines virales E1 et E2
(fig. 1) (2).

VIRION

ViralZone 2010

Swiss Institute of Bioinformatics

Figure 1 : Structure de CHIKV. La particule virale est sphérique, enveloppée, de symétrie icosaédrique et possede
un diameétre de 65-70nm. La capside est constituée de 240 monomeéres, 1’enveloppe contient quant a elle 80 triméres
de dimeéres de E1-E2 (ViralZone).

http://viralzone.expasy.org/all_by_species/625.html
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1.3.2. Génome

Le génome de CHIKV est constitué¢ par un ARN simple brin de polarité positive d’une
longueur d’environ 11,8 kb (4). Il possede une coiffe de type | (m7GpppA) et une queue
polyadénylée. L’ARN du virion est infectieux et sert a la fois d’ARN génomique et d’ARN
messager (fig. 2). Il est traduit selon deux cadres de lecture non-chevauchants qui permettent la
synthese de polyprotéines. Celles-ci seront ensuite fragmentées en différentes protéines sous
I’effet de protéases virales et cellulaires. Le premier cadre de lecture a partir de I’extrémité 5’
aboutit a la formation d’une polyprotéine nsP123 et de la protéine nsP4. La polyprotéine nsP123
est le précurseur des protéines non-structurales nsP1, nsP2 et nsP3. Les protéines nsP sont
multifonctionnelles et permettent en particulier la synthése du brin d’ARN négatif, indispensable
a la réplication virale. Le second cadre de lecture permet la synthése d’une autre polyprotéine a
partir d’un intermédiaire appelé ARN 26S. Celui-ci est un ARN subgénomique de polarité
positive qui sert de matrice a la synthése de la polyprotéine. Une fois clivée, elle libére les

protéines structurales.
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Figure 2 : Structure génomique d’un Alphavirus. Le génome est sous forme d’un ARN simple brin, de polarité
positive, coiffé et polyadénylé. Il est traduit selon deux cadres de lecture permettant la synthese des protéines virales
non structurales d’une part, et structurales d’autre part via le passage par un intermédiaire subgénomigue

(ViralZone).

http://viralzone.expasy.org/all_by_species/625.html
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1.3.3. Cycle infectieux et réplication virale

Les mécanismes moléculaires de la transmission et de la réplication du CHIKV dans les
cellules de mammiferes ont été relativement peu investigués et sont donc mal connus. L’essentiel

des informations dont nous disposons a été déduit de 1’étude du cycle des Alphavirus.

L’entrée de la particule virale de CHIKV dans la cellule hote se fait via un récepteur qui
permet 1’endocytose du virion via un mécanisme clathrine-dépendant (5) (fig.3). A ce jour,
I’identité du ou des récepteur(s) demeure inconnue (6). La vésicule ainsi formée migre vers
I’intérieur de la cellule et subit au cours de ce transfert une acidification. La diminution du pH de
la vésicule provoque une réorganisation de la structure des triméres de E1/E2 de 1’enveloppe
virale. Il y a alors exposition du peptide de fusion de la protéine E1, ce qui entraine la fusion de
I’enveloppe virale avec la membrane de la vésicule. Par ce mécanisme, la nucléocapside est
libérée dans le cytoplasme de la cellule infectée (4), ce qui permet la traduction de I’ARN viral.
Les deux premieres molécules synthétisées sont la polyprotéine nsP123 et de la protéine nsP4
(phase précoce). Ces 2 molécules se lient entre elles ainsi qu’avec des protéines cellulaires pour
former le complexe de réplication (7). Le complexe de réplication commence alors la synthese
de brin d’ARN antisens (antigénome) a l’origine de la réplication virale. Dés que la
concentration en polyprotéine nsP123 est suffisante, celle-ci est clivée par des protéases virales
et cellulaires en protéines matures nsP1, nsP2 et nsP3. Ces protéines forment alors un nouveau
complexe de réplication avec nsP4 et d’autres protéines cellulaires a 1’origine de la synthese de
nombreuses copies d’ARN subgénomique 26S (phase tardive). Pour former cet ARN
subgénomique, le complexe de réplication utilise comme matrice I’ARN antisens synthétisé
précédemment (8). Cet ARN 26S est traduit en une polyprotéine précurseur des protéines
structurales. En effet, elle est clivée en C, pE2, 6K et E1. D’aprés 1’analyse de la conservation
des séquences entre d’autres Alphavirus et CHIKV, la protéine de capside C serait une protéase a
sérine ayant une activité autoprotéolytique (9). Aprés la formation de la nucléocapside, une
séquence signal présente sur pE2 permet 1’enchassement de celle-ci dans la membrane du
réticulum endoplasmique. Une protéine cellulaire localisée dans la lumiére du réticulum
endoplasmique clive alors la polyprotéine entre pE2 et 6K. Le complexe pE2-E1 est ensuite
conduit vers la surface via ’appareil de Golgi pour se localiser a la membrane plasmique de la

cellule. Au cours de cette étape, pE2 est clivée en E2 et E3 (10). Parallelement, ’assemblage de
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la nucléocapside est réalisé dans le cytoplasme et aboutit & la formation d’une structure
comprenant 120 diméres de protéine C entourant un brin d’ARN génomique (11). Les
nucléocapsides virales migrent ensuite vers la membrane plasmique ou elles bourgeonnent. La
sortie de la cellule permet donc 1’acquisition d’une bicouche lipidique dans laquelle sont
enchassés 80 trimeres formés de dimeres de E1/E2 (12). L’ensemble du cycle est extrémement

rapide puisque celui-ci est complété en quatre heures a partir de 1’entrée du virus dans la cellule
(13).
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Figure 3 : Cycle de réplication du CHIKV. Le virus pénétre dans la cellule par endocytose, 1’acidification de la
vésicule provoque un changement de conformation des protéines virales d’enveloppe qui expose le peptide de fusion
de E1. 11 y a alors fusion entre les membranes de ’hote et du virus, permettant la sortie de la capside dans le
cytoplasme de la cellule. La réplication se fait alors en deux phases, la premiére est qualifiée de phase précoce, la
seconde de phase tardive. Au cours de ces phases, différentes polyprotéines sont synthétisées puis clivées et
aboutissent a la synthése des protéines non-structurales et structurales. Les protéines d’enveloppe sont adressées a la
membrane plasmique via I’appareil de Golgi. La capside s’autoassemble dans le cytoplasme avant de migrer vers la
périphérie de la cellule. La sortie de la cellule infectée se fait par bourgeonnement a la membrane (14).
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1.3. Epidémiologie
1.3.1. Historigue

Le virus a été isolé pour la premiere fois en 1953 au cours d’une épidémie de fievre
sévissant sur le plateau de Makonde dans le Tanganyika, 1’actuelle Tanzanie (15). Il est
cependant probable que de nombreuses épidémies attribuées au virus de la dengue aient en
réalité été provoquées par le virus du chikungunya car les symptémes provoqués par les deux
virus sont trés similaires (16). Il a ensuite été isolé une seconde fois en 1958 chez des patients
vivant a Bangkok, en Thailande (17). Depuis ces deux premiers cas documentés, le virus a été a

I’origine de nombreuses épidémies sporadiques dans plusieurs pays d’Afrique et d’Asie.

1.3.2. Re-émergence du chikungunya

En avril 2005, il est confirmé que I’agent responsable d’une épidémie sur la c6te Est du
Kenya entrainant des symptdmes proches de ceux de la dengue est en réalit¢ CHIKV, ce qui en
faisait sa premiere apparition dans le Sud-ouest de 1’Océan Indien (18). Peu de temps apres,
d’autres cas furent signalés aux Comores, a Mayotte, sur 1’Ille Maurice et a I’lle de La Réunion.
Trés rapidement, le nombre de cas s’est accru considérablement et on estime aujourd’hui que
plus de 35% de la population de I’Ile de La Réunion a été infectée par le virus, avec 267 deces
associes (19). De méme, a la fin de I’année 2005 et aprés avoir en apparence disparu d’Inde
depuis pres de 32 ans, le virus du chikungunya a été simultanément détecté dans plusieurs états
du sous-continent (20). A la fin de I’épidémie, le nombre officiel de cas s’¢levait a plus de 1,3
millions. L’épidémie de CHIKYV s’est alors encore étendue dans plusieurs pays d’Asie parmi
lesquels le Sri Lanka ou il a causé une épidémie tres importante en 2006 (21). C’est au cours de
cette épidémie que le virus a été introduit dans des zones jusqu’alors non-endémiques. Il a ainsi
été détecté en Nouvelle-Calédonie, en Papouasie-Nouvelle-Guinée, au Bhoutan et au Yémen. En
2007, le continent européen connait la premicre épidémie locale de chikungunya, tout d’abord en
Emilie-Romagne, en ltalie (22), puis dans le département Frangais du Var en 2010 (19). Enfin,
en décembre 2013, I’OMS rapporte la premiere transmission locale de CHIKV dans
I’hémisphere Ouest avec des cas dans I’ile de Saint Martin, dans les Caraibes. Entre son
apparition et le 22 aout 2014, le virus a causé plus de 583 504 cas dans de nombreux pays de la
zone des Caraibes, de I’Amérique Centrale et du Sud (23). Le 17 juillet 2014, le Center for
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Disease Controle and Prevention (CDC) annonce le premier cas de transmission locale sur le
territoire des Etats-Unis, en Floride (24). Ainsi, en moins de 10 ans, CHIKV s’est propagé a
partir du Kenya a 1’Océan Indien, a 1’Océan Pacifique et aux Caraibes (fig. 4), causant au
passage plusieurs millions de cas dans plus de 50 pays différents (25).
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Figure 4 : Réémergence du virus du chikungunya. Suite a I’épidémie de 2005-2006 dans les iles de 1’ouest de
I’Océan Indien, le virus s’est rapidement propagé a I’Inde, a 1’ Asie du Sud-est, puis aux iles de 1’Océan Pacifique et
enfin aux Caraibes. La circulation des souches virales s’est probablement effectuée par le déplacement de voyageurs

infectés, principalement via un transport aérien (Despres et al, 2014).

1.3.3. Vecteurs et réservoirs

Deux types de cycles peuvent étre distingués concernant le mode de transmission de
CHIKV. Le premier est sylvatique et enzootique et n’a ét¢ mis en évidence qu’en Afrique. Il se
déroule entre des primates non-humains et des moustiques du genre Aedes. Parmi les moustiques
impliqués, on compte notamment Aedes furcifer, Aedes vittatus, Aedes fulgens, Aedes
luteocephalus, Aedes dalzieli, Aedes taylori, Aedes africanus, Aedes vigilax et Aedes
camptorhynchite (13). Les primates jouent alors le role de réservoirs et d’hotes d’amplification
mais ne semblent pas développer de symptomes séveres (26). En Asie, la mise en évidence
récente d’anticorps spécifiques anti-CHIKV chez des primates non-humains suggere qu’un tel
cycle est possible sur ce continent (27). De tels anticorps ont également été détectés chez de

nombreuses especes de rongeurs, d’oiseaux et de mammifeéres domestiques sans que 1’on puisse
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préciser s’il s’agit de réservoirs ou de simples hotes accidentels. Le second type de cycle peut
étre soit endémique soit épidémique et se situe genéralement en zone urbaine (fig. 6). Les
moustiques impliqués sont trés différents puisque I’on retrouve essentiellement Aedes aegypti et
Aedes albopictus. Ce sont des moustiques trés similaires qui se distinguent par un motif en forme
de lyre sur la partie dorsale du thorax pour Aedes aegypti alors qu’Aedes albopictus n’arbore

qu’une simple ligne blanche (fig. 5).

Figure 5 : Aspect macroscopique de moustique Aedes aeqypti et Aedes albopictus. Aedes aegypti, a gauche, présente
une coloration plus claire qu’Aedes albopictus ainsi qu’un motif en forme de lyre sur la face dorsale du thorax.
Aedes albopictus, a droite, est plus sombre et posséde une ligne blanche situé dans I’axe longitudinal du thorax

(Florida Medical Entomology, University of Florida).

http://fmel.ifas.ufl.edu/research/exotic.shtml

Ces moustiques ont des comportements qui entrainent une forte exposition de ’Homme
aux piqdres, provoquant rapidement un nombre de cas important aprés introduction du virus dans
I’environnement. En effet, ces deux espéces vivent dans les habitations ou a proximité de celles-
ci, sont anthropophiles (c’est-a-dire qu’elles choisissent préférentiellement un hote humain plutot
que animal pour se nourrir), prennent plusieurs repas sanguins au cours du méme cycle

gonotrophique et utilisent des sites de pontes artificiels (28).
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Figure 6 : Cycle de transmission du virus du chikungunya. CHIKV est un arbovirus zoonotigue qui posséde un cycle
sylvatique (uniguement en Afrique) et un cycle urbain. Dans le cycle sylvatique, le virus est transmis entre des
primates non-humains et des moustiques forestiers alors que dans le cycle urbain, le cycle s’effectue entre des

especes de moustigues urbaines et des hétes humains. Les primates non-humains constituent le réservoir du virus en

période non-épidémigue, possiblement en association avec d’autres espéces animales. En période épidémique, le

seul hote réservoir est ’humain (29).

Jusqu’a récemment, on considérait que le principal vecteur du CHIKV était Aedes

aegypti. Cependant, 1’analyse de la séquence de CHIKV a l’origine de 1’épidémie de La
Réunion en 2005-2006 a montré des substitutions nucléotidiques, 1’'une d’elles entrainant un
remplacement de I’Alanine (A) en Valine (V) en position 226 de la glycoprotéine d’enveloppe
E1l (E1 226V). Ce remplacement a été associé plus tard a une plus grande affinité de CHIKV
pour Aedes albopictus, permettant d’expliquer que ce dernier ait joué le réle de vecteur principal
de I’épidémie sur I’ile (30). Les études épidémiologiques menées depuis tendent a confirmer que
lorsque la mutation E1 226V est présente, Aedes albopictus est responsable de la majeure partie

des transmissions. En son absence, c’est Aedes aegypti qui est le vecteur principal (25).

1.4. Physiopathologie de ’infection
1.4.1. Symptdmes

L’apparition des premiers symptomes se fait apres une période d’incubation de 1 a 12
jours, en moyenne entre 2 et 4 jours post-infection (31). Une fiévre intense apparait alors
brutalement, associée a des maux de téte, de dos, des douleurs abdominales, des myalgies et des
arthralgies. Ces dernieres affectent principalement les extrémités des membres comme les

poignets, les chevilles et les phalanges (28). Des troubles de la peau sont présents dans 40 a 50%

29



des cas, avec des éruptions maculopapuleuses prurigineuses principalement sur le thorax ou des
défauts de pigmentation. Des manifestations oculaires peuvent survenir, parmi lesquelles on
retrouve principalement des iridocyclite et des rétinites, plus rarement des épisclérites. Ces
symptomes oculaires se résolvent en six a huit semaines et n’entraine jamais la perte de la vision
(32). Si la fievre disparait en quelques jours, il est courant de constater que les arthralgies
peuvent revétir un caractére chronique (fig. 7). Ainsi, 33% des patients interrogés se plaignent
d’arthralgies ou d’arthrites persistantes plus de quatre mois post-infection, et ils sont encore pres
de 12% a déclarer de telles douleurs plus de trois ans aprées avoir été infectés par CHIKV (16).
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Figure 7 : Evolution clinique d’un patient infecté par le virus du chikungunya. Suite a une piqire par un moustique
infecté par CHIKV., on observe une période d’incubation de 2 a 4 jours qui précéde un épisode de fi€vre trés intense
et d’apparition brutale. Les symptomes les plus courants comprennent de la fievre, des maux de téte, de dos, des
douleurs abdominales, musculaires et articulaires ainsi que des éruptions maculopapuleuses. L’apparition des
symptomes coincide avec I’augmentation trés importante de la virémie, le virus étant éliminé de 1’organisme en
moins d’une semaine. De méme, les symptomes disparaissent rapidement mais, chez plus de 30% des patients

infectés, on observe des résurgences de la maladie sous forme d’arthralgies voir d’arthrites chroniques (14).
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Les personnes agees et les individus présentant des affections articulaires semblent
développer plus fréquemment une forme chronique que le reste de la population. Des exemples
d’atteintes séveres de chikungunya sont également décrits dans la littérature. Ainsi, des cas de
méningo-encéphalites liées au CHIKV ont été rapportés chez quelques patients, principalement
au cours d’épidémies ayant eu lieu en Inde en 1973 et en 2006. Le CHIKV a méme pu étre isolé
chez deux enfants atteints de méningite ou d’encéphalite (33). Jusqu'a I’épidémie survenue sur
I’1lle de La Réunion, le virus n’était pas considéré comme étant potentiellement mortel.
Cependant, pres de 203 déces ont pu étre reliés a I’infection par CHIKV. Les raisons de cet
accroissement apparent de la pathogénicité ne sont pas claires pour le moment et peuvent étre
multiples. Si une mutation du virus entrainant une sévérité accrue de la maladie n’est pas exclue,
il est aussi possible d’envisager des facteurs favorisant chez les patients. On peut également
penser que la détection des cas mortels de chikungunya a été rendue possible par un systeme
d’épidémiosurveillance renforcé, systéeme qui n’avait jamais été mis en place dans les pays ou le

virus sévissait auparavant.

1.4.2. Dissémination du virus chez I’hote vertébré

Suite a une piqdre par un moustique infecté, le virus pénetre dans les capillaires sous-cutanés ou
il débute sa réplication avec I’infection de certaines cellules présentes dans le derme, comme les
macrophages, les cellules endothéliales ou les fibroblastes (34). La réplication locale semble
limitée en intensité et dans le temps. Le virus dissémine rapidement aux nceuds lymphatiques
locaux puis on note 1’apparition d’une virémie qui serait a 1’origine d’une infection secondaire
des organes cibles : le foie, les muscles, les articulations et, parfois, le cerveau (13) (fig. 8). Les
macrophages seraient les cellules a 1’origine de I’infection des articulations, par un mécanisme
de cheval de Troie (35). Pendant la premiére semaine de 1’infection, la virémie peut atteindre des
valeurs trés élevées avec une charge virale du sang de voyageurs infectés évaluée a 3,3.10°

particules virales par mL (36).
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Figure 8 : Dissémination du virus du chikungunya dans un organisme humain. La transmission de CHIKV se fait a
la suite d’une piqire par un moustique du genre Aedes infecté. Le virus se réplique tout d’abord localement, au
niveau du site d’inoculation. Pour cela, il infecte certaines cellules de la peau comme les fibroblastes ou les
macrophages. Il dissémine ensuite au foie, aux muscles, aux articulations aux tissus lymphoides ainsi qu’au cerveau.
L’identité des cellules cibles connues est indiquée pour chaque tissu (14).

32



1.5. Traitements et vaccins

Il n’existe jusqu’a présent aucun traitement spécifique pour soigner cette maladie. La
prise en charge des malades se fait donc uniquement par un traitement symptomatique visant a
limiter la fiévre et a soulager les douleurs articulaires. Les patients les plus atteints sont mis sous
perfusion et recoivent des anti-inflammatoires non stéroidiens, auxquels s’ajoutent un
antipyrétique tel que I’ibuproféne ou le paracétamol. L utilisation de chloroquine, habituellement
utilisée dans le traitement et la prévention du paludisme, a été testée. Celle-ci a donné des
résultats encourageants dans le traitement de I’arthrite chronique due a CHIKV (37) mais des
essais réalisés a La Réunion ont montreé son inefficacité dans le traitement de la phase aigué (38).
De méme, la ribavirine, donnée a raison de 200mg deux fois par jours pendant sept jours, a été
associée a une rémission plus rapide des douleurs articulaires chez les patients atteints de la

forme chronique (39).

