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Nous soussignés, Pr. NJOUOM Richard et Pr. MBACHAM FON Wilfred

respectivement Examinateur et Président du jury de Thése de Doctorat/PhD en Biochimie,

spécialité Virologie moléculaire, soutenue par M. SIMO NEMG Frédy Brice (matricule:
08R0832) le 24 Novembre 2021 & 14h dans la salle S01/02 Extension de la Faculté de Sciences

de "Université de Yaoundé I sur le théme intitulée «Etude des virus de la dengue et du

chikungunya : Aspects épidémiologiques et pharmacologiques» attestons que la candidate a

effeetué les corrections conformément aux exigences du jury.

En foi de quoi la présente attestation lui est délivrée pour servir et valoir ce que de

droit.
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Liste protocolaire

UNIVERSITE DE YAOUNDE I THE UNIVERSITY OF YAOUNDE |
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Division de la Programmation et du Division of Programming and Follow-up

Suivi des Activités Académiques : of Academic Affaires
LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS LIST OF PERMANENT TEACHING STAFF

ANNEE ACADEMIQUE 2021/2022

(Par Département et par Grade)

DATE D’ACTUALISATION 22 septembre 2021

ADMINISTRATION

DOYEN : TCHOUANKEU Jean- Claude, Maitre de Conférences

VICE-DOYEN / DPSAA : ATCHADE Alex de Théodore, Maitre de Conférences
VICE-DOYEN / DSSE : NYEGUE Maximilienne Ascension, Professeur
VICE-DOYEN /DRC : ABOSSOLO Monique, Maitre de Conférences

Chef Division Administrative et Financiére : NDOYE FOE Marie C. F., Maitre de
Conférences

Chef Division des Affaires Académiques, de la Scolarité et de la Recherche DAASR :
AJEAGAH Gideon AGHAINDUM, Professeur

| 1- DEpartement de Biochimie (BC) (38) \

N° | Noms et Prénoms Grade Observations
1 | BIGOGA DAIGA Jude Professeur En poste
2 | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
3 | FOKOU Elie Professeur En poste
4 | KANSCI Germain Professeur En poste
5 | MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste
6 | MOUNDIPA FEWOQOU Paul Professeur Chef de Département
7 NINTCHOM PENLAP V. épse BENG | Professeur En poste
8 | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste
ACHU Merci BIH Maitre de En poste
9 Conférences
ATOGHO Barbara Mma Maitre de En poste
10 Conférences
AZANTSA KINGUE GABIN BORIS | Maitre de En poste
11 Conférences
BELINGA née NDOYE FOE M. C. F. | Maitre de Chef DAF / FS
12 Conferences
BOUDJEKO Thaddée Maitre de En poste
13 Conferences
DJUIDJE NGOUNOUE Marcelline Maitre de En poste
14 Conferences
EFFA NNOMO Pierre Maitre de En poste
15 Conférences
16 | EWANE Cécile Anne Maitre de En poste
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Conférences
. . Maitre de Inspecteur de Service

17 | MOFOR née TEUGWA Clotilde Conférences MINESUP

NANA Louise épouse WAKAM Maitre de En poste
18 Conférences

NGONDI Judith Laure Maitre de En poste
19 Conférences

NGUEFACK Julienne Maitre de En poste
20 Conférences

NJAYOU Frédéric Nico Maitre de En poste
21 Conférences

TCHANA KOUATCHOUA Angele Maitre de En poste
22 Conférences
23 | AKINDEH MBUH NJI Chargé de Cours En poste
24 | BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste
25 | BEBOY EDJENGUELE Sara Nathalie | Chargé de Cours En poste
25 | DAKOLE DABOQOY Charles Chargé de Cours En poste
26 | DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane Chargée de Cours En poste
27 | DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise | Chargé de Cours En poste
28 | FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
29 | KOTUE KAPTUE Charles Chargé de Cours En poste
30 | LUNGA Paul KEILAH Chargé de Cours En poste
31 | MANANGA Marlyse Joséphine Chargée de Cours En poste
32 | MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargée de Cours En poste
33 | Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
34 | PECHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste

MBOUCHE FANMOE Marceline Assistante En poste
35 | Joélle
36 | OWONA AYISSI Vincent Brice Assistant En poste
37 | WILFRIED ANGIE Abia Assistant En poste

[ 2- DEpartement de BioLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (46)

1 | AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Professeur DAARS/FS

2 | BILONG BILONG Charles-Félix Professeur Chef de Département
3 | DIMO Théophile Professeur En Poste

4 | DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste

5 | DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Professeur En Poste

5 | ESSOMBA née NTSAMA MBALA | Professeur \[/)'g;’en JEMSB/UYI

7 | FOMENA Abraham Professeur En Poste

8 | KAMTCHOUING Pierre Professeur En poste

9 | KEKEUNOU Sévilor Professeur En poste
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10 | NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
11 | NJIOKOU Flobert Professeur En Poste
12 | NOLA Moise Professeur En poste
13 | TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
Inspecteur de service
14 | TCHUEM TCHUENTE Louis Albert | Professeur Coord.Progr/MINSANTE
15 | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert | Professeur En poste
16 | BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences | En poste
17 | DJIOGUE Séfirin Maitre de Conférences | En poste
18 ‘IJ\'/?E-IE::\P%'CC):ILEIEENG Hermine épse Maitre de Conférences | En Poste
19 | LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. | Maitre de Conférences | En poste
20 | MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences | En poste
21 | MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences | En Poste
22 | NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences | En poste
23 | TOMBI Jeannette Maitre de Conférences | En poste
24 | ALENE Désirée Chantal Chargée de Cours En poste
25 | ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste
26 | BELLET EDIMO Oscar Roger Chargé de Cours En poste
27 | DONFACK Mireille Chargée de Cours En poste
28 | ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste
29 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline | Chargée de Cours En poste
30 | KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste
31 | MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste
32 | MBENOUN MASSE Paul Serge Chargé de Cours En poste
33 | MOUNGANG Luciane Marlyse Chargée de Cours En poste
34 | MVEYO NDANKEU Yves Patrick | Chargé de Cours En poste
NGOUATEU KENFACK Omer Chargé de Cours En poste
35 | Bébé
36 | NGUEMBOK Chargé de Cours En poste
37 | NJUA Clarisse Yafi Chargée de Cours Chef Div. UBA
38 | NOAH EWOTI Olive Vivien Chargée de Cours En poste
39 | TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste
40 | TAMSA ARFAO Antoine Chargé de Cours En poste
41 | YEDE Chargé de Cours En poste
42 | BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Assistant En poste
43 | ESSAMA MBIDA Désirée Sandrine Assistante En poste
44 | KOGA MANG DOBARA Assistant En poste
45 | LEME BANOCK Lucie Assistante En poste
46 | YOUNOUSSA LAME Assistant En poste

[ 3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (33) |
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1 | AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UYII
2 | BELL Joseph Martin Professeur En poste
3 | DJOCGOUE Pierre Frangois Professeur En poste
4 | MBOLO Marie Professeur En poste
5 | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste
6 | YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département
7 | ZAPFACK Louis Professeur En poste
. Maitre de
8 ANGONI Hyacinthe Conférences En poste
BIYE Elvire Hortense Maltr,e de En poste
9 Conferences
. Maitre de
10 KENGNE NOUMSI Ives Magloire Conférences En poste
- Maitre de
11 MALA Armand William Conférences En poste
MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de CT/ MINESUP
12 Conférences
NDONGO BEKOLO Maitre de CE / MINRESI
13 Conférences
. Maitre de
14 NGODO MELINGUI Jean Baptiste Conférences En poste
Maitre de
15 NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. Conférences En poste
16 | TONFACK Libert Brice Maitre de En poste
Conférences
17| 1sOATA Esaie Maitre de En poste
Conferences
18 | DJEUANI Astride Carole Chargé de Cours En poste
19 | GOMANDJE Christelle Chargée de Cours En poste
20 | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste
21 | MAHBOU SOMO TOUKAM. Gabriel | Chargé de Cours En poste
22 | NGALLE Hermine BILLE Chargée de Cours En poste
23 | NGOUO Lucas Vincent Chargé de Cours En poste
24 | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargé de Cours En poste
25 | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste
26 | ONANA JEAN MICHEL Chargé de Cours En poste
27 | GODSWILL NTSOMBAH Assistant En poste
NTSEFONG P
28 | KABELONG BANAHO Louis-Paul- Assistant
En poste
Roger
29 | KONO Léon Dieudonné Assistant En poste
30 | LIBALAH Moses BAKONCK Assistant En poste
31 | LIKENG-LI-NGUE Benoit C Assistant En poste
32 | TAEDOUNG Evariste Hermann Assistant En poste
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| 33 | TEMEGNE NONO Carine | Assistant | En poste |

[ 4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (ClI) (33) |

1 | AGWARA ONDOH Moise Professeur Chef de Département
DJOUFAC WOUMFO Emmanuel Professeur En poste
Florence UFI CHINJE épouse MELO Professeur Regteur

Univ.Ngaoundere

4 | GHOGOMU Paul MINGO Professeur Ministre Charge

deMiss.PR

5 | NANSEU Njiki Charles Péguy Professeur En poste

6 NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI

7 | NDIKONTAR Maurice KOR Professeur Vice-Doyen Univ.

Bamenda
8 | NENWA Justin Professeur En poste
9 NGAMENI Emmanuel Professeur DOYEN FS UDs
10 | NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB
11 | ACAYANKA Elie Mailre o En poste
Conférences

12 | BABALE née DJAM DOUDOU Maitre de Chargée Mission
Conférences P.R.

13 | EMADACK Alphonse Maitre de En poste
Conférences

14 | KAMGANG YOUBI Georges Malitre de En poste
Conférences

15 | KEMMEGNE MBOUGUEM Jean C, | Maitre de En poste
Conférences

16 | KONG SAKEO Maitre de En poste
Conférences

17 | NDI NSAMI Julius Maitre de En poste
Conférences

18 | NJIOMOU C. épse DJANGANG Maitre de En poste
Conférences

) Maitre de

19 | NJOYA Dayirou Conférences En poste

20 | TCHAKOUTE KOUAMO Hervé Maitre de En poste
Conférences

21 | BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours CS/ ENS Bertoua

22 | CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste

23 | KENNE DEDZO GUSTAVE Chargé de Cours En poste

24 | KOUOTOU DAOUDA Chargé de Cours En poste

25 | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste

26 | MBEY Jean Aime Chargé de Cours En poste

27 | NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste

28 | NEBA nee NDOSIRI Bridget NDOYE | Chargee de Cours CT/ MINFEM

29 | NYAMEN Linda Dyorisse Chargée de Cours En poste

30 | PABOUDAM GBAMBIE A. Chargée de Cours En poste
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31 | NJANKWA NJABONG N. Eric Assistant En poste

32 | PATOUOSSA ISSOFA Assistant En poste

33 | SIEWE Jean Mermoz Assistant En Poste

5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (34)

i Vice-

1 DONGO Etienne Professeur Doyen/FSE/UYI

2 | GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur Dir. IBAF/UDA

3 NGOUELA Silvére Augustin Professeur Sr[]f; de Departement

4 | NYASSE Barthélemy Professeur En poste

Directeur/
PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel Professeur MINESUP/ Chef de
5 Département
6 | WANDJI Jean Professeur En poste
. Maitre de Vice-Doyen /

7 | Alex de Théodore ATCHADE Conférences DPSAA

8 | AMBASSA Pantaléon Maltr,e de En poste
Conferences

9 | EYONG Kenneth OBEN Maitre de En poste
Conferences

10 | FOLEFOC Gabriel NGOSONG Maitre de En poste
Conferences

11 | FOTSO WABO Ghislain Maitre de En poste
Conférences

12 | KEUMEDJIO Félix Maitre de En poste
Conférences

13 | KEUMOGNE Marguerite I\/Ialtr,e de En poste
Conférences

14 | KOUAM Jacques I\/Ialtr,e de En poste
Conférences

15 | MBAZOA née DJAMA Céline Maitre de En poste
Conférences

16 | MKOUNGA Pierre Maitre de En poste
Conférences

17 | MVOT AKAK CARINE Maitre de En poste
Conférences

L Maitre de Sous/Direct.
18 | NGO MBING Josephine Conférences MINERESI
. Maitre de

19 | NGONO BIKOBO Dominique Serge . C.E/ MINESUP
Conferences

20 | NOTE LOUGBOT Olivier Placide Maitre de C.S/ MINESUP
Conferences

21 | NOUNGOUE TCHAMO Diderot Maitre de En poste
Conferences
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22 | TABOPDA KUATE Turibio Maitre de En poste
Conferences

23 | TAGATSING FOTSING Maurice Maitre de En poste
Conferences

24 | TCHOUANKEU Jean-Claude Maitre de Doyen /FS/ UYI
Conferences

25 | TIH née NGO BILONG E. Anastasie | Maue de En poste
Conferences

26 | YANKEP Emmanuel Maltrg de En poste
Conférences

27| ZONDEGOUMBA Ernestine Maitre de En poste
Conférences

28 | KAMTO Eutrophe Le Doux Chargé de Cours En poste

29 | NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste

30 | NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste

31 | OUAHOUO WACHE Blandine M. Chargée de Cours En poste

32 | SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En poste

33 | MESSI Angélique Nicolas Assistant En poste

34 | TSEMEUGNE Joseph Assistant En poste

[ 6- DEPARTEMENT D’ INFORMATIQUE (IN) (25)

1 | ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef Div.MINESUP
Chef Dpt ENS/Chef

5 FOUDA NDJODO Marcel Laurent Professeur IGA MINESUP
NDOUNDAM Réné Maitre de En poste

3 Conférences

4 | ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours En poste

5 | AMINOU Halidou Chargé de Cours Chef de Département

6 | DJAM Xaviera YOUH - KIMBI Chargé de Cours En Poste

7 | DOMGA KOMGUEM Rodrigue Chargé de Cours En poste

8 | EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste

9 | KOUOKAM KOUOKAME. A. Chargé de Cours En poste

10 | MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste

11 | MONTHE DJIADEU Valery M. Chargé de Cours En poste

12 | MOTO MPONG Serge Alain Chargé de Cours En poste

13 OLLE OLLE Daniel Claude Delort Chargé de Cours Directeur adjoint

Enset. Ebolowa

14 | TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste

15 | TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste

16 | TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste

17 | WAKU KOUAMOU Jules Chargé de Cours En poste

| 18 | BAYEM Jacques Narcisse | Assistant | En poste
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19 EKODECK Stéphane Gaél Raymond | Assistant En poste
20 HAMZA Adamou Assistant En poste
21 JIOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste
22 MAKEMBE. S . Oswald Assistant En poste
23 MESSI NGUELE Thomas Assistant En poste
24 MEYEMDOU Nadege Sylvianne Assistante En poste

25 | NKONDOCK. MI. BAHANACK.N. | Assistant En poste

[ 7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (30)

1 | AYISSI Raoult Domingo Professeur Chef de Département
Inspecteur
2 | EMVUDU WONO Yves S. Professeur MINESUP
: Maitre de
3 KIANPI Maurice Conférences En poste
Maitre de
4 MBANG Joseph Conférences En poste
MBEHOU Mohamed Maltrfa de En poste
5 Conférences
MBELE BIDIMA Martin Ledoux Maitre de En poste
6 Conférences
NKUIMI JUGNIA Célestin Maitre de En poste
7 Conferences
Maitre de Chef service des
NOUNDJEU Pierre Conférences programmes &
8 Diplémes/FS/UYI
TCHAPNDA NJABO Sophonie B. Maitre de Directeur/AIMS
9 Conférences Rwanda
Maitre de
10 TCHOUNDJA Edgar Landry Conférences En poste
. , Chef Cellule
11 AGHOUKENG JIOFACK Jean Gérard | Chargé de Cours MINPLAMAT
12 | CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste
13 | DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste
14 | DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste
15 | FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste
16 | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste
17 | MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste
18 | MENGUE MENGUE David Joe Chargé de Cours En poste
19 | NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste
20 | NIMPA PEFOUKEU Romain Chargée de Cours En poste
21 | POLA DOUNDOU Emmanuel Chargé de Cours En poste
22 | TAKAM SOH Patrice Chargé de Cours En poste
23 | TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste
24 | TETSADJIO TCHILEPECK M. E. Chargé de Cours En poste
25 | TIAYA TSAGUE N. Anne-Marie Chargée de Cours En poste
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26 | BITYE MVONDO Esther Claudine Assistante En poste
27 | MBATAKOU Salomon Joseph Assistant En poste
28 | MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
29 | MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste
30 | TCHEUTIA Daniel Duviol Assistant En poste

[ 8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (18)

1 | ESSIA NGANG Jean Justin Professeur Chef de Département
5 NYEGUE Maximilienne Ascension Professeur \[/)IS%E'DOYEN /
3 | NWAGA Dieudonné M. Professeur En poste
Maitre de
4 ASSAM ASSAM Jean Paul Conférences En poste
Maitre de
5 BOYOMO ONANA Conférences En poste
: Maitre de
6 RIWOM Sara Honorine Conférences En poste
: Maitre de
7 SADO KAMDEM Sylvain Leroy Conférences En poste
8 | BODA Maurice Chargé de Cours En poste
9 | BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste
10 | ESSONO OBOUGOU Germain G. Chargé de Cours En poste
11 | NJIKI BIKOT Jacky Chargée de Cours En poste
12 | TCHIKOUA Roger Chargé de Cours En poste
13 | ESSONO Damien Marie Assistant En poste
14 | LAMYE Glory MOH Assistant En poste
15 | MEYIN A EBONG Solange Assistante En poste
16 | NKOUDOU ZE Nardis Assistant En poste
17 | SAKE NGANE Carole Stéphanie Assistante En poste
18 | TOBOLBAI Richard Assistant En poste
| 9. DEPARTEMENT DE PYSIQUE(PHY) (40)
1 BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste
2 DJUIDJE KENMOE épouse ALOYEM | Professeur En poste
3 | EKOBENA FOUDA Henri Paul Professeur Vice-Recteur. UN
4 | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
5 | KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste
6 NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste
7 | NANA NBENDJO Blaise Professeur En poste
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Résumé

L’infection par les arbovirus représente une menace constante pour la santé en Afrique
et au Cameroun en particulier. L’objectif de ce travail était d’étudier quelques aspects
épidémiologique et pharmacologique des virus de la dengue et du chikungunya.

Pour atteindre cet objectif, nous avons mené une étude descriptive pendant une la
période allant de Mars 2017 a Juin 2018 au cours de laquelle nous avons inclus tout patient
consentant ayant une fievre dans les formations sanitaires de 5 regions du Cameroun
notamment les hopitaux de district de Limbé (Sud-Ouest), de New-Bell (Littoral), de Londji
(Sud), de Bafoussam (Ouest), de Mfou (Centre). Les échantillons de sang ont été collectés et
utilisés pour la recherche des virus Dengue et Chikungunya par RT-PCR en temps réel. Les
cas positifs de Dengue ont été sérotypés et génotypés par RT-PCR semi-nichée. Enfin, Le
screening des propriétés anti-virus Chikungunya a été effectué aprés culture du virus en
présence d’extraits de plantes, par le test de neutralisation sur plaque et par RT-PCR temps
réel. Les effets des extraits actifs sur les étapes clés du cycle de réplication virale (Entrée,
réplication, et assemblage/Libération des particules virales) et sur les protéines virales (nsP2
et E2) ont été¢ déterminés. Les analyses statistiques des données ont été faites a 1’aide des
logiciels R version 4, SPSS version 22.0 et Graph pad version 5.0 pour Windows.

Sur les 527 échantillons collectés, 40 étaient positifs & la RT-PCR en temps réel dont
37 (7%) cas positifs de dengue et 3 (0,6%) cas positifs de chikungunya. Les virus Dengue
appartiennent au type 1, et au génotype V. Nos résultats ont montré qu’aprés 16 heures
d’incubation les extraits et fractions de plantes testés sont relativement non toxiques a la
concentration de 100 pg/mL. Sur les dix plantes testées, les extraits bruts de
El (Entandrophragma cylindricum) ; EIlll (Poga oleosa) et E6 (Macaranga hurifolia)
présentaient une inhibition >80% a la concentration de 25 pg/mL. La fraction a 1’acétate
d'éthyle d’EIII a présenté l'activité antivirale la plus élevée. Enfin, les résultats ont montré que
les extraits bruts de EI et EIII ainsi que la fraction acétate d’éthyle de EIII inhibent a la fois
I’entrée et la réplication virale avec des pourcentages d’inhibition >80 ; tandis que les extraits
bruts de E2 (Khaya grandifoliola) et E4 (Entanda africana) inhibent préférentiellement
I’étape d’entrée du virus. Enfin, les extraits bruts d’E6, E12 (Phragmenthera capitata) et E13
(Detarium microcarpum) agissent préférentiellement sur 1’étape de réplication et de libération
des particules virales. Les résultats montrent aussi que ces inhibitions se font de maniére
concentration-dépendante. Ainsi les extraits de EIII et la fraction acétate d’éthyle ont présenté
les indices de sélectivité les plus élevés pour I’inhibition de la réplication (65,28 et >185) ;
tandis que pour I’inhibition de 1’étape d’entrée, I’extrait EI a présenté I’indice de sélectivité le
plus élevé. Les résultats du Western Blot et de la RT-gPCR ont montré que 1’action sur les
étapes de réplication virale et d'entrée du virus s’effectuait par inhibition de 1’expression des
genes viraux nsP2 et E.

Les résultats de cette étude montrent la nécessité de renforcer la surveillance des
infections febriles aigués, et que les plantes de la pharmacopée Camerounaise sont des
sources de composés actifs dans la thérapeutique des infections au Chikungunya.

Mots clés : Virus de la dengue et du chikungunya, extraits et fractions de plantes, Cameroun.
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Abstract

Arbovirus infection is a constant threat to health in Africa and in Cameroon in particular. The
objective of this study was to study some epidemiological and pharmacological aspects of
Dengue and Chikungunya viruses.

To achieve this objective, we conducted a descriptive study from March 2017 to June 2018
during which we included all consenting patients with fever in the health facilities of 5
regions of Cameroon including the district hospitals of Limbé (South-West), New-Bell
(Littoral), Londji (South), Bafoussam (West), Mfou (Centre). Blood samples were collected
and used for the detection of Dengue and Chikungunya viruses by RT-PCR in real time.
Dengue positive cases were serotyped and genotyped by semi-nested RT-PCR. Finally,
screening for Chikungunya anti-virus properties was performed after virus culture in the
presence of plant extracts, by plate neutralization test and real-time RT-PCR. The effects of
the active extracts on the key steps of the viral replication cycle (Entry, replication, and
assembly/release of viral particles) and on viral proteins (nsP2 and E2) were determined.
Statistical analyses of the data were performed using R version 4, SPSS version 22.0 and
Graph pad version 5.0 for Windows.

Out of the 527 samples collected, 40 were positive in real-time RT-PCR, including 37 (7%)
positive cases of dengue and 3 (0.6%) positive cases of Chikungunya. The positive Dengue
viruses belonged to type 1, and genotype V. Our results showed that after 16 hours of
incubation, the tested plant extracts and fractions are relatively non-toxic at the concentration
of 100 pg/mL. Of the ten plants tested, the crude extracts of EIl (Entandrophragma
cylindricum); Elll (Poga oleosa) and E6 (Macaranga hurifolia) showed >80% inhibition at the
concentration of 25 pg/mL. The ethyl acetate fraction of Elll showed the highest antiviral
activity. Finally, the results showed that the crude extracts of EI and EIlll as well as the ethyl
acetate fraction of Elll inhibited both viral entry and replication with inhibition percentages
>80 while the crude extracts of E2 (Khaya grandifoliola) and E4 (Entanda africana) acted
preferentially on viral entry. Finally, the crude extracts of E6, E12 (Phragmenthera capitata)
and E13 (Detarium microcarpum) act preferentially on the replication stage and the release of
virus particles. The results also show that these inhibitions are concentration-dependent. Thus,
the EIlIl extracts and the ethyl acetate fraction showed the highest selectivity indices for
replication inhibition (65.28 and >185) while for entry inhibition, the El extract showed the
highest selectivity index. Western blot and RT-gPCR results showed that the action on viral
replication as well as viral entry was carried out by inhibiting the expression of the viral genes
nsP2 and E.

The results of this study show the necessity to reinforce the surveillance of acute febrile
infections and that my plants of the Cameroonian pharmacopoeia are sources of active
compounds in the therapy of Chikungunya infections.

Key words: Dengue, Chikungunya, Arbovirus, plant extracts and fractions, Cameroon.
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Introduction

Les maladies a transmission vectorielle sont parmi les principales causes de mortalité
et de morbidité dans le monde. C’est le cas des infections par les arbovirus qui sont des virus
transmis par les piqares d’arthropodes infectés (moustiques et tiques) (Chippaux, 2003). Selon
le catalogue international des arbovirus, il existe environ 534 arbovirus parmi lesquels environ
134 appartenant a 4 grandes familles sont capables d’infecter 1’Homme (Chippaux, 2003;
Fontenille, 1989). 11 s’agit de la famille des Bunyaviridae (virus de la fievre hémorragique de
Crimée-Congo, Virus de la fievre de la vallée de rift etc.), Reoviridae (Orbivirus),
Flaviviridae (virus de la dengue (DENV), Zika (ZIKV), amaril etc.) et Togaviridae (virus
Chikungunya (CHIKYV), Encéphalite équine, etc.). Ce sont pour la plupart des virus a ARN
simple brin de polarité positive (Cunha &Trinta, 2017; Vijayan & Sukumaran, 2016).

Le CHIKV est un virus a ARN enveloppé simple brin de polarité positive qui
appartient au genre Alphavirus et a la famille des Togaviridae (Fros et al., 2012). Il s'agit d'un
virus sphérique de 70 nm de diametre. Il est constitué d'une capside protéique et d'une
enveloppe lipoprotéique provenant de I'hote (Giry et al., 2017). Il possede un génome
d'environ 12 kb qui code pour quatre protéines non structurales (nsP1-4), avec cinqg protéines
structurales (C, E3, E2, 6K et E1) exprimeées a partir d'/ARN sous-génomigue synthétisé dans
les cellules infectées (Hong et al., 2006). Selon les études phylogénétiques, il existe trois
génotypes du virus Chikungunya. Le groupe de génotypes Ouest-africain a été identifié a
partir de patients nés en Afrique de I'Ouest. Le deuxiéme groupe est le génotype asiatique, qui
regroupe a 60 % uniquement des isolats de virus provenant d'Asie et notamment de Malaisie
et d'Inde. Un troisieme groupe est constitué d'isolats provenant de diverses Régions de I'Est,
du Centre et du Sud de I'Afrique, connu sous le nom de génotype ECSA. Ce dernier génotype
est celui qui est responsable de la plupart des épidémies actuelles dans le monde (Weaver &
Forrester, 2015).

Le virus de la Dengue posséde un ARN simple brin de polarité positive. L’ ARN viral
est sphérique, enveloppé par une membrane, d'un diametre de 65 a 70 nanomeétres (Flamand
& Despres, 2002). Le génome viral est un ARN d’environ 11kb ne possédant qu’un seul clade
de lecture ouvert (ORF) codant pour trois protéines structurales (C, prM/M, E) et sept
protéines non structurales (NS1, NS2a/b, NS3, NS4a/b, NS5) (Amarasinghe, 2011).
L’infection au virus de la dengue est dans la majorité des cas asymptomatique. Il existe quatre
sérotypes genotypiquement différents mais qui sont trés semblables. Le virus de la dengue

peut causer des formes plus sévéres de la maladie, la dengue hémorragique et le syndrome de
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choc dengue (DHF/DSS), responsables d'un taux de mortalité élevé, en particulier chez les
enfants. Une infection secondaire par un sérotype hétérologue a été établie comme le principal
facteur de risque pour I'apparition du DHF/DSS (Goncalvez et al., 2002).

A la suite de I’injection de salive lors de la piqire d’un arthropode infecté, les
arbovirus vont se répliquer a proximité du point d’inoculation, puis dans les ganglions
lymphatiques correspondants (phase de virémie). La période d'incubation de I'infection due
aux arbovirus varie entre 1 et 12 jours, avec une moyenne de 2 a 4 jours. Puis, les virus vont
se disséminer dans 1’organisme jusqu’aux differents organes. L’infection entraine une réponse
immunitaire & médiation humorale et cellulaire. Durant les épidémies récentes en Asie, en
Amérique et en Afrique (Weaver & Forrester, 2015), de nombreuses complications telles que
I'arthrite chronique, le syndrome hémorragique et I'encéphalite ont été décrites. Les autres
symptdmes cliniques peuvent inclure : éruption maculopapuleuse, arthrites/arthralgies, maux
de téte et vomissements (Manore et al., 2014). Cependant, la plupart de ces signes cliniques
sont similaires a ceux causés par la maladie parasitaire la plus endémique transmise par les

moustiques (le paludisme) (Hertz et al., 2012).

Deux cycles de transmission distincts ont été décrits pour ces arbovirus. Le cycle
sylvatique a été documenté principalement en Afrique, entre les primates non humains et les
especes Aedes vivant dans les foréts (Jupp & Mcintosh, 1990). Ces virus peuvent également
étre transmis aux humains, qui empietent sur le cycle naturel, par des activités telles que la
chasse et la cueillette ou la vie a proximité du milieu sylvatique. Le cycle sylvatique affecte
principalement les populations rurales (Diallo et al., 2008; Fontenille et al., 1998). Le cycle
urbain quant a lui caractérise les zones ou vivent de nombreuses populations en milieux
urbains et dans lesquels la circulation virale se fait selon un cycle humain-moustique-humain
(Petersen & Powers, 2016).

Le diagnostic clinique des infections par le virus de la dengue et du chikungunya est
difficile en raison de I'absence de symptémes spécifiques et de leur ressemblance avec
d'autres maladies caractérisées par la présence de fievre, comme le paludisme et la fiévre
typhoide. Le diagnostic biologique peut étre établi aux premiers stades de la maladie par la
recherche du virus ou des particules virales ; ou a un stade ultérieur (7 jours ou plus aprés
I'apparition des signes cliniques) par la recherche des anticorps anti-arbovirus a l'aide de tests

sérologiques (Silva & Dermody, 2017).

These de Doctorat/Ph.D en Biochimie, rédigée par SIMO NEMG Frédy Brice



Etude des virus Dengue et Chikungunya : Aspects épidémiologique et pharmacologique.

La médecine moderne ne propose aucun traitement efficace contre 1’infection par les
arbovirus, la prise en charge est donc symptomatique, basée sur 1’utilisation des antidouleurs
et des anti-inflammatoires. L’infection par les arbovirus est concentrée dans les zones
intertropicales. L’Afrique reste un continent a haut risque de transmission surtout avec la
présence du vecteur Aedes aegypti et de 1’émergence d’un vecteur d’origine asiatique Aedes
albopictus.(Kamgang et al., 2017 ; Guzman et al, 2010). En Asie des études
pharmacologiques ont montré le potentiel que pourrait avoir certains extraits de plantes sur les
arbovirus (Jain et al., 2018; Ledoux et al., 2018; Mohamat et al., 2018).

Deux revues systématiques ont permis d’avoir une idée sur la circulation du virus de la
dengue et du chikungunya en Afrique du nord et au Moyen-Orient par Humphred et al. (2016)
avec des frequences allant de 0 a 63%. Au Cameroun, la plupart des études faites sur les
arbovirus cible la présence des anticorps dirigés contre ces virus. La présence des réactions
croisées entre les virus de la méme famille diminue la sensibilité de cette technique
(Tchuandom et al., 2018; Demanou et al., 2014; Kuniholm et al., 2006). Ainsi, aucune étude
n’a permis de caractériser la présence de ces virus au Cameroun, ni de ressortir la prévalence
moyenne des virus Dengue et Chikungunya en Afrique. Par ailleurs, il n’existe aucune étude
montrant I’effet des extraits de plantes de la pharmacopée camerounaise sur les arbovirus. Au

vue de ces observations, nous nous sommes poses les questions suivantes :

Questions de recherche

e Quelle est la fréquence de détection des virus Dengue et Chikungunya au Cameroun ?

e Quelles sont les plantes médicinales potentiellement actifs contre le virus

Chikungunya ?
e Quel est I’effet des extraits actifs sur le cycle de réplication virale ?

Afin de proposer des réponses a ces questions nous avons émis les hypotheses et les objectifs

ci-dessous.

Hypotheses de recherche

e La prévalence des infections a la dengue et au chikungunya est élevée au Cameroun.

e Les plantes de la pharmacopée camerounaise sont capables d’inhiber la multiplication

du virus Chikungunya
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e Les plantes médicinales inhibent la multiplication en agissant sur le les étapes clés du

cycle de réplication virale.

Objectif général
Etudier quelques aspects épidémiologiques et pharmacologiques des virus Dengue et

Chikungunya.

Objectifs spécifiques

e Déterminer la prévalence de la dengue et du chikungunya dans quelques hdpitaux de
district du Cameroun.

e Caractériser les cas positifs du virus de la dengue détectés

e Déterminer les propriétés antivirales de quelques extraits de plantes sur le virus
Chikungunya.

These de Doctorat/Ph.D en Biochimie, rédigée par SIMO NEMG Frédy Brice



Chapitre 1 : Levue
de la littérature




Etude des virus Dengue et Chikungunya : Aspects épidémiologique et pharmacologique.

Chapitre 1. Revue de la littérature

I.1. Historique de la découverte des Arbovirus : Cas des virus Dengue et Chikungunya
1.1.1. Définitions et Généralités sur les arbovirus

Provenant de I’expression anglaise « Arthropod-borne virus », les arbovirus sont des

virus transmis par les piqires d’arthropodes infectés (OMS, 1967).

Encore appelées anthropozoonoses car pouvant se retrouver chez I’Homme et chez les
animaux, les arboviroses sont des maladies transmises par les arbovirus, la transmission
pouvant se faire de fagon biologique (entre hoétes vertébrés, par des arthropodes
hématophages), trans-ovarienne et éventuellement vénérienne (chez les arthropodes)
(Chippaux, 2003).

Selon le catalogue international des arbovirus, ces virus sont principalement
rencontrés dans les zones intertropicales et sont regroupés en quatre grandes familles
(Togaviridae, des Flaviviridae, des Bunyaviridae et des Reoviridae) qui ont été identifiées
comme contenant des especes pouvant entrainer des maladies humaines, animales ou
zoonotiques. Au sein de ces différentes familles, plus de 534 arbovirus (134 étant
responsables des maladies humaines et une quarantaine responsable des pathologies animales
pouvant avoir des consequences économiques importantes) ont été identifiés. Le tableau I

indique quelques arbovirus ainsi que leur distribution géographique (Thi, 2015).

1.1.2. Histoire de la découverte du virus de la Dengue

La premiere description de la fievre dengue se trouve dans une encyclopédie médicale
chinoise datant de la dynastie Chine (265-420 aprés Jésus-Christ). Elle faisait référence a une
maladie appelée « poison de I'eau » renvoyant aux insectes volants liés a I'eau et caractérisée
par la présence de fievre, des éruptions cutanées, des douleurs occulaires, des arthralgies et
des myalgies, ainsi que par des saignements pharyngés, gingivaux, vaginaux ou intestinaux
(Gubler, 2002).
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Tableau I : Principaux arbovirus tropicaux selon la région géographique (Rodhain, 1983)

Familles Genres Principaux Principaux Principaux
arbovirus arbovirus arbovirus
retrouvés en retrouvés en Asie retrouvés en
Afrique et Pacifique du Amérique
Sud
Togaviridae  Alphavirus Chikungunya Chikungunya, Mayaro,
O’Nyong Nyong, Sindbis Una,
Sindbis Ross River, Encéphalites
Barmah Forest équines
Américaines
Flaviviridae  Flavivirus Fiévre jaune, Dengue, Fievre jaune,
Dengue Encéphalite Dengue,
West-Nile Japonaise, West-Nile,
Zika West-Nile, Rocio,
Murray Valley, Ilheus,
Kunjin, Encéphalite de
Zika, Saint
Forét de Kyasanur Louis,
Zika
Bunyaviridae Bunyavirus Bunyamwera Oropouche
Phlébovirus llesha
Nairovirus Bwamba
Tataguine
Valée du Rift
Crimée-Congo
Reoviridae Orbivirus Orungo

Des allusions a des foyers d'une maladie similaire ont été faites aux XVlle et XVllle
siecles dans les Indes francaises (1635), Darien (1699), Batavia (1779), Le Caire, Alexandrie
(1779), Philadelphie (1780), Cadix (1784 et 1788), Séville (1784 et 1785) et Philadelphie
(1780). Au cours du 19éme siécle, des épidémies semblables a la dengue ont été signalées
dans les régions tropicales et subtropicales du monde. En 1824, par exemple, une maladie
similaire a la dengue frappa Calcutta, en Inde. Entre 1826-1827, une épidémie de « fievre
osseuse » a été signalée a Charleston (Caroline du Sud) et a Savannah (Géorgie), dans le Sud
des Etats-Unis. Au cours des années 1870-1873, une autre épidémie toucha divers continents
allant de Zanzibar (Juillet 1870), sur la Cote Est de I’Afrique, puis s’est étendue a la cote
arabe et a Port-Said et d’autres continents. Enfin, les épidémies ont été déclarées aux Tles

Maurice et de la Réunion dans les années 1960 (Buchillet, 2012).

La dengue (DENV) est causée par un virus du genre Flavivirus (famille Flaviviridae)

dont quatre sérotypes, phylogénétiqguement distincts, ont été identifiés a ce jour : DENV-1,
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DENV-2, DENV-3 et DENV-4 (Morra et al., 2018). Les DENV-1 et -2 ont ensuite été isolés
chez des soldats américains au cours de la seconde guerre mondiale, tandis que les DENV-3
et -4 ont été isolés en 1954 chez des patients lors d'une épidémie de dengue hémorragique a
Manille, aux Philippines (Hammon et al., 1960; Sabin & Schlesinger, 1945).

1.1.3. Histoire de la découverte du virus Chikungunya

Le virus du Chikungunya (CHIKV), un Alphavirus de la famille des Togaviridae, est
transmis par un moustique de genre Aedes (Wahid et al., 2017).

En Afrique, aprés la découverte de son premier foyer en 1952 sur le plateau de
Makonde (Tanzanie), il a été¢ nommé d'apres le mot makonde : « kungunyala », qui signifie : «
ce qui se penche », en référence a la posture des patients souffrant de douleurs articulaires
graves pendant l'infection a CHIKV depuis sa premiére incidence. Entre les années 1960 et
1990, des épidémies ont été enregistrées en République démocratique du Congo, en
République Centrafricaine, au Malawi, en Ouganda, au Burundi, en Angola, en Guinée, en
Afrique du Sud et au Nigéria. Prés d’un demi-million de cas ont été signalés en Juin 2004 lors
d’une éclosion a Atoll Lamu, au Kenya (Zeller et al., 2013). Une épidémie de chikungunya a
touché I’ile de la Réunion entre le début de I'année 2005 et le milieu de I'année 2006, touchant
pres de 40 % de la population. Apparu en Juillet 2004 aux Comores, le chikungunya est une
maladie virale transmise par les espéces de moustiques du genre Aedes (Vazeille et al., 2010;
Boutin, 2006).

En Asie, le virus CHIKV a été signalé pour la premiére fois & Bangkok, en Thailande,
en 1958. Le virus s’est propagé dans les régions environnantes jusqu’en 1964, puis est
réapparu en 1975 et 1976. Une vingtaine d’Etats indiens ont connu plusieurs épidémies
désastreuses. En Inde, des épidémies majeures qui ont accentué les préoccupations relatives
au CHIKYV se sont produites en 2005, touchant 1,4 million de personnes. Plus d'un million
d'infections a CHIKV ont été signalés dans différentes régions de I'Inde entre Janvier 2006 et
Ao(t 2007, la plupart des patients venant du Kerala et du Tamil Nadu. Une autre épidémie de
moindre ampleur est survenue en Indonésie au cours de la méme période, touchant environ 15
000 personnes (Sudeep & Parashar, 2008).