L’effort principal des recherches actuellement menées se porte sur la mise au point d’un
vaccin prophylactique. On a trés vite remarqué la mise en place d’une immunité spécifique de
longue durée chez les patients infectés par CHIKV. Si cette information était encourageante dans
un premier temps, les espoirs de mise au point rapide d’un vaccin se sont révélés vains. Ainsi,
aucun vaccin n’est actuellement commercialisé, certains vaccins candidats ayant fait 1’objet
d’essais cliniques ont méme été abandonnés depuis (40). Les recherches concernant la mise au
point d’un vaccin sont donc toujours en cours. Deux vaccins prometteurs sont actuellement en
développement. Le premier, mis au point par le National Institute of Health (NIH) aux Etats-
Unis, repose sur I’injection de pseudo-particules virales (VLP), a passé avec succes la phase |
d’essai clinique (40). Le second se fonde sur I’utilisation d’un virus recombinant de la rougeole
qui exprime des VLP de CHIKV. Il est développé par I’Institut Pasteur et a démontré son
efficacité chez la souris (41). En I’absence de vaccin, la prophylaxie la plus efficace reste la lutte

contre le vecteur et la prévention des piqdres.
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2. Levirus de la dengue

Le virus de la dengue est un virus de la famille des Flaviviridae transmis par des
moustiques du genre Aedes. Il s’agit de 1’arbovirose la plus répandue au monde puisqu’elle est
présente dans toutes les régions intertropicales (42). Ainsi, on estime que prés de 55% de la
population mondiale vit dans une zone exposee au virus, celui-ci étant a I’origine d’environ 390
millions d’infections par an (43). La dengue est une infection virale systémique aigué, le plus
souvent autorésolutive mais qui peut se compliquer en dengue séveére sous la forme d’une fiévre
hémorragique ou d’un syndrome de choc (42). Il existe quatre sérotypes de DENV, I’infection
par I’'un d’eux permettant d’acquérir une immunité de longue durée uniquement vis-a-vis de ce

sérotype (44). A I’heure actuelle, il n’existe ni traitement ni vaccin.

2.1. Taxonomie

Le virus de la dengue appartient a la famille des Flaviviridae et au genre Flavivirus. Ce
genre comprend de nombreux arbovirus comme le virus du Nil occidental (WNV), le virus de la
fievre jaune (YFV), le virus de I’encéphalite japonaise (JEV) ou encore le virus Zika (ZV) qui a
émerge récemment (45). A I’heure actuelle quatre sérotypes de dengue ont été décrits (DENV-1
a DENV-4), chacun comprenant de tres nombreux génotypes. L’annonce de la découverte d’un
cinquiéme sérotype au cours de la troisieme conférence internationale sur la dengue et la dengue
hémorragique en octobre 2013 a Bangkok a semblé dans un premier temps remettre en cause ce
constat mais aucune publication n’est venue confirmer cette annonce par la suite (46). Tout

comme CHIKV, DENV appartient au groupe IV de la classification de Baltimore.

2.2. Biologie moléculaire

2.2.1. Structure du virion

La particule virale de DENV est globalement sphérique, elle possede une capside de
symétrie icosaédrique (T=3) d’un diamétre d’environ 50 nm. La capside est entourée d’une
bicouche lipidique dérivée de la membrane du réticulum endoplasmique de la cellule-h6te (47).
On trouve dans cette bicouche des homodimeéres de protéines d’enveloppe E orientés

perpendiculairement a 1’axe du diamétre du virion ainsi qu’une protéine de membrane M (fig. 9).
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Les protéines d’enveloppe E, de membrane M et de capside C sont présentent en quantité

steechiométrique (48).

M protein
E dimer

T=3-like organization
of surface dimers

Figure 9 : Structure de DENV. La particule virale est sphérigue, enveloppée, de symétrie icosaédrigue et possede un
diamétre de 50 nm. A la surface de ’enveloppe, on retrouve des diméres de protéine E (ViralZone).

http://viralzone.expasy.org/all_by_species/43.html

2.2.2. Génome

Le génome de DENV se présente sous la forme d’'un ARN simple brin de polarité
positive et d’une longueur d’environ 10 700 paires de bases. Deux régions non-codantes situées
aux extrémités 5’ et 3’ entourent un unique cadre de lecture codant une polyprotéine unique (42).
Cette polyproteine est ensuite clivée co- et post-traductionellement par des proteases virales et
cellulaires et permet la synthese des différentes protéines virales (fig. 10). Les protéines
structurales comprennent la protéine d’enveloppe E, la protéine de prM (protéine précurseur de
la protéine de membrane M) et la protéine de capside C. Les protéines non-structurales sont au
nombre de sept : NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5. L’ARN posséde a son extrémité
5’ une coiffe de type I (m7GpppA) précédant une structure tige-boucle. Il n’y a aucune queue

polyadénylée a son extrémité 3’ (49).
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Figure 10 : Structure génomique d’un Flavivirus. Le génome de DENV est sous forme d’un ARN simple brin, de
polarité positive et code trois protéines structurales (la protéine de capside C, la protéine de membrane M et
d’enveloppe), ainsi que sept protéines non-structurales : NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 (ViralZone).

http://viralzone.expasy.org/all_by_species/43.html

2.2.3. Cycle infectieux et réplication virale

L’entrée du virion dans la cellule hote fait suite & une reconnaissance entre les protéines
d’enveloppe E et des récepteurs spécifiques (fig. 11). L’identité de ces récepteurs cellulaires
reste relativement obscure bien que certains candidats aient été avancés. Les premiers récepteurs
proposes sont des sulfates d’héparane qui permettraient la concentration des particules virales a
la surface de la cellule (50). D’autres récepteurs ont également été mis en avant, comme
certaines protéines de stress thermique (HSP) ou le récepteur aux lipopolysaccharides CD14,
mais leur implication dans I’entrée du virus reste peu claire (51). A I’heure actuelle, les seuls
récepteurs du virus de la dengue dont le réle dans la promotion de I’infection a été reconnu sont
DC-SIGN pour les cellules dendritiques, L-SIGN pour les hépatocytes (52), le récepteur au
mannose pour les macrophages (53) et des phosphatidylsérines des familles TIM et TAM (54).
Suite a la reconnaissance entre les récepteurs cellulaires et la protéine E de DENV, une vésicule
d’endocytose se forme par un mécanisme clathrine-dépendant (55). L’acidification de la vésicule
conduit a un changement de conformation qui provoque une trimérisation de la protéine E. Celle-
ci expose son peptide de fusion par un mécanisme analogue a celui décrit chez les Alphavirus
(56). L’enveloppe de la particule virale fusionne alors avec la membrane de la vésicule ce qui

conduit au relargage de la nucléocapside dans le cytoplasme (57). Il y a ensuite décapsidation de
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la molécule d’ARN viral et sa traduction en une polyprotéine par des enzymes cellulaires débute
immédiatement. Au cours de sa synthese, la polyprotéine est clivée en protéines structurales et
non-structurales par des protéases de I’hote et du virus. Suite a cette protéolyse, les protéines
néo-synthétisées induisent un remaniement des membranes de la cellule-héte. Celles-ci
s’hypertrophient et forment ensuite des vésicules intracellulaires dans lesquelles des complexes
de réplication s’accumulent. Ceux-Ci sont formés par I’association de la protéine NS5, qui a une
activité ARN-polymérase ARN-dépendante, la protéine-hélicase NS3, d’autres protéines NS et
tres probablement des facteurs cellulaires (58). La réplication de I’ARN se fait alors en relation
étroite avec les membranes cellulaires. L’ARN est transcrit en un brin d’ARN de polarité
négative qui servira de matrice a la synthese de nouveaux brins d’ARN positifs (59). Plus de
90% des brins d’ARN synthétisés dans la cellule infectée sont ainsi des ARN positifs, les brins
d’ARN négatifs étant uniquement présents sous forme d’intermédiaires réplicatifs cycliques (60).
L’ARN viral nouvellement synthétisé s’associe ensuite avec la protéine de capside C par un
mécanisme non ¢élucidé a I’heure actuelle (49). La nucléocapside bourgeonne alors dans la
lumiére du réticulum endoplasmique et acquiert par ce phénomeéne son enveloppe lipidique dans
laquelle sont enchéssées prM et E. Le clivage protéolytique de prM en M mature se fait par
I’intermédiaire de furines cellulaires présentes dans la lumiére de I’appareil de Golgi. Ce clivage
permet I’homodimérisation de E et confére au virion la capacité d’infecter une nouvelle cellule-
hote (61). Comparativement aux Alphavirus, la durée du cycle viral est relativement longue
puisqu’il faut une dizaine d’heures au DENV pour compléter un cycle infectieux contre

seulement quatre heures pour CHIKV.
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Figure 11 : Cycle infectieux intracellulaire de DENV. Le virus se lie dans un premier temps a un récepteur
spécifique puis pénétre dans la cellule par un mécanisme d’endocytose dépendant des clathrines. Ensuite
I’acidification de 1’endosome entraine la trimérisation de la protéine E qui expose alors son peptide de fusion. La
nucléocapside se retrouve dans le cytoplasme ou la réplication débute par la synthése d’une polyprotéine. Celle-ci
est ensuite clivée en protéines structurales et non-structurales. Le complexe de réplication, formé de protéines non-
structurales et de facteurs cellulaires, synthétise un intermédiaire de réplication qui permet la synthése de nouveaux
brins d’ARN viraux. La nucléocapside s’assemble puis bourgeonne dans la lumiére du réticulum. Les protéines prM
sont alors maturées aprés clivage par des furines situées dans 1’appareil de Golgi. Le virion, désormais infectieux,
emprunte les voies de sécrétion cellulaires pour sortir de la cellule (57).

38



2.3. Epidémiologie
2.3.1. Historigue

La premiére description de symptémes compatibles avec la dengue a été retrouvée dans
une encyclopédie médicale chinoise rédigée au cours de la dynastie Jin (265-420 apres J-C). A
cette époque, le réle des insectes volants dans la transmission de cette maladie était déja pointé
du doigt (62). Des symptémes ressemblant fortement a ceux provoqués par la dengue associés a
des caractéristiques épidémiologiques semblables font penser que les deux épidémies qui se sont
produites en 1635 et en 1699, respectivement en Inde et en Amérique Centrale, sont dues au
DENV (63). Une épidémie majeure a également eu lieu a Philadelphie en 1780. Des lors, le virus
est devenu endémique et a provoqué de nombreuses épidémies sur le territoire des Etats-Unis, la
derniére épidémie ayant eu lieu en 1945 a la Nouvelle-Orléans (64). La premiére phase
d’expansion de la dengue a eu lieu au cours de la Seconde Guerre mondiale a I’occasion des
importants déplacements de troupes et I’utilisation de moyens de transport modernes. Des foyers
d’hyperendémicité (présence de plusieurs serotypes dans la méme zone géographique) ont alors
été pour la premiere fois détectés en Asie du sud-est (65). Apres la guerre, DENV a été en net
recul en Amérique du sud en raison d’efforts importants de démoustication dans le cadre de la
lutte contre la fievre jaune (66). Cependant, a partir des années 1970, les campagnes
d’éradication se sont espacées et, en 1995, la situation était la méme que celle d’avant la mise en

place de systémes de contrdle vectoriel (65) (fig. 12).
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Figure 12 : Distribution d’Aedes aeqypti sur le continent américain. A gauche : 1930, au centre : 1970, a droite :
2001 (Center for Disease Control and Prevention).

http://wwwnc.cdc.gov/eid/article/4/3/98-0326-f4

De fagon globale, la situation mondiale s’est considérablement dégradée en 50 ans, de
nombreux pays passant d’une situation non-endémique puis hypoendémique et enfin
hyperendémique (67). Parallelement, le nombre de cas de dengue sévere a explosé depuis les
années 70 : seulement neuf pays connaissaient cette forme de la maladie, ils sont désormais plus

de 6 fois plus nombreux (fig. 13).
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Figure 13: Nombre moyen annuel des cas de dengue sévére rapportés a I’OMS et nombre moyen annuel de pays
rapportant des cas de dengue (OMS)

http://www.who.int/csr/disease/dengue/impact/en/

2.3.2. Situation actuelle

Selon ’OMS, 3.6 milliard de personnes réparties dans 126 pays vivraient en zone
d’endémicité de dengue, celle-ci provoquant chaque année de 50 a 200 millions d’infections, 500
000 cas de dengue sévere et plus de 20 000 déces, principalement des enfants (68). Globalement,
les zones ou la dengue peut étre contractée se situent en régions intertropicales, latitudes ou

Aedes aegypti (le principal vecteur) est connu pour pouvoir survivre toute 1’année (fig. 14).
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Figure 14 : Répartition mondiale du virus de la dengue (en jaune). Les lignes rouges représentent les isothermes de
janvier et d’aout délimitant une zone ou la température ne descend pas en dessous de 10°C, température a laquelle
Aedes aegypti peut survivre (OMS).

http://www.who.int/ith/

Ces chiffres, associés a I’expansion rapide de la maladie, ont conduit ’OMS a qualifier la
dengue d’arbovirose la plus préoccupante en termes de santé publique a I’heure actuelle. De plus,
en raison de la faiblesse du réseau de surveillance, le nombre de cas de dengue avancé est trés
approximatif et pourrait étre beaucoup plus important. Ainsi, une étude se fondant sur une
estimation du nombre de cas réellement rapportes et sur une approche cartographique propose
que le nombre de cas annuel de dengue se rapprocherait plutét de 390 millions pour 128 pays en
situation d’endémie (43). 75% des personnes exposées a la dengue vivent en Asie du sud-est, ou

elle constitue 1’une des causes majeures d’hospitalisations et de décés chez les enfants (67).

En Europe, le risque d’émergence de la dengue est pris trés au sérieux en raison du
nombre de cas importés et de la présence sur le continent d’une espéce vectrice de la maladie :
Aedes albopictus. En 2010, les premiéres infections locales ont été rapportées, a la fois en

Croatie (69) et en France, dans le Var (70). Entre octobre 2012 et février 2013, une épidémie sur
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I’ile de Madére, au Portugal, a provoqué 2164 cas (71). Enfin, entre le 20 ao0t et le 19 septembre
2014, deux cas autochtones de dengue ont été confirmés dans le département du Var (72) et un
dans celui des Bouches-du-Rhone (73). L’Europe, qui a été épargnée par la dengue pendant la
majeure partie du 20°™ siécle, est désormais elle aussi concernée par cette maladie.

2.3.3. Vecteurs et réservoirs

Bien que le rdle des insectes volants dans la transmission de la dengue ait trés tot été
suspecté, il a fallu attendre le 20°™ siécle pour que le statut de maladie vectorielle soit
définitivement attribué a la dengue (71). Deux vecteurs sont majoritairement impliqués dans la
transmission de DENV a ’Homme. Il s’agit d’Aedes aegypti, le vecteur principal, et d’Aedes
albopictus (74). Ce constat est notamment corroboré par le fait que les zones d’endémies de

dengue recoupent de fagon quasi-systématique les zones ou Aedes aegypti est présent (fig. 15).
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Figure 15 : Localisation du virus de la dengue et de son vecteur principal : Aedes aegypti (63)

De facon générale, Aedes aegypti apparait comme moins susceptible a I’infection par
DENV qu’Aedes albopictus, ce qui pourrait agir comme un mécanisme de sélection des souches
les plus virulentes. L hypothése est qu’une moindre susceptibilité au virus entraine une capacité
a étre infecté seulement aprés gorgement sur un hoéte présentant des titres viraux élevés. Or, une
virémie élevée a été corrélée a une plus forte probabilité de dengue sévére. Au contraire, Aedes
albopictus peut facilement transmettre des souches qui ne se répliquent pas intensément, il en
résulterait donc moins de cas séveres. Ainsi, Aedes albopictus aurait un réle de maintenance de

DENYV entre les épidémies en transmettant le virus de fagon silencieuse (42).
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Cependant, la survenue de cas séveres ne dépend pas uniquement de la souche transmise
mais également de multiples interactions entre le virus, le vecteur et I’hote, interrelations qui
demeurent largement méconnues a 1’heure actuelle (75). Comme pour CHIKV, I’infection de la
femelle moustique se fait au cours du repas sanguin sur un héte virémique. Des le deuxieme jour
suivant I’ingestion du repas sanguin, le virus se multiplie dans les cellules épithéliales de
I’intestin moyen puis dissémine aux autres organes du moustique. Parmi ces organes, on compte
les glandes salivaires, ou le virus se réplique activement, avant de franchir la barriere de
transmission et qu’il soit retrouvé dans la salive. Le moustique est dés lors infectant et capable de
transmettre le virus au cours d’une piqire. On estime a une dizaine de jours la période
d’incubation extrinseque de la dengue, mais cette durée varie en fonction de I’espeéce de
moustique étudiée, du sérotype du virus, de la souche, de la température, etc... (76)

Le cycle de transmission de la dengue peut prendre trois formes différentes selon
I’environnement dans lequel il se déroule (fig. 16). La premiere est une forme sylvatique qui
implique des primates non-humains et des moustiques du genre Aedes, principalement en
Afrique et en Asie. En Afrique, les moustiques impliqués sont Aedes micropterus et la forme
sylvatique d’Aedes aegypti. En Asie, on retrouve toujours cette derniére, accompagnée d’Aedes
japonicus. Un épisode de transmission peut alors avoir lieu vers une zone rurale ou vers un
village, ou un cycle rural épidémique peut se dérouler. En plus d’Aedes aegypti, on retrouve alors
impliqué dans le cycle Aedes albopictus, Aedes polynesiensis et Aedes mediovittatus. Le dernier
cycle est uniquement urbain et peut avoir une forme endémique ou épidémique. Le cycle
s’enclenche le plus souvent lorsqu’un individu infecté se trouve en zone citadine. Le principal
vecteur impliqué est la forme urbaine d’Aedes aegypti auquel s’ajoute ou se substitue parfois
Aedes albopictus (63).
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Figure 16 : Cycles de transmission du virus de la dengue. DENV posséde trois types de cycles de transmission. Le
premier est enzootique, se situe en zone forestiere et impligue des primates non-humains. Le second est épidémique
et situé en zone rurale. Le troisieme est urbain, épidémique ou endémique et dépend principalement d’Aedes aegypti

et, dans une moindre mesure, d’Aedes albopictus (63).

2.4. Physiopathologie de I’infection
2.4.1. Symptdmes

En raison de la présentation clinique initiale, la dengue est parfois qualifiée de « grippe
tropicale » ou de « petit palu ». Aprés une période d’incubation de 3 a 15 jours (en général 5 a 8
jours), les formes classiques de dengue commencent par un épisode aigu de fiévre élevée, avec
une température régulierement retrouvée supérieure a 40°C. La phase fébrile s’accompagne
parfois d’une déshydratation pouvant entrainer la survenue de troubles neurologiques,
particulierement chez 1’enfant (77). Au cours de la phase clinique, le patient est souvent atteint
de violents maux de téte, de douleurs rétro-orbitaires, de myalgies et d’arthralgies. On observe
généralement une phase de rémission de deux a trois jours puis une reprise de la
symptomatologie initiale. Des pétéchies et des éruptions cutanées plus ou moins prurigineuses se
développent parfois 3 a 5 jours apres le debut de la fievre, le plus souvent du tronc vers les

extrémités (44). La plupart du temps, les symptomes disparaissent en une semaine.

L’infection par DENV peut cependant prendre une forme beaucoup plus sévére, avec une

dengue hémorragique ou un syndrome de choc de dengue. Ces formes séveres sont le plus
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souvent observées chez les enfants (78). Les formes de dengue hémorragique se manifestent par
des petéchies, des saignements des gencives ou gastro-intestinaux, de 1’épistaxis ou des
meénorragies. Le patient présente également une thrombocytopénie plus ou moins sévére
(comptage plaquettaire < 100 000 plaquettes.mm™ de sang). Sans prise en charge adaptée, la
plupart des patients évoluent vers un syndrome de choc de dengue en raison des pertes
plasmatiques subies (63). Le taux de mortalité chez les patients atteints par une forme
symptomatique se situe entre 1% et 2,5%, mais peut s’¢élever a prés de 20% pour ceux présentant

une forme sévére (42).