En Europe, le premier foyer autochtone de CHIKYV a été signalé en 2007 en Emilie-
Romagne, en ltalie. Le vecteur du CHIKV, Aedes albopictus, est présent dans prés de 20 pays
européens. Le génotype ECSA était responsable de I'émergence du CHIKV en Europe.
Malgré l'afflux massif de voyageurs revenant des Amériques ou le génotype du CHIKV
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asiatique a causé environ un million de cas, aucune transmission autochtone du CHIKYV liée
au génotype asiatique n'a été rapportée en Europe. En 2007, une épidémie de CHIKV en lItalie
a débuté avec un ressortissant indien qui a développé un syndrome fébrile deux jours apres

son arrivee en Italie (Petersen & Powers, 2016).

En Amérique, I'émergence du CHIKYV s'est produite en Décembre 2013 a Saint-Martin
et le virus s'est propagé dans 17 pays d'’Amérique du Sud jusqu'en Décembre 2014. Depuis sa
premiére apparition a Saint-Martin, la transmission autochtone du CHIKV a été identifiée
dans 45 pays (Jain et al., 2008).

1.2. Description des virus de la dengue et du chikungunya
1.2.1. Le virus de la dengue (DENV)

La dengue est une infection virale systémique, transmise entre humains par des
piqures de moustiques.

1.2.1.1. Taxonomie

La dengue est causée par 1’'un des quatre virus, de type 1 a 4 (également appelés
sérotypes) appartenant a la famille des Flaviviridae et plus spécifiqguement du genre Flavivirus
(Li et al.,, 2008). La famille des Flaviviridae est constituée de 4 genres a savoir les
Hepacivirus, Pegivirus, Pestivirus et Flavivirus (Figure 1). Le genre Flavivirus comprend
plus de 70 virus parmi lesquels le virus de la dengue, le virus de I'encéphalite japonaise, le
virus de l'encéphalite de Saint-Louis et le virus de la fiévre jaune sont d’importants agents
pathogenes humains (Simmonds et al., 2017).

1.2.1.2. Organisation génomique

Le DENV est un virus a ARN enveloppé, simple brin, sens positif, d'environ 10-11 kb
de longueur. Les virus de la dengue possédent un diameétre d’environ 50 nm et ont une capside
icosaédrique a symétrie cubique. L’enveloppe est constituée d’une bicouche lipidique qui
dérive de la cellule-hote et dans laquelle sont ancrées deux glycoprotéines structurales virales,
la protéine d’enveloppe (E) et la protéine de membrane (M), et sept protéines non structuralles
(NS1, NS2A, NS2B, NS3 NS4A, NS4B et NS5) (Figure 2A) (Kuhn et al., 2002).
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Figure 1: Phylogénie des séquences d'acides aminés conservées (NS5 ou NS5B) des

membres de la famille des Flaviviridae (Shi et al., 2015).
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Les études des structures protéiques des genes de la dengue a permis de déduire des
incidences sur la fonction des protéines, telles que la dynamique de la forme des virions, la
disponibilité du site de liaison, les r6les de réplication et de virulence, et la variation aux

épitopes définis (Kuno et al., 1998).

1.2.1.3. Proteines virales et leurs fonctions ( Yu et al., 2008; Mukhopadhyay et al., 2005).

e La protéine E ou protéine de I’enveloppe, joue un rdle dans I’attachement viral a la
cellule cible et favorise I’endocytose. Cette protéine est la cible privilégiée des anticorps. Elle
est constituée d’un domaine central (domaine I), d’un domaine de dimérisation qui présente
un peptide de fusion (domaine II) et d’'un domaine de reconnaissance du récepteur au virus a
la surface cellulaire (domaine I1I).

e La protéine M ou protéine de la membrane, synthétisée sous forme de précurseur
appelé pré-membrane (PrM), permet de maintenir 1’intégrité de la conformation de la protéine
E pendant I’assemblage du virion. Le clivage de PrM en protéine M a lieu lors de 1’exocytose
des nouveaux virions vers I’extérieur de la cellule. De plus, il acquiert au méme moment son
enveloppe d’origine cellulaire (Figure 2B).

e La protéine de capside (C), forme la nucléocapside.

e La proteine NS1 existe sous forme soluble ou sous une forme associée aux membranes
cellulaires. Elle a la possibilité sous forme d’homodimeére, de s’associer aux membranes des
cellules infectées. Elle se dimérise pour pouvoir étre exportée du réticulum endoplasmique
(RE) vers la membrane plasmique. Elle est donc présente sur la surface cellulaire des cellules
infectées, tandis que la partie libérée dans le milieu extracellulaire, sous forme soluble
hexamérique peut étre détectée dans le sérum de patients infectés (Yu et al., 2008;
Mukhopadhyay et al., 2005).

o NS2A, NS2B, NS4A et NS4B sont des protéines membranaires intégrales qui sont
localisées sur la membrane du réticulum endoplasmique (RE). NS4A, probablement de
concert avec des facteurs viraux et hétes, réduit les réarrangements de la membrane. Ceux-ci
incluent des vésicules formées par invagination de la membrane du RE. Les vésicules servent
de sites pour la réplication de I'ARN et sont reliés au cytosol via un pore servant
probablement de site de sortie pour I'ARN viral. Cet ARN s'associe a la protéine de capside,
formant tres probablement un complexe capside-ARN peu structuré, et s'enfonce dans la
lumiere du RE en acquérant ainsi une membrane lipidique décorée d'hétérodimeres de la
protéines prM ( Guo et al., 2017; Fischl & Bartenschlager, 2011).
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e La protéine NS3 est probablement trifonctionnelle et possede des activités de protéase,
d'hélicase et d'/ARN triphosphatase ( Messina et al., 2014; Blacksell et al., 2006).
La protéine NS5 possede une activité ARN polymérase ARN-dépendante. C’est une protéine
multifonctionnelle qui posséde un domaine N-terminal qui joue le role de méthyltransférase

suivi d'un domaine C-terminal ARN polymérase dépendant (Simmons et al., 2012).

~ -\ Vlrus Dengue

\,.w‘ \

~——— Membrane M

)0 )
\
/u
' \

.
‘Ti :: Wi | %

7~

Génes structuraux Génes non structuraux

JUTR
5" UTR

NS4b

Envelope protein (E)

NS1
Membrane assoclated protein (Prm, M) NS3

Core Protein (C)

NS5

Figure 2 : Structure du virus de la dengue (A) et du genome viral (B) (Wilder-Smith et al.,
2019)

Légende : 5°-3’UTR : 5'-3” Region transcrite non traduite ; C : Protéine Core ; E : Proteine de
I’enveloppe ; NS : Protéine non structurale

1.2.1.4. Variabilité génétique
Le virus de la dengue comprend quatre sérotypes, a savoir DENV-1, DENV-2,
DENV-3 et DENV-4. Les serotypes du virus de la dengue ont une corrélation avec la sévérité

de la maladie due a la réponse immunitaire de I'hote. Les quatre virus de la dengue ont entre

These de Doctorat/Ph.D en Biochimie, rédigée par SIMO NEMG Frédy Brice



Etude des virus Dengue et Chikungunya : Aspects épidémiologique et pharmacologique.

eux une homologie protéique de 60 a 80 %, le sérotype étant déterminé par une glycoprotéine
d’enveloppe (E1/2). Les études de séquencage du génome viral ont révélé par ailleurs une
hétérogénéité a I’intérieur d’un méme sérotype et une aptitude a la mutation, a la
microévolution et a la divergence génétiques.

o Le virus de la dengue sérotype 1 (DENV-1) comprend 5 génotypes regroupés en
génotype | a V. Le genotype | est représenté par deux des premiers isolats des années 1940,
dont la souche prototype Hawaii, et par des souches d'Asie du Sud-Est, de Chine et d'Afrique
de I'Est; le génotype Il est représenté par les souches isolées en Thailande dans les années
1950 et 1960; le génotype IlI, par une souche selvatique de Malaisie; le génotype 1V, par des
isolats des fles du Pacifique Occidental et d'Australie; le génotype V, regroupant toutes les
souches isolées d'’Amérique, trois souches d'Afrique occidentale et deux souches asiatiques.
(Dorji et al., 2009; Goncalvez et al., 2002).

o Le virus de la dengue sérotype 2 (DENV-2) est subdivisé en six génotypes, dont
cing sont présents chez I'Homme avec des distributions géographiques différentes. Les
génotypes, "Asian I" et "Asian 11", sont actuellement limités a I'Asie du Sud-Est. Le génotype
"American™ ne circule que sur le continent américain et, avec une fréquence décroissante, le
génotype "Asian/American" a ses origines dans I’Asie du Sud-Est, mais s’est étendu aux
Amériques au fil des années, et enfin, le génotype « Cosmopolitan » est largement répandu
dans le monde tropical et subtropical. De nombreuses preuves expérimentales montrent que
les souches asiatiques de DENV-2, associées au syndrome de choc de la dengue et fiévre
hémorragique de la dengue (DSS/DHF), sont capables de supplanter celles échantillonnées a
partir du génotype américain ( Zhang et al., 2005; Twiddy et al., 2002; Leitmeyer et al.,
1999).

. Le virus de la dengue sérotype 3 (DENV3) est subdivisé en 5 génotypes nommés |,
I, 111, 1V et V. Les génotypes | (GI) et 11 (GII) sont constitués de souches isolées de la région
asiatique. Les souches de génotype 11l (GlII) présentent une large répartition géographique,
notamment en Asie, dans les Caraibes, dans les Amériques et en Europe. Le génotype 111 est
subdivisé en trois sous-populations (GlllI-a, GllI-b et GllI-c) et est donc hétérogene. Les sous-
populations des génotypes I, Il et Glll-a comprennent des souches asiatiques, tandis que GllII-
¢ comprend des souches américaines. La sous-population GllI-b comprend principalement des
souches américaines ainsi que quelques souches du Sri Lanka. Le génotype 1V (GIV)
comprend des souches plus anciennes isolées des Caraibes telles que Tahiti (1965) et Porto
Rico (1963/77). Le génotype V (GV) comprend principalement des souches asiatiques alors

que quelgues souches d'’Amérique (Brésil et Colombie) ont également été rapportées dans des
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études récentes (Waman et al., 2017; Lobo et al., 2016; Aquino et al., 2009; Dorji et al.,
2009).

o Le virus de la dengue sérotype 4 (DENV4) est subdivisé en 5 génotypes nommeés I,
I, I, 1V et V. Le génotype Il étant subdivisé en lla et Ilb. Les génotypes | et Il circulent
actuellement dans les populations humaines du monde entier. Inversement, les infections de
génotype Ill, IV et V sont relativement rares. Le genotype Il a été détecté sporadiquement en
Asie entre 1997 et 2015, et le génotype V principalement en Inde dans les années 1960, mais
aussi recemment qu'en 2009. Le génotype IV est selvatique (Gallichotte et al., 2018).

1.2.2. Cas du virus Chikungunya
1.2.2.1. Taxonomie

Le CHIKV est un membre de la famille Togaviridae, genre Alphavirus. Les
Togaviridae regroupent les virus appartenant au groupe IV des virus a ARN. lls sont

subdivisés en deux genres qui sont :

e Le genre Alphavirus possede une large gamme de virus parmi lesquels on peut citer les
virus Sindbis, de I’encéphalite équine de I’Est, de 1’encéphalite équine de 1’Ouest, de Ross
River, O’Nyong-nyong, Chikungunya etc.

e Le genre Rubivirus comprend un seul virus a savoir le virus de la rubéole (Figure 3)

(Burt et al., 2017; Schwartz & Albert, 2010).

{— Highiands J virus
['— Westem equine encephalomyelitis virus
~— —— Eastem equine encephalitis virus
Venezuelan equine encephalitis virus
l_ Aura vinus
| Sindbis virus
Barmah Forest virus
| — Getah virus — Alphavirus

—

—— Ross River virus
— Chikungunya virus
—
— O nyong-nyong virus
Mayaro virus
L Semliki forest virus
Sleeping disease wus

. Salmon pancreas disease virus

L Rubella virus

= Rubivirus

Figure 3: Représentation phylogénétique de quelques virus de la famille des Togaviridae
(Petersen & Powers, 2016)
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1.2.2.2. Organisation génomique

Le CHIKV posséde un génome a ARN a sens positif simple brin. Le génome viral
contient deux cadres de lecture ouverts codant 1’un pour des protéines non structurelles et
I’autre pour des protéines structurelles (Figure 4). En plus de I'ARN du génome, un ARN
sous-génomique contenant les génes de la protéine structurelle et la région 3’ non codante est
synthétisé pendant la réplication. Les ARN génomiques et sous-génomiques ont tous deux une
coiffe de 7meGpppA de type viral 0 a leur extrémité 5’ et une queue poly-A a leur extrémité

3’. L'ARN, brin négatif, intermédiaire de la réplication ne posseéde pas de coiffe et ne contient

qu’une queue poly-A. Les protéines structurelles sont traduites a partir de 'ARNmM sous-
génomique (Schwartz & Albert, 2010).

Figure 4 : Représentation schématique du virus Chikungunya (Schwartz & Albert, 2010)

Le virus chikungunya est constitué d’une capside enveloppée, sphérique, icosaédrique, de 65-70nm de
diameétre, avec une symétrie icosaédrique T=4 composée de 240 monomeéres. L'enveloppe contient 80
pointes de triméres, chaque pointe = 3 x hétérodiméres E1/E2.

1.2.2.3. Protéines virales et leurs fonctions

Le virus Chikungunya est un virus sphérique de 70 nm de diametre. Il est constitué
d’une capside protéique et d’une enveloppe lipoprotéique provenant de 1’héte. Le virus
Chikungunya posséde un génome d'ARN positif d'environ 12 kb qui code pour quatre
protéines non structurelles (nsP1-4), avec cing protéines structurelles (C, E3, E2, 6K et E1)
exprimées a partir d’ARN subgénomique synthétisé dans des cellules infectées (Figure 5). Le
génome comprend une région courte non traduite a I’extrémité 5’ et une région non traduite a
I’extrémité 3’ plus longue, comprenant des structures en tige-boucle et des répétitions directes

qui seraient associées a l'adaptation du virus aux moustiques (Burt et al., 2017).
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o Les glycoprotéines E1 et E2, constituent la coquille icosaédrique du CHIKV. E1
facilite la fusion membranaire, E2 facilite la liaison du CHIKYV a la cellule hote. Les motifs de
liaison dans les deux domaines A et B de E2 facilitent I'interaction. La troisiéme protéine
structurelle, E3, protége contre la fusion prématurée de I'nétérodimere E2-E1 avec les
membranes cellulaires (Perera et al., 2017; van Duijl-Richter et al., 2015; Hong et al., 2006).

o La protéine C ou capside est constituée de deux domaines : le domaine N-terminal
de liaison a I'ARN et le domaine de protéase C-terminal. Alors que le domaine N-terminal est
impliqué dans la liaison a 'ARN génomique, le domaine C-terminal est fortement impliqué
dans la formation de la poly-protéine structurelle et du cycle de vie viral. Son interaction
moléculaire avec le domaine cytoplasmique de la glycoprotéine E2 est connue pour faciliter le
bourgeonnement des virions de la membrane plasmique de la cellule héte infectée (Hong et
al., 2006).

o La protéine nsP1, une protéine palmitoylée avec 535 résidus d’acides aminés est
impliquée dans les activités méthyltransférase et guanylyl-transférase, responsables du
recouvrement et de la méthylation des ARN génomiques et subgénomiques viraux
nouvellement formés (Blaising et al., 2014).

. La proteine nsP2 est une protéine multifonctionnelle dotée d'un domaine
protéolytique C-terminal (cystéine protéase). Cette cystéine protéase est composée de 324
résidus et la déprotonation du groupe thiol de la cystéine initie la catalyse dans le site actif en
utilisant des acides aminés basiques tels que I'histidine (Grudkowska & Zagdanska, 2004;
Strauss & Strauss, 1994).
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Figure 5 : Génome du virus Chikungunya (Subudhi et al., 2018)
Légende : nsP : Protéine non structurale, 5’CAP : coiffe 5’ ; RNA : acide ribonucléique

o Le role de la protéine nsP3 dans la réplication CHIKV n'est pas encore bien élucidé.
Néanmoins, des rapports récents ont montré que nsP3 interagissait avec le HSP-90, chaperon
du stress de I'néte, qui favorise la réplication du CHIKV. Il a également été proposé que nsP3
bloque l'assemblage des granules sous contrainte en interagissant avec la protéine de liaison
au domaine Ras-GAP SH3 (G3BP) afin de promouvoir la réplication de 'ARN du CHIKV.
De plus, la phosphorylation de nsP3 est corrélée a la synthése d’ARN par brin négatif
(Rathore et al., 2014; Fros et al., 2012).

. La protéine nsP4 est une ARN polymérase dépendante de I'ARN. Les études
récentes ont démontré qu'un dérivé du benzimidazole inhibait I'infection par CHIKV en
ciblant nsP4. Il a été démontré que ’action était due a une interaction avec le résidu M2295
dans le nsP4, entrainant une inhibition de la fonction ARN-polymérase dépendante de I’ARN
(Wada et al., 2017; Hong et al., 2006).
1.2.2.4. Variabilité génétique

Selon les études moléculaires, on distingue plusieurs génotypes du virus Chikungunya.
Le génotype Ouest Africain regroupe les séquences des cas des patients natifs de 1’ Afrique de

I’Ouest. Le second groupe est le génotype Asiatique, qui regroupe uniquement les isolats de
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virus provenant de I’ Asie et particuliecrement de la Malaisie et de I’Inde a 60%. Un troisieme
groupe est constitué des isolats provenant de diverses régions de 1’ Afrique de I’Est, du Centre,
et du Sud et de I’ Afrique et nommé sous le nom de génotype Est/Centre/Sud-Africain (Figure
6). Ce dernier génotype est celui qui est responsable de la plupart des épidémies actuelles
dans le monde ( Thi, 2015; Hall, 2007).
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Figure 6 : phylogénie du virus du chikungunya basé sur 1’analyse du génome entier (Hall,
2007)

1.3. Description du cycle infectieux des virus Dengue et Chikungunya
1.3.1. Cycle infectieux du virus de la dengue
1.3.1.1. Processus d’entrée du virus dans la cellule hote

L'entrée du virus dans la cellule héte se fait par endocytose mediée par un récepteur
situe a la surface cellulaire donc la nature n’a pas encore bien été élucidée (Figure 7). Les
récepteurs cellulaires nécessaires a I’entrée du virus sont diverses glycoprotéines (héparines
sulfates) et une molécule d’adhérence intercellulaire spécifique des cellules dendritiques.

Selon la souche virale, le sérotype et le type de cellule héte, le DENV fusionne par
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endocytose (pH ~ 6,0) ou a un stade ultérieur de la voie endocytique, aprés maturation de
I'endosome tardif (pH 5,0 - 6,0). La maturation des endosomes est essentielle a la fusion et a
I'exocytose du DENV, car l'appauvrissement en v-ATPase ou l'ajout de médicaments
lysosomotropes, qui inhibent I'acidification des endosomes, alterent l'infection par le DENV-2
(Flipse et al., 2013).
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Figure 7 : Cycle de réplication du virus de la dengue en absence des anticorps (Flipse et al.,
2013)

Outre l'acidification, les protéines de transport (kinésine et dynéine) sont des facteurs
importants dans la maturation des endosomes. La perturbation des microtubules dans les
cellules ECV306 ne semble pas inhiber I’infection, alors que dans les cellules BHK-21, il a
été établi que DENV-2 était associé a la dynéine 38. La fusion membranaire est facilitée par la
glycoprotéine E et déclenchée par un pH bas et un environnement lipidique des endosomes.
Premiérement, les homodimeéres de la membrane virale se dissocient en monomeres E. Les
monomeres E interagissent ensuite avec la membrane cible et cette interaction facilite la
formation de triméres E. On pense que 1’énergie libérée par ces changements de conformation
dirige le processus de fusion (Gallichotte et al., 2018; Li et al., 2008; Kuhn et al., 2002).
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1.3.1.2. Transcription, traduction et réplication de ’ARN génomique

Une fois introduit dans le cytoplasme, I’ARN sens positif code pour une polyprotéine
unique, qui est ensuite clivée par des auto-protéases et des protéases cellulaires pour produire
sept protéines non structurales (NS1, 2A, 2B, 3, 4A, 4B et 5), ainsi que trois protéines

structurelles : C (capside), prM (protéine membranaire précurseur) et E (Bollati et al., 2010).