2.4.2. Dissémination du virus chez 1’hote vertébré

Aprés inoculation du virus par une piqgdre infectante, les premiéres cellules cibles du
virus semblent étre les kératinocytes (79), population cellulaire la plus nombreuse dans les
couches superficielles de la peau. Une autre population a été présentée comme étant la cible
principale de DENV dans les phases précoces de 1’infection. Il s’agit des précurseurs des cellules
dendritiques (80). Ces cellules s’activent au cours de leur migration vers les nceuds lymphatiques
et seraient responsables de I’infection de ces organes lymphoides secondaires et d’une intense
amplification virale (81). D’autres types cellulaires, comme les monocytes ont également été
évoques (82). L’infection des autres organes cibles se ferait alors par I’infiltration de monocytes
infectés. Par ce mécanisme, la rate, le foie et la moelle osseuse sont secondairement infectés
(83).

Le rdle des cellules endothéliales dans I’évolution vers une forme sévere de dengue n’est
pas encore tranché. La survenue de forme hémorragique ou de syndrome de choc de dengue
s’accompagne d’une perte systémique de la perméabilité vasculaire. Or, si le virus de la dengue
est capable d’infecter et de provoquer la lyse des cellules endothéliales (84), il est possible
d’observer des patients présentant une forme sévere de dengue en 1’absence de lyse des cellules
endothéliales (85). Le consensus qui se dégage actuellement est que ’infection des cellules
endothéliales perturberait fortement leur capacité a combler les bréches vasculaires sans que leur
propre intégrité soit forcément menacée. Cette perturbation expliquerait les pertes plasmatiques

importantes observées chez les patients atteints de dengue sévere.
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2.4.3. Facteurs de risque associés a la survenue de
dengue sévere

L’étude des facteurs de risque permettant d’anticiper une complication en dengue sévere
constitue a I’heure actuelle un champ de recherche prioritaire. Malgré I’intensité des efforts
consentis, de nombreuses données sont encore manquantes. Cependant, de multiples facteurs de
risque ont pu étre mis en évidence avec, parfois, une description des mécanismes associés. Ainsi,
il est couramment admis qu’un jeune age est associé a un risque plus élevé de dengue sévere
(86), probablement en raison d’une plus grande fragilité du réseau vasculaire. Cependant, il n’y a
pas de réel consensus, certaines études montrant une prévalence relative plus élevée chez les
adultes (87). De méme, si chaque sérotype peut potentiellement provoguer une dengue séveére,
certains ont démontré une pathogénicité comparativement plus importante. Ainsi, une étude
prospective réalisée de 1994 a 2006 a Bangkok, en Thailande, a révélé que les sérotypes 2 et 3
été plus souvent associés a des cas de dengue séveres, alors que les sérotypes 1 et 4
occasionnaient des manifestations généralement moins graves de la maladie (88). De méme,
certains génotypes sont connus pour étre particulierement pathogenes (89). Cependant, ce type
d’études se limite trés souvent a une zone géographique précise, pour une population aux
caractéristiques génétiques données, il est donc hasardeux d’extrapoler ces conclusions a un cas

géneral.

Outre les facteurs géneétiques (90), I’une des prédispositions les mieux documentées a une
dengue sévere est une infection secondaire par un sérotype différent. En effet, lorsqu’un individu
est infecté par un sérotype, il acquiert certes une immunité de longue durée contre ce dernier,
mais il présente également 15 a 80 fois plus de risques de déclencher une dengue sévere en cas
d’infection par un sérotype différent (91). Deux hypothéses ont été proposées pour expliquer ces
observations. La premiere, appelée « péché antigénique originel », se base sur I’observation que
la forme sévére de la maladie est associée a une sur-activation des lymphocytes T mémoires.
L’infection par un sérotype hétérologue stimulerait la population de lymphocyte T préexistante,
de faible spécificité pour le nouveau sérotype. Cette sur-activation aboutirait a la production de
taux trés élevés de cytokines comme le tumor necrosis factor a (TNF a) a I’origine des
dommages vasculaires, sans neutralisation du virus (92). La seconde hypothése avancée propose

la encore un dysfonctionnement du systéme immunitaire pour expliquer I’incidence élevée de
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dengue sévére en cas de seconde infection. Ici, I’infection par un sérotype hétérologue provoque
une réponse mémoire massive en anticorps de faible avidité pour le nouveau sérotype. Ainsi,
non-seulement le virus n’est pas neutralisé efficacement, mais I’infection des macrophages est
facilitée par un mécanisme d’opsonisation (93). La recherche concernant les facteurs de risque
doit se poursuivre de fagon a permettre au personnel médical d’apporter au plus tét un traitement

adapté aux patients susceptibles d’évoluer vers une forme de dengue grave.

2.5. Traitements et vaccins

Il n’existe a I’heure actuelle ni traitements spécifiques ni vaccins permettant de prendre
en charge ou de prévenir une infection par DENV. Le protocole de soin inclut le plus souvent du
repos, une réhydratation par voie orale ainsi qu’une prescription d’antipyrétiques et
d’analgésiques. En raison des risques de pertes plasmatiques et de gastrites, le paracétamol doit
étre préféré a I’acide acétylsalicylique (aspirine) ou aux anti-inflammatoires non-stéroidiens (94).
En cas de suspicion de dengue hémorragique ou de syndrome de choc de dengue, il est vital de
mettre en place une réhydratation par voie intraveineuse, a 1’aide de lactate de Ringer ou, dans
les cas les plus préoccupants, un colloide isotonique (95). La ribavirine a été testée contre DENV
mais les essais cliniques se sont révélés décevants (96). La mise au point de thérapeutiques
antivirales ciblées se concentre principalement sur les changements conformationnels de la
protéine d’enveloppe E et ses conséquences sur son interaction avec prM et M. Par ce biais, il
serait potentiellement possible de cibler I’entrée du virus dans la cellule, ainsi que la phase
d’assemblage et de maturation de la particule virale (97). Cependant, ce type de recherche n’a
toujours pas abouti et se heurte a de nombreuses difficultés, la principale étant 1’importante

variabilité génétique des protéines d’enveloppe.

Cette variabilité est également un obstacle majeur a la mise au point d’un vaccin. En
effet, pour étre efficace, un vaccin doit induire une immunité de longue durée contre chacun des
quatre sérotypes DENV. Pour autant, certains tentent de relever ce défi. Au cours de ces dix
derniéres années, prés de 25 candidats ont été testés, sans qu’aucun ne soit commercialisé (42).
Le projet le plus avancé a I’heure actuelle est un vaccin constitué de 4 virus atténués produits par
recombinaison entre le virus du vaccin contre la fiévre jaune (virus 17D) et les 4 sérotypes de
DENV. Ce vaccin, développé par Sanofi Pasteur a démontré son innocuité mais son efficacité est

critiquée car il apporte une protection dans seulement 56,5% des cas (98). Le principal intérét de
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ce vaccin pourrait résider dans la prévention des cas séveres puisque 1’essai clinique rend compte
d’une diminution de preés de 90% des cas de dengue hémorragique ou de syndrome de choc de
dengue apres vaccination (99). Ainsi, aucune protection spécifique contre DENV n’est encore
disponible, et la lutte anti-vectorielle constitue toujours la meilleure prévention malgré les

difficultés croissantes rencontrées dans 1’éradication des moustiques.
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3. Un vecteur commun : Aedes albopictus

3.1. Position systématique

Embranchement des Arthropodes : lignée des Invertébrés a squelette chitineux externe,
caractérisés par un corps segmenté, un exosquelette et dont les membres ou appendices sont

constitués d’articles.

Sous embranchement des Antennates : possedent une paire de mandibules, 1 ou 2

paires d'antennes, un systéme respiratoire branchial ou trachéen.

Classe des Insectes : désignent un animal invertébré, arthropode de petite taille, et
constitué de trois parties avec une téte, un thorax et un abdomen et de trois paires de pattes a
1’¢tat adulte.

Sous classe des Ptérygotes : désignent tout insecte fondamentalement pourvu d’ailes.

Les ailes pouvant disparaitre secondairement.

Ordre des Diptéres : Insectes qui possedent deux ailes antérieures, les ailes postérieures

étant transformées en balancier (ou haltéres).

Sous-ordre des Nématoceres : sous-ordre d’Insectes Dipteres caractérisés par leurs

longues antennes.

Famille des Culicidae : caractérisés par des antennes longues et fines a multiples articles,
par des ailes pourvues d’écailles, et par des femelles possédant de longues piéces buccales en

forme de trompe rigide de type piqueur-suceur.
Sous-famille des Culicinae.
Genre : Aedes.
Sous-genre : Aedes (Stegomyia).

Espece : Aedes albopictus (100).
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3.2. Description morphologique
3.2.1. Adulte

Aedes albopictus, également appelé « moustique tigre » ou « moustique tigré d’Asie »,
porte des rayures blanches caractéristiques sur ses pattes (fig. 17). Il se distingue des moustiques
du méme genre par la présence d’une ligne longitudinale blanche sur son thorax noir, visible a
I’ceil nu. Ce moustique mesure a 1’dge adulte de 5 a 10 mm de longueur (101). Les males sont
légérement plus petits que les femelles mais présentent la méme morphologie générale a

I’exception des antennes et des piéces buccales (102).

Figure 17 : Vues macroscopigues de moustiques Aedes albopictus femelles non-gorgée (a gauche) et gorgée (a

droite). La ligne blanche présente sur le thorax des Aedes albopictus, est caractéristique de 1’espéce.

http://bugguide.net/node/view/445573/bgpage

Comme tous les Insectes, le corps d’Aedes albopictus est divisé en trois parties
distinctes : la téte, le thorax et 1’abdomen (fig.18).
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Figure 18 : Schéma d’un moustique femelle adulte

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Culex_pipiens_diagram_en.svg#mediaviewer/File:Culex_pipiens_diagram_fr.svg

La téte présente une paire d’yeux composés, les piéces buccales ainsi qu’une paire
d’antennes. Chez les males, ces antennes sont ornées de multiples et longues soies qui donnent

un aspect plumeux a ces appendices. Chez la femelle, elles sont plus courtes et moins
nombreuses (fig. 19).
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Figure 19 : Dimorphisme sexuel de la téte de moustiqgues males et femelles. Chez la femelle, les antennes sont
presque glabres alors que chez le male, elles arborent de longues soies qui leurs donnent un aspect touffues (Institut
pour la recherche et le développement).

http://www.inma.fr/files/file/diplome/dip_mem/dip_mem_2012_26_vacus.pdf

Les pieces buccales sont de type piqueur-suceur (fig. 20). La trompe est un organe impair
situé dans la partie inféro-médiane. Sa structure est différente selon les sexes : chez la femelle,
hématophage, la trompe est composée de trois piéces impaires: I'épipharynx, I'nypopharynx et le
labium, et de quatre piéces paires et symétriques, deux mandibules en haut, deux maxilles en bas.
Chez les males, qui ne se nourrissent pas de sang mais de sucs végétaux, seuls persistent
I'épipharynx et le labium.
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Figure 20 : Piéces buccales d’un moustique femelle. A : Labium, B : Labre, C : Maxille, D : Mandibule,
E : Hypopharynx, F : Palpe maxillaire, G : Labelle, H : Antenne.

http://simulium.bio.uottawa.ca/bio2525/Notes/Les_Arthropodes.htm

Le thorax est composé de trois segments soudés (de la téte vers 1’abdomen : mésonotum,
scutellum et postnotum). Il porte trois paires de pattes, une paire d’ailes membraneuses et une
paire de balanciers (ou haltéres). Les balanciers sont les vestiges des ailes antérieures et

permettent 1’équilibre du moustique en vol (fig. 18).

L’abdomen est formé de dix segments dont huit sont visibles, les deux derniers segments
formant les appendices génitaux. Le dixieme segment porte le pénis chez le male, les cerques
chez la femelle. Le corps du moustique est recouvert d’un tégument composé de plaques rigides
appelées sclérites. Elles sont reliées par une membrane chitineuse souple qui permet leur
articulation. Chaque métamere est formé par un sclérite dorsal (tergite) et un sclérite ventral

(sternite).
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3.2.2. Euf

Les ceufs, fusiformes, sont de couleur noire et dépourvus de flotteurs latéraux (fig. 21). lls
mesurent environ 1 mm de longueur. La coque épaisse permet une résistance importante a la

dessiccation. Le pole antérieur de 1’ceuf est pourvu d’un micropyle.

Figure 21 : Vue macroscopique d’ceufs d’Aedes albopictus

http://previews.agefotostock.com/previewimage/bajaage/f84a71213eabff01c61d2ce0948176f5/195-637171.jpg
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3.2.3. Larve

La larve, mesurant de 2 a 12 mm, est vermiforme, cylindro-conique et apode (fig. 22). La
larve d’Aedes albopictus est trés similaire a celle d’Aedes aegypti mais elle est de couleur brun
clair (102). Elle est mobile et a un mode de vie exclusivement aquatique. La respiration est
permise par la présence d’un siphon a I’extrémité de I’abdomen ce qui explique sa position
oblique par rapport a la surface de 1’eau lorsqu’elle respire (103) (fig. 22). Elle présente trois
parties distinctes : téte, thorax, abdomen. Au cours de son développement, elle subit trois mues

successives avant de se transformer en nymphe.

Figure 22 : Vue macroscopique de larves Aedes albopictus respirant a la surface de ’eau

http://www.todayonline.com/singapore/more-seeking-pest-control-services-amid-dengue-epidemic

3.2.4. Nymphe

La nymphe est une pupe apode en forme de virgule (fig. 23). Elle est mobile mais ne se
nourrit pas. Elle est formée d’un abdomen et d’un céphalothorax globuleux. Sur celui-Ci, on

remarque deux trompes siphonothoraciques respiratoires.
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Figure 23 : Vue macroscopique d’une nymphe Aedes albopictus respirant a la surface de 1’eau

http://fmel.ifas.ufl.edu/key/genus/aedes_albo.shtml

3.3. Cycle de développement

Comme tous les moustiques, Aedes albopictus a une activité rythmée, saisonniere et
nycthémeérale. Il est retrouvé principalement en zone urbaine ou il profite de gites anthropiques,
c’est-a-dire créés par I’Homme, pour pondre. Ainsi, des soucoupes, des vases ou des pneus
contenant de 1’eau stagnante sont des sites de ponte idéaux pour les femelles Aedes albopictus.
L’émergence, qui caractérise le passage du stade nymphal au stade imaginal, correspond
également a la transition entre un mode de vie aquatique et un mode de vie aérien (fig. 24). Elle
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est rapidement suivie par 1’accouplement. Chaque femelle s’accouple une unique fois, les

spermatozoides étant stockés temporairement dans une spermathéque.

Concernant 1’alimentation, les adultes se nourrissent principalement de sucs végétaux
(nectar, seve). Néeanmoins, alors que les males utilisent uniquement cette source d’alimentation,
I’appareil buccal des femelles est adapté a la prise d’un repas de sang sur un hote vertébré. Celui-
ci permet au moustique tigre femelle d’obtenir les nutriments indispensables a la maturation des
ceufs. Ainsi, 48 heures apres le repas de sang, les femelles fécondées pondent leurs ceufs sur les
parois séches de gites larvaires potentiels, ¢’est-a-dire situés a proximité immédiate de points
d’eaux stagnantes. Chaque femelle peut déposer de 100 a 400 ceufs par ponte, avec une fécondité
totale variant de 800 a 2500 ceufs. Ceux-ci peuvent resister jusqu’a 243 jours a la dessiccation

puis éclore a la faveur d’une mise en eau (104).

Ils éclosent alors 24 a 48 heures aprés la ponte en fonction des conditions
météorologiques et libérent des larves mobiles qui s’alimentent ou se maintiennent au repos sous
la surface de I’eau. Les larves ont une croissance discontinue et passent par trois mues
successives puis se transforment en nymphes (nymphose) six a dix jours aprés 1’éclosion. Ces
nymphes sont également mobiles mais ne se nourrissent pas. Elles effectuent leur mue imaginale

en 24 a 48 heures et libérent a la surface de 1’eau un moustique adulte male ou femelle (fig. 24).

larves du stade 13 4
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Figure 24 : Les différentes étapes du développement : 1-Ponte sur I’eau ou a proximité immédiate de I’eau, 2-
Eclosion, les ceufs libérent les larves, 3-La larve, suivant quatre stades, se transforme en nymphe (nymphose), 4-
Emergence de la forme adulte (ou imago) male ou femelle, 5 et 6-Vie extra-aquatique de I’adulte (copulation et

repas de sang par la femelle).

http://www.brigade-verte.fr/demoustication/les-moustiques

Les femelles ont une durée de vie moyenne estimée de 30 a 40 jours en captivité avec une
longévité maximale de 117 jours. Les males ont une durée de vie sensiblement plus courte (102).
En milieu naturel, I’espérance de vie est beaucoup plus faible, une étude réalisée dans le

Missouri évaluant celle-ci a 8,2 jours pour les femelles et 3,9 jours pour les males (105).

3.4. Répartition géographique

Le moustique tigre est classé parmi les cents espéces les plus invasives du monde en
raison de sa grande capacit¢ d’adaptation et du nombre de régions du monde qu’il a déja
colonisées (101). Les conditions optimales pour sa reproduction sont des températures situées
entre 25 et 30°C mais le moustique tigre est capable de survivre a des températures comprises
entre 10 et 40°C (106). Ainsi, son aire de répartition s’est considérablement étendue ces quarante
dernieres années (107). Présent a I’origine uniquement en Asie du Sud Est, on le trouve
désormais en Amérique du Nord, Centrale et du Sud, dans certaines régions d’Afrique
(Cameroun, Guinée équatoriale, Gabon, Madagascar, Nigéria, Afrique du Sud), dans le Nord de
I’ Australie ainsi que dans de nombreux pays d’Europe (fig. 25). Aux Etats-Unis, sa présence a
été rapportée pour la premiére fois en 1985 dans 1’état du Texas (108) et il occupe désormais tout
le quart Sud-Ouest du pays (109). Son arrivée sur le continent européen s’est produite en 1979 en
Albanie puis en 1990 en Italie (110).
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Figure 25 : Distribution connue d’Aedes albopictus par pays en 2011. Ce moustique, originaire d’Asie du Sud Est, a

disséminé au cours de la deuxiéme moitié du XXeme siecle et colonise désormais tous les continents du globe, a

I’exception de I’ Antarctique (111)

http://inspectinginvaders.blogspot.fr/2013/12/invasive-species-and-human-health.html

Depuis, plus de vingt pays européens ont signalé sa présence sur leur territoire parmi

lesquels on compte la Belgique (non établi), la Bosnie Herzégovine, la République Tchéque (non

établi), la Croatie, la France, I’ Allemagne (non établi), la Gréce, Malte, Monaco, le Monténégro,

les Pays-Bas (non établi), Saint-Marin, la Serbie, la Slovénie, I’Espagne, la Suisse, la cité du

Vatican, la Turquie et la Bulgarie (112) (fig.26). Le moustique tigre est particulierement bien

implanté en ltalie, en Espagne et en France ou il est responsable de sérieuses nuisances (113).

60



Figure 26 : Dissémination du moustique Aedes albopictus dans le sud de I’Europe de 1995 a 2012 (Schaffer et al,

2013).

Dans I’Hexagone, la premicre observation d’Aedes albopictus a eu lieu en octobre 1999
avec la collecte d’individus de tous stades (ceufs, larves, pupes et adultes) dans un centre de
recyclage de pneus dont un grand nombre provenait des Etats-Unis, d’Italie et du Japon. Des
opérations de démoustication importantes ont néanmoins permis de se débarrasser du vecteur. Il
a fallu attendre I’année 2004 pour que le moustique soit déclaré définitivement implanté en
France métropolitaine, plus précisément dans les Alpes-Maritimes. Ensuite, sa présence a été
signalée en Haute-Corse en 2006, puis en Corse du Sud et dans le Var 1’année suivante. En 2010,
il a colonisé les Alpes-de-Haute-Provence et les Bouches-du-Rhdne avant de s’établir dans le
Gard, ’Hérault et le Vaucluse en 2011. En 2012, un grand nombre de nouveaux départements
francais ont été touchés avec le Lot-et-Garonne, les Pyrénées orientales, 1’Aude, la Haute-
Garonne, la Drome, 1’ Ardéche, 1’Isére et le Rhone. Enfin, le dernier département francais a avoir
déclaré des populations d’Aedes albopictus implantées est la Gironde en 2013. On compte ainsi
dix-huit départements frangais métropolitains dans lesquels Aedes albopictus est considéré
comme établi (114). Cependant, il n’est pas rare de le rencontrer occasionnellement dans

d’autres départements et il a méme été signalé aux portes de Paris (115) (fig.27).
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Figure 27 : Localisation connue d’Aedes albopictus en Europe, janvier 2014 (European Center for Disease
Prevention and Control).

http://www.ecdc.europa.eu/en/healthtopics/vectors/vector-maps/Pages/\VBORNET_maps.aspx

Dans les départements d’outre-mer, la présence du moustique tigre est beaucoup plus
ancienne et il est réguliérement responsable d’épidémies de dengue ou de chikungunya en

Guyane, en Martinique et a La Réunion.

Les facteurs expliquant son expansion rapide sont multiples. L’impact du réchauffement
climatique est difficilement évaluable mais semble toutefois jouer un role en raison d’un
développement plus rapide des larves a des températures supérieures a 25°C (116). L’essor des
échanges commerciaux au niveau mondial a également été mis en cause. En particulier, le
commerce des pneus usages dans lesquels des ceufs non-éclos ont été retrouvés expliquerait
I’arrivée de ce vecteur aux Etats-Unis et en Italie. De fait, ce commerce est actuellement

considéré comme le principal responsable de 1’expansion d’Aedes albopictus dans le monde. Par
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ailleurs, le commerce des bambous porte-bonheur en provenance de Chine a lui-aussi été

impliqué, par exemple aux Pays-Bas et en Floride (42).

La plasticite physiologique et écologique du moustique tigre laisse craindre une
expansion encore plus importante de ce vecteur dans les prochaines années. Ainsi, en fonction
des conditions climatiques des régions du globe, il est possible de prévoir celles qui sont le plus a

risque concernant une invasion par le moustique tigre (fig. 28) (117).

Climatic Suitabdity
c-01 [los-06
T ot0r R oo
T dez0 R0
csos Ro:-o
1os0s R os-:

Figure 28 : Probabilité de présence d’Aedes albopictus en fonction des conditions météorologiques actuelles et celles
prévues par le modele Global. Les couleurs représentent le caractére plus ou moins favorables (classées sur une
échelle de 0 a 1) des conditions météorologiques pour la survie d’dedes albopictus, 0 étant les conditions les moins
favorables et 1 les plus favorables (118).

https://www.elitenetzwerk.bayern.de/elitenetzwerk-home/forschungsarbeiten/naturwissenschaften/2009/niemitz-tigermosquito/

3.5. Importance en santé publique

3.5.1. Nuisance et pathogénie non vectorielle

Bien que la préoccupation majeure concernant 1’implantation d’Aedes albopictus dans de

nouvelles régions soit celle du risque vectoriel, il n’en demeure pas moins que ce moustique est
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responsable de nuisances trés importantes. Selon une étude italienne réalisée en Emilie-
Romagne, une personne sur deux déclare passer moins de temps a I’extérieur en raison de la
présence du moustique (119). Il est en effet reconnu comme étant un Insecte piqueur

particulierement agressif.

On remarque deux pics d’activite, au lever et au coucher du soleil, mais il reste actif toute
la journée. Les piqlres d’Aedes albopictus occasionnent des lésions et des symptdémes plus
intenses que les piqdres de la plupart des autres moustiques. Elles se compliquent parfois
d’infections secondaires. De plus, les réactions d’hypersensibilité de type I (hypersensibilité

immédiate) seraient également plus fréquentes (120).

3.5.2. Le vecteur de nombreux arbovirus

Le vecteur ne doit donc pas étre considéré comme un simple agent de transmission
mécanique, mais bien comme un acteur a part entiere du cycle infectieux du virus. En effet, la
dissémination du virus dans 1’organisme du vecteur s’accompagne d’une intense réplication de
celui-ci dans les cellules de I’insecte (42). Il y a donc amplification du nombre de particules
virales au cours du passage par le moustique. L’infection est également le théatre de multiples
interactions entre le virus et le vecteur qui sont susceptibles de modifier I’infectiosité et la
pathogénicité de 1’agent infectieux (121). Enfin, au cours de la pigdre, le moustique injecte une
dose de salive contenant des molécules aux propriétés variées. Leur réle dans la transmission
d’arbovirus par un vecteur commence seulement a étre exploré mais apparait déja comme
pouvant moduler de fagon importante le tropisme (122) ainsi que la pathogénicité du virus (123).
Inversement, le virus apparait capable de modifier ’expression protéique dans les glandes
salivaires, donc de modifier la composition de la salive injectée au moment de la piqire (124).

Cependant, les propriétés biologiques de cette salive ainsi modifiée restent largement inconnues.

3.5.2.1. Capacité vectorielle

L’Académie de Médecine définie la capacité vectorielle comme « [’aptitude plus ou
moins grande d’un vecteur a transmettre un agent infectieux en fonction de sa bio-écologie et
des conditions de [’environnement ». Ainsi, la capacité vectorielle est la résultante de la

compétence vectorielle (ensemble des relations existant entre un agent infectieux et son vecteur)
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et de la bio-écologie du vecteur (abondance, longévité, préférences trophiques, etc.) sur

lesquelles s’exerce 1’action des facteurs environnementaux.

On définit classiqguement le taux de reproduction comme le nombre moyen de cas
secondaires générés par une personne lorsqu’elle est infectieuse. Lors de 1’introduction d’une
maladie infectieuse dans une population entierement susceptible, on parle de taux de
reproduction de base, ou Ro. Pour les maladies vectorielles, Ry est détermine a la fois par [1] les
propriétés biologiques de 1’arbovirus (capacité de transmission entre 1’hote et le vecteur, durée de
la virémie chez I’hdte, rapidité de dissémination chez le vecteur, en particulier aux glandes
salivaires), [2] le comportement de 1’hdte (degré d’exposition au vecteur) et [3] la bioécologie du
vecteur (fréquence et lieux de piqdre, préférences trophiques, taux de survie, taux d’infectiosite,

etc.).

Ainsi, le Rq peut étre calculé en utilisant la formule suivante :

m X a® X p" 1
Ry=———— Xbxcx—
—In(p) r

Avec : m = nombre de vecteurs en relation avec un individu donné
a = nombre de piqQres par jour et par moustique
p = taux de survie quotidien d’une population de moustique
n = durée du cycle extrinseque
b = compétence vectorielle
¢ = probabilité de transmission du virus a un sujet infectieux au cours d une piqiire
r = taux de guérison de [’héte

Parmi ces parameétres, la compétence vectorielle, b, tient aux seuls facteurs intrinseques
au systeme. Il s’agit des facteurs d’ordre mécanique, physico-chimique, moléculaire et
génétique, tels qu’on peut les étudier dans les conditions expérimentales. La compétence
vectorielle est la résultante de I’aptitude du vecteur a s’infecter (réceptivité), de son aptitude a
assurer le développement de 1’agent infectieux et de son aptitude a le transmettre. Elle représente
le degré de compatibilité (ou de coadaptation) entre 1’arbovirus et son vecteur. Elle est donc
propre a ce systeme biologique et susceptible de variations dés que 1’une des deux populations
concernées change (125). Ainsi, la compétence vectorielle, et donc la capacité vectorielle,

peuvent varier entre différentes souches (ou différents sérotypes) d’un méme virus (126).
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3.5.2.2. Modalité du repas sanguin et transmission d’un arbovirus

Au cours de la piqdre, les pieces buccales du vecteur pénétrent la barriere cutanée du
vertébre, injectent de la salive (phase de sondage ou probing) puis aspirent le sang vers
I’cesophage de 1’arthropode. Le repas sanguin peut se faire selon deux mécanismes. Certains
arthropodes sont telmophages : les pieces buccales provoquent la formation d’un micro-
hématome dans lequel ’arthropode puise le sang. Il s’agit par exemple de la tique du genre
Hyalomma qui transmet le virus de la fiévre hémorragique Crimée-Congo (127). Les
solénophages, comme les moustiques, se nourrissent en prélevant le sang directement dans les
capillaires cutanés. Les pieces buccales de ces arthopodes sont adaptées a leur mode de repas
sanguin. Elles sont allongées et possédent une souplesse qui leur permet de sonder le tissu cutané

a la recherche d’un capillaire sanguin et de le cathétériser.

Au cours du repas, on estime que le moustique préléve 4 & 10 mm? de sang pour une
durée moyenne de 1 & 2 min (128). Le virus présent dans le sang parvient alors jusqu’a I’intestin
moyen de I’arthropode (fig. 30). Il dispose alors de quelques heures pour franchir la paroi du
tube digestif avant de disséminer vers les autres organes. Il y a formation d’une barriére dans
I’intestin du moustique moins de 24h aprés le repas. Cette barriére, appelée midgut escape
barrier, est souvent qualifiée de « barriére de I’infection ». En effet, elle forme un revétement
étanche sur la face luminale de 1’épithélium digestif du moustique, empéchant le passage de tout
arbovirus vers la cavité abdominale de I’insecte, donc une infection de celui-ci (129). Si le virus
parvient a traverser la paroi de I’intestin moyen avant la mise en place de cette barriére, il est
capable de disséminer vers les organes du moustique, en particulier les glandes salivaires. Une
fois celles-ci atteintes, le virus doit franchir une seconde barriére située a ’interface entre les

cellules productrices de salive et le canal salivaire.

66



Diverticules dorsaux

Estomac
(intestin moyen) Intestin
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Figure 29 : Infection et dissémination d’un arbovirus dans I’organisme d’un moustique vecteur. [1] Repas sanguin,
[2] Arrivée du virus avec le bol alimentaire dans I’intestin moyen, [3] Franchissement de la paroi de ’intestin et
dissémination aux organes, [4] Infection des cellules du tissu adipeux, [5] Infection des glandes salivaires, [6]
Excrétion et transmission du virus a un nouvel hote via la salive.

http://www.ilm.pf/Dengueetvecteurs-vecteurs

En cas de franchissement de cette seconde barriére, le virus peut étre excrété dans la
salive, lui permettant d’infecter un nouvel hote vertébré. Ainsi, on qualifie généralement cette
seconde barriére de « barriére de transmission ». Le temps nécessaire au virus pour infecter les
glandes salivaires aprés son arrivée dans l’intestin moyen est appelé période d’incubation
extrinseque (fig. 30) et joue un role capital dans la compétence vectorielle de 1’arthropode

concerné (76).

o “‘-
Transmission du vecteur Transmission de I'héte au
al'héte (repas sanguin) wecteur (repas sanguin)
vecteur “-
Transmission de I'adulte
ala descendance (non
systématique)

Figure 30 : La Transmission vectorielle d’un arbovirus.
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3.5.2.3. Agents pathogenes transmis par Aedes albopictus

La définition du statut vectoriel d’un moustique a été proposée par Mitchell et al. en
1995. Pour qu’un moustique soit reconnu comme étant le vecteur d’un arbovirus, il faut : [1]
Isoler le virus a partir de moustiques prélevés sur le terrain, [2] Démontrer la capacité du
moustique a étre infecté suite a un repas sanguin sur un héte virémique ou sur une suspension
virale, [3] Mettre en évidence des particules virales dans la salive émise par le moustique ou
démontrer I’infection d’un hote vertébré suite a une morsure par un moustique infecté, [4]
Fournir des preuves épidémiologiques confirmant 1’association entre la présence du moustique et

celle d’une population de vertébrés dans laquelle une épidémie a lieu (130).

Il est parfois délicat de réunir ’ensemble de ces critéres, en particulier lorsque plusieurs
especes de moustiques sont des vecteurs potentiels et cohabitent dans la méme zone. Pour autant,
le statut vectoriel d’Aedes albopictus est désormais bien documenté et on considére qu’il est
capable de transmettre au moins 26 arbovirus (107) (fig. 31). Parmi ces arbovirus, le moustique
tigre a une importance particuliere dans la transmission de DENV (les quatre sérotypes) et de
CHIKV. Des moustiques co-infectés par CHIKV et DENV ont été retrouvés dans les zones ou
les deux virus sont présents sans que 1’on ne puisse prédire les conséquences de cette co-

infection sur la pathogénicité ou la transmissibilité de I’un ou de I’autre virus (131).

68



Compétence vectorielle

Classification Virus Isolements de terrain Infection Transmission
Flaviviridae
Genre Flavivirus Dengue (sérotype 1-4) + Asie, Amériques, Afrique + +
Fiévre jaune + +
Fiévre du Nil Occidental + Etats-Unis + +
Encéphalite japonaise + Taiwan + +
Encéphalite de Saint Louis + +
Togaviridae
Genre Alphavirus Chikungunya + Afrique, Océan indien, Asie, Italie + +
Encéphalite équine de ’Est ~ + Etats-Unis + +
Encéphalite équine + +
Vénézuélienne
Encéphalite équine de + +
I’Ouest
Ross River + +
Sind Bis + +
Mayaro + +
Getah + +
Bunyaviridae
Genre Bunyavirus
Sérogroupe Potosi + Etats-Unis + +
Bunyamwera Vallée de la Cache + Etats-Unis ? ?
Tensaw + Etats-Unis ? ?
Sérogroupe California Keystone + Etats-Unis + -
San Angelo + +
La Crosse + Etats-Unis + +
Canyon de Jamestown + Etats-Unis + +
Trivittatus + -
Sérogroupe Simbu Oropouche + -
Genre Fievre de la vallée du Rift + +
Phlebovirus
Reoviridae
Genre Orbivirus Orungo + +
Nodaviridae
Genre Nodamura + ?

Alphanodaviridae

Figure 29 : Tableau récapitulatif des arbovirus pour lesquels le statut de vecteur d’dedes albopictus a été démontré

(d’apreés (107))
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Aedes albopictus est également capable de transmettre plusieurs filarioses comme

Dirofilaria immitis (132), Dirofilaria repens et Setaria labiatopapillosa (133).

3.5.2.4. Réle de la salive dans la transmission et la pathogenicité
des arbovirus

Au cours de la phase de sondage du repas sanguin, les insectes hématophages injectent de
la salive au vertebré dont ils prélévent le sang. Cette salive joue de nombreux réles et permet
notamment de contrecarrer les défenses mises en place par I’hote au moment de la piqtre,
comme la coagulation sanguine ou la réponse immunitaire. Ainsi, il a été mis en évidence dans la
salive de nombreuses protéines aux actions angiogéniques, anti-hémostatiques, anti-

inflammatoires et immunomodulatrice (134).

Parmi ces protéines, on compte notamment I’apyrase qui est la protéine salivaire la mieux
conservée entre les différentes espéces d’arthropodes hématophages. Elle possede plusieurs réles
dont le principal est de minimiser I’activation des plaquettes. Elle intervient également dans
I’inhibition de la réaction inflammatoire et dans le temps de sondage. Ainsi, la quantité d’apyrase
présente dans les glandes salivaires au moment de la pigdre est inversement proportionnelle au

temps de sondage (135).

Les moustiques du genre Aedes possédent deux tachykinines appelées sialokinine 1 & 2
qui stimulent la production de I’oxyde nitrique (NO) par les cellules endothéliales, engendrant
ainsi une dilatation des vaisseaux sanguins (136). Ces peptides possedent également des activités
immunomodulatrices en agissant sur 1’activation des macrophages et la présentation d’antigénes
(137).

Les femelles Aedes albopictus synthétisent également des protéines de la famille D7
(deux formes longues et 4 formes courtes), des protéines inhibitrices des protéases a sérine (ou
serpine), des protéines de la famille de I’antigen-5-related protein (AG5) et des protéines de

différents poids moléculaires (30kDA, 62kDa, etc.) dont le rdle est parfois non connu.

Depuis quelques années, de nombreuses études ont démontré le rble capital de la salive
dans la potentialisation de I’infection de I’hdte vertébré par certains virus, comme le virus de la

fievre de la vallée du Rift (122) ou celui de la fievre du Nil occidental (138). La salive de
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moustique pourrait donc étre un élément important a prendre en compte dans la transmission des
arbovirus. Si les mécanismes a ’origine de 1’augmentation de la pathogénicité commencent a
étre étudiés (139), I’identité et le role précis des molécules contenues dans la salive sur le
systtme immunitaire de 1’hote sont encore largement inconnus. Deux hypotheses sont
généralement avancées pour expliquer la potentialisation de I’infection. La premicre suggére que
les nombreuses molécules anti-inflammatoires induisent une immunosuppression locale qui
favoriserait les premiéres étapes de ’infection virale. La seconde hypothése propose une
modification de la réponse immunitaire par les composés salivaires du moustique. Cette réponse
immunitaire pourra étre soit exacerbée soit inadaptée au pathogene. Ainsi, le virus pourra par
exemple infecter les cellules immunitaires et donc disséminer rapidement au reste de
I’organisme. Ces deux hypothéses ne s’excluent pas I’une 'autre et laissent place a d’autres
explications comme par exemple une augmentation de la perméabilité de la barriere hémato-

encéphalique dans le cas du virus de la fievre de la vallée du Rift (122).

De méme, peu d’équipes se sont intéressées au role potentiel du virus sur la composition
de la salive du vecteur. Quelques études ont été publiées et rapportent des modifications des
niveaux d’expression protéique dans les glandes salivaires d’Aedes aegypti suite a une infection
par le virus du chikungunya ou par le sérotype 2 du virus de la dengue (140) (124). Ces
modifications protéiques pourraient s’avérer d’une importance majeure dans le cadre de la
compréhension du mécanisme a 1’origine de 1’augmentation de la pathogénicité des arbovirus en
présence de salive. De méme, si la présence du virus dans les glandes salivaires modifie en
profondeur la composition de la salive produite par celles-ci, il s’agira d’un élément a prendre en

compte dans la conduite des expérimentations.

3.6. Moyens de lutte contre Aedes albopictus

L’efficacité d’une lutte anti-vectorielle dépend essentiellement de la prise en compte
globale et de I’élimination systématique de tous les facteurs favorisant le développement du
vecteur. Ainsi, il convient de mettre en place un dispositif intégré permettant de s’attaquer a tous
les stades (aquatiques et aérien) du moustique. Pour Aedes albopictus, un élément cle est la
recherche et la destruction des gites larvaires potentiels. En effet, un aménagement adéquat du
cadre de vie permet de réduire significativement la population de ce moustique, particulierement

en milieu urbain (141). 1l est donc impératif de retirer tous les éléments susceptibles de contenir
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des eaux stagnantes, a I’extérieur comme a I’intérieur des habitations. Il est également important
de veiller au bon écoulement des eaux de pluie ainsi que des eaux usées et de nettoyer
régulicrement les gouttieres, regards et caniveaux. Enfin, lorsqu’ils sont indispensables, les

réservoirs d’eau doivent étre recouverts d’une moustiquaire.