Pendant ce processus, les séquences de transfert de signal et d'arrét de la polyprotéine
facilitent sa translocation directe a travers la membrane du réticulum endoplasmique (RE)
dans les deux sens. La protéine E est glycosylée au niveau des résidus d’acides aminés Asn67
et Asn153 pour assurer le repliement correct. Les autres potentiels sites de N-glycosylation
sont situés dans les points 7, 31 et 52 de la prM et dans NS1 aux positions 130 et 207. Lors de
la traduction et du repliement des protéines individuelles, les protéines NS initient la
réplication du génome viral. L'ARN nouvellement synthétisé est ensuite conditionné par la
protéine C pour former une nucléocapside. Les protéines prM et E forment des hétérodiméres
qui sont orientés dans la lumiere du RE. Ensuite, les hétérodiméres prM/E s'associent a des
trimeres et on pense que ces interactions oligomeres induisent un réseau de surface incurvée
qui guide le bourgeonnement du virion (Castro et al., 2017; Diamond & Pierson, 2015; Seema
& Jain, 2005).

1.3.1.3. Assemblage et sécrétion des particules virales

Dans les surnageants de cellules infectées, le virus se présente sous forme de particule
mature ou immature d'un diamétre d'environ 50 nm et 60 nm, respectivement. Les deux
particules consistent en une enveloppe de glycoprotéine externe et une bicouche lipidique
dérivée de I'néte interne. Dans cette bicouche se trouve un noyau ARN-protéine constitué
d’ARN génomique et de protéines de capside (C). L'enveloppe de glycoprotéine est bien
définie et consiste en 180 copies d'une enveloppe (E) et d'une protéine membranaire (prM /
M). Ces deux protéines ont des conformations différentes dans les particules de DENV
immatures et matures et conférent donc des caractéristiques structurelles uniques aux deux
formes de particules. Dans le virion immature, la prM et E forment 90 hétérodiméres qui
s'étendent sous forme de 60 pointes trimériques a partir de la surface des particules. Dans le
virion mature, la protéine E se présente sous la forme de 90 homodimeéres qui reposent a plat
sur la surface virale, formant une enveloppe protéique « lisse ». Le peptide "pr" est clivé de
prM pendant la maturation et M reste dans la particule mature en tant que protéine
transmembranaire sous la coque de proteine E. Les transitions structurelles entre la

morphologie immature (« épineuse ») et mature (« homogéne ») se produisent pendant le
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transit par le réseau Trans-Golgien et sont principalement influencés par les changements de
conformation de la protéine E. Ces modifications conformationnelles de E sont déclenchées
par un pH bas (environ 5,8 a 6,0) et se produisent avant le clivage de la prM par une furine
protéase codée par I'hdte. La prM, cependant, reste associée a la protéine E pendant
I'exocytose pour empécher la fusion prématurée du virion dans les compartiments acides du
réseau de Golgi. Enfin, les particules de DENV sont sécrétées dans I'espace extracellulaire
(Gallichotte et al., 2018; Whitehead et al., 2007).
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Figure 8 : Cycle de réplication des Flavivirus (Hasan et al., 2018)

1.3.2. Cycle infectieux du virus du Chikungunya
1.3.2.1. Processus d’entée du virus dans la cellule hote

Semblable au cycle de réplication des autres virus du genre Alphavirus, l'entrée du
CHIKV dans la cellule hote est facilitée par l'interaction de la glycoprotéine d'enveloppe E2
avec des récepteurs a la surface des cellules cibles. Lors de la liaison au récepteur, le virus est
rapidement internalisé par endocytose. Au sein de I'endosome, des changements
conformationnels se produisent dans les glycoprotéines de I'enveloppe virale en raison de
I'environnement a pH bas, permettant la fusion entre la glycoprotéine d'enveloppe E1 et la
membrane endosomale. Le virus est absorbé et se lie a un endosome. L'endosome possede une
pompe H* dépendante de I'ATP qui pompe les protons dans I'endosome, ce qui diminue le pH

et dégrade la couche externe, exposant ainsi le génome viral et le libérant dans le cytoplasme

(Fros et al., 2012).
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1.3.2.2. Transcription, traduction et réplication de I’ARN génomique

Le premier processus que fait le génome consiste a traduire les protéines non
structurelles. Cela est possible parce que le génome est déja dans un ARN simple brin de sens
positif. Le génome utilise donc les ribosomes et I'ARNt de I'ndte pour produire les protéines
non structurales. La nucléocapside virale est libérée dans le cytoplasme, ou elle est
désassemblée pour libérer le génome de I'ARN viral. Par conséquent, le génome viral est
traduit par la machinerie de la cellule héte pour générer la poly-protéine non structurelle.
Cette derniere est par la suite clivée pour donner le précurseur des protéines nsP1,2,3 et la
protéine nsP4 libre. Le précurseur de nsP1,2,3 interagit avec nsP4 et les protéines hétes pour
former un complexe de replication initial (réplicase virale) qui synthétise I'ARN du brin
négatif ( Subudhi et al., 2018; Solignat et al., 2009). L'ARN a brin négatif est utilisé comme
matrice pour synthétiser 'ARN génomique & brin positif et 'ARN sous-génomique (ARN
26S). L'ARN 26S sert d'ARNm pour la synthése du polypeptide contenant les protéines
virales structurelles C-pE2-6K-E1. La protéine de capside (C) est ensuite libérée de ce
polypeptide par son activité auto-protéase, alors que le polypeptide pE2-6K-El restant est
traité dans le réticulum endoplasmique (RE). Les glycoprotéines pE2 et ElI forment des
complexes hétérodimeres qui migrent vers la membrane cellulaire a travers le complexe de
Golgi. Au cours de cette migration vers la surface cellulaire, pE2 est clivé par une furine
cellulaire ou des protéinases analogues a la furine pour former des E2 et E3 matures (van
Duijl-Richter et al., 2015).

1.3.2.3. Assemblage et sécrétion des particules virales

Enfin, les complexes de nucléocapside s'assemblent dans le cytoplasme et forment un
bourgeon a travers la membrane cellulaire pour acquérir une enveloppe bicouche lipidique

contenant la glycoprotéine EI-E2 codée par le virus (Solignat et al., 2009).
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Figure 9 : Cycle de réplication du virus chikungunya (Thiboutot et al., 2010)

Légende : CHIKV : Virus Cikungunya ; RNA : Acide ribonucléique ; P1234 : Proteines 1234 ; 26S:
ARN subgénomique 26S; nsP: Proteine non structurale; c: Capside; ER: Reticulum
endoplasmique ; pE : Préenvelope

1.4. Epidémiologie, transmission et manifestations cliniques de la dengue et du
chikungunya

1.4.1. Répartition géographique

1.4.1.1. Reépartition géographique du virus de la dengue

Les quatre virus de la dengue sont originaires de singes et ont été transférés de maniére
indépendante a I'hnomme en Afrique ou en Asie du Sud-Est il y a entre 100 et 800 ans. La
dengue est restée une maladie relativement mineure et géographiquement restreinte jusqu'au
milieu du XX™®™ siécle. Les perturbations de la seconde guerre mondiale en particulier le
transport simultané de cargaisons de moustiques Aedes dans le monde entier auraient joué un
réle crucial dans la dissémination des virus. La Dengue Hémorragique (DH) n'a eté
documentée pour la premiére fois que dans les années 1950 lors des épidémies aux
Philippines et en Thailande. Ce n’est qu’en 1981 que de nombreux cas de DH ont commencé

a apparaitre dans les Caraibes et en Amérique latine, ou des programmes de lutte contre Aedes
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tres efficaces étaient mis en place jusqu’au début des années 1970 (OMS, 2018). L'incidence
de la dengue a considérablement augmenté dans le monde entier au cours des derniéres
décennies. La grande majorité des cas est asymptomatique. Par conséquent, le nombre réel de
cas de dengue est sous-estime et de nombreux cas sont mal classés. Une estimation indique
390 millions d'infections par dengue par an (intervalle de confiance de 95%, entre 284 et 528
millions), dont 96 millions (67-136 millions) se manifestent cliniquement (peu importe la
gravité de la maladie). Une autre étude sur la prévalence de la dengue, estime que 3,9
milliards de personnes dans 128 pays courent un risque d'infection par le virus de la dengue.
Dans les Amérigues, en Asie du Sud-Est et dans le Pacifique Occidental, les cas de dengue
ont dépassé 1,2 million en 2008 et plus de 3,34 millions en 2016 (Figure 10) (Guo et al.,
2017).

Distribution of global dengue risk (Simmons CP et al, 2012)
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Figure 10 : Répartition globale du rique d’infection par le virus de la Dengue (Malaysian,
2016)

Non seulement le nombre de cas augmente a mesure que la maladie se propage dans
de nouvelles régions, mais des épidémies explosives se produisent. La menace d'une possible
épidémie de dengue existe maintenant en Europe, une transmission locale ayant été signalée
pour la premiere fois en France et en Croatie en 2010 et des cas importés ont été détectés dans
3 autres pays européens. En 2012, une épidemie de dengue sur les iles de Madere au Portugal
a entrainé plus de 2 000 cas et des cas importés ont été détectés au Portugal et dans 10 autres
pays d'Europe. Parmi les voyageurs revenant de pays a revenu faible ou intermédiaire, la

dengue est la deuxieme cause de fievre la plus diagnostiquée apres le paludisme. En 2015,
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Delhi, en Inde, a enregistré sa pire épidémie depuis 2006, avec plus de 15 000 cas (Messina et
al., 2014).

Aux Etats-Unis d'/Amérique, I'le d'Hawai a été touchée par une épidémie avec 181 cas
déclarés en 2015. Les fles du Pacifique, Fidji, Tonga et la Polynésie francaise, ont continué a
enregistrer des cas. En 2016, la région des Amériques a signalé plus de 2,38 millions de cas,
le Brésil seul, représentant un peu moins de 1,5 millions de cas, soit environ trois fois plus
qu'en 2014. 1032 deceés par dengue ont également été signalés dans la région. La Région du
Pacifique Occidental a signalé plus de 375 000 cas présumés de dengue en 2016, dont
176.411 aux Philippines et 100.028 en Malaisie, ce qui représente une charge similaire a celle
de I'année précédente pour les deux pays. Les Tles Salomon ont déclaré un foyer avec plus de
7.000 suspects. Le Panama, le Pérou et Aruba sont les seuls pays a avoir enregistré une
augmentation du nombre de cas en 2017. De méme, une réduction de 53% du nombre de cas
de dengue sévere a également été enregistrée en 2017. En Afrique, le Burkina Faso a signalé
une epidémie localisée de Dengue avec 1.061 cas probables. En 2017, le nombre de cas de
dengue dans les Amériques a sensiblement diminué, passant de 2.177.171 cas en 2016 a
584.263 cas en 2017, ce qui représente une réduction de 73%. Une enquéte a permis la
détection d’IgG anti-Dengue chez des patients fébriles infectés par le virus de
I’immunodéficience humaine (VIH), dans un hopital tertiaire d’Abuja, au Nigeria. Au cours
de cette enquéte, 44,4% étaient positifs pour les IgG anti-dengue et 44,2% étaient co-infectés
par la dengue et le paludisme sur les 178 participants (Mustapha et al., 2017). Les données
disponibles au Cameroun sont limitées. Dans une étude menée par I'équipe de recherche du
Centre Pasteur Cameroun (CPC) en 2006/2007 a Garoua, Yaoundé et Douala sur la détection
d'lg M et d'lgG anti-Dengue, a montré une prévalence de 61,4% d'lgG et de 0,3% d'IgM a
Douala ; 24,2% d'IgG et 0,1% d'IgM a Garoua ; et 9,8% d’IgG sans IgM a Yaoundé
(Demanou et al., 2014).

1.4.1.2. Répartition géographique du virus Chikungunya

Depuis sa découverte, le virus Chikungunya a été identifié dans prés de 40 pays dans
le monde (Figure 11). En Asie, les infections par le virus du chikungunya ont été
documentées au Cambodge, au Timor oriental, en Inde, en Indonésie, au Laos, en Malaisie,
aux Maldives, au Myanmar, au Pakistan, aux Philippines, a la Réunion, aux Seychelles, a
Singapour, a Taiwan, en Thailande et au Vietnam. En Afrique, le virus du chikungunya est
présent au Bénin, au Burundi, au Gabon, au Cameroun, en République Centrafricaine, aux

Comores, au Congo (RDC), en Guinée Equatoriale, en Guinée, au Kenya, a Madagascar, au

These de Doctorat/Ph.D en Biochimie, rédigée par SIMO NEMG Frédy Brice



Etude des virus Dengue et Chikungunya : Aspects épidémiologique et pharmacologique.

Malawi, a Maurice, a Mayotte, au Nigéria, au Sénégal, au Soudan, en Tanzanie, en Ouganda
et au Zimbabwe. En Europe et aux Amériques, I'ltalie est le seul pays européen a avoir eu un
foyer épidémique, mis & part les taux d'incidence mineurs causés par des cas importés de
voyageurs. L’Amérique n'a pas encore connu d'épidémie majeure (Figure 11) (Galzere,
2018).

~

I Current or previous local transmission of chikungunya virus

Figure 11 : Principaux lieux de transmission du virus Chikungunya (Arya & Agarwal, 2011)

Le chikungunya a été identifié pour la premiére fois en Tanzanie au début de 1952 et a
provoqué des épidémies sporadiques en Asie et en Afrique depuis les années 1960. Les
épidémies sont souvent séparées par des périodes de plus de 10 ans. Entre 2001 et 2011,
plusieurs pays ont signalé des flambées de chikungunya. Entre 2005-2006, plus de 272.000
personnes ont été infectées a partir d’un foyer de chikungunya dans les fles de la Réunion et
de I’Tle Maurice, situées dans I’océan Indien, ou Aedes Albopictus était le vecteur présumé. En
2006, une épidémie a été déclarée en Inde et plus de 1,5 millions de cas de chikungunya
rapportés avec Aedes Aegypti impliqué comme vecteur. En 2007, la migration des personnes
infectées a introduit 1’infection dans un village cotier en Italie. En octobre 2013, le premier
génotype du virus Chikungunya asiatique a été observé a Saint-Martin dans les Caraibes. Plus
tard, en Décembre 2013, il a été démontré que CHIKV était présent dans 17 autres pays
originaires d'’Amérique du Sud et des Caraibes (Hall, 2007). A Porto Rico, le Centre pour le
control et la prévention des maladies (CDC) a confirmé que 27.000 personnes étaient
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infectées par le virus, dont 14 sont décédées (CDC, 2016). De plus, en 2015, plus d'un million
d'infections ont été documentées en Asie, dont 71 sont décédées. En Afrique, une étude
réalisée par Waggoner et al. (2017) a permis de détecter 8,8% de cas d'infection a CHIKV
chez des enfants fébriles au Kenya. Peyrefitte et al., ont isolé pour la premiére fois le CHIKV
au Cameroun en 2006. Le virus a été identifié lors d'une épidémie de syndrome febrile chez
des soldats francais a Douala et chez des patients d'un centre médical urbain de Yaoundé. La
présence d'anticorps anti-CHIKV a été mise en évidence dans la région du Sud-Ouest par
Fokam et al. (2010) et dans le Nord-Ouest Cameroun par Demanou et al. (2010) et Kuniholm
et al. (2016). De plus, des études menees par Demanou et al. (2015) ont permis de
caractériser, par RT-PCR, les différents génotypes présents au Cameroun (Demanou et al.,
2014; Demanou et al., 2010; Fokam et al., 2010; Kuniholm et al., 2006).

1.4.2. Cycle de transmission des virus dengue et chikungunya
1.4.2.1. Cycle de transmission du virus du Chikungunya

Deux cycles de transmission distincts ont été décrits pour le CHIKV. Le cycle
selvatique a été documenté principalement en Afrique, entre les primates non humains et les
especes d’Aedes vivant dans les foréts, telles que celles du groupe Aedes furcifer/taylori (Jupp
& Mclntosh, 1990). Parfois, le virus peut étre transmis aux populations humaines, ce qui
empiéte sur le cycle naturel, par le biais d’activités comme la chasse et la cueillette pour les

populations vivant a proximité du milieu selvatique (Diallo et al., 2012) (Figure 17). Ainsi, le

cycle selvatique affecte principalement les populations rurales.
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Figure 12 : Cycles de transmission du virus du chikungunya (Horwood & Buchy, 2015)
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A : le cycle selvatique existe principalement en Afrique, ou le virus circule entre les primates non
humains et les especes de Aedes vivant dans les foréts. B : De petits foyers peuvent se produire au sein
des populations rurales lorsque I'hnomme empiétant sur I'habitat naturel est piqué par des moustiques
forestiers infectés. C : Le déplacement d'étres humains infectés vers des agglomérations importantes
peut aboutir a I'établissement d'un cycle urbain D : Dans un cycle urbain, le virus est maintenu entre
les especes urbaines d'Aedes (Ae. Aegypti et Ae. Albopictus) et les humains dans un cycle humain
moustique-humain.

Cependant, la récente expansion d’Aedes Aegypti et Aedes albopictus dans I’ensemble
de I’Afrique, associée a une urbanisation accrue, ont entrainé de grandes épidémies au Kenya
et dans des pays d’Afrique Centrale tels que le Cameroun, le Congo et le Gabon (Nkoghe et
al., 2012; Kelvin, 2011;Kariuki Njenga et al., 2008). Ainsi, le cycle urbain a évolué dans les
zones ou vivent de nombreuses populations et des moustiques Aedes urbains afin de maintenir
un cycle humain-moustique-humain. Le chikungunya en Asie a été historiquement associé a
un cycle urbain entre I'nomme et I'Aedes aegypti, et on pense que la persistance du virus
CHIKV dans cette région est le résultat de l'introduction continue de CHIKV dans des
populations immunologiquement naives (Powers & Logue, 2007). Aedes albopictus a
traditionnellement été considéré comme un vecteur d'importance secondaire, mais de récents
foyers de chikungunya en Asie (et dans de nombreuses autres régions du monde) ont souligné

leur importance en tant que vecteur primaire (Paupy et al., 2012).

1.4.2.2. Cycles de transmission de la Dengue

Les quatre sérotypes DENV sont maintenus dans deux cycles de transmission distincts
: selvatique et humain. Le cycle selvatique est écologiquement et évolutivement distinct du
cycle de transmission humain. Il se déroule dans les environnements urbains de I'Asie du Sud-
Est et de I'Afrique de I'Ouest, dans des foyers bien documentés de la Malaisie péninsulaire et
du Sénégal oriental. Des analyses phylogénétiques récentes ont permis d'élargir la plage
spatio-temporelle dans laquelle on sait que les DENV selvatiques circulent en Afrique de
I'Ouest. Dans ce cycle, la transmission est assurée par Aedes spp. et les primates non humains
semblent étre les seuls hotes amplificateurs et réservoirs. En Afrique, les principaux vecteurs
incluent Aedes (Stegomyia) lutéocéphalus, Aedes (Diceromyia) furcifer et Aedes (Diceromyia)
taylori (Figure 13) (Diallo et al., 2003). A I'heure actuelle, presque toutes les infections
humaines sont dues a des souches de DENV qui circulent exclusivement dans les
environnements domestiques et péri-domestiques sous les tropiques, ou les humains
constituent l'unique hote d'amplification et de réservoir. Dans ce cycle humain, Aedes aegypti

est le principal vecteur de transmission de la dengue tandis que les autres Aedes spp. (Par
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exemple, Aedes albopictus, Aedes polynesiensis) servent de vecteurs secondaires (Metselaar
et al., 1980; Gubler & Rosen, 1976).