Cependant, il est souvent impossible de retirer tous les gites. Il est alors nécessaire
d’avoir recours a des insecticides larvicides ou adulticides. Les larvicides seront bien entendu
appliqués sur les gites potentiels alors que les adulticides pourront étre pulvérisés sur une zone
beaucoup plus importante. Les larvicides les plus utilisés sont le téméphos, les spores de Bacillus
thuringiensis serovar Israelensis (Bti) et le spinosad®. Le téméphos et le spinosad® agissent en
provoquant une excitation du systéme nerveux central qui conduit a une paralysie de 1’insecte.
Tous deux sont relativement peu spécifiques, avec une toxicité particuliére du spinosad® pour
les abeilles, ce qui en limite I’utilisation. De plus, 1’usage intensif de ces produits entraine
rapidement I’apparition de résistances chez les larves (142), conduisant a une efficacité
décroissante. Ainsi, de nombreuses mutations sur la séquence de I’acétycholinestérase sont
capables d’inhiber le mode d’action du téméphos. Face a ce constat, le Bti est de plus en plus
utilisé. Les spores de la bactérie contiennent des inclusions cristallines. Une fois ingérées par la
larve, ces protoxines se solubilisent sous 1’effet du pH alcalin de I’intestin et sont hydrolysées en
toxines actives par les enzymes protéolytiques. Aprés fixation sur des récepteurs des cellules
intestinales, les toxines de Bti entrainent une lyse complete de la muqueuse digestive (143). Les
récepteurs impliqués sont tres spécifiques, ce qui explique le spectre d’activité relativement étroit
de ces toxines. Elles agissent uniquement sur les Dipteres et n’ont qu’une activité trés faible sur

les autres groupes d’Insectes.

Généralement, il est tout de méme nécessaire de procéder a une pulveérisation
d’insecticides adulticides, car il s’agit de la seule méthode permettant une élimination rapide et
massive des adultes (fig. 32). Elle constitue le plus souvent une mesure d’urgence en période
d’épidémie. Pour que cette méthode soit efficace, il est préconisé d’effectuer des traitements tous
les deux a trois jours sur dix jours. De plus, afin de limiter I’apparition de résistances, on

recommande d’utiliser des insecticides de familles différentes en alternance.
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Substance active Famille chimique Mode d’action Résistance
Deltaméthrine Pyréthrinoides Perturbation de la cinétique

d’activation du canal sodium +H[+++
Malathion Organophosphorés Inhibition de

I’acétylcholinestérase +++
Pyrimiphosméthyl Organophosphorés Inhibition de

I’acétylcholinestérase +
Naled Organophosphorés Inhibition de

I’acétylcholinestérase +++
Etofenprox Pseudo-pyréthrinoides Perturbation de la cinétique

d’activation du canal sodium +H/+++

Figure 30 : Composés adulticides utilisés dans la lutte anti-vectorielle

Malgré ces recommandations, la mise en place de résistances est inévitable (144) comme
par exemple la mise en évidence récente de la mutation kdr qui confére a Aedes albopictus une
résistance aux pyréthrinoides (145). Ces résistances se retrouvent partout dans le monde,
entravent la lutte anti-vectorielle et nuisent au développement de nouveaux insecticides. Il

devient donc urgent de développer des méthodes de contrdle alternatives.

Plusieurs pistes sont a 1’étude, avec des résultats encourageants pour certaines d’entre
elles. La technique de I’insecte stérile (TIS) consiste a produire des méales Aedes albopictus et a
les relacher massivement dans I’environnement aprés les avoir stérilisés a I’aide d’agents
mutagenes. Chaque femelle n’étant fécondé qu’une seule fois, la copulation de ces males stériles
avec des femelles de phénotype sauvage aboutit a la ponte d’ceufs non fertilisés (146). Cette
technique est actuellement testée dans 1’état de Bahia au Breésil sur 1’espéce Aedes aegypti (147)
mais pourrait étre facilement adaptée a Aedes albopictus en raison d’une capacité plus
importante de ce dernier & étre produit en laboratoire (148). Ainsi, il est prévu d’expérimenter le

lacher de males stériles sur I’ile de La Réunion dés 2015 (149).

D’autres techniques sont encore a 1’étude, comme I’utilisation d’un endosymbionte des
moustiques du genre Aedes : Wolbachia. Cette bactérie est naturellement présente chez certains
moustiques et est connue pour manipuler la reproduction des Aedes (150). La présence de cette

bactérie dans les glandes salivaires des moustiques ayant été associée a une diminution de la
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transmission du virus de la dengue (151) (152) et du chikungunya (153) par ces insectes. Il
s’agirait ici d’'un moyen pour limiter la transmission des arbovirus a I’Homme sans que la
population de vecteur soit affectée. Cependant, les investigations doivent se poursuivre afin de
mieux préciser les interrelations entre la bactérie, les vecteurs et les virus avant d’envisager une

utilisation de cet endosymbionte dans la lutte contre la transmission des arbovirus.
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4. Objectifs du projet

Les moyens de contrble traditionnels des arbovirus sont soit inaccessibles (vaccins,
traitements thérapeutiques, élimination totale des gites larvaires) soit devenus inefficaces (lutte
vectorielle chimique). Il apparait donc nécessaire de développer de nouvelles méthodes pour
bloquer la transmission des maladies vectorielles. Pour étre efficaces, ces approches innovantes
doivent tenir compte des interactions complexes entre le vecteur, le pathogéne et 1’hote vertébré.
Nous nous proposons de mieux comprendre ces interactions en étudiant le cas des virus de la
dengue et du chikungunya en relation avec 1’un de leurs vecteurs principaux : Aedes albopictus.
Plus précisément, nous avons choisi de nous intéresser a DENV4 et a une souche épidémique
CHIKV d’autre part, en focalisant notre attention sur leur interaction éventuelle avec le vecteur
au niveau de deux barriéres de I’infection : I’intestin moyen et les glandes salivaires. Le choix
s’est porté sur Aedes albopictus pour plusieurs raisons : ce moustique est a priori capable de
transmettre efficacement les deux virus étudiés, il est présent en Europe et son aire de répartition
s’étend chaque année davantage. Le CHIKYV a été choisi car sa cinétique d’infection a été décrite
chez ce vecteur ce qui permettra de valider notre approche en confrontant nos résultats a ceux de
la littérature. En revanche, pour le DENV4, la cinétique d’infection n’est pas connue a ce jour
chez ce vecteur. Notre projet permettra donc dans un premier temps de la préciser. Notre étude
de I’interaction entre Aedes albopictus et ces arbovirus se fera en plusieurs étapes Dans un
premier temps, nous caractériserons la cinétique d’infection du vecteur par les différents
arbovirus afin de déterminer la période ou I’infection des organes est maximale. Puis nous
réaliserons une analyse protéomique qui comparera les niveaux d’expression protéique entre des
intestins moyens et des glandes salivaires infectés ou non par les virus DENV4 et CHIKV. Cette
approche nous permettra d’obtenir des protéomes d’intestin moyen et de glandes salivaires
provenant d’Aedes albopictus infectés, ce qui constitue une premiere mondiale. Cela nous
permettra de comptabiliser et d’identifier les protéines surexprimées et sous-exprimées en cas
d’infection virale de ces organes. Nous étudierons également le cas d’une co-infection du vecteur
par DENV4 et CHIKV. Cette étude nous permettra de déterminer des protéines cibles dont nous
pourrons étudier I’effet sur des systémes in vivo et in vitro. Nous pensons pouvoir identifier deux
types de protéines d’intéréts : des protéines ayant une activité antivirale potentielle (au moins
chez Aedes albopictus) et des protéines susceptibles de perturber le systétme immunitaire de

I’hote vertébré.
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Partie Il : Etude expérimentale

1. Matériels et méthodes

1.1. Matériels d’étude
1.1.1. Elevage des Aedes albopictus

La plupart des études menées sur la compétence vectorielle de moustiques s’appuient sur
I’utilisation de souches de laboratoire de moustiques. Ceux-ci sont parfois élevés depuis
plusieurs dizaines d’années en insectarium et ont I’avantage de présenter des caractéristiques
relativement homogenes. Cependant, on peut imaginer une dérive de certains caractéres et donc
un ¢éloignement de la population d’origine a chaque génération. En particulier, une étude a
montré que la compétence vectorielle d’Aedes albopictus augmentait en fonction du nombre de
générations d’élevage en laboratoire (154). Afin d’éliminer ce biais et de pouvoir extrapoler nos
résultats aux populations de moustiques présentes sur le territoire francais, nous avons utilisé une
population prélevée récemment.

L’¢levage d’Aedes albopictus est issu d’adultes capturés en 2011 dans la région de Nice
(Alpes-Maritimes). Les moustiques adultes sont ¢levés dans des cages recouvertes d’une
moustiquaire dans une piéce dont la température est maintenue a 25°C+/-2, une hygrométrie de
80% +/-5 et une photopériode de 12 heures de jour et 12 heures de nuit. Les moustiques destinés
aux infections expérimentales sont nourris avec de 1’eau sucrée (10% sucrose). Les insectes
reproducteurs recoivent en complément un repas sanguin qui consiste a exposer des souris
SWISS anesthésiées a des femelles disposées dans une cage recouverte d’une moustiquaire
pendant 15 minutes tous les deux jours. Les moustiques femelles pondent sur des papiers
buvards humides qui sont ensuite récupérés pour étre immergés dans des bassines contenant
environ 1,5 litre d’eau. Aprés moins de 24h, les premiéres larves éclosent et sont nourries avec
des croquettes pour animal de compagnie ainsi qu’un complément alimentaire a base de levure
de biére. L’eau des bassines contenant les larves est renouvelée tous les deux jours. A I’issu de
leur mue, les nymphes sont transférées dans une cage recouverte d’une moustiquaire ou elles

pourront effectuer leur métamorphose vers le stade adulte.
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1.1.2. Souches virales utilisées

1.1.2.1. Virus CHIK

Le virus CHIK utilise est la souche CHIK 05-049 isolée d’un cas humain lors de
I’épidémie de 2005 a la Réunion. Il a été amplifié sur lignée cellulaire d’Aedes albopictus C6/36

et le titre viral a été évalué & 2.10"° ufp/mL par la méthode des plages de lyse sur Vero E8.

1.1.2.2. Virus DEN4

Le virus DEN4 a été isolé en 1976 par le Center for Disease Controle d’Hawai a partir
du foie d’un patient birman ayant développé une forme hémorragique fatale de dengue (souche
63632). Le stock viral a été obtenu sur une lignée cellulaire d’Aedes albopictus (cellules C6/36,
passage 9) et titré sur cellules Vero E6. Le titre obtenu est de 4,5.10° ufp/mL et se révéle
insuffisant pour obtenir un taux d’infection satisfaisant aprés un protocole d’infection
expérimentale classique. 1l est donc nécessaire de concentrer le virus. Pour cela, une fiole de 150
cm? & bouchon ventilé (Becton-Dickinson) contenant des cellules C6/36 & 80% de confluence est
incubée a 28°C avec 1 mL de suspension virale issue du stock de DENV4 mélangée a 2mL de
milieu Leibovitz L15. Apres 2 heures, on ajoute 23 mL de milieu Leibovitz L15 et la fiole est
laissée en incubation pendant 4 jours & 28°C. Environ 20 mL de surnageant est récuperé et
centrifugé 10 min a 450 g a 4°C. Le surnageant est conservé et on ajoute a celui-ci du milieu de
Leibovitz L15 de fagon a obtenir 30 mL de volume final. Puis 3 mL de cette suspension sont
répartis dans 10 fioles T150 de cellules C6/36 a 80% de confluence. Ces fioles sont traitées selon
le méme protocole décrit précédemment. Aprés 4 jours, la suspension virale prélevée dans des
tubes Falcon® de 15mL est centrifugée 10 min a 450 g a 4°C. On ajoute alors 0.25mL de
polyéthylene glycol (PEG-6000) par mL de suspension virale et on laisse au repos pendant 12
heures a 4°C. Les tubes sont ensuite centrifugés a 3200g pendant 30 minutes a 4°C. Le
surnageant est retire et le culot est repris dans 1 mL de L15 + 2% de sérum de veau fcetal et
stocké & -80°C. Le titre alors obtenu sur cellules Vero E6 est de 1,3.10° ufp/mL et le nombre de
copies mesurées par transcription inverse et réaction de polymérisation en chaine quantitative
(RT-PCRq) est de 1,3.10" copies d’ARN.mL™.
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1.2. Protocole d’infection expérimentale des Aedes
albopictus

La veille du jour prévu de I’infection, les moustiques males et femelles sont triés. Les
femelles sont placées dans des boites en plastiques munies d’un piston et d’une moustiquaire
puis transférées dans le laboratoire L3 ou I’infection est prévue pour une période d’acclimatation
de 24 heures. Les males sont ¢liminés. Le jour de I’infection, du sang de lapin est prélevé dans
un tube contenant 2% d’héparine. Ce sang est ensuite lavé et les hématies concentrées par 3
lavages successifs dans du tampon phosphate salin 1X (PBS 1X) alternés avec 3 centrifugations
a 5309 pendant 5 minutes a température ambiante. Les hématies obtenues sont ensuite stockées a
4°C. Dans le laboratoire L3, le sang est mélangé a une suspension virale, a du milieu de
Leibovitz L15 et & un phagostimulant (ATP, concentration finale de 5.10° mol.L™) (fig. 33) et

ensuite disposé dans un gorgeur constitué d’un réservoir de verre sur lequel une peau de poulet a
été tendue (fig.34).

Milieu de Hématies de lapin Surnageant viral Phagostimulant
Leibovitz 115 purifiées (ATP)

Infection CHIK V 2mL 1 mL 40 pL 30 ul
Infection DENV4 0.5mL 1 mL 1,5mL 30pL
Co-nfection 0,5 mL 1 mL 1.5 mL (DENV4) 30pL
CHIKV/DENV4 40pL (CHIKV)
Témoin negatit 2mL I mL 0 30 uL

Figure 31: Tableau donnant la composition du mélange par gorgeur et par infection

Le mélange infectieux présente donc un titre de 2,7.10% ufp.mL™ pour CHIKV et de
6,5.10% ufp.mL™ pour DENV4. Les moustiques sont mis au contact de la peau de poulet et se
gorgent de sang de lapin infecté (fig. 34). Les moustiques gorgés sont conservés dans des boites
en carton dans une piéce a 28°C +/-1, 80% +/-5 d’hygrométrie et nourris avec une solution de

sucrose 10%.
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Figure 32 : Dispositif complet nécessaire a ’infection orale expérimentale de moustiques Aedes albopictus. (a)

Gorgeur en verre fermé par une peau de poulet. (b) Gorgeur monté sur un dispositif de circulation d’eau chaude. (c)
Introduction du sang infecté dans le gorgeur. (d) Gorgement des moustiques a travers le voile et la peau de poulet.
(e) Moustigues gorgés anesthésiés. (f) Tri des moustigues gorgeés.

Tous les deux jours pendant 15 a 17 jours, certains moustiques sont placés a 4°C afin de

procéder a des prélévements d’échantillons.

1.3. Prélevements des échantillons

1.3.1. Prélevements de moustiques entiers pour
Immunohistochimie
Des moustiques infectés sont anesthésiés et entierement plongé dans un tube contenant du
liquide de Carnoy. Les prélevements sont conservés a température ambiante.
1.3.2. Prélevements des échantillons pour
immunofluorescence
Les moustiques sont disposés sur une lame de verre sous une loupe binoculaire et
disséqués afin de prélever les glandes salivaires et les intestins moyens. Les organes sont
disposés sur une lame et fixés 15 minutes dans du méthanol pour les intestins moyens ou dans du
paraformaldéhyde (PFA) a 4% pour les glandes salivaires puis conserveés a 4°C.
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1.3.3. Prelevements pour quantification du nombre de
particules virales

Deux méthodes de quantification du nombre de particules virales sont effectuées. Pour la
quantification par RT-PCRq, les organes sont placés dans 350uL de tampon de lyse RA1l +
3.5uL de bétamercaptoéthanol. Pour les titrages, les organes sont prélevés dans des tubes
contenant 350 pL de milieu DMEM + 2% sérum de veau fcetal. Les tubes de prélévements
contiennent des microbilles qui permettent de broyer 1’échantillon prélevé apres agitation. Les

tubes sont ensuite stockés a -80°C.

1.3.4. Prélevements pour analyse protéomique

L’analyse protéomique se fait selon deux méthodes différentes décrites plus loin : iTRAQ
et « label-free ». Pour la technique « label-free », 50 estomacs ou 100 glandes salivaires sont
transférés dans des tubes eppendorf® de 1,5 mL contenant 100 puL de tampon composé de 2-
amino-2-hydroxyméthyl-1,3-propanediol (Tris) HCl & 50 mmol.L™ (pH 7,5) dans lequel de
I’urée a été diluée & une concentration de 8 mol.L™. Pour la technique iTRAQ, la méme quantité
d’organes est placée dans des tubes contenant 50 pL de tampon RIPA
(RadiolmmunoPrecipitation Assay, Biobasic Canada Incorporation, pH 8) composé de 150
mmol.L-1 de NaCl, 50 mmol.L-1 de Tris-HCI, 1% de Nonidet P-40 (NP-40), 0,5% de
deoxycholate de sodium et 0,1% de dodécylsulfate de sodium (SDS). Les tubes sont stockés a -
80°C.

1.3.5. Prélevement de salive de moustique

La salive des moustiques exposés a un repas sanguin infecté est prélevée a différents
temps d’infection. Pour cela, les ailes et les pattes des moustiques sont enlevés et le proboscis de
I’insecte est introduit dans un cone pour pipette de 20uL contenant SpuL. de milieu Leibovitz L15
+ 2% sérum de veau feetal. Les moustiques sont laissés a saliver pendant 25 min puis le milieu
contenant la salive est récupéré et collecté dans un tube eppendorf® de 0.5mL et stocké a -80°C.
Les moustiques entiers correspondant a chaque salive sont placés dans des tubes contenant des
microbilles de verre et 350puL de tampon de lyse RAl + 3.5uL de bétamercaptoéthanol puis
broyés et stockés a -80°C.
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1.4. Immunohistochimie et immunofluorescence

Les organes prélevés sur lames de verre sont soumis a un marquage permettant de révéler
par immunofluorescence la présence de CHIKV et DENVA4. Pour cela, les lames sont réhydratées
dans du PBS 1X pendant 5 min a température ambiante. Les organes sont ensuite immergés dans
du PBS+triton 0.2%, 15 min pour les glandes salivaires, 2h pour les intestins moyens. Les lames
sont ensuite rincées trois fois avec du PBS1X pendant 5 min. Puis, les lames sont placées en
chambre humide et incubées pendant 30 min dans du PBS+1% d’albumine de sérum bovin
(BSA)+0.1% Tween 20 pendant 30 min a température ambiante. Le liquide est ensuite drainé et
I’anticorps primaire est incubé pendant 12h a 4°C. Pour CHIKYV, il s’agit de 1’anticorps
monoclonal 3E4 (dirigé contre la protéine d’enveloppe E2 du CHIKV) marqué par le
fluorophore Cy3 (excitation a 550nm, émission a 570nm). Cet anticorps est dilué 500 fois dans
du PBS 1X+1% BSA. Pour le DENV4, I’anticorps utilisé est un anticorps produit chez le lapin et
dirigé contre le domaine 3 de la protéine d’enveloppe E du DENV4. L’anticorps est dilué 1000
fois dans du PBS 1X+1% BSA. Apres incubation, les lames sont rincées trois fois dans du PBS
1X pendant 5 min a température ambiante. Pour les marquages DENV4, un anticorps secondaire
anti-lapin Alexafluor 488 (excitation a 488nm, émission a 519nm) est dilué au 1/500 dans du
PBS 1X+1% BSA puis appliqué pendant 1 heure a température ambiante. Les lames sont rincées
trois fois dans du PBS 1X pendant 5 min. Elles sont ensuite marquées avec de la phalloidine 488
ou 633 (Invitrogen, émission a 632nm, émission a 647) a la dilution 1/40 dans du PBS 1X+1%
BSA pendant 20 min a température ambiante. Ce marquage permet de visualiser les
microfilaments d’actine. Les lames sont rincées une derniére fois dans du PBS 1X, trois fois
pendant 5 min, puis laissées sécher a 1’air quelques minutes. Les lamelles sont ensuite montées
sur les lames a 1’aide d’une goutte de Prolong gold® antifade + DAPI (marquage de I’ADN,
excitation a 350nm, eémission a 450-490nm). Les lames sont conservées a 1’obscurité et a
température ambiante une journée avant d’étre observées puis stockées a 4°C et a 1’obscurité.
Pour les double-marquages, I’anticorps primaire anti-DENV4 est incubé en premier, suivi d’un
anticorps secondaire anti-lapin Alexafluor 488 puis de 1’anticorps primaire anti-CHIKV. Les
lames sont observees avec différents systemes optiques permettant de visualiser la fluorescence.
Nous avons utilisé le microscope confocal LSM 700 (Zeiss) et le CellVVoyager CVV1000 (Visitron
System). Les images ont été traitées en utilisant le logiciel d’analyse d’image Fiji version

1.4.3.67.
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Les marquages immunohistochimiques ont éte réalisés par la plate-forme d’histologie de
I’Institut Pasteur. Briévement, les moustiques entiers sont inclus dans de la paraffine puis des
coupes sont réalisées au microtome et déposées sur des lames de verre. Apres une étape de
déparaffinage, les lames subissent le méme traitement que celui décrit dans le paragraphe
précédent pour les organes a la différence que 1’anticorps primaire est obtenu chez la chévre
(spécifique de la protéine d’enveloppe E2 de CHIKYV, dilué au 1/500 pour les moustiques
infectés par CHIKV, ou spécifique de la protéine E de DENV4, dilué au 1/1000 pour les
moustiques infectés par DENV4). L’anticorps secondaire est un anticorps anti-chevre couplé a

une peroxydase (HRP), la révélation se fait a 1’aide du kit « Vector VIP » (Vector Laboratories).