Ae. furcifer (West Africa)
Ae. albopictus (SE Asia)

%

Zone of
Emergence
Sylvatic Rural Human
Ae. luteochephalus (West Africa) Ae. oegypti aeqypti
Ae. furcifer (West Africa) Ae. olbopictus
Ae, niveus ssp. (SE Asia) Ae. polynensiensis

Figure 13 : Cycles de transmission du virus de la dengue (DENV) (Chen & Vasilakis, 2011)
Les cycles de transmission du DENYV, illustrant les origines selvatiques et la « zone d’émergence » ou
les cycles selvatiques entrent en contact avec les populations humaines dans les zones rurales
d’Afrique de I’Ouest et du Sud-Est.

La transmission trans-ovarienne (TOT) a également été suggérée comme un
mécanisme de maintien du DENV dans les deux cycles de transmission (Figure 13), en
particulier pendant les saisons seches prolongées ou les périodes inter-épidémigques.
L'implication de TOT dans la maintenance du DENV a été démontrée dans la nature avec
Iisolement du DENV-2 probablement selvatique d'un pool d'Aedes taylori en 1980 en Cote
d’Ivoire, et un an plus tard au Sénégal a partir d’un pool de moustiques Aedes furcifer (Diallo
et al., 2008b; Mawlouth Diallo et al., 2003).

1.4.2.3. Cycle de vie des moustiques du genre Aedes spp.

Les Aedes sont des insectes dits holométabole. Cela signifie qu’ils subissent une
métamorphose compléte au stade ceuf, larve, pupe et adulte (Figure 14). La durée de vie d'un

adulte peut aller de deux semaines a un mois en fonction des conditions environnementales.
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Le cycle de vie de Aedes aegypti peut étre complété en une semaine et demi a trois semaines

(aedesbusterutemcom, 2016).
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Figure 14: Cycle de développement des moustiques du genre Aedes (Jayawardene et al.,
2011)

1.4.2.3.1. Oeuf

Apreés avoir pris un repas de sang, les moustiques femelles Aedes aegypti produisent
en moyenne 100 a 200 ceufs par lot. Les femelles peuvent produire jusqu'a cinq lots d'ceufs au
cours de leur vie. Le nombre d'ceufs dépend de la taille du repas de sang. Les ceufs sont
pondus sur des surfaces humides dans des zones susceptibles d’étre inondées temporairement,
telles que des trous d’arbres et des contenants artificiels tels que des tonneaux, des barils, des
bocaux, des pots, des seaux, des vases a fleurs, des soucoupes pour plantes, des réservoirs, des
bouteilles et plus particulierement les lieux d’accumulation d'eau de pluie. La femelle Aedes
aegypti pond ses ceufs séparément, contrairement a la plupart des espéces. Tous les ceufs ne
sont pas pondus en une fois, mais ils peuvent étre étalés sur des heures ou des jours, en
fonction de la disponibilité de substrats appropriés. Les ceufs seront le plus souvent placés a
differentes distances au-dessus de la ligne de flottaison. Les ceufs d'Aedes aegypti sont lisses,
longs, de forme ovoide et mesurent environ un millimetre. Lors de la premiere ponte, les ceufs

paraissent blancs mais en quelques minutes, virent au noir brillant. Dans les climats chauds,
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les ceufs peuvent se développer en deux jours a peine, alors que dans les climats tempérés plus
froids, leur développement peut prendre jusqu'a une semaine. Les ceufs pondus peuvent
survivre trés longtemps a I'état sec, souvent pendant plus d'un an. Cependant, ils éclosent
immeédiatement une fois immergés dans I'eau. Cela rend le contrdle du moustique du virus de
la dengue tres difficile (Buster, 2016; Gubler & Rosen, 1976).

1.4.2.3.2. Larves

Aprés I'éclosion des ceufs, les larves (Figure 14) se nourrissent de particules
organiques présentes dans I'eau, telles que des algues et d'autres organismes microscopiques.
La majeure partie du stade larvaire se passe a la surface de I'eau, bien qu'elle nage jusqu'au
fond du récipient si elle est dérangée ou lorsqu'elle se nourrit. Les larves se trouvent souvent
autour de la maison dans des flaques d'eau, des pneus ou dans tout objet contenant de I'eau. Le
développement larvaire dépend de la température. Les larves passent par quatre stades,
passant peu de temps dans les trois premiers jours et jusqu’a trois jours au quatriéme stade.
Les larves du guatrieme stade ont une longueur approximative de huit millimetres. Les males
se développant plus rapidement que les femelles. Si les températures sont fraiches, Aedes
aegypti peut rester au stade larvaire pendant des mois aussi longtemps que
I'approvisionnement en eau est suffisant (Ferreira-de-Lima & Lima-Camara, 2018; Turell,
1993).

1.4.2.3.3. Chrysalides

Apres le quatrieme stade larvaire, les larves entrent dans la phase nymphale. Les
nymphes (chrysalides) sont mobiles et répondent aux stimulis. Les nymphes ne se nourrissent
pas et mettent environ deux jours a se développer. Les adultes émergent en ingérant de l'air
pour dilater I'abdomen, ouvrant ainsi le cas de la pupille et émergeant la téte la premiere
(Buster, 2016).

1.4.3. Manifestations cliniques des virus dengue et chikungunya
1.4.3.1. Caractéristiques cliniques du virus Chikungunya

La période d'incubation de l'infection a virus Chikungunya varie entre 1 et 12 jours,
avec une moyenne de 2 a 4 jours. La phase aigué de la maladie se caractérise par une fievre et
une arthralgie aigué, accompagnées d'une éruption maculo-papulaire observée dans 40 a 50%
des cas (Sissoko et al., 2010). Bien que de nombreux cas signalent une guérison compléte au
bout de 1 a 2 semaines, une proportion élevee de patients présentent une arthrite persistante.

Ces symptomes peuvent persister pendant des mois voire des années. Les douleurs
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arthritiques causees par une infection a CHIKV sont les symptomes les plus caractéristiques
de la maladie et sont généralement tres douloureuses et potentiellement débilitantes. En fait, le
nom « Chikungunya » signifie « ce qui se plie » dans la langue Makonde d’Afrique de I’Est et
décrit les graves douleurs arthritiques de la maladie (Bett et al., 2017). De nombreuses études
rapportent une réduction significative de la qualité de vie liée a la santé des patients souffrant
de symptomes chroniques aprés une infection & Chikungunya. Le mécanisme des symptomes
arthritiques persistants a la suite d'une infection & CHIKV n'a pas été complétement élucidé.
Les preuves provenant de patients et d'études sur des modeéles animaux suggérent qu'une
arthralgie persistante pourrait étre due a des mecanismes inflammatoires de I'h6te (Nakaya et
al., 2012). Une étude portant sur une cohorte de patients atteints de chikungunya en Inde, sans
antécédents de troubles musculo-squelettiques, a montré que les patients présentaient des
symptdmes similaires a ceux de la polyarthrite rhumatoide auto-immune, mais sans I'érosion

habituelle du cartilage et des os ( Vijayan & Sukumaran, 2016; Horwood & Buchy, 2015).

1.4.3.2. Caractéristiques cliniques du virus Dengue

En 2009, un groupe de travail coordonné par I'Organisation mondiale de la santé
(OMS) a défini une série de lignes directrices pour la gestion clinique de la dengue. Ce groupe
a également modifié la classification existante de dengue, dengue hémorragique, et de la DSS
en dengue (avec ou sans signes précurseurs) et en dengue sévere. Le but de ces directives était
d’établir des critéres cliniques uniformes et plus simples fournissant une approche globale

normalisée de la classification des maladies (Muller et al., 2017).

L'infection par le virus de la dengue peut entrainer une infection asymptomatique ou
symptomatique. Environ 20% de toutes les infections sont symptomatiques, les individus
présentant des symptdmes de la maladie couvrant un large spectre de manifestations cliniques
allant de non séveres a graves. La maladie causee par la dengue est une fiévre d’apparition
soudaine avec trois phases clairement identifiables : fébrile, critique et récupération
(Rosenberger et al., 2016).

La phase fébrile initiale se caractérise par une apparition rapide, avec une fiévre soudaine et
sévere. Cette phase dure entre 2 et 7 jours. Elle est caractérisee par un érythéme cutane, des
douleurs géneralisées au corps, des myalgies, des arthralgies, des douleurs oculaires rétro-
orbitales, une photophobie, un exantheme rubéliforme et des maux de téte. Les maux de

gorge, l'anorexie, les nausées et les vomissements sont également fréquents. La phase fébrile
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aigué peut également étre accompagnée de symptémes hemorragiques (Rigau-Pérez et al.,
1998).

La majorité des patients infectés par le DENV se rétablissent complétement apres la
période fébrile et n'entrent pas dans la phase critique de la maladie. Cependant, les patients
qui entrent dans la phase critique peuvent développer des signes avant-coureurs indiquant une
augmentation de la permeabilité capillaire menant a une fuite de plasma. La leucopénie suivie
d'une chute rapide du nombre de plaquettes entraine généralement une fuite plasmatique.
Parallelement a la diminution du nombre de plaquettes, on observe une augmentation
correspondante du taux d'hématocrite. L'hypoperfusion qui survient lors d'un choc
profond/prolongé entraine une acidose métabolique pouvant entrainer une insuffisance
progressive des organes et éventuellement une coagulation intravasculaire (Yacoub & Wills,
2015; Kalayanarooj et al., 1997).
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Figure 15 : Chronologie de I’apparition de biomarqueurs de la dengue chez les patients

présentant une infection primaire et secondaire (Muller et al., 2017)
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Légende : IgM/G: Immunoglobuline M/G; NS: Proteine non structurale; DHF: Dengue
hemorhagique ; DSS : Syndrome de choc de la dengue

Une fois que les patients ont traversé la période critique de 24 a 48 heures, le
rétablissement du malade peut étre remarquablement rapide. La réabsorption de liquides
extravasculaires accompagne une amélioration du bien-étre général du patient, un retour de
I'appétit ainsi que la cessation des autres symptomes (Yacoub & Wills, 2015). Les patients
peuvent développer ce que I’on a appelé une « éruption de récupération » avec des zones
caractéristiques de peau normale assimilées a des « iles de blanc dans une mer de rouge » qui
se développent sur le tronc, puis se propagent a la téte et aux extrémités. Les numerations
sanguines des patients se stabilisent et reviennent a la normale pendant cette phase de
récupération (Nimmannitya, 1987). Dans les formes graves de la maladie, les symptdmes
suivant sont généralement retrouvés : une fuite plasmatique sévére entrainant un choc et/ou
une accumulation de liquide dans une détresse respiratoire ; saignements graves et
insuffisance multi-viscérale grave (OMS, 2018). Les patients atteints de DSS souffrent
initialement de fuites capillaires asymptomatiques évoluant progressivement vers un choc
compensé suivi d’un choc hypotenseur, aboutissant finalement a un arrét cardiaque. Les
patients en état de choc di a la dengue doivent faire I'objet d'une surveillance étroite, car le
délai entre les signes avant-coureurs et l'apparition d'un choc compensé et d'un choc
hypotensif peut ne prendre que quelques heures. Seules quelques minutes peuvent séparer

choc hypotenseur, collapsus cardiorespiratoire et arrét cardiaque. (Rigau-Pérez et al., 1998).

1.4.4. Diagnostic des arbovirus

Les biomarqueurs ciblés pour le diagnostic comprennent le virus lui-méme (isolement
du virus en culture ou chez des moustiques ou la détection directe de I'ARN génomique viral),
les particules virales ou la réponse immunitaire de I'néte a une infection virale (en détectant
I’immunoglobuline M [IgM] et I’'immunoglobuline G [IgG] spécifiques du virus) (Blacksell et
al., 2006).

1.4.4.1. Diagnostic de I’infection par le virus de la Dengue
e Isolement du virus
L’isolement du virus est la méthode de diagnostic traditionnelle pour détecter
I’infection par le DENV. Cependant, il a été progressivement remplacé par la RT-PCR et, plus

récemment, par des tests ELISA ciblant la protéine virale NS1 pour un diagnostic plus rapide.

Pour l'isolement du virus, les échantillons cliniques prélevés sur des patients sont cultivés
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dans diverses lignées cellulaires de cellules de moustique ou des mammiféres, ou chez des
moustiques vivants (Muller et al., 2017; Mishra et al., 2011). Les échantillons de sang
prélevés chez des patients infectés souffrant d'une maladie fébrile jusqu'a 5 jours aprés
I'apparition de la maladie donnent les meilleurs résultats. Cependant, I'isolement viral chez les
patients infectés de maniére secondaire est rendu plus difficile par la production anamnestique
rapide d'anticorps a réactivité croisée au début de la phase aigué de la maladie qui forment des
complexes immuns avec le virus en circulation. Bien que la détection du DENV par isolement
du virus soit efficace, elle n’est pas difficile a mettre en ceuvre, et de plus, elle peut durer

plusieurs jours a plusieurs semaines (dos Santos et al., 2008; Muller et al., 2017).

e Test de diagnostic moléculaire

Des méthodes moléculaires telles que la RT-PCR et I’hybridation d’acides nucléiques
ont été utilisées avec grand succés pour diagnostiquer I’infection par le DENV. Les méthodes
basées sur la PCR permettent de diagnostiquer le DENV le jour méme ou le lendemain dans
la phase aigué de la maladie. Lanciotti et al. (1992) ont initialement designé un test de RT-
PCR semi-niché en deux étapes trés sensibles. Cette méthode a ensuite été modifiée en un test
RT-PCR en temps réel multiplex a une seule étape (Chien et al., 2006). L’avantage majeur
des techniques de PCR est que I'ARN viral peut étre détecté des l'apparition de la maladie et
qu'elles sont sensibles, spécifiques, rapides, moins compliquées et moins codteuses que les
méthodes d'isolement du virus. Bien que les méthodes de PCR soient rapides et précises, elles
nécessitent un laboratoire doté d'un équipement spécialisé et d'un personnel qualifié pour

effectuer les analyses (Santiago et al., 2018; Dos Santos et al., 2008).
e Capture d'antigene NS1

La protéine virale NS1 est une cible de diagnostic idéale car elle est sécrétée par des
cellules infectées. Elle est présente a des taux élevés circulant dans le sang des individus
infectés et peut étre détectée deés I'apparition des symptdmes jusqu'a neuf jours ou plus apres
I'apparition de la maladie. La protéine NS1 peut étre détectée en méme temps que I'ARN viral
et avant qu'une réponse anticorps ne soit déclencher durant les infections primaires. Elle peut
étre considérée comme un marqueur de substitution de la virémie, le niveau de NS1 étant
corrélé au titre viral. Malgré la valeur prédictive suggérée de NS1 en tant que marqueur de la
progression de la maladie, la quantification requise reste du ressort de la recherche, tous les
tests commerciaux fournissant uniquement une lecture qualitative. Une limite de la détection

de NS1 pour les patients présentant une infection secondaire est la hausse anamnestique
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rapide des anticorps a réaction croisée de NS1 pendant la phase aigué de la maladie (Oyero et
al., 2014; Dussart et al., 2008).

e Test Sérologique indirect

Il existe de nombreuses méthodes de diagnostic sérologique disponibles, notamment
les tests d'inhibition de I'hnémagglutination (IH), les tests de fixation du complément, les tests
de dot blot, le Western blot, les tests d'immunofluorescence indirecte et les tests de
neutralisation par réduction de la plaque, ainsi que les tests ELISA (Enzyme Linked
Immunosorben Assay) de capture des anticorps IgM et 1gG. Les tests IH et les ELISA de
capture des anticorps IgM et IgG se sont avérés étre les méthodes de diagnostic sérologique
les plus efficaces pour la détection de routine du DENV. Le test IH est appliqué au diagnostic
de la dengue depuis de nombreuses années, la plupart des laboratoires développent des
protocoles maison, bien que des kits commerciaux soient également disponibles. Comme pour
tous les tests de détection d'anticorps, la période de maladie aigué présente généralement une
fenétre de détection négative, compte tenu de la nécessité d'obtenir la réponse en anticorps
pertinente. Néanmoins, les tests ELISA de capture d’anticorps IgM et IgG a haut débit sont
devenus relativement courants, en particulier apres leur automatisation. Les IgM peuvent
apparaitre des les jours 3 a 5 lors de la primo-infection, avec un pic pouvant persister
plusieurs semaines apres la guérison et des niveaux détectables pendant plusieurs mois
(Muller et al., 2017; Faye et al., 2014). Les IgG n'apparaissent généralement pas pendant la
phase aigué de la primo infection. Cependant, lors d'une infection secondaire, il existe une
réponse anamnestique des 1gG aux épitopes partagés de plusieurs protéines virales entre les
sérotypes différents, les 1gG apparaissant des les 3 jours suivant I'apparition de la maladie. Par
conséquent, lorsqu’elles sont effectuées en parallele, la détection des IgM et des IgG peut
fournir une indication diagnostique d’une infection primaire ou secondaire sur la base du
rapport IgM/IgG au cours de la phase aigué de la maladie. La détection sérologique de
I’infection a DENV est compliquée dans les régions du monde ou plusieurs Flavivirus
circulent (fievre jaune, Encéphalite japonaise, Zika), en raison de la possibilité de réactions
croisées dues a la similitude des épitopes présentent sur la protéine E des Flavivirus
(Amarasinghe, 2011).
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1.4.4.2. Diagnostic de ’infection par le virus Chikungunya

Les méthodes moléculaires de diagnostic du CHIKV, telles que la RT-PCR, la RT-
LAMP (Loop mediated isothermal amplification) et la gqRT-PCR, ont acquis une importance
croissante. Elles sont plus sensibles et plus rapides que l'isolement viral et permettent la
détection de I'ARN de toutes les lignées de CHIKV avec une spécificité élevee.
Habituellement, les échantillons de sérum prélevés jusqu'a sept jours apres l'apparition des
symptdmes conviennent a la détection du CHIKV par des plateformes de diagnostic
moléculaire (Giry et al., 2017; Horwood & Buchy, 2015).

Dans les phases tardives de I'infection, la détection du CHIKYV est généralement basee
sur des methodes seérologiques, telles que le test ELISA et le test de neutralisation par
réduction des plages de lyse (PRNT). Les techniques ELISA sont utiles pour distinguer les
infections aigués ou de convalescence via la détection des anticorps IgM ou IgG anti-CHIKV.
Les tests ELISA pour le diagnostic du CHIKV sont tres spécifiques et ont une grande
précision. Le PRNT, utilisé comme paramétre pour mesurer les anticorps neutralisants en
circulation, est utile pour établir les niveaux dimmuno-protection sur la base de la
détermination des titres d'anticorps sériques nécessaires pour neutraliser une quantité connue
de particules virales infectieuses. Les techniques alternatives de détection des anticorps anti-
CHIKYV incluent I'immunofluorescence et Il'inhibition de I'hnémagglutination (Calvo et al.,
2016; Wasonga et al., 2015; Jain et al., 2008).