1.5. Quantification du nombre de copies d’ARN viral
par RT-PCR(q

1.5.1. Extraction de I’ARN de I’échantillon

L’ARN contenu dans chaque échantillon est extrait en utilisant le kit Nucleospin® RNA
Il (De Macherey-Nagel). L’ARN est ¢lué dans 40ul. d’eau sans RNase par centrifugation a
11 000g pendant une minute puis stocké a -80°C.

152.  RT-PCRq

Pour quantifier ’ARN viral contenu dans chaque échantillon, nous avons utilisé le kit
power SYBR® Green RNA-tc-C:'™ en une seule étape (Applied Biosystems). Un mélange
réactionnel est préparé en ajoutant 9,8ul. d’eau sans RNase, 12,5 uL de Mix 2X (contenant le
tampon, les dNTPs et le MgCl,), 0,2uLL d’enzyme Mix (polymérase et transcriptase inverse),
0,25uL de I’amorce sens et de I’amorce anti-sens & 10pmol.L ™. 23uL du mélange réactionnel est
ajouté a 2 uL de chaque échantillon dans les puits d’une plaque a fond conique Thermo-Fast 96
semi-Skirted (ABgene). Chaque éechantillon est analysé en double. Deux puits servent de
référence et sont chargés d’eau sans RNase. Une gamme étalon allant de 10° 3 10° copies.mL'l
est constituée en duplicata. La RT-PCRq se déroule sur I’appareil Fast Real-Time PCR Systems
7500 en quatre étapes : [1] transcription inverse a 48°C pendant 30 minutes apres activation
préalable de la polymérase a 95°C pendant 10 min, [2] 40 cycles de 15 secondes a 95°C et 1
minutes d’élongation a 60°C, [3] dénaturation finale & la fin du 40°™ cycle ou la température
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passe de 60°C a 95°C en 19 minute et 59 secondes et [4] 95°C pendant 20 secondes. L’appareil

est connecté a un ordinateur qui analyse les résultats via le logiciel 7500 Software v.2.0.1.

1.6. Titrage des échantillons

Les titrages sont effectués sur des cellules Vero E6 dans des plaques 24 puits contenant
7.10* cellules par puits. Des dilutions séquentielles des échantillons prélevés sont effectuées et
200 pL de chaque dilution sont disposés dans les puits. La plaque est incubée une heure a 37°C
pour les échantillons contenants le CHIKV, 2 heures a 37°C pour ceux contenants le DENV4.
Aprés ce temps d’incubation, les dilutions sont aspirées a 1’aide d’une pipette. 0,5 mL d’un
mélange constitué de 0.25 mL de carboxyméthyle-cellulose (CMC), 0.25 mL de milieu DMEM
complémenté de 1% d’acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique a 1 mol.L™
(HEPES), 2% de sérum de veau feetal et 1% de pénicilline-streptomycine-amphotéricine B est
ensuite distribué dans chaque puits. Les plaques sont incubées pendant 48h pour le CHIKV,
pendant 130 heures environ pour le DENV4. Aprés incubation, le milieu contenant la CMC est
aspiré et les puits sont lavés 2 fois dans du PBS 1X. Les plaques sont fixées par une solution de

cristal violet contenant 4% de PFA.

1.7. Analyse proteomique

Les échantillons de glandes salivaires et d’intestins moyens sont préparés en vue de leur
analyse par spectrométrie de masse selon deux techniques différentes. Un lot d’échantillons a été
transmis a la plateforme protéomique 3PS5 de I’'Institut Cochin et analysé avec des réactifs
isobariques permettant une quantification absolue et relative iTRAQ), I’autre lot a été exploré a
la plate-forme protéomique de I’Institut Pasteur via la technique « label-free ». Chaque
échantillonnage a été réalisé de maniere indépendante. Cet échantillonnage a été répété trois fois
pour les lots analysés en « label-free », deux fois pour ceux analysés par iTRAQ.
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1.7.1. Preparation des échantillons

La préparation des échantillons est commune aux deux techniques utilisées. La premiere
étape consiste a inactiver le virus et a faire éclater les tissus par 1’application d’onde ultrasons.
On utilise pour cela un sonicateur (Fischer, Bioblock Scientific Vibran Cell 75043, modele 750
W, sonde Cuphorn) qui soumet les échantillons a des ultrasons pendant 4 minutes avec une
alternance de deux secondes d’ultrasons suivi de deux secondes de pause. On renouvelle
I’opération 5 fois en veillant a ce que les échantillons restent dans de la glace. Les échantillons
sont ensuite transferés dans des tubes (Beckman, Centrifuge tube, 11 * 34 mm PC tube) pour une
étape d’ultracentrifugation. Les tubes sont équilibrés a 10%g prés en ajoutant si besoin du
tampon. Ils sont ensuite placés dans un rotor (Beckman, TLA 120.2, 120krpm, diamétre 8 cm).
L’ultracentrifugation dure 30 min a 130 000g et a 4°C (Beckman, Optima TLX Ultracentrifuge
120 000rpm). Le surnageant est ensuite transféré dans un tube eppendorf® de 1,5mL.

1.7.2. Analyse par spectrométrie de masse

Les protéines contenues dans environ 80pL sont solubilisées dans un tampon dénaturant
(Tris a 100mM, pHS, urée a 8M). Les ponts disulfures sont réduits par 1’ajout de SmM de
dithiothréitol (DTT) pendant 30 min a température ambiante. Une étape d’alkylation est ensuite
réalisée avec 20mM d’iodoacétamide pendant 30 min, a ’obscurité et a température ambiante.
La solution protéique est diluée dans 50mM de bicarbonate d’ammonium (BA), jusqu’a ce que la
concentration en urée devienne inférieure a 1M. Un pg de trypsine (Promega, Madison, WI,
Etats-Unis) est ajouté a chaque échantillon pour une étape de digestion toute la nuit a 37°C. La
digestion est ensuite stoppée par addition d’acide formique (AF) a 0,5%. Les peptides issus de
cette digestion sont ensuite purifiés a 1’aide du systeme Sep-Pack C18: activation par du
méthanol de 50mg d’une phase C18, ringage de la phase avec 80% d’acétonitrile (ACN) + 0,1%
AF puis trois lavage par une solution 0,1% AF. Les échantillons sont chargés deux fois sur la
colonne. La résine est lavée trois fois avec 0,1% AF, puis une fois avec 2% ACN+0,1% AF. Les
peptides sont alors élués dans 50% ACN+0,1% AF La solution peptidique est ensuite concentrée
par évaporation a ’aide d’un concentrateur a vide. Les peptides ont été analysés par nano LC-
MS/MS a I’aide de I’appareil de chromatographie EASY-nLC 1000 (Thermo Fisher Scientific)
couplé a un spectrometre de masse Q Exactive Orbitrap. Les données ont €té acquises a 1’aide du

logiciel XCalibur 2.2 (Thermo Fischer Scientifique). Les données récupéréees ont été comparées a
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la base de données d’Aedes aegypti issue de SwissProt et TTEMBL et aux protéines structurales
et non-structurales du virus du chikungunya 05-049 et du sérotype 4 du virus de la dengue

référencées sur GenBank.

Les échantillons ont également été analysés par la technique iTRAQ. Les peptides
obtenus & partir de chaque échantillon sont marqués avec les différents réactifs isobariques
iITRAQ selon le protocole du fabricant (iTRAQ Reagents Application Kit Plasma, Applied
Biosystems). Apres vérification du pourcentage de marquage et adaptation eéventuelle de celui-ci,
les échantillons sont fractionnés par nano-HPLC et les peptides isolés analysés sur le
spectrométre Orbitrap VELOS (Thermo Scientific). Les spectres sont analysés et quantifiés avec
le logiciel ProteinPilot. La banque de donnée consultée est la banque fournie par le National
Center for Biotechnology Information (NCBI, mai 2014) : stegomyia (contient les données pour

Aedes albopictus et aegypti).
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2. Reésultats

2.1. Présence de CHIKYV et de DENV4 dans
I’organisme d’Aedes albopictus infectés
experimentalement

Un premier marquage immunohistochimique a été realisé a partir de moustique entier

afin de visualiser la diffusion des particules virales dans I’organisme du vecteur. Le marquage a

été réalisé pour des moustiques infectés par CHIKV et DENV4 (fig. 35 et 36).

Figure 33 : Marguages immunohistochimigues d’un moustique entier infecté par CHIKV a 14 jours post-infection.

Révélation du marquage a la péroxydase (coloration brune). A gauche : Moustique entier, a droite : agrandissement

d’une portion de Pintestin moyen. (1) téte, (2) thorax, (3) abdomen, (4) cil, (5) cesophage. (6) glandes salivaires, (7)
ovaires, (8) portion d’intestin moyen.
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Figure 34 : Marguages immunohistochimigques de moustiques entiers infectés par DENV4. Révélation du marquage

a la péroxydase (coloration brune). A gauche : 10 jours post-infection, a droite : 14 jours post-infection. Les fleches
désignent les zones particulierement infectées.

On remarque que I’intestin moyen est infecté précocement puisque les particules virales
sont retrouvées dans I’ensemble de [’organisme du moustique, avec un marquage
particulierement important dans les glandes salivaires. Dans un second temps, |’analyse par
immunofluorescence a été réalisée dans le but de confirmer la présence des virus dans les
organes prélevés et de suivre la progression de I’infection au cours du temps de maniere

qualitative (fig. 38).
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Figure 35 : Marquage immunofluorescent d’une glande salivaire d’un Aedes albopictus prélevée cing jours aprés
infection par CHIKV. I.’image est une reconstruction tridimensionnelle réalisée d’aprés des coupes d’une glande

salivaire obtenues au microscope confocal et analysées par le logiciel d’image Fiji. Les noyaux cellulaires sont
marqués au DAPI (Bleu), le réseau d’actine a la phalloidine 488 (vert) et la protéine d’enveloppe E2 de CHIKYV est

reconnue par un anticorps spécifigue couplé au fluorophore Cy3 (rouge). On remarquera que les lobes latéraux des
glandes salivaires sont plus fortement marqués que le lobe central.




Figure 36: Marquage immunofluorescent de glandes salivaires d’un Aedes albopictus (a) non-infecté, (b) infecté par
CHIKV, (c) infecté par DENV4, (d) co-infecté par CHIKV et DENV4. Le DAPI apparait en bleu, la protéine

d’enveloppe E2 du CHIKV en magenta, la protéine d’enveloppe E du DENV4 est en vert. La barre blanche
représente 50um.




Figure 37 : Dynamique d’infection de CHIKV dans les intestins moyens d’Aedes albopictus. Les noyaux sont

marqués au DAPI (en bleu), la protéine d’enveloppe E2 du chikungunya en rouge et le réseau d’actine en vert. (a)
témoin non-infecté, (b) 3 jours post-infection, (c) 5 jours post-infection, (d) 7 jours post-infection, (€) 9 jours post-
infection. Les intestins moyens sont disposés de facon a ce que ’extrémité antérieure de 1’organe soit située en haut

de la photographie. La barre blanche représente 200 pum.

L’immunofluorescence permet de confirmer la présence du virus dans les organes
étudiés. L’observation des lames révelent que ’infection par CHIKV et DENV4 de I’intestin
moyen se fait de fagon préférentielle en partie distale avant de diffuser a la totalité de
Iépithélium. Dans les derniers jours de I’infection, le signal est trés fort et présent sur I’ensemble
du tube digestif ce qui suggére une importante amplification virale dans I’intestin moyen.
Inversement, les tubes de Malpighi (fig. 29) semblent épargnés par I’infection virale, méme pour
des temps tardifs (fig. 39). Les glandes salivaires peuvent présenter un marquage spécifique dés
le troisiéme jour aprés infection dans le cas du CHIKV. Dans le cas du DENV4, il faut
généralement attendre plus de 7 jours post-infection pour observer un signal (fig. 38). Les
glandes salivaires sont infectées de facon partielle par CHIKV, DENV4 et CHIKV/DENV4,
préférentiellement dans la région distale des lobes latéraux, le lobe central étant généralement

épargné (fig. 37).
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2.2. Présence de CHIKYV et DENV4 dans la salive
d’Aedes albopictus infectés expérimentalement

L’analyse des échantillons de salive par RT-PCRq et titrage révele la présence de
particules virales infectieuses excrétées dans la salive du vecteur dés 7 jours post-infection par
CHIKV. Parmi les échantillons analysés (14 pour CHIKV), 50% sont positifs avec un titre
moyen de 6,8 10° ufp.mL™. Pour DENV4, les prélévements ont été réalisés a 17 jours post-
infection et & 20 jours post-infection. A 17 jours post-infection, nous avons réalisé une analyse a
la fois par titrage et par RT-PCRq, respectivement sur 13 et 5 échantillons. Aucune des deux
analyses n’a permis de mettre en évidence de virus dans la salive excrétée par les moustiques. A
20 jours post-infection, nous disposions de 38 échantillons de salive, I’analyse a été réalisée

uniquement par RT-PCRq (fig. 40).
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Figure 38: Nombre de copies d’ARN viral par mL retrouvées dans la salive de moustique Aedes albopictus 20 jours
apres infection expérimentale par DENV4. L’analyse est effectuée par RT-PCRq. Chague croix correspond a un
échantillon de salive.

20 jours post-infection, on remarque que la majorité des moustiques infectés

expérimentalement par DENV4 présentent un nombre de copies d’ARN viral supérieur & 10°
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copies par mL. Sur 38 échantillons, seulement 6 sont négatifs (15,8%), la moyenne des

échantillons positifs étant de 1,7.10° copies d’ARN viral par mL.

2.3. Cinétique d’infection d’Aedes albopictus par
CHIKYV et DENV4

L’objectif de I’étude étant de mettre en évidence des modifications de I’expression
protéique dans les glandes salivaires et I’intestin moyen de moustiques infectés par des
arbovirus, il est nécessaire de déterminer les cinétiques d’infection pour chacun des deux virus.
En effet, nous souhaitons prélever les organes pour réaliser une analyse protéomique au moment
ou les interactions entre les virus et les organes sont les plus fortes. Nous supposons que ce
moment correspond au pic de ’infection des organes par le virus. Cette étape est d’autant plus
importante pour DENV4 pour lequel aucune cinétique d’infection n’avait encore été

documentée.

2.3.1. Cinétique d’infection d’Aedes albopictus par
CHIKV

La cinétique d’infection du vecteur est suivie par RT-PCRq au niveau de deux organes :
les glandes salivaires et les intestins moyens. Au total, deux séries d’infections ont été réalisées.
Tous les deux jours, nous avons prélevé 5 intestins moyens et 10 glandes salivaires. Les résultats
présentés sont exprimes en nombre de copies d’ARN viral par organe, chaque point représentant
la valeur moyenne pour 20 glandes salivaires ou 10 intestins moyens obtenus au cours de 2

infections expérimentales indépendantes (fig. 41).
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Figure 39 : Nombre de copies d’ARN viral de CHIKV dans les intestins moyens ou les glandes salivaires en
fonction du temps. Chagque point correspond a la valeur moyenne pour 10 intestins moyens ou 20 glandes salivaires.
Les barres représentent les écarts-type.

Le CHIKYV infecte les cellules de ’intestin moyen avec un nombre de copies d’ARN par
organe maximal deés le troisieme jour aprés infection. Nous avons choisi de prélever les intestins
moyens a cing jours post-infection pour I’analyse protéomique de maniére a s’assurer que les
interactions entre le virus et la synthése protéique aient le temps de se mettre en place (fig. 41).
Le virus dissémine tres rapidement vers les glandes salivaires. En effet, 5 jours apres infection, la
totalit¢ des glandes salivaires analysées sont positives et le nombre de copies d’ARN viral
retrouvées est supérieur & 10° copies par organe. De plus, ce nombre de copies augmente de 2 log
entre le jour 3 et le jour 5 ce qui suggéere une réplication du virus dans les glandes salivaires. Par
la suite, ce nombre reste relativement stable. Des titrages ont également été effectues afin de
vérifier I’infectiosité des particules virales. A J3, aucune des 10 paires de glandes analysées n’est
positive. A partir de J5, le titre moyen par glande salivaire est de 10% ufp par organe et demeure
stable par la suite. Pour cette raison, nous avons décidé de prélever les glandes salivaires pour

analyse protéomique 5 jours apres infection.
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2.3.2. Cinétique d’infection d’Aedes albopictus par
DENV4

Une demarche identique a été appliquée dans le cadre de moustiques infectés par
DENV4. La cinétique d’infection d’Aedes albopictus par DENV4 est inconnue a ce jour. Nous
avons donc réalisé quatre séries d’infections (contre deux pour CHIKYV) afin de nous assurer de
la validité et de la reproductibilité de nos résultats. Les courbes ci-dessous représentent donc le
nombre de copies d’ARN viral par organe, chaque point correspondant a 20 intestins moyens
(fig. 42) ou 40 glandes salivaires (fig. 43) obtenus au cours de quatre infections expérimentales

indépendantes.
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Figure 40 : Nombre de copies d’ARN viral de DENV4 dans I’intestin moyen en fonction du temps. Chague point
correspond a la valeur moyenne de 20 intestins moyens. Les barres représentent les écarts-type.

Le pic de l’infection semble atteint relativement tard (jour 10 post-infection),
comparativement aux moustiques infectés par CHIKV (3 jours post-infection). Cependant, en
raison de la valeur relativement importante atteinte dés J5 post-infection et afin de pouvoir
comparer 1’effet de deux virus sur un méme organe, nous avons choisi de prélever les intestins

moyens destinés a 1’analyse protéomique a cette date.
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Figure 41 : Nombre de copies d’ARN viral de DENV4 dans les glandes salivaires en fonction du temps. Chaque
point correspond a la valeur moyenne de 40 glandes salivaires. Les barres représentent les écarts-type.

Le virus DEN4 est capable d’infecter Aedes albopictus et de disséminer jusqu’aux
glandes salivaires. 1l apparait cependant que cette dissémination est a la fois moins intense et
moins rapide que dans le cas du CHIKV avec un nombre de copies d’ARN par glande salivaire
infectée de seulement 2,9.10% & J10 contre 1,3.10° dés J5 pour CHIKV. On note également que le
nombre de glandes salivaires non-infectées est relativement important : au pic de 1’infection
(J10), 12,5% des glandes salivaires ne présentent pas de virus. Pour le CHIKV, les glandes
salivaires sont toutes infectées 5 jours aprés infection. Au-dela de 14 jours post-infection, on
remarque une trés grande variabilité des valeurs relevées en fonction de jours, avec un nombre de
copies d’ARN viral qui fluctue de 2 log entre J17 et J20. D’apres ces observations, nous avons
choisi de prélever les glandes salivaires pour 1’analyse protéomique a J14. A cette date, le
nombre de copie d’ARN viral est proche du nombre maximal retrouvé dans les glandes salivaires
et 92,5% des glandes sont infectées contre seulement 87,5% au pic de I’infection (fig. 44). Nous
avons exclu de prélever les glandes salivaires a J18 en raison des fortes variations du nombre de
copies d’ARN viral au-dela de J14.
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Figure 42 : Pourcentage de paires de glandes salivaires infectées (nombre de copies d’ARN viral détectées par RT-
PCRg non nul) en fonction du temps.

2.3.3. Cinetique de co-infection d’Aedes albopictus par
CHIKV et DENV4

Une unique co-infection CHIKV/DENV4 a été réalisée et des glandes salivaires et des
intestins moyens provenant des moustiques infectés ont été prélevés. On remarque que la co-
infection d’Aedes albopictus par CHIKV et DENV4 est associée a un pic d’infection des glandes
salivaires atteint plus précocement pour les deux virus. Ainsi, CHIKV est présent dans les
glandes salivaires dés J3 & un nombre de copies de 1.6.10° par organe soit une valeur
normalement retrouvée plus tardivement aprés 1’infection. La méme observation peut étre faite
pour le DENV4 avec un pic d’infection atteint a J7 contre J10 en mono-infection. De fagon
intéressante, il semble que la co-infection n’influe pas sur le nombre maximal de copies d’ARN
viral de CHIKYV retrouvées dans les organes puisque le pic est atteint pour des valeurs similaires
a celles trouvées en mono-infection (fig. 45). En revanche, pour DENV4, la co-infection entraine
une diminution du nombre de particules virales retrouvées dans les glandes salivaires

comparativement a une mono-infection. Le nombre de particules virales retrouvées dans les
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glandes salivaires co-infectées par CHIKV est en moyenne inférieur de 2 log a la mono-

infection.
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Figure 43 : Nombre de copies d’ARN viral dans les glandes salivaires d’Aedes albopictus co-infectés par CHIKV et
DENV4. Chague point correspond a 10 glandes salivaires, les barres représentent les écarts-type.

2.4. Protéomes de glandes salivaires et d’intestins
moyens d’Aedes albopictus

En se fondant sur les cinétiques obtenues, les échantillons ont été prélevés cing jours
post-infection pour les intestins moyens et les glandes salivaires de moustiques infectés par
CHIKYV et pour les intestins moyens de moustiques infectés par DENV4. Les glandes salivaires
de moustiques infectées par DENV4 ont été disséquées a J14 post-infection. Des échantillons
témoins ont également éte prélevés aux mémes temps post-gorgement sur des moustiques ayant

été gorgés sur un melange non-infecte.
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2.4.1. Protéomes obtenus par la technique iTRAQ

La technique iTRAQ a permis d’établir un protéome d’intestin moyen d’Aedes
albopictus comportant 1561 protéines. 604 protéines ont été identifiées dans les glandes
salivaires dont 10% sont des protéines excrétées dans la salive. Il s’agit du premier protéome
d’intestin moyen décrit chez le moustique du genre Aedes et le premier protéome de glande

salivaire chez Aedes albopictus.

2.4.2. Protéomes obtenus par la technique « label-free »

La technique « label-free » a quant a elle permis d’identifier 1076 protéines pour les

glandes salivaires et 1415 protéines pour les échantillons d’intestin moyens.

2.5. Protéomes d’Aedes albopictus infectés
expérimentalement

Afin de quantifier les niveaux d’expression, les quantités de protéines de chaque type ont
été comparées entre les échantillons provenant de moustiques infectés et ceux provenant de
moustiques non-infectés. Les résultats apportés par la méthode iTRAQ se sont révélés
relativement deécevants pour ce qui concerne les intestins moyens en raison d’un probléme
technique survenu pendant 1’analyse des résultats. Les peptides marqueés par les réactifs iTRAQ
115 n’ont pas été détectés, ce qui réduit la significativité des différences observées. A ce jour, le
défaut n’est pas encore réglé. L’analyse des glandes salivaires s’est déroulée sans incident et a
permis d’identifier 19 protéines modulées, parmi lesquelles on trouve 14 protéines salivaires
(protéines de la famille D7, allergene 30kDa, antigen 5 related protéin AG5-4, apyrase...). Pour
ce qui est de la technique « label-free », de nombreuses protéines sont retrouvées en quantité
significativement différente selon les échantillons. Pour une protéine donnée, on interpréte une
quantité plus faible dans les échantillons non-infectés que dans les échantillons infectés comme
une stimulation de D’expression de cette protéine en conséquence de I’infection virale.
Inversement, si une méme protéine est retrouvée en quantité plus importante dans les
échantillons non infectés, on parlera d’inhibition de la synthése de cette protéine. Sauf mention

contraire, les résultats présentés par la suite sont issus de 1’analyse « label-free » (fig. 46).
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Figure 44 : Nombre de protéines dont la quantité varie dans les glandes salivaires ou dans 1’intestin moyen d’4edes
albopictus infectés par CHIKV ou par DENV4 (« label-free »). Pour chaque couple organe/virus, les résultats sont
issus de la comparaison de trois échantillons d’organes infectés avec trois échantillons d’organes non-infectés.

L’ensemble des échantillons sont obtenus de maniére indépendante (aprés des gorgements différents).

L’infection virale modifie la synthése protéique dans les glandes salivaires et les intestins

moyens d’Aedes albopictus. Le nombre de protéines dont 1’expression est modulée est
globalement plus important dans le cas de CHIKV que dans le cas de DENV4 (211 contre 100
dans les intestins moyens, 114 contre 103 dans les glandes salivaires).

2.5.1. Modulation de la synthése protéique de I’intestin
moyen
L’intestin moyen est le premier organe du moustique dans lequel les arbovirus peuvent se
répliquer. Il peut donc jouer le rdle de barriere ou d’organe d’amplification. Dans cette
perspective, 1’étude de la modulation de la synthése protéique dans I’intestin moyen par les virus
CHIKV et DENV4 permet de mieux comprendre les interactions entre cet organe et les deux

arbovirus étudiés ici.

2.5.1.1. Par CHIKV

Le nombre de protéines dont I’expression est modulée dans I’intestin moyen en présence
de CHIKV est trés important puisque 211 protéines sur 1415 voient leur synthese modifiée au
cours de l’infection. Parmi ces protéines, seulement 13,3% ont une synthése diminuée. On
remarque que les principales fonctions protéiques impactées sont la synthese protéique, le

catabolisme et le métabolisme énergétique (fig. 47).
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Figure 45 : Fonctions des protéines de ’intestin moyen dont I’expression est diminuée en présence de CHIKV. Les
nombres inscrits dans les secteurs indiquent le nombre de protéines de chague type. Le nombre inscrit au centre
représente le nombre de protéines totales.

Une grande majorité des protéines ont une synthese augmentée (86,7%). Plus du tiers des
183 protéines dont 1’expression est augmentée sont impliquées dans la synthése protéique. La
seconde fonction protéique présentant le plus grand nombre est représentée par les protéines du
métabolisme énergétique. Ces deux fonctions représentent a elles seules plus de la moitié des

protéines dont la synthése est augmentée en présence de CHIKYV (fig. 48).
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Figure 46 : Fonctions des protéines de 1’intestin moyen dont ’expression est augmentée en présence de CHIKV. Les
nombres inscrits dans les secteurs indiquent le nombre de protéines de chaque type. Le nombre inscrit au centre
représente le nombre de protéines totales.

En bilan, nous pouvons constater que l’infection de I’intestin moyen par CHIKV
s’accompagne d’une trés forte stimulation des fonctions liées & la synthése protéique et au

métabolisme énergétique.

2.5.1.2. Par DENV4

L’infection de I’intestin moyen par DENV4 entraine la modulation de I’expression de
deux fois moins de protéines que dans le cas de CHIKV (100 contre 211). Le nombre de
protéines dont 1I’expression est diminuée est relativement faible (18 protéines) et plus du quart de

celles-ci sont impliquées dans ’homéostasie cellulaire (fig. 49).
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Figure 47 : Fonctions des protéines de ’intestin moyen dont I’expression est diminuée en présence de DENV4. Les
nombres inscrits dans les secteurs indiquent le nombre de protéines de chague type. Le nombre inscrit au centre
représente le nombre de protéines totales.

Comme pour CHIKYV, la majeure partie des protéines dont la synthese est modulée voient
leur expression augmentée en présence de DENV4. On retrouve également la synthése protéique
et le métabolisme énergétigue comme fonctions principales auxquelles on peut ajouter le

catabolisme (fig. 50).
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Figure 48 : Fonctions des protéines de ’intestin moyen dont I’expression est augmentée en présence de DENV4. Les
nombres inscrits dans les secteurs indiquent le nombre de protéines de chaque type. Le nombre inscrit au centre
représente le nombre de protéines totales.
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2.5.2. Modulation de la synthese protéique des glandes
salivaires par CHIKV et DENV4

L’éventuelle modulation de la synthese protéique par les virus et la nature des fonctions
impactées sont particulierement intéressantes puisque les glandes salivaires constituent 1’ultime
organe ou peut avoir lieu une réplication avant le passage des particules virales infectieuses dans
la salive. Une attention particuliere a été portée a 1’identification des protéines dites
« salivaires », c’est-a-dire aux protéines excrétées dans la salive donc susceptibles d’étre
injectées a I’hote au moment de la piqure. La technique « iTRAQ » a permis d’identifier 14
protéines salivaires dont 1’expression est modulée en présence de CHIKV. Toutes ont une

expression inhibée.

Il a également été possible de comparer des échantillons des glandes salivaires préleves
chez des moustiques non-infectés. Le premier échantillon a été collecté a 5 jours post-gorgement
pour I’échantillon A, 14 jours post-gorgement pour 1’échantillon B. On peut noter une variation
des rapports relatifs en protéines entre ces échantillons. 27 protéines sont sous-exprimées et 22
surexprimées dans 1’échantillon A par rapport a 1’échantillon B. L’age des moustiques influe

donc sur la nature de la synthése proteique.
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2.5.1.1. Par CHIKV

114 proteines ont une synthese modulée en présence de CHIKV dans les glandes
salivaires, cing jours seulement aprés infection. Parmi ces protéines, 37 soit un tiers environ, ont
une expression diminuée. On remarque une trés forte proportion de protéines salivaires parmi les
protéines dont la synthése est diminuée (12,3%) ainsi qu’une grande diversité des fonctions
protéiques modulées. On retrouve également une diminution de la synthése de protéines
appartenant a la bactérie Wolbachia, ce qui indique que cet endosymbionte naturellement présent

chez Aedes albopictus est lui-aussi influencé par I’infection virale (fig.51).
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Figure 49 : Fonctions des protéines des glandes salivaires dont 1’expression est diminuée en présence de CHIKV.

Les nombres inscrits dans les secteurs indiguent le nombre de protéines de chaque type. Le nombre inscrit au centre
représente le nombre de protéines totales.
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La majorité des protéines identifiées ont une expression augmentée dans les glandes
salivaires en présence de CHIKV (67,5%). Une tendance tres nette se dégage avec pres de la
moitié de ces protéines qui sont impliquées dans la synthése protéique. Trois protéines salivaires
voient également augmenter leur synthese en présence de CHIKV (fig. 52).
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Figure 50 : Fonctions des protéines des glandes salivaires dont I’expression est augmentée en présence de CHIKV.
Les nombres inscrits dans les secteurs indiguent le nombre de protéines de chaque type. Le nombre inscrit au centre
représente le nombre de protéines totales.

2.5.1.2. Par DENV4

Pour DENV4, le nombre de protéines modulées dans les glandes salivaires est
sensiblement le méme que dans le cas de CHIKV avec 103 protéines dont I’expression est
modulée pour DENV4 contre 114 pour CHIKV. Cependant, une différence majeure est observée
pour DENV4 car le nombre de protéines dont I’expression est diminuée est supérieur a celui de
protéines dont ’expression est augmentée. En effet, 43,7% des protéines sont retrouvées en
guantité plus importante et 56,7% en quantité plus faible. La fonction protéique la plus touchée
est de loin la synthese protéique, prés des trois quart des protéines ayant une synthese diminuée
qui appartiennent a cette catégorie. Six protéines salivaires voient également leur synthese

inhibée par I’infection (fig. 53).
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Figure 51 : Fonctions des protéines des glandes salivaires dont 1’expression est diminuée en présence de DENV4.
Les nombres inscrits dans les secteurs indiguent le nombre de protéines de chaque type. Le nombre inscrit au centre
représente le nombre de protéines totales.

Concernant les protéines dont 1’expression est augmentée en présence de DENV4, on
retrouve de nombreuses fonctions avec un nombre de protéines modulées relativement
équivalent. Les protéines impliquées dans le catabolisme et I’homéostasie cellulaire représentent
prés du quart des protéines totales (22,9%). On remarque aussi la présence de six protéines
salivaires parmi les protéines dont I’expression est augmentée ainsi que quatre protéines de

Wolbachia (fig. 54).
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Figure 52 : Fonctions des protéines des glandes salivaires dont I’expression est augmentée en présence de DENV4.

Les nombres inscrits dans les secteurs indiguent le nombre de protéines de chaque type. Le nombre inscrits au centre

représente le nombre de protéines totales.

La technique « label-free » a conduit a I’indentification de 17 protéines salivaires dont
I’expression est modulée dans le cas d’une infection par CHIKV, 14 étant sous-exprimeées, 3

surexprimées. Dans le cas de DENV4, 12 protéines ont été identifiées, la moitié étant

surexprimée, I’autre moitié sous-exprimée.
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3. Discussion

3.1. Les moustiques Aedes albopictus présents dans la
région de Nice sont capables de transmettre a la fois
CHIKYV et DENV4

La compétence vectorielle des Aedes albopictus élevés au laboratoire et issus
d’adultes prélevés dans la région de Nice peut étre précisée d’apres notre étude. Rappelons que
pour prouver qu’un moustique est le vecteur d’un arbovirus, il faut : [1] Isoler le virus a partir de
moustiques prélevés sur le terrain, [2] Démontrer la capacité du moustique a étre infecté suite a
un repas sanguin sur un héte virémique ou sur une suspension virale, [3] Mettre en évidence des
particules virales dans la salive émise par le moustique ou démontrer I’infection d’un héte
vertébré suite a une piqure par un moustique infecté, [4] Fournir des preuves épidémiologiques
confirmant 1’association entre la présence du moustique et celle d’une population de vertébrés
dans laquelle une épidémie a lieu (130). Notre étude permet de répondre aux questions [2] et [3].
Les deux arbovirus étudiés ont des cinétiques d’infection du vecteur différentes. CHIKV infecte
précocement et intensément la totalité du moustique alors que la dissémination de DENV4 est
plus lente. Ces observations in vivo peuvent étre reliées aux observations in vitro ou 1’on
remarque que CHIKYV se développe également plus rapidement sur cellules Vero E6 et sur C6/36
que DENV4. La rapidité du cycle viral des Alphavirus comparé a celui des Flavivirus permet

sans doute d’expliquer la plus grande capacité du CHIKV a disséminer dans le vecteur.

3.1.1. Competence vectorielle pour CHIKV

Le titre par glande salivaire est supérieur & 10 ufp.mL™ 5 jours aprés infection par
CHIKV. Or, le titre initial du mélange est de 2,7.10° pfu.mL™, en considérant qu un moustique
absorbe 5 pL de mélange par repas, la quantité de virus initialement absorbée a donc été
multipliée par 200, en ne tenant compte que des particules virales presentent dans les glandes
salivaires. Le passage du virus par le vecteur permet donc une amplification trés importante du
nombre de particules virales, ce qui souligne le rdle primordial du vecteur dans la transmission
de cette arbovirose. D’aprés nos résultats, les Aedes albopictus de ces régions sont capables
d’excréter le virus CHIK des 7 jours aprés infection orale. De plus, la moitié des échantillons de

salive se sont révélés positifs par titrage. Ce taux de 50% est certainement sous-évalué en raison
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de la méthode de prélevement. En effet, la technique utilisée ne permet pas toujours de récupérer
de la salive car certains moustiques ne salivent pas spontanément ou aspirent le milieu contenu
dans le cOne, cette technique d’analyse entraine donc de nombreux faux-négatifs. D’autres études
ont révélé la présence du virus dans la salive d’Aedes albopictus dés deux jours post-infection
chez une population isolée sur I’Ile de la Réunion (155). Nous n’avons pas prélevé de salive a un
temps aussi précoce mais 1’absence de particules virales infectieuse a J3 dans les glandes
salivaires permet d’exclure un passage aussi précoce des particules virales dans la salive. Ces
différences peuvent s’expliquer par des conditions expérimentales différentes (températures
d’incubation, souches virales ou de moustiques, titre viral initial etc.). Des études de terrains sont
maintenant nécessaires pour confirmer le statut vectoriel des moustiques de cette espece. Il
apparait cependant que les Aedes albopictus présents en France semblent compétents pour
transmettre de facon efficace CHIKV, ce qui souligne le risque d’émergence virale dans nos

régions.

3.1.2. Compétence vectorielle pour DENV4

En revanche, la compétence vectorielle d’Aedes albopictus pour DENV4 n’est pas
établie. Nous avons pu mettre en évidence de I’ARN viral dans les glandes salivaires et avons
confirmé que le virus présent est infectieux mais nous n’avons pas détecté de salive contenant
des particules infectieuses ou d’ARN viral jusqu’a 17 jours post-infection. Cependant, a partir de
20 jours post-infection, il est possible de retrouver de I’ARN viral de DENV4 dans la salive
d’Aedes albopictus. Sur 38 échantillons, seulement 6 sont négatifs, ce qui révéle un passage
possible des particules virales dans la salive. Cependant, ce passage semble trés tardif ce qui
permet de questionner le statut vectoriel de ce moustique vis-a-vis de cette souche virale.
Plusieurs explications peuvent étre apportées pour expliquer un passage aussi tardif. Tout
d’abord, il est probable que les méthodes de détection posseédent une sensibilité trop faible pour
permettre la mise en évidence du virus. Cela est particulierement vrai pour le titrage par plage de
lyse car moins de 5uL de salive sont récupérés ce qui limitent fortement les capacités de
détection de la technique. La faible compétence vectorielle d’Aedes albopictus pour DENV4
pourrait également s’expliquer par le fait que la souche dont nous disposons provient d’un isolat
clinique. Or, ces isolats cliniques sont connus pour infecter plus difficilement les moustiques.

Une information surprenante est que les glandes salivaires sont infectées intensément des 10
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jours post-infection, avec plus de 10® copies d’ARN viral par organe, et que cette infection ne se
traduit pas par un passage de particules virales dans la salive. Par un mécanisme a déterminer, le
virus franchirait la barriére de I’intestin moyen mais pas la barriére des glandes salivaires (dans
un premier temps). Ces résultats rejoignent ceux publiés par une équipe australienne sur le
sérotype 2 du virus de la dengue. Cette équipe a en effet montré qu’Aedes albopictus ne semble
pas un vecteur majeur de ce sérotype en Australie avec un taux d’infection des glandes salivaires

de seulement 7% (156).

L’analyse des résultats de RT-PCRq a révélé la présence parmi les moustiques infectés
par DENV4 de quatre individus présentant un nombre de copies d’ARN viral par organe
supérieur & 10" & J3 et & J5 post-infection. Or, ces valeurs ne sont jamais retrouvées avant J10
post-infection dans la population générale. Ces moustiques, bien que peu nombreux, révelent
I’hétérogénéité des réponses des individus d’une méme population face a I’infection virale. Il
pourrait étre intéressant de vérifier si de tels individus précocement infectés sont capables
d’excréter des particules virales infectieuses dans leur salive afin de préciser leur role dans la

transmission de ces arboviroses.