1.4.5. Traitement et prévention des infections
1.4.5.1. Prise en charge et prévention de I’infection par le virus Chikungunya

A ce jour, aucun traitement ou vaccin anti-CHIKV n’est disponible, et seuls les soins
palliatifs utilisant des analgésiques, des antipyrétiques sont recommandés pour soulager les
symptébmes. Comme la lutte antivectorielle n'a donné que peu de succés en matiére de
contr6le du CHIKYV, il existe un besoin important en médicament ou vaccins sdrs, efficaces
pour combattre le CHIKV afin de limiter la propagation virale et limiter le fardeau de la
maladie. A ce jour, la ribavirine qui est le seul médicament autorisé par la Food and Drug
Administration (FDA) a étre testé chez I'nomme, a eu un résultat positif chez les patients
infectés par le CHIKV (Vijayan & Sukumaran, 2016). Le criblage a haut débit de
bibliotheques de chimie, ainsi que les médicaments de synthese ont permis d'identifier des
antiviraux candidats pour le CHIKV (Horwood & Buchy, 2015; Vijayan & Sukumaran, 2016

Jain et al., 2008). Des potentiels médicaments anti-CHIKV ont également été découverts ou
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développés et ciblent directement les étapes du cycle de réplication virale, plus précisément,
les étapes d'entrée, la synthése des protéines, la réplication du génome ou les fonctions
enzymatiques. Bien que les recherches aient mis a jour un certain nombre d’antiviraux contre
le CHIKV, des essais supplémentaires sur des modeéles animaux et chez I'homme sont

nécessaires pour la validation clinique de ces médicaments (Burt et al., 2017).

Actuellement, la seule méthode approuvée pour la prévention de I’infection au CHIKV
est la lutte contre les moustiques Aedes en milieu urbain. Cette méthode consiste a appliquer
des méthodes de lutte antivectorielle telles que la pulvérisation d'insecticides et I’élimination
des sites de reproduction. Ces efforts de contrble ont largement échoue pour limiter
I'expansion géographique d'Aedes Aegypti et Aedes albopictus, entrainant une augmentation

de I'incidence mondiale du Chikungunya (Thiboutot et al., 2010).

1.4.5.2. Traitement et prévention de I’infection par le DENV

La nécessité d'obtenir une protection immunitaire contre quatre virus différents est un
défi de taille, car une immunité incompléte induite par un vaccin contre un sérotype unique
pourrait théoriquement prédisposer un individu a une maladie grave lors d'une infection
naturelle ultérieure par un autre sérotype. De nombreuses stratégies pour créer des vaccins
DENV ont été explorées, allant de l'atténuation du DENV en passant par des passages
successifs sur cultures cellulaires & ceux exploitant une compréhension de plus en plus
sophistiquée de la biologie moléculaire et cellulaire des Flavivirus. Trois vaccins candidats
DENV tétravalents vivants atténués sont en cours d’évaluation dans le cadre d’essais
cliniques de grande envergure. La premicre étude de phase III achevée est le candidat Sanofi
Pasteur CYD-TDV, qui contient quatre virus chimériques dans lesquels les génes structurels
du virus du vaccin contre la fievre jaune (YFV 17D) ont été remplacés par ceux de chaque
sérotype de DENV. Ce vaccin a montré une efficacité modérée sur le terrain, car ses effets
protecteurs variaient considérablement entre les différents sérotypes de DENV (35% a 78%)
(WHO, 2018; Yacoub & Wills, 2015). De maniere inattendue, le vaccin n'a profité qu'a ceux
qui avaient déja été exposés au DENV, ce qui suggeére que son utilité principale est de
renforcer I'immunité protectrice croisée naturelle. De plus, le titre de neutralisation moyen des
échantillons de sérum provenant de receveurs de vaccins ne correspondait pas a la protection
dans les essais cliniques. Compte tenu de la complexité des résultats, les discussions sur les

corrélats immunitaires appropriés de la protection DENV ont été renouvelées.
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Au-dela du développement d'un vaccin, d'autres stratégies ont été poursuivies pour
contréler les infections au DENV. Un nouvel effort a été fait pour évaluer les inhibiteurs
d’étapes spécifiques du cycle de vie du DENV. Des études ont permis la découverte de
médicaments capables d’inhiber la protéine d'enveloppe virale (E), les protéines de protéase et
d'hélicase (NS3), les protéines membranaires intégrales necessaires a la réplication (NS2A et
NS4B) et de I'ARN polymérase ARN-dépendant de et méthyltransferase (NS5) (Godoi et al.,
2017; Amarasinghe, 2011).

Des progrés intéressants ont également été accomplis dans la réduction de la
transmission du DENV en limitant I’infection chez le moustique vecteur. Par exemple, la
surinfection de moustiques Aedes aegypti par I’infection endosymbiotique de la bactérie
Wolbachia a entrainé un augmenttion de populations de ces moustiques et une interférence
avec la réplication du DENV dans ces moustiques (Moreira-Soto et al., 2018; Sharp et al.,
1987).

1.5. Méthodes d’étude des propriétés anti-arbovirales

Tout récemment, diverses méthodes ont été développées pour le screening des
antiviraux, c’est le cas de la quantification directe de l'infectivité a I'aide de I'essai de dose
infectieuse par culture de tissus (TCID 50), de l'essai sur plaque et de I'essai par
immunofluorescence focalisée. La recherche de médicament a potentiel antiviral s’est
appuyée principalement sur la méthode in vitro de culture cellulaire pour I'authentification des
propriétés antivirales des composés inhibiteurs, en ciblant les protéines impliquées dans la

réplication virale (de Chassey et al., 2014).

1.5.1. Approche in vitro

C’est une méthode qui permet d’évaluer individuellement les composés en fonction de
leur propriété, soit pour protéger les cellules contre les effets pathologiques induits par le

virus, soit pour guérir une cellule infectée.

1.5.1.1. Réduction du nombre des plages de lyse

C’est une méthode pratique pour la détermination de [’efficacité antivirale. Des
régions clairement visibles appelées « plages de lyse » sont observées lorsque CHIKYV infecte
la cellule. Toute réduction du nombre de ces plages en présence d’un médicament en étude
suggere son activite antivirale. La réduction des plages peut étre quantifiee par coloration

avec du cristal violet ou au rouge neutre (Chattopadhyay et al., 2014).
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1.5.1.2. Technique d’absorption de colorant (MTT)

Parmi les cellules infectées par le virus, le nombre de cellules répondant a un composé
antiviral peut étre mesuré par une technique d'absorption de colorant. Les colorants sont
absorbés par les cellules viables en épargnant les non viables, ce qui se reflete dans les
densités optiques mesurées a l'aide de spectrophotomeétres et comparés aux contrdles. Le
Rouge neutre, Le MTT (3- (4,5-bromure de diméthylthiazol-2-yl) -2,5-diphényltétrazolium),
MTS (3- (4,5-diméthylthiazol-2-yl) -5- (3-carboxyméthoxyphényl) -2- (4-sulfophényl) -2H-
tétrazolium), la résazurine (7-Hydroxy-3H-phénoxazin-3-one 10-oxyde), sont les colorants les
plus utilisés (Wada et al., 2017).

1.5.1.3. Technique de détection d’immunofluorescence

Un test dimmunofluorescence est genéralement utilisé pour cribler de petites
molécules inhibitrices de la réplication du CHIKV. Dans ce test, les cellules infectées par le
CHIKYV sont traitées avec différentes molécules candidates a des concentrations variables. En
effet, aprés incubation en présence du médicament, les cellules sont fixées avec du méthanol
puis traitées avec les anticorps primaires spécifiques aux protéines structurales et non
structurales des deux virus. Les cellules sont ensuite lavées, puis incubées a nouveau avec des
anticorps secondaires conjugués a l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC). La coloration des
noyaux des cellules avec du DAPI (4 ', 6-diamidino-2-phenylindole) pendant 15 minutes a
température ambiante, suivie d’une étape de lavage avec du tampon phosphate salin (PBS).
En comptant les noyaux marqués au DAPI, on obtient le nombre total de cellules par puits,
tandis que le nombre total de cellules infectées par le virus est déterminé en comptant les
cytoplasmes marqués au FITC (Kumar et al., 2015).

1.5.2. Criblage a haut débit

Le criblage a haut débit consiste a faire réagir simultanément un grand nombre de
molécules différentes avec un substrat donné, en vue d’identifier, en un minimum de temps,
celles de ces molécules qui présentent un intérét éventuel pour une application déterminée
Dans le criblage a haut débit, une particule virale ou un géne/protéine particulier de I’héte est
testé pour sa fonction biologique contre un ensemble de petites molécules. Ce systéme permet
d’identifier rapidement les potentils inhibiteurs potentiels des arbovirus en contournant les
éventuels échecs lors de la mise au point d’un test robuste sur cellules et I’exigence de

biosécurité plus élevee. L'utilisation de réplicons sup-génomiques ou de virus de substitution
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a été une aide précieuse pour la découverte et la conception de médicaments (de Chassey et
al., 2014).

1.5.2.1. Technique phénotypique

Le test phénotypique basé sur CHIKV nsP2 a été utilisé comme nouvelle cible pour le
screening de petites molécules inhibitrices. La capacité de la nsP2 a induire l'arrét de la
transcription pour permettre au virus de bloguer la réponse antivirale cellulaire est démontrée
en utilisant divers essais de genes reporteurs a base de luciférase, y compris un systeme trans-
rapporteur, ou le domaine de liaison a 'ADN Gal4 est fusionné au facteur de transcription
(Fros et al., 2012).

1.5.2.2. Criblage & haut debit utilisant la resazurine

Cet essai est basé sur la réduction métabolique de la résazurine, pour vérifier la
viabilité cellulaire, en réponse a une infection par le CHIKV et a été utilisé pour identifier des

inhibiteurs de la mort cellulaire associée au CHIKV (Subudhi et al., 2018).

1.5.2.3. Utilisation des mini-génomes

Le modéle de mini-génome est un systeme, qui permet la réplication du CHIKV.
Certaines des régions ORF du CHIKV sont supprimées et remplacées par des genes
rapporteurs tels que chloramphénicol acétyltransférase, protéine fluorescente verte ou
luciférase, tandis que les régions non codantes sont conservées. Les régions non codantes
servent de matrice pour la polymérase virale. Le mini-génome est ensuite inséré dans un
vecteur d'expression. Avec l'expression des genes viraux, l'activité du rapporteur est
également générée, et la lecture de luminescence est prise. Les niveaux d’expression de

I’ARN viral sont directement proportionnels a la charge virale (Subudbhi et al., 2018).

1.5.3. Approche in silico

Récemment, I'approche in silico a été identifiée comme un outil potentiel dans le
développement de médicaments contre les virus. In silico signifie « via une simulation sur
ordinateur ». Elle peut étre utilisée en prélude des expériences in vitro, pour présélectionner
des molécules provenant des bases de données de chimiothéques. On pense que les méthodes
de découverte de médicaments in silico accélérent le processus de criblage des molécules
candidates tout en réduisant le besoin de travaux de laboratoire colteux et des essais
cliniques. Les protéines non structurelles et d’enveloppe du CHIKV sont considérées comme
cibles idéales pour le criblage de médicaments in silico afin d’identifier les inhibiteurs

potentiels de ces protéines (Kumar et al., 2015).
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1.6. Plantes médicinale et fievre a virus Chikungunya

Malgré les efforts déployés par les firmes pharmaceutiques pour mettre sur pied de
nouveaux traitements contre la fiévre chikungunya, il n’existe toujours pas de médicaments
efficaces contre cette pathologie. Ainsi, la recherche de nouvelles substances a partir des
plantes médicinales est une piste prometteuse pouvant améliorer le paysage thérapeutique

1.6.1. Activités anti-CHIKYV des extraits de plantes

Trés peu de travaux ont rapporté 1’effet des extraits de plantes sur le CHIKV. Ces
travaux ont permis l'identification d'extraits de plantes qui inhibent I'attachement viral, la
réplication et les deux. Ocimum tenuiflorum, et Terminalia chebula ont montré leur capacité a
inhiber le CHIKYV dans le format d'essai de réduction de plaque, ce qui suggere leur capacité
en tant qu'inhibiteurs d'attachement viral. Les extraits végétaux d’Ocimum tenuiflorum, et
Zingiber officinale ont montré une inhibition de l'activité hélicase suggérant leur utilité
potentielle comme inhibiteurs de réplication. Les extraits d'Ocimum tenuiflorum et de
Terminalia chebula sont apparus comme des inhibiteurs de protéase. Psidium guajava et
Cedrus deodara inhibe la multiplication du virus Chikungunya mais le mécanisme

d’inhibition reste inconnu (tableau 2).

Tableau Il : Quelques plantes médicinales ayant des propriétés anti-chikungunga

Espéces Modes d'action Parametres modulés Références

inhibition de [l'activité
de hélicase, protease,
reduction de plaque

nsP2 protease, inhibition de la | Rhagavendar
replication virale etal., 2019

Ocimum
tenuiflorum

inhibition de [l'activité |[nsP2 protease, anti-hélicase,

Terminalia chebula |de hélicase, protease, |inhibition de la replication Rhagavendar
i . etal., 2019
reduction de plaque virale
Zinaiber officinale Inhibition de la | anti-Chikv, anti-hélicase | Rhagavendar
g replication virale Cellules Vero etal., 2019
Inhibition de la|_ .. . Rhagavendar
Cedrus deodara multiplication virale anti-nsp2 helicase etal. 2019
Yashika et al.,
Inhibition de la 2021

psidium guajava anti-Chikv, Cellules Vero

multiplication virale

1.6.2. Activités anti-VHC de quelques composes extrait de plantes
De nombreux composés sont actuellement a I'étude pour leur efficacité anti-CHIKV.
Nous ne parlerons que des composés qui ont montre leur efficacité dans une variété de tests in

vitro. Il faut noter que I'efficacité des composés peut varier considérablement, en fonction de
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la lignée cellulaire, de la souche virale ou de la méthode de test utilisée. Le tableau 3 illustre
quelques composés ayant présennté une activité contre le virus Chikungunya ainsi que leur
cible. Il ressort de ce tableau que certains composés (Berberine) ont une action multiple sur le
cycle de multiplication du CHIKV tandis que d’autre inhibent la multiplication en ciblant une

protéine virale.

Tableau 111 : Quelques composes ayant des propriétés anti-chikungunga

Composés Structures activités References
2 i
Berberine Cible multiple Friederike et al., 2020
H o;?‘ ) of
L <7 ‘t“"'
Protratin (12- o
deoxyphorbol 13-
actéte) Proteine kinase C | Friederike et al., 2020
o [5)
CHY(CHaCHY 0 o7 ™CH,
HyC ‘_i :.F'H"
‘.: :

12-o-tetradecanoyl-
phorbol 13-acetate

Proteine kinase C | Friederike et al., 2020

L il
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1.7. Généralités sur les plantes étudiées

1.7.1. Entada africana (E. africana) Gill et Perr

E. africana est un arbuste de 4 @ 5 m de haut, mais pouvant atteindre environ 7m,
appartenant a la famille des Mimosaceae. Cette plante est rencontrée dans plusieurs pays
d'Afrique subsaharienne et au Cameroun. Appelé sama méré (Bambara), padapari (Peuhl),
batala (Somrai), E. africana est chez les Niominka (Sénégal) un arbre sacré dont l'usage est
réservé aux traitements prescrits par les grands marabouts (Figure 16). Il ne sert alors que de
substratum aux priéeres et incantations. Cette plante est utilisée en médecine traditionnelle
comme antiseptique et cicatrisant des plaies et blessures (Radt, 1974).

Les décoctions des écorces de tronc, des racines et des rameaux sont utilisées comme
contre-poison en raison de ses propriétés emétiques. Elle est utilisée pour traiter le diabete,
I'nypertension, les infections de la peau, les troubles hépatiques et d'estomac (Kuete, 2014).
Cet auteur a aussi démontré que cet extrait contenait un taux élevé de polyphénols. Certaines
fractions ont présenté une forte activité immuno-modulatoire et anti-inflammatoire (Owona et
al., 2013). Les extraits aqueux des feuilles, d’écorces et de racines ont aussi montré une forte
activité antiradicalaire (Tibiri et al., 2010). E. africana possede également une activité
antioxydante et des propriétés hépatoprotectrices (Njayou et al., 2016). D’aprés la littérature,
cette plante serait utilisée dans le traitement des affections hépatiques mais aussi des
infections des voies respiratoires (Karou et al., 2011). L’extrait brut d’écorce et la fraction
chlorure de méthyléne méthanol 10 % (EaF10) ont montré leur capacité a inhiber I’expression
de ’ARN viral et de ’ARNm des génes de la réponse antivirale a 1’interféron notamment
(heme oxygenase-1 (HO-1) et 2’-5’oligoadenylate synthetase-3 (OAS-3) dans les réplicons
subgénomiques LucUbiNeo-ET (Galani et al., 2014). Par ailleurs, une inhibition précoce du
cycle infectieux a été rapportée en culture cellulaire sur des particules HCVcc et HCVpp avec

la fraction EaF10 qui cible essentiellement I’entrée virale (Galani et al., 2015).

Figure 16 : Entada africana (Yusuf & Abdullahi, 2019)
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1.7.2. Khaya grandifoliola C.D.C

K. grandifoliola est un arbre de la famille des Mileaceae. Il est également appelé
acajou d'Afrique, acajou du Benin, acajou a grandes feuilles ou acajou du Sénégal. Dans le
Nord-Cameroun, la plante est connue sous le nom de Daléhi en langue fulfulde. Dans I'Ouest-
Cameroun, elle est connue sous le nom de fa’tut en langue Bamoun. Elle est largement
répandue en Afrique de I'Ouest, de la cote guinéenne au Cameroun et s'étend a certains pays
de I'Afrique de I'Est a travers le bassin du Congo, en Ouganda, au Nigéria, en Cote d'ivoire, au
Ghana, au Togo et au Soudan (Ojokuku et al., 2010) (Figure 17). L'arbre a environ 40m de
haut et une circonférence d'environ 5m. Les écorces de K. grandifoliola ont une couleur grise
sombre, sont d'un gout amer et sont utilisées pour les maladies de la peau (Hostettmann &
Marston, 2002). Des études antérieures sur cette plante ont rapporté des activites
antipaludiques. Les études phytochimiques ont rapporté l'isolement et la caractérisation de 11
limonoides dont la grandifotane A, la methylangolensate, la gedunine, la 7-deacetylkhivorine,
la 1-deacetylkhivorine et la 6-acétylswietenolide présentaient des activités antiplasmodiales in
vitro sur Plasmodium falciparum (Bickii et al., 2000). Les décoctions d’écorce du tronc sont
utilisées pour traiter les troubles hépatiques, gastriques, d'estomac et la toux. L'extrait aqueux
de I'écorce a montré un effet favorable sur la réduction du taux de cholestérol et de glucose
dans le sang chez le rat. L'extrait au mélange de chlorure de méthylene/méthanol (1:1 v/v) de
I'écorce a présenté des fortes propriétés immunomodulatoires. L’activité antioxydante et les
propriétés hépato-protectrices de cette plante ont également été démontrées (Njayou et al.,
2016). La fraction KgF25 de cette plante a montré un effet antiviral tres élevé sur les réplicons
LucUbiNeoET a des concentrations non toxiques (500ug/ml). Testé a 100 pg/mL, KgF25 a
un effet inhibiteur élevé sur la réplication du VHC, comparable a celui du daclatasvir (0,01
MM) ou du Télaprévir (1 uM). Cette fraction a également inhibé l'infection a HCVcc en
ciblant principalement I'étape d'entrée. Le KgF25 inhibe I'entrée du VHC d'une maniere pan-
génotypique en inactivant directement les particules virales libres. Ses effets antiviraux ont été
médiés par la régulation positive transcriptionnelle du gene de I'néme oxygénase-1 et la

réponse antivirale de I'interféron (Galani et al., 2016).
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Figure 17 : Khaya grandifoliola (Dipelet et al., 2019)

1.7.3. Senna alata (S. alata)

S. alata, est communément connue sous le nom de buisson de bougie, de plante
rampante, d'acapulo, de buisson de teigne ou de plante de teigne. La plante est trés répandue
en Asie et en Afrique. S. alata est classé dans la famille des Fabaceae. Elle porte le nom de
"buisson-bougie” en raison de la structure de ses inflorescences. C'est une herbe annuelle et
parfois biannuelle, d'une hauteur moyenne de 1 a 4 m, qui pousse dans les zones ensoleillées
et humides. Les feuilles sont oblongues, avec 5 a 14 folioles, des pétioles robustes (2 a 3 mm),
des bractées de caducée (2 x 3 par 1 x 2 cm) et des fleurs denses (20 x 50 par 3 x 4 cm)
(Figure 18). Elle possede un ensemble de composeés chimiques bioactifs. Certains des
composants chimiques signalés sont des composés phénoliques (rhéine, chrysaphanol,
kaempférol, aloeemodine et glycosides), des anthraquinones (alatinone et alatonal), des acides
gras (acides oléique, palmitique et linoléique), des stéroides et des terpénoides (sitostérol,
stigmastérol et campestérol). Ces metabolites secondaires présenteraient de nombreuses
activités biologiques (Oladeji et al., 2020; Adedayo et al., 1999). La plante a été utilisée pour
la gestion de plusieurs maladies en médecine traditionnelle telles que I'hépatite, la dermatite,
la jaunisse, la gastro-entérite, I'eczéma, la constipation et la diarrhée (Adedayo et al., 2001).
Elle est reconnue pour ses activités antimicrobiennes, antifongiques, purgatives, anti-

inflammatoires, analgésiques, antitumorales et hypoglycémiques (Moriyama et al., 2003).
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Figure 18 : Senna alata (Adedayo et al., 2001)

1.7.4. Enantia chlorantha (E. chlorantha)

E. chlorantha est largement répandue le long des cotes de I'Afrique de 1'Ouest et du
Centre. 1l est également tres répandu dans les régions forestieres du Nigeria. C'est un arbre
ornemental qui peut atteindre 30m de haut, avec un feuillage dense et une couronne étalée
(Figure 19). L'écorce extérieure, fine et brune foncée, est fissurée géométriquement, tandis
que I'écorce intérieure est brune sur le dessus et creme pale en dessous. La tige est cannelée et
aromatique, tandis que les feuilles elliptiques mesurent environ 0,14-0,15 m de long et 0,05-
0,14 m de large (Iwu, 1993). Des études ont fait état de I'utilisation possible de la plante dans
la lute contre les pathologies telles que la fievre de rickettsie, la toux et les plaies, la fievre
typhoide et I'hépatite infectieuse ou la jaunisse. 1l a également été révélé que la plante posséde
des activités antipyrétiques ainsi qu'antimicrobiennes et antipaludiques. Au Cameroun,
I'extrait d'écorce de tige d'E. chlorantha est utilisé pour traiter la jaunisse et les infections des
voies urinaires (Olivier et al., 2015). Des études récentes sur cette plante ont révélé des

activités antivirales, anticancereuses, antioxydantes et antimicrobiennes (Fasola et al., 2011).