3.2. La co-infection de moustique Aedes albopictus par
CHIKY et DENV4 potentialise ’infection du moustique
par CHIKV au détriment de DENV4

La capacité d’Aedes albopictus a étre infecté simultanément par CHIKV et DENV1 et a
transmettre ces virus a été démontrée pour la premiere fois en 2010 (131). Cependant, aucune
¢tude publiée a ce jour ne s’est intéressée a la cinétique d’infection du vecteur, seule sa capacité
a excréter les virus dans la salive a été étudiée. De méme, aucune donnée concernant une co-
infection DENV4/CHIKV n’était disponible in vivo. Une étude publiée en 2011 concluait & une
suppression de I’infection du CHIKV par le DENV3 (157). Cependant, cette étude a été
effectuée uniquement in vitro sur lignée cellulaire d’Aedes albopictus C6/36. D’aprés les
résultats obtenus dans notre étude, il apparait que la présence de deux virus dans le vecteur
potentialise CHIKV au detriment de DENV4. Cependant, il ne semble pas que le nombre de
particules virales maximal de CHIKV soit augmenté en cas de co-infection. La co-infection

diminue donc la période d’incubation extrinséque de celui-ci. Cela a pour conséquence une
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augmentation de la capacité vectorielle (111) d’Aedes albopictus vis-a-vis de CHIKV, en cas de
co-infection. Il serait intéressant de vérifier si Aedes albopictus est capable, comme pour
DENV1, d’excréter dans sa salive des particules virales infectiecuses de DENV4. Cette étude ne
peut se faire que par RT-PCRq en raison de la rapidité du cycle viral de CHIKV
comparativement a celui de DENV et il est prévu qu’elle ait lieu au cours de prochaines
expériences au laboratoire. Cette capacité du vecteur a transmettre les deux virus simultanément
pose la question d’une possible co-infection de I’ Homme. Ce type d’événement a été décrit pour
la premiére fois en 1964 (111). On retrouve relativement peu d’exemples de co-infection chez
I’Homme, principalement en raison d’une sous-évaluation due aux méthodes de diagnostic. En
effet, les deux virus sont rarement recherchés et les symptdmes sont le plus souvent attribués au
virus épidémique sans examens diagnostiques complémentaires. Cependant, une étude menée au
Gabon pendant une double épidémie de dengue et de chikungunya a conclu que plus de 1% des
patients présentant un syndrome fébrile aigu étaient victime d’une co-infection DENV1/CHIKV
(158). Ce type d’événement n’est donc pas exceptionnel mais les données épidemiologiques
manquent pour déterminer la gravité d’une co-infection chez I’Homme. En janvier 2014, un cas
de co-infection DENV4/CHIKV a été diagnostiqué chez un touriste revenant d’Angola (159).

Cette co-infection n’a pas été associée a des symptomes particuliérement séveres.

3.3. Lesvirus CHIKV et DENV4 influencent

I’expression protéique de I’intestin moyen et des glandes
salivaires

3.3.1. Comparaison des résultats obtenus par la
technique iITRAQ et par la technique « label-free »

L’analyse des échantillons par spectrométric de masse a permis d’obtenir pour la
premiére fois un protéome de glandes salivaires et d’intestin moyen chez Aedes albopictus. Les
analyses menées jusqu’a présent utilisaient 1’électrophorése bidimensionnelle couplée a la
spectroscopie de masse (160), méthode qui ne permet pas I’identification a large échelle des
protéines. Les deux techniques, « label-free » et iITRAQ, ont permis d’établir ce protéome. Celui-
ci présente un grand nombre de protéines, nombre probablement sous-évalué. En effet, le
génome d’Aedes albopictus n’a pas encore été séquencé entiérement, contrairement a celui

d’Aedes aegypti. Les séquences protéiques obtenues ont donc été comparées a la banque de
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donnée rassemblant les séquences des protéines d’Aedes aegypti ainsi qu’aux séquences connues
des protéines d’Aedes albopictus. 1l est ainsi probable que certaines protéines spécifiques
d’Aedes albopictus ne soient pas détectées, en particulier les protéines salivaires dont les
séquences sont pour beaucoup d’entre elles trés variables en fonction de ’espéce (160). Une
équipe a analysé le sialome d’Aedes albopictus et a montré que plus de 52% des protéines
présentent dans les glandes salivaires de ce moustique sont excrétées (160). Dans notre

protéome, elles représentent environ 10% des protéines.

Concernant les quantifications des protéines, peu de différences d’expression ont pu étre
mises en évidence par iTRAQ alors que la méthode « label-free » révele beaucoup de différences
significatives. Enfin, la technique iTRAQ est plus longue et plus complexe a mettre en ceuvre
que la technique « label-free » et elle nécessite une concentration en protéines plus grande dans
I’échantillon initial (161). Pour toutes ces raisons, elle semble moins bien adaptée que la
technique « label-free » a la caractérisation du protéome de moustique.

3.3.2. Signification biologique de la modulation de la
synthése protéique
Une premicre observation est que 1’dge a une influence sur la nature de la synthese
protéique. 27 protéines sont sous-exprimées et 22 surexprimées dans 1’échantillon de glandes
salivaires prélevées a J5 post-gorgement par rapport a celui prélevé a J14 post-gorgement. La
synthese proteique dans les glandes salivaires est donc un mécanisme régulé au cours du
vieillissement du moustique. Cette observation a déja été réalisée chez le moustique vecteur de

Plasmodium falciparum, Anopheles gambiae (162).

La comparaison des échantillons issus de moustiques infectés et non-infectés permet de
montrer une interaction entre les virus et la synthése protéique au cours de I’infection. Le virus
CHIK semble modifier 1’expression de plus de protéines représentant également plus de
fonctions que DENV4. Ce phénoméne pourrait résulter d’une plus grande adaptation de CHIKV
a Aedes albopictus, qui serait donc mieux a méme de contréler la synthése protéique dans les
organes du vecteur. Cette meilleure adaptation semble étre confirmée par deux éléments. Les
cinétiques d’infection que nous avons obtenues montrent une infection plus précoce et plus

intense des glandes salivaires lorsque le moustique est infecté par CHIKV par rapport a une
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infection par DENV4. De plus, il est connu qu’Aedes albopictus est un vecteur tres efficace de la
souche de CHIKV dont nous disposons alors que son réle dans la transmission de DENV est plus
marginal. A elle seule, I’identité de ces protéines ne permet pas de comprendre les mécanismes a
I’ceuvre pendant I’infection virale mais offre cependant des pistes intéressantes permettant de
mieux appréhender les interactions entre le virus et son vecteur a 1’échelle de I’organe. Ainsi, s’il
est possible d’imaginer que la modulation de la synthése d’une seule protéine peut avoir plus
d’effet que la modulation de dizaines d’autres, il est néanmoins raisonnable de considérer que la
modulation d’un grand nombre de protéines d’une méme fonction résulte d’une importance
particuliére de cette fonction pour la réplication virale ou, au contraire, pour la défense de la

cellule a ’'infection.

Dans I’intestin moyen, les deux virus ont une action relativement similaire. La majeure
partie des protéines ont une expression augmentée en présence du virus. Les principales
fonctions concernées sont la synthése protéique, le métabolisme énergétique et 1’homéostasie
cellulaire. Ces résultats suggérent le détournement de la machinerie cellulaire au profit du virus,
celui-ci recrutant les voies de biosynthése des protéines afin d’amplifier sa propre réplication. Le
fait que ce détournement ait lieu dans I’intestin moyen, premier organe infecté par les arbovirus,
souligne I’importance de cet organe en tant que premicre étape nécessaire a l’infection de
I’organisme du moustique. Ce détournement des voies de biosynthese par CHIKV a déja été mis

en évidence in vitro par d’autres équipes (163).

Dans les glandes salivaires, les résultats sont trés différents entre CHIKV et DENV4.
Pour CHIKYV, les observations et les conclusions sont globalement les mémes que pour 1’intestin
moyen, avec une trés nette stimulation des voies de biosynthése des protéines, du métabolisme
énergétique et des proteines de transports intracellulaires et transmembranaires. On peut donc
penser que, la aussi, le virus CHIKV est capable de subvertir efficacement la machinerie
cellulaire, comme [’atteste le nombre trés €élevé de copies d’ARN viral retrouvées dans ces
organes. En revanche, pour DENV4, la situation est sensiblement différente. Premiérement, il y a
plus de protéines qui voient leur expression diminuer que de protéines dont I’expression
augmente. Ensuite, les fonctions impactées dans le cas d’une infection par DENV4 sont trés
différentes de celles touchées dans le cas d’une infection par CHIKV. En effet, la principale

fonction inhibée par DENV4 est, de loin, la synthese protéique, avec pres des trois quarts des
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protéines intervenant dans cette fonction. De plus, parmi les principales fonctions stimulées, on
retrouve I’homéostasie cellulaire et le catabolisme, prés du quart des protéines surexprimees
appartenant a ces fonctions. On voit donc une forte diminution de la synthese protéique associée
a une stimulation du catabolisme et de 1’homéostasie cellulaire. Or, ces fonctions sont souvent
associees a la réponse antivirale intracellulaire, via 1’activation de récepteurs cytosoliques ou
membranaires comme le récepteur du geéne inductible de I’acide rétinoique (RIG-1) ou les
récepteurs Toll-like (TLR) (164). Il est probable que nous observions ici le reflet de ces
mécanismes cellulaires de réaction a I’infection virale mais a 1’échelle de I’organe. Il est possible
de relier cette observation de mise en place des défenses cellulaires contre DENV4 au niveau de
I’organe au fait que les glandes salivaires sont infectées de fagon moins précoce et moins intense
que dans le cas de CHIKV. Ainsi, les protéomes obtenus pourraient étre caractéristiques de deux
types d’arbovirus. Le premier, étroitement adapté a son hote, serait capable de détourner a son
profit la machinerie cellulaire des glandes salivaires. Cela aboutirait in fine a une infection
intense de celles-ci et a un passage précoce des particules virales dans la salive. Le second,
moins bien adapté, serait capable d’infecter les glandes salivaires mais déclencherait la mise en
place de défenses antivirales de la part des cellules des glandes salivaires ce qui limiterait sa

réplication et retarderait le relargage de virons dans la salive du vecteur.

La bactérie Wolbachia est elle aussi affectée par la présence des virus dans les glandes
salivaires. Dans le cas de DENV4, quatre protéines de Wolbachia sont retrouvées en quantité
plus importante aprés infection. Cela suggére que 1’endosymbionte profite de la présence de
DENV4 pour se multiplier. On peut supposer que I’activation des défenses antivirales se fait au
détriment des mécanismes de contréles antibactériens, cela aurait donc pour effet de diminuer la
pression immunitaire sur Wolbachia et lui permettrait de se multiplier plus facilement. Pour
CHIKYV, il est hasardeux de tirer une quelconque conclusion de I’analyse des protéomes car deux

protéines de la bactérie ont une synthése diminuée et une autre voit augmenter sa synthése.

Les observations realisées ici vont étre complétées par une approche utilisant le RNA
silencing, de facon a éteindre de fagon spécifique I’expression de certaines protéines et de
mesurer ’effet de cette extinction sur la réplication virale. L’objectif sera ici de mettre en

évidence des protéines ayant une activité antivirale chez le moustique.

113



3.3.3. Conséquences de la modulation de la synthese
protéique sur la transmission d’arbovirus

Une attention particuliére doit étre portée aux protéines salivaires, c¢’est-a-dire aux
protéines synthétisées dans les glandes salivaires puis excrétées dans la salive. En effet, ces
protéines sont injectées chez 1’hote au moment de la piqure et sont susceptibles de moduler la

transmission d’un arbovirus a un hote.

La technique iTRAQ a identifi¢ 14 protéines salivaires dont I’expression est diminuée en
cas d’infection par CHIKV et aucune dont 1’expression n’est augmentée. Certaines de ces
protéines salivaires sont déja connues en raison de leur importance au cours du gorgement du
vecteur sur 1’hote vertébré. Parmi celles-ci, deux protéines sont conservées chez toutes les
espéces de moustiques Il s’agit des protéines de la famille D7 et I’allergene 30kDa. Cette
derniére protéine a la particularité¢ d’étre présente uniquement chez les femelles, mais sa fonction

est méconnue a ce jour (160).

La technique « label-free » a conduit a I’indentification de 17 protéines salivaires dont
I’expression est modulée dans le cas de CHIKV, 14 étant sous-exprimées, 3 surexprimées. Dans
le cas de DENV4, 12 protéines ont été identifiées, la moitié étant surexprimée, I’autre moitié
sous-exprimée. La plupart ont un réle inconnu a ce jour et des plus amples travaux sont
nécessaires pour le préciser. D’autres ont une activité qui est au moins partiellement connue. Les
glandes salivaires infectées par DENV4 produisent plus de serpines salivaires, qui ont un réle
anticoagulant averé (165). Nous pouvons également citer I’apyrase qui a également été identifiée
par la technique iTRAQ. Elle possede une fonction d’antiagrégant plaquettaire (166). Elle est
également connue pour diminuer le recrutement des cellules immunitaires (en particulier les
cellules dendritiques) au site d’infection (167) et pour étre impliquee dans le contrdle de la phase
de sondage au cours de la piqure du moustique. Une étude réalisée chez Anopheles gambiae a
montré que le temps de sondage était directement proportionnel a la quantité d’apyrase dans la
salive (135). Une diminution de la quantité d’apyrase dans les glandes salivaires entrainerait
donc un temps de sondage plus important associ¢ a un site d’inoculation plus inflammatoire. Or,
le temps de sondage correspond au moment ou la salive ainsi que le virus sont injectés dans
I’hote. Une augmentation du temps de sondage correspond a une inoculation d’un nombre plus

élevé de particules virales, ce qui faciliterait I’infection de I’hote. De plus, parmi les cellules
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sensibles a I’infection par CHIKV, on retrouve les cellules dendritiques (168). Un recrutement
plus important de celles-ci au niveau du site de piqure potentialiserait donc 1’infection de ce type
cellulaire par CHIKV. Cette observation peut étre mise en relation avec d’autres études qui
illustrent I’importance du chimiotactisme exercé sur les cellules de I'immunit¢ dans la
pathogénicité d’une infection par CHIKV. Par exemple, certains inhibiteurs du chimiotactisme

sont testés chez la souris et semblent diminuer les cas d’atteintes chronique (169).

Ainsi, s’il est parfois possible d’émettre des hypothéses concernant les conséquences de
I’augmentation ou de la diminution dans la transmission des arbovirus, il est le plus souvent
hasardeux de le faire en raison des faibles connaissances disponibles a I’heure actuelle
concernant leurs effets sur 1’hote vertébré. Plusieurs approches sont disponibles afin de mieux
connaitre le réle de ces protéines dans la transmission des arbovirus. L’une d’elles consisterait a
produire certaines protéines candidates pour enrichir la salive de moustique avec ce type de
protéine. Cette salive enrichie serait ensuite injectée a un modéle souris ce qui permettrait de
mieux comprendre les conséquences d’une surexpression de cette protéine sur la transmission

d’un arbovirus.
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Conclusion

Notre étude a permis de préciser certaines connaissances importantes dans le cadre d’une
émergence virale probable de CHIKV et DENV en Europe. En effet, nous avons montré que les
moustiques de 1’espéce Aedes albopictus présents dans la région de Nice sont capables d’étre
infectés par CHIKV et DENV4. Cette infection s’accompagne d’une excrétion de particules
virales dans la salive. Cette excrétion est précoce dans le cas de CHIKV, plus tardive dans le cas
de DENV4. La compétence de ces moustiques vis-a-vis de ces arbovirus semble donc certaine
dans le cas de CHIKV mais reste a préciser dans le cas de DENV4. Notre étude souligne ainsi les

risques d’émergence de ces deux virus dans nos régions.

Nous avons également montré qu’une co-infection d’un moustique Aedes albopictus par
CHIKYV et DENV4 était possible. De plus, nos résultats montrent qu’une telle co-infection a pour

effet de potentialiser I’infection du moustique par CHIKV au détriment de DENV4.

Notre étude s’inscrit principalement dans une volonté de mieux caractériser les
interactions entre le vecteur, ’hote et le pathogene. Pour cela, nous avons caractérisé les
interactions qui se mettent en place entre 1’infection virale et la synthése protéique dans deux
organes clés d’Aedes albopictus. Nous avons montré que 1’infection des glandes salivaires et de
I’intestin moyen par CHIKV ou DENV4 provoque une modulation de la synthése protéique dans
ces organes. Il apparait que cette modulation est sensiblement la méme dans le cas de I’intestin
moyen et trés différente dans le cas des glandes salivaires. Dans 1’intestin moyen, les deux virus
entrainent une forte stimulation des capacités de synthese des cellules, ce qui peut étre interprété
comme un détournement de la machinerie cellulaire au profit de la réplication virale. Une méme
conclusion peut étre faite dans le cas de glandes salivaires infectées par CHIKV mais pas dans le
cas de glandes salivaires infectées par DENV4. En effet, les protéomes obtenus dans ce dernier
cas refletent la mise en place de defenses antivirales au niveau cellulaire. Enfin, nous avons
également démontré que les protéines salivaires ont une expression qui peut étre modulée en cas

d’infection virale.

Cette étude constitue une premiére étape dans la caractérisation des interactions entre le

vecteur, I’hdte et le virus. L’intérét principal de ces travaux réside dans la mise en évidence de
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protéines ayant un rdle antiviral potentiel, protéines qui devront étre étudiées plus
spécifiqguement par ailleurs. lls mettent également en évidence plusieurs candidats salivaires
susceptibles d’influencer la transmission d’un arbovirus par son vecteur ou de modifier sa

pathogeénicité.
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Vincent LEGROS

Etude dynamique et proteomique de I’interaction entre Aedes
albopictus et les virus émergents de la dengue et du chikungunya.

Résumé :

Cette étude se donnait pour objectif de mieux comprendre les interactions entre le moustique Aedes
albopictus et les deux principaux arbovirus qu’il transmet : le virus du chikungunya (CHIKV) et de la dengue
(DENV). Ainsi, nous avons réalisé des infections expérimentales d’Aedes albopictus par CHIKV et DENV. Aprés
différents temps d’incubation, les glandes salivaires et I’intestin moyen ont été prélevés. Par RT-PCR quantitative,
nous avons déterminé les cinétiques d’infection du vecteur pour CHIKV et DENV4. Nous avons ensuite réalisé une
analyse protéomique des glandes salivaires et des intestins moyens en présence et en absence des virus. La
comparaison des protéomes obtenus pour les organes infectés avec ceux des organes non-infectés révéle une
modulation de la syntheése protéique en présence des virus. Cette approche innovante a permis I’identification de

nouvelles cibles qu’il sera possible d’explorer dans le but d’inhiber la transmission du virus au cours de la piqure.

Mots clés : Arbovirus, interactions vecteur-pathogéne, protéomique, moustique, salive.

Dynamic and proteomic study of the interaction between Aedes
albopictus and two emerging viruses : dengue and chikungunya.

Abstract :

Our study focused on the interaction between Aedes albopictus and two of the main arbovirus transmitted
by this mosquito: chikungunya virus (CHIKV) and dengue virus (DENV). For this purpose, we performed
experimental infections of adults Aedes albopictus by DENV and CHIKV in our laboratory. Then, salivary glands
and midguts were removed; the viral loads in those organs were analyzed by RT-gPCR. Thus, we were allowed to
determine the dissemination of the arbovirus in the vector’s organism during the first two weeks of the infection.
The second step was to perform a proteomic analysis of these organs in the presence and absence of the virus. We
found that infected proteomes organs are significantly different from those of uninfected organs which suggests a
modulation of proteins synthesis during the infection of mosquito’s organs with the arbovirus. This innovating
approach allowed the identification of new proteins that we can target in order to inhibit virus transmission during
the bite.

Keywords : Arbovirus, vector-pathogen interactions, proteomic, mosquito, saliva