-

Figure 19: Enantia chlorantha (Mahé, 2020)
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1.7.5. Phragmanthera capitata (Sprengel) Balle (Loranthaceae)

Phragmanthera capitata (Sprengel) Balle, est une plante de la famille des
Loranthaceae. C’est un arbuste ligneux parasite, aux branches pendantes d’environ 2 m de
long, a corolle jaune a pointe rose-rouge et souvent associé aux nids des fourmis (Figure 20).
Il pousse sur les arbres dans les jungles secondaires, les plantations et les zones de savane
arbustive, de la Sierra Leone au Cameroun, et s'étendant a travers le bassin du Congo jusqu'au
Zaire, au Nigeria, au Gabon, en Cote d'Ivoire et en Angola. Il a été largement utilisé dans le
folklore pour traiter un éventail de maux. Des études sur cette plante ont révélé des activités
antipaludiques, antioxydantes et antimicrobiennes (Engone Obiang, 2006; Guyot & Ntawanga
Omanda, 1998).

Figure 20 : Phragmentera capitata (Guyot & Ntawanga, 1998)

1.7.6. Detarium microcarpum

Detarium microcarpum est un arbre africain appartenant a la famille des Fabaceae. D.
microcarpum pousse dans les régions seéches d'Afrique Centrale et Occidentale, ou il peut
atteindre des hauteurs allant jusqu'a 15 m (Figure 21). Dans les zones a forte pluviométrie, il
peut atteindre jusqu'a 25 m. D. microcarpum est souvent utilisé comme remede pour traiter les
maladies telles que la diarrhée, de la méningite, de la tuberculose et des hémorroides, grace a
ses propriétés médicinales (Mariod et al., 2019). Les fruits et les feuilles de cet arbre sont
comestibles et ont été utilisés par les tribus africaines comme condiment et légume. Dans
certains pays africains, la farine a base de graines est traditionnellement utilisee comme agent
émulsifiant et épaississant du fait de sa forte teneur en glucides. Au Mali, les feuilles sont
utilisées comme engrais et au Burkina Faso, elles sont parfois utilisées comme masques
(Kouyaté & Damme, 2002).
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Figure 21 : Detarium microcarpum (Kouyaté & Damme, 2002)

1.7.7. Annona senegalensis (A. senegalensis)

A. senegalensis est une plante de la famille des Annonaceae. Communément appelée
pomme de terre sauvage et sureau sauvage, c’est un arbuste ou un petit arbre de 2 8 6 m de
haut, mais qui peut atteindre 11 m dans des conditions favorables (Figure 22). L'écorce est
lisse & rugueux, gris argenté ou gris-brun. Les feuilles sont alternes, simples, oblongues,
ovales ou elliptiques, vert a vert bleuté, presque sans poils sur la surface supérieure mais
souvent avec des poils brunatres sur la surface inférieure. Les fleurs ont jusqu'a 3 cm de
diameétre sur des tiges de 2 cm de long, en solitaire ou en groupe de 2 a 4, se situant au-dessus
de l'aisselle des feuilles. Les fruits sont formés de nombreux carpelles soudés, charnus,
grumeleux, en forme d'ceuf, de 2,5 a5 cm sur 2,5 a 4 cm, ovoide ou globulaire; le fruit non
mar vert, devint jaune a orange (Okhale et al., 2016). Toutes les parties de la plante ont été
trouvées utiles pour des applications de médecine traditionnelle. Les feuilles ont été utilisées
dans le traitement de la fiévre jaune, de la tuberculose et de la petite vérole (Mustapha et al.,
2013). L'écorce de la tige a été utilisée dans le traitement des morsures de serpent et des
hernies. La racine est utilisée dans des conditions telles que la difficulté a avaler, la gastrite,
les morsures de serpent, l'impuissance sexuelle masculine, les troubles de I'érection, la
tuberculose, et comme antidote aux toxines nécrosantes. L'écorce de la racine est efficace
dans les maladies infectieuses. En Guinée, A. senegalensis a été employé dans le traitement de
la malaria. Au Swaziland, I'écorce est utilisée pour traiter les plaies ouvertes (Voeks &
Rashford, 2012).
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Figure 22 : Fruit d’Annona senegalensis (Okhale et al., 2016)

1.7.8. Macaranga hurifolia (M. hurifolia)

Macaranga hurifolia Beille est une plante de la famille des Euphorbiaceae. C’est un
arbuste ou arbre grimpant jusqu'a 12 m de haut (Figure 23). On le retrouve en Sierra Leone et
au Cameroun. L’aubier est blanc, le bois du ceceur est citron clair, teinté de violet. Le bois est
de texture moyenne et facile a travailler. Il est couramment utilisé pour le bois de chauffage et
parfois pour les poteaux de hutte, bien gu'il ne soit probablement pas résistant aux insectes et
a la pourriture (Cooper & Record, 1931), I'écorce étant parfois utilisée comme purgatif. Le
macérat aqueux des rameaux feuillus, souvent avec Baphia nitida (Leguminosae
Papilionoideae), est utilisé par la tribu Guere de Cote d'lvoire comme purgatif pour toutes les
affections gastro-intestinales (Bouquet & Debray, 1974). Les Shiens au Burkina-Faso
considerent qu'il sagit d'un bon médicament pour la toux, en particulier I'hémophyse
tuberculeuse. Les décoctions de racine sont extrémement diurétiques et utilisées pour soulager
les cedémes chez les femmes enceintes (van Welzen et al., 2014). Les travaux récents ont
montré le potentiel anti-inflammatoire et antidiabétique de M. hurifolia (Segun et al., 2019;
Joseph, 2014).
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Figure 23 : Feuilles de Macaranga hurifolia (Joseph, 2014)

1.7.9. Entandrophragma cylindricum (E. cylindricum)

E. cylindricum aussi appelé Sapelli, Sapali ou Sapele, est une espéece d'arbre tropical
appartenant a la famille des Meliaceae. C’est une espéce de transition entre la forét
sempervirente et la forét semi-décidue, présente jusqu’en lisiére de savane (Figure 24). Le
Sapelli s’installe également dans les foréts secondaires et les jachéres, et préfere les sols secs
et bien drainés des versants ou des plateaux aux sols marécageux. C’est une espéce dominante
de la canopée, a longue durée de vie, non pionniére, mais a tendance héliophile,
hermaphrodite et entomophile, de demi-ombre dans son jeune age et de pleine lumiere
ultérieurement (Alain, 2017). En Afrique Centrale, I'écorce est utilisée dans la médecine
traditionnelle sous forme de décoctions ou macérations pour traiter les bronchites, les
affections pulmonaires, le rhume, les oedémes, tandis que la pulpe d'écorce est appliquée en
externe sur les furoncles et les plaies. Les extraits d'écorce ont été utilisés comme protecteur
du mais stocké. L'arbre est planté comme arbre de bord de route et comme arbre d'ombre
ornemental. Les chenilles du papillon Imbrasia oyemensis se trouvent couramment sur les
feuilles ; elles sont comestibles et trés recherchées en Afrique de I'Est pour la consommation

par les populations (Happi et al., 2018).
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Figure 24 : Entandrophragma cylindricum (Alain, 2017)

1.7.10. Poga oleosa (P. oleosa)

P. oleosa, une plante appartenant a la famille des Anisophyllaceae, est largement
répandue du Nigeria a la région du Congo dans la forét équatoriale dense, souvent le long des
rives des rivieres et du littoral. Appelée aussi noix du Brésil africain, c'est un arbre de taille
moyenne pouvant atteindre 30 m de long et 150 cm de diametre dont les fruits sont des noix
utilisées en cuisine comme condiment et huile (Figure 25). En médecine traditionnelle, I'huile
de P. oleosa est utilisée comme laxatif. Le baume fait a partir de son écorce et de I'huile de
palme est souvent utilisé pour traiter les inflammations de la peau. Le Poga oleosa est
également utilisé comme plante médicinale dans le traitement de plusieurs maladies.
L'enveloppe du fruit est utilisée aprés incinération contre les maux de dents (Ogbole et al.,
2008). Récemment, I'évaluation de l'activité antiplasmodiale de I'extrait hydroéthanolique
d'écorce de cette plante contre la souche 3D7 de Plasmodium falciparum a montré une
concentration efficace de 3,34 pg/ml contre 27,83 nM de chloroquine (Udoh & Udoh, 2020;
Ogbole et al., 2008).
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Figure 25 : Poga oleosa (Udoh & Udoh, 2020)
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Chapitre 11 : Méthodologie

I1.1. Etat de lieux sur la circulation des virus Dengue et Chikungunya au Cameroun

Les données issues de la revue systématique et méta-analyse ont permi d’établir 1’état
de lieux de la circulation active des virus Dengue et Chikungunya en Afrique et
particulierement au Cameroun. On note un manque de données sur la circulation active de ces
deux virus dans les différentes régions du Cameroun ; les études menées a ce jour ne ciblent
que les traces de la circculation de ces deux virus (IgG et IgM). Ces deux marqueurs sont non
spécifiques car il existe des probabilités d’obtenir les réactions croisées entre les anticorps
dirigés contre les virus de la méme famille (notemment celle des Flavirus « Virus Dengue,
Nile occidental, Amaril etc. » et celle des Alphavirus « Chikungunya, O’Nyong Nyong,
Sémliki etc. ») qui sont aussi endémique dans les régions d’étude. On note aussi une absence
d’étude montrant les différentes souces de Dengue circulant au Cameroun. Pour palier a ces
manguements, nous avons envisagé dans cette partie du travail, de déterminer la fréquence de

circulation de ces deux virus dans quelques régions du Cameroun.

11.1.1. Cadre de I’étude

Le Cameroun s’étend sur une superficie de 475.650 km?2. C’est un pays de I’ Afrique
Centrale situé dans le Golfe de Guinée, entre les 2¢ et 13 degrés de latitude Nord et le 9¢ et
16¢ degrés de longitude Est. Il présente une forme triangulaire qui s’étire du Sud jusqu’au Lac
Tchad sur prés de 1200 km, tandis que la base s’étale de I’Ouest a I’Est sur 800 km. Il est
organisé en 10 Régions et est limité a 1’Ouest par le Nigéria, au Sud par le Congo, le Gabon et
la Guinée Equatoriale, a I’Est par la République Centrafricaine, et au Nord-Est par le Tchad.

Au sommet du triangle, au Nord, il est coiffé par le Lac Tchad.

L’étude a été menée dans cing hopitaux de districts du Cameroun. A savoir : New-Bell
(Littoral), Mfou (Centre), Famla (Ouest), Limbé (Sud-Ouest) et Londji (Sud) (Figure 26).

These de Doctorat/Ph.D en Biochimie, rédigée par SIMO NEMG Frédy Brice



Etude des virus Dengue et Chikungunya : Aspects épidémiologique et pharmacologique.

Cameroun

Figure 26 : Réprésentation des sites de collecte des échantillons

11.1.2. Type d’étude

Il s’agissait d’une étude descriptive, prospective et transversale.

11.1.3. Période d’étude
La phase de collecte a été menée durant la période de 15 mois allant du mois de Mars

2017 a Juin 2018.

11.1.4. Type d’échantillonnage
Nous avons utilis¢é la méthode d’échantillonnage par convenance dont la taille
d’échantillon était déterminée a la fin de 1’étude, ceci pour des raisons pratiques

d’accessibilité et de colt.
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11.1.5. Criteres de sélection

> Critéres d’inclusion

Nous avons inclus dans cette étude toute personne présentant une fievre datant de
moins de 7 jours associee a deux des symptémes listés ci-apres : courbatures, céphalées,

myalgies, arthralgie, éruption cutanée.
» Critére de non inclusion

Toute personne refusant de participer a 1’étude ou refusant de signer la fiche de

concentement.
» Critéres d’exclusion
Tout participant ayant un échantillon de sang insuffisant.

11.1.6. Collecte des échantillons

Au cours des consultations, les patients fébriles respectant les critéres d’inclusion ont
été approchés. Apres signature de la fiche de consentement éclairé par ces derniers, ils ont

répondu aux différentes questions de la fiche d’enquéte (cf. annexes 4).

Le prélévement sanguin a été effectué en respectant les régles d’hygiéne et de sécurité
applicable au laboratoire. Il s’agissait de rassurer la patiente, de ’installer et de collecter au
niveau du pli du coude, environ 5 mL de sang (a I’aide d’un tube vacutainer stérile ou d’une

seringue) dans un tube EDTA.

Apres le prélevement, le sang a été immédiatement conservé dans un réfrigérateur (2°
a 8°C) une partie a été utilisée pour la détection du plasmodium (pathogénes endémique au
Cameroun et partageant certains signes cliniques avec la Dengue et le Chikungunya) a I’aide
d’un test de détection rapide (TDR). En fin de journée, le plasma de chaque participant a été
récupéré aprés centrifugation (3000 tours/minutes ; Centrifugeuse eppendorf™ 5702 R)
pendant 20 minutes, et transféré dans des cryotubes a I’aide d’une micropipette de 1000 uL.
Les plasmas collectés ont été transférés au CPC dans une glaciere (+4°C) contenant des blocs
de glace. Une fois au laboratoire, ils ont été conservés dans un congélateur, a -80°C jusqu’a

utilisation pour la détection des différents arbovirus.

11.1.7. Recherche du Plasmodium

Immediatement aprés le prelevement, le kit de diagnostic rapide (TDR-Malaria) était

utilise pour la recherche du Plasmodium.
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Pour le TDR du paludisme, une quantité de sang a été prélevée a 1’aide d’une pipette Pasteur
présente dans le carton de TDR. La goutte de sang a été déposée sur la fenétre "S" et 2 gouttes
de diluant étaient placées sur la fenétre indiquée et le tout incubé a température ambiante
pendant 20 minutes. Pour la lecture, la présence d’un trait sur la fenétre de lecture au niveau
du contrdle (C), montre que le patient est négatif, tandis que la présence de deux bandes au

niveau du C et pf (antigéne du plasmodium) montre que le patient est positif.

11.1.8. Détection des virus Dengue, et Chikungunya par RT-PCR temps réel

La technique utilisée au CPC pour I’analyse des échantillons est la RT-qPCR Trioplex
permettant la détection simultanée de trois arbovirus (Chikungunya et Dengue de méme que
Zika). Avant la RT-gPCR, I’ARN de chaque échantillon a été extrait a 1’aide du Kit Qiagen.

> Extraction de I’ARN viral

e Principe d’extraction des ARN par le kit « QiampViral RNA mini Kit »

Le mini kit Qiagen facilite I'isolement de I'ARN viral a partir de fluides corporels sans
cellules. Cette méthode repose sur la fixation spécifique de I’ARN par échange d’ions a
travers une phase stationnaire solide constituée d’une membrane faite a base de la silice
chargée positivement par centrifugation, les débris protéiques sont efficacement éliminés en
utilisant les tampons de lavage différents. L’ARN de haute pureté est élué avec de 1’eau

dépourvue de RNase (Qiagen, 2020).

e Mode opératoire

L’ARN viral a été extrait a I’aide du kit commercial "QlAamp VIRAL RNA MINI KIT"
de QIAGEN selon les recommandations du fabricant (Qiagen, Hilden, Allemagne). Ce kit
contient le tampon de lyse AVL, les tampons de lavage (AW1 et AW2), le tampon d’élution
AVE et I’ARN porteur. Tout d’abord, les particules virales contenues dans 140 pL de plasma
ou sérum ont été inactivées par ajout de 560 pL de tampon de lyse pendant 10 minutes a
température ambiante. Ensuite, 560 pl. d’éthanol absolu ont été¢ ajoutés pour assurer la
précipitation de I’ARN. Aprés que I’ARN ait été adsorbé sur une colonne de silice chargée
positivement par centrifugation du mélange a 6000 g pendant une minute, la purification de
I’ARN a été assurée par deux lavages successifs. Le premier a été effectué par 1’ajout de 500
puL de tampon AW1 suivi d’une centrifugation a 6000 g pendant une minute et le second par
500 pL du tampon AW?2, suivi d’une centrifugation a 20000 g pendant 3 minutes pour

éliminer les protéines. Cette étape de purification a été suivie d’une centrifugation
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supplémentaire a 20000 g pendant une minute pour éliminer toutes les traces de liquide.
Enfin, les ARN fixés ont été élués par ajout de 60 puL d’eau dépourvue RNase/DNase. Les
ARN obtenus ont été conservés a -80°C et utilisés pour rechercher la présence des virus
Dengue et Chikungunya.

» Détection des virus dengue et chikungunya par gRT-PCR

e Principe de la RT-PCR temps réel Trioplex

La RT-PCR en temps réel Trioplex utilise des amorces et une sonde a double
marquage (Tagman®) pour la détection qualitative in vitro de I’ARN des virus Dengue,
Chikungunya et Zika, a partir du sérum, plasma, liquide céphalorachidien, de 1’urine et du
liguide amniotique. La réaction débute par une étape de transcription inverse qui produit
I’ADNc a partir de I'ARN présent dans I'échantillon. Par la suite, la sonde Tagman se lie a
I'ADN cible entre les couples d’amorces PCR non marquées. Pour la sonde spécifique au
virus de la dengue, le signal du colorant fluorescent (FAM) a I'extrémité 5' est éteint par le
BHQ-1 sur son extrémité 3'. Pour la sonde spécifique au virus du Chikungunya, le signal du
reporter fluorescent (HEX) sur I'extrémité 5' est éteint par le BHQ-1 a son extrémité 3'. Pour
la sonde spécifique au virus Zika, le signal du reporter fluorescent (CAL Fluor Red 610) a
I'extrémité 5' est éteint par le BHQ-2 a son extrémité 3'. Pendant la PCR, la Taq polymérase
étend les amorces non marquées en utilisant le brin d’ADNc comme guide, et lorsqu'il atteint
la sonde, il la digere en séparant le reporter du quencher, ce qui la rend fluorescente.
L’appareil de PCR en temps réel détecte cette fluorescence a partir du reporter non inhibé. A
chaque cycle de PCR, un plus grand nombre de sondes sont clivées, ce qui entraine une
augmentation de la fluorescence qui est directement proportionnelle a la quantité d'acide

nucléique cible présente.

e Mode opératoire

La RT-PCR en temps réel a été réalisée dans un thermo-cycler Applied Biosystems
7500 System en utilisant le kit superscript 111 RT/platinum Tag, ThermoFisher Scientific,
USA en suivant les instructions du fabricant. Le volume réactionnel était constitué ainsi qu’il
suit : 10 uL d’ARN ; 12,5 pL du mélange 2X ; 0,5 uL du mélange de chaque couple d’amorce
(DENV, ZIKV, CHIKV sens 5’-3” et antisens 3°-5”) ; 0,5 uL d’eau dépourvue de RNase et
enfin 0,5 L d’enzyme superscript III RT/platinum Taq Enzyme Mix. Le mélange réactionnel
pour la RNaseP était constitué de 10 uL d’ARN; 12,5 pL du mélange 2X; 0,5 pL du

mélange de chaque couple d’amorce (RP sens 5°-3° et antisens 3°-5”); 0,5 pL d’eau
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dépourvue de RNase et enfin 0,5 uL d’enzyme SuperScript™ Il Reverse Transcriptase. La

RT-PCR en temps réel a débuté par une transcription inverse a 50°C pendant 30 min, suivie

d’une dénaturation de la Reverse transcriptase couplée a I’activation de I’enzyme Taq

Polymérase a 95°C pendant 2 min. L’étape d’amplification de 45 cycles était constituée par

une étape de dénaturation a 95°C pendant 15 secondes suivie d’une étape d’hybridation et

d’¢longation a 60°C pendant 1min (Santiago et al., 2018). Les amorces de tous les genes

d’intérét ont été fournies par les Centers for Disease Control and Prevention (CDC) des Etats

Unies d’Amérique (Tableau 1V). Les résultats obtenus pour chaque cible doivent étre analysés

séparément en effectuant un réglage manuel de la valeur seuil. Cette valeur a été ajustée de

maniére a croiser le début de la phase exponentielle des courbes de fluorescence et au-dessus

du bruit de fond et les cycles seuils (Ct) de chaque échantillon ont été obtenus. Il est a noter

que tous les échantillons ayant un Ct<39 étaient considérés comme positifs pour la cible

choisie.

Tableau IV : Liste des amorces et sondes pour la détection des virus Dengue, Zika et

Chikungunya

DENV-S
DENV-AS1
DENV-AS2 S03684

DENV-sonde

5'-UTR

CHIKV-sonde

CHIKV-S

CHIKV-AS SO3685 nSP1

ZIKV-S
ZIKV-AS Géne de l'enveloppe
ZIKV-sonde 503686

RP-S

RP-AS Ribonucléase P
RP-sonde 503687

11.1.9. Détermination de la validité du test

La validité a été¢ déterminée avant de procéder a I’analyse des résultats des échantillons

cliniques et a été effectuée comme suit :

Si les contr6les du positif (ARN des virus DENV, CHIKV et ZIKV) sont positifs avec

des valeurs Ct dans la plage prévue tandis-que le contréle négatif est négatif.
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e Chaque échantillon doit étre positif pour la cible RP tandis que le négatif pour le
contréle négatif n’amplifie pas pour cette cible.

Tous les cas positifs au virus de la Dengue ont été sérotypés par PCR semi-nichée
selon la méthode décrite par Chien et al. (2006), et les échantillons positifs pour la cible
DENV ont été génotypés suivant la méthode décrite par Goncalvez et al. (2003) ; les
séquences ont été analysées a I’aide du logiciel CLC et I’arbre phylogénétique a été construit
a I’aide du logiciel MEGA 5.0 pour Windows.

11.1.10. Sérotypage des cas positifs en RT-qPCR des acides nucléiques de la dengue

Le sérotypage des cas positifs de dengue a été fait par PCR semi-nichée.
o Principe de la PCR semi-nichée
La technique de PCR nichée repose sur I’amplification spécifique d’une séquence
nucléotidique a travers deux PCR successives suivant la méthode décrite par Chien et al.
(2006). Elle consiste en la réalisation d’une premi¢re PCR puis d’une seconde PCR en
utilisant les produits de la premiere PCR, ceci dans le but d’augmenter la spécificité et la
sensibilité¢ de ’amplification. Si au cours de la deuxiéme PCR I’amorce sens est conservée, la
PCR sera qualifiée de sémi-nichée. Dans le cas ou les deux amorces sont changées, la PCR est
dite nicheée.
. Mode opératoire
Il s’agit d’une succession de deux PCR dans lesquelles la premiére consiste en une
rétro-transcription de I’ARN viral présent dans chaque échantillon en ADNc, suivie par
I’amplification de la portion capside pré-membrane (C-prM) en présence des amorces
spécifigues mD1- 134-TCAATATGCTGAAACGCGAGAGAAACCG DENV (Tout

sérotype); D2- TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-616 ; rTSi-
CCCGTAACACTTTGATCGCT-322 pour DENV1 ;
MTS2CGCCACAAGGGCCATGAACAGTTT-232 pour DENVZ; TS3-
TAACATCATCATGAGACAGAGC-400 pour DENV3; et rTS4-

TTCTCCCGTTCAGGATGTTC-374 pour DENV4.

La premiere amplification a été faite avec un Master Mix de 50 pL contenant 5uL
d’ARN extrait et 1 pL de chacune des amorces mD1 et D2 ; 34,5 uL d’eau dépourvue de
DNase/RNase ; 1 pL de dNTP ; 5 pL de tampon taq ; 1,5uL de Mg?*et 1uL de taq
polymerase. La PCR sémi nichée a par la suite été réalisée avec 5 puL du produit de la
premiére RT-PCR et en présence des amorces mD1 en combinaison avec rTSA, mTS2, TS3
et rTS4 spécifique a chaque serotype du virus de la Dengue dans 4 tubes différents. Apres
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amplification, S5uL de chaque tube ont été mélangés avec le tampon de charge et dépose sur le

gel d’agarose (1,5%).

La migration a été faite pendant une heure a une tension de 60 volts et le gel a eté
transféré dans un transilluminateur UV. L’identification des différents sérotypes a été faite sur
la base des différents poids moléculaires des fragments amplifiés. Ainsi, la taille des
fragments pour chaque sérotype étaient de 208 bp, 119 bp, 288 bp et 260 bp respectivement
pour DENV-1, DENV-2, DENV-3 et DENV-4 figure 26. Les échantillons positifs au virus de
la dengue sérotype 1 ont été sélectionnés et une portion du géne de I’enveloppe a été

amplifiée par RT-PCR sémi-nichée suivant la procédure ci-dessous.

11.1.11. Génotypage des cas positifs de virus de la dengue

o Amplification de I’ARN du virus de la dengue par RT-PCR

Le génotypage des cas positifs de dengue Sérotype 1 a été effectué par amplification
d’un fragment d’une portion partielle du géne de 1'enveloppe E des échantillons positifs pour
le virus de la dengue par RT-PCR suivant la procédure précédemment décrite par Goncalvez
et al. (2002). Pour la premiére amplification, 10uL. d’ARN ont été ajoutés a 40 uL. de Master
mix contenant un volume de 13,5 uL d’eau dépourvue de DNase et RNase, 25 pL de tampon
2X, 0,5 uL d’amorces & une concentration finale de 20 mM ciblant le géne de I’enveloppe
sens (d1s22 : 5-AGTTGTTAGTCTACGTGGAC-3") et anti sens (dlal7 : 5'-
CCAATGGCYGCTGAYAGTCT-3") et enfin, 1uL de Superscript III reverse transcriptase
avec Platinum Taq Hifi (Invitrogen-Thermo Scientific, USA). Par la suite, afin d’augmenter la
sensibilité, 5 puL de produit de la premiere amplification ont été utilisés comme matrice pour
la seconde amplification (PCR sémi-nichée) en présence d’un mix contenant 0,5uL de
chacune des amorces dlal7 et dls6 (5-GGYTCTATAGGAGGRGTGTTCAC-3"), 40uL
d’eau dépourvue de DNase et RNase, 1,5 uL de MgCI2 a 50 mM, 1 puL de dNTPs a 10 mM,
5uL de tampon de PCR 10X ; et enfin 1uL de Tag DNA Polymerase (Invitrogen, USA). Les
amplicons obtenus a la fin ont été visualisés apres migration sur un gel d’agarose (1,5%).

e [Electrophorése sur gel d’agarose 1,5%

Cing microlitres de chaque amplicons ont été séparés sur un gel d’agarose (1,5 % ;
P/V) en présence de 2 pL de gel green (molécule fluirescente qui s’intercale enrtre les brins
d’ADN et permet la revélation). La migration lors de I’¢électrophorese a été réalisée a 60 mV
dans un tampon Tris borate EDTA (1X, pH 8,0). Le marqueur de poids moléculaire 100 bp
(Invitrogen, Thermofisher scientific, USA) a été utilisé comme référence. Les gels ont été

visualisés et photographiés via un transilluminateur UV.
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e Séquencage par la méthode Sanger

Principe

Le séquencage de I'ADN consiste a determiner I'ordre d'enchainement des nucléotides
pour un fragment d’ADN donné. La méthode de séquencage de Sanger repose sur
I’allongement par I’ADN polymérase d’un brin a partir d’une amorce, en utilisant le brin
d’ADN dont on veut déterminer la séquence comme matrice. Au cours de cet allongement les
dNTP ou les ddNTP ont été incorporés. Lorsqu’un ddNTP est incorporé, la polymérisation
s’arréte (car ces nucléotides sont dépourvus de 3°’OH sur le ribose pour assurer la continuité
de la polymeérisation). Chaque ddNTP est lié a un fluorochrome différent permettant de
I’identifier. La séparation des fragments de différentes tailles genérées aprés polymérisation et
le traitement du signal émis par le ddNTP en bout de chaine permet de déterminer la séquence
du brin. Les fragments amplifiés lors des PCR de génotypage Dengue 1 ont été séquencés de
facon bidirectionnelle. Les amorces utilisées pour le séquencage étaient les mémes que celle
utilisées pour les PCR de génotypage.

Mode opératoire

e Purification des produits d’amplification marqués et séquencage

La purification a été réalisée avec la résine Séphadex® G50, qui permet de dessaler les
produits d’amplification et d’éliminer les nucléotides non incorporés ainsi que les amorces en
exceés. La limite d’exclusion de la résine est d’environ 20 nucléotides. Dans une plaque de 96
puits MultiScreen HV® ont été distribués 250 pL de solution de Séphadex® G50 a 5% deux
fois et centrifugés a 910 g pendant 5 minutes. Ce processus permet d’éliminer I’eau en exces
et de compacter les colonnes du gel. Les produits d’amplification marqués ont été déposés au
fond de ces mini colonnes et centrifugés 5 minutes a 910 g. Ces produits ont été récupérés
dans une plaque et 10 pL. de Formamide HDI® ont été additionnés pour la rupture des liaisons
hydrogenes entre les acides nucléiques. La plaque contenant les produits marqués a été enfin
insérée dans le séquenceur Applied Biosystems 3500 pour le séquencage.
11.1.12. Analyse phylogénétique

L’analyse phylogénétique des séquences obtenues a ¢té réalisée sur une portion de la
région E du génome du virus de la dengue. Les sequences obtenues ont été étudiées en terme
d’homologie la plus proche a ’aide de I’outil de recherche BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) sur le site du NCBI (National Center for Biotechnology Information). Les
séquences sens et antisens de nos souches ont été obtenues par élimination des pics de bases

de faible qualité a la fin du chromatogramme et assemblées en un seul consensus. Les
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discordances de paires de bases ont été corrigées. Les séquences nucléotidiques obtenues ont
été traduites en séquences de protéine. Les séquences consensus de cette étude ainsi que les
séquences de références d’autres études a travers le monde ont été alignées en utilisant
I’algorithme CLUSTAL W. La comparaison des proportions de similarité a été effectuée entre
nos isolats et les souches de reférences. Un arbre phylogénétique a été construit a 1’aide d’un
syteme de score de distance, I’algorithme du neighbor-joining et le modéle de substitution de
Kimura a 2 parametres a été utilisé. La robustesse de I’arbre a été évaluée avec 1000 ré-
échantillonnages « bootstrap ». Les séquences ont été assemblées et éditées a 1’aide du
logiciel CLC version 5 pour Windows et les analyses phylogénétiques ont été exécutées a
I’aide du logiciel MEGA version 6 (Tamura et al., 2013; Ong et al., 2008). Les séquences
nucléotidiques de cette étude ont été soumises a GenBank et enregistrées avec les numéros
d’accession allant de MH802053 a MH802057.

11.1.13. Analyse des données

e Synthése et analyse des données de métaanlyse

Les données ont été analysées a l'aide des packages « meta » du logiciel statistique R
(version 3.5.1 pour Windows). La prévalence de l'infection a DENV a été calculée sur la base
des numérateurs et des dénominateurs bruts fournis par les études individuelles. L’effet des
études avec des prévalences extrémement faibles ou extrémement élevées sur la prévalence a
¢té stabilisé et minimisé a I’aide du test de Freeman-Tukey avant de regrouper les données
avec le modéle de méta-analyse a effets aléatoires (Barendregt et al., 2013). L'hétérogéneité
entre les données de prévalence a été évaluée par test du chi-carré sur la base des statistiques
Q de Cochrane (Cochran, 1954), et quantifié par les valeurs 12, en supposant que les valeurs
des carrés de | de 25, 50 et 75% représentent respectivement une hétérogénéité faible,
moyenne et élevee. La valeur p<0,10 a été considérée comme révélatrice d’un biais de
publication statistiquement significatif pour les études de prévalence (Egger et al., 1997).

e Synthése et analyse des données épidémiologiques

Les données collectées ont été enregistrées dans une base Miscrosoft Excel 2016.
L’analyse des données a été¢ faite avec le logiciel SPSS version 22.0 pour Windows. Les
variables catégorielles ont été exprimées en effectifs et proportions. L'analyse a évalué les
facteurs (sexe, age et severité) associés a I’infection au virus de la dengue en utilisant le test
d’indépendance Khi-deux de Pearson. La valeur p<0,05 a été considérée comme

statistiquement significative.
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11.2. Etude des propriétés anti-Chikungunya de quelques extraits de plantes de la

pharmacopée camerounaise

Le virus Chikungunya a été précédement caractérisé au Cameroun. Tout d’abord par
Peyrefitte et al. (2007) qui ont rapporté I'isolement du virus du chikungunya chez un patient
lors d'une épidémie d'un syndrome pseudo grippal au Cameroun en 2006. Le virus a été
regroupé phylogénétiqguement dans le groupe de la République démocratique du Congo, ce
qui indique une circulation continue d'une population de virus Chikungunya génétiquement
similaire pendant 6 ans en Afrique Centrale. Par la suite, une autre étude a rapporté la
caractérisation du virus au cours d’une épidémie semblable & la premiére et a montré que le
virus formait un cluster avec les souches circulant en Afrique Centrale (Maurice et al., 2015).
Selon les données de la littérature, ce virus peut causer des épidémies suivant un cycle de 10
ans (Silva et al., 2018). Dans cette partie du travail, nous avons sélectionné quelques plantes
de la pharmacopée utilisées pour le traitement de la fievre. Les extraits de ces plantes ont été
préparés et utilisés pour traiter les cellules Vero préalablement infectées par le virus
Chikungunya souche S27. La plante présentant la méilleure activité a été dégrossie. L’activité
antivirale des trois fractions issues de ces plantes a été testée sur différents stades du cycle de

replication du virus et enfin, I’effet de ces extraits sur les protéines virales a été déterminé.

11.2.1. Préparation des extraits bruts et fraction de plantes

Dix plantes médicinales ont été sélectionnées sur la base de leur utilisation par les populations
pour le traitement des fiévres en générale. Ces plantes ont également fait 1’objet d’une
recherche webographique afin de confirmer leur utilisation pour le traitement des fiévres
associées a la présence de douleurs articulaires sévéres ou arthralgie qui est le signe

caractéristique de I’infection par le virus chikungunya (Vijayan & Sukumaran, 2016).

11.2.1.1. Préparation des extraits bruts de plante

Les écorces et/ou tiges des 10 plantes ont été découpées, lavées, séchées a l'air libre et
broyées a l'aide d'un moulin électrique. Pour chaque plante, 100 g de la poudre obtenue ont
été extraits par macération dans 300 mL du systéme solvant Ethanol (C2HsOH) / Eau (H20)
(65 : 35 V/V) pendant 72 h. L'opération a été renouvelée ainsi plusieurs fois a température
ambiante. Les macérats ainsi collectés ont été mélangés et filtrés sur papier Whatman N°1 et
le filtrat concentré a l'aide d'un évaporateur rotatif (Buchi rotavapor R-200) a 65°C. L'extrait
final a été séché a I’étuve (JuLabo WS100) a une température de 40°C. Chaque extrait obtenu

a été pesé puis conservé a une température de 4°C pour les expérimentations ultérieures. Les
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rendements d’extraction ont €té calculés par rapport a la masse de poudre totale obtenue,

suivant la formule ci-dessous :

R(%) = Masse de l'extrait (g) 100
(%) = Masse de la poudre(g)

11.2.1.2. Fractionnement d’extrait brut de Poga oleosa

Vingt grammes (20 g) d'extrait brut de Poga oleosa précédemment préparés ont eté
soumis a un dégrossissement par partitionnement en utilisant une ampoule & décanter et trois
solvants ayant un gradient de polarité croissant : Hexane, Acétate d’éthyle et méthanol. En
effet, ces extraits ont été dissouts dans le méthanol puis partitionnés respectivement avec de
I’hexane et de 1’acétate d’éthyle. A l'issue de ce dégrossissement, 3 fractions ont été obtenues
avec chague solvant et nommées Fme (Fraction au méthanol), Fea (Fraction a I’acétate
d’éthyle), et Fhex (Fraction hexanique).

11.2.2. Préparation des solutions d’extrait a utiliser

Les solutions stocks des extraits et fractions de plantes ont été préparées dans le
DMSO (Sigma Aldrich, GmBH, Steinheim, Allemagne) a la concentration de 10000 pg/mL.
Elles ont ensuite été filtrées en utilisant des filtres a seringue (0,22 pM) dans les conditions
stériles. Les filtrats obtenus ont été répartis en aliquotes et conservés a -20°C jusqu'au
moment d'utilisation.

11.2.3. Cultures des cellules Vero

Les cellules VERO ont été ensemencées a raison de 1x10° cellules pour 10 mL de
milieu DMEM (Invitrogen, Life Technologies, Darmstadt, Allemagne) supplémenté avec 10%
de SVF, 1% de pénicilline/streptomycine 500 pg/mL. Les cellules ont été incubées a 37°C
sous atmosphere humide 5% CO3, dans des boites de cultures stériles munies de bouchons
ventilés. Aprés 2 a 4 jours d'incubation, les boites présentaient une confluence qui variait de
de 80-100% et un surnageant de culture de couleur jaunatre. Le surnageant a été jeté et les
cellules ont été lavées 2 fois avec 10 mL de PBS. Apres lavage, les cellules ont été détachées
par incubation avec 1 mL d'une solution de trypsine EDTA (1X) pendant 5-10 min, puis en
tapotant légerement les boftes sur les cotés. La collecte a ensuite éte réalisée en ajoutant 4 mL
de milieu de culture frais et I'ensemble a eté mélangé plusieurs fois a I'aide d'une pipette. Une
fois collectées, les cellules ont été centrifugées a 1000 tr/min, 22°C pendant 5 min. Le
surnageant a été éliminé et le culot cellulaire re-suspendu dans 10 mL de milieu DMEM frais.

Cent microlitres de cette suspension ont éte prélevés pour le comptage des cellules vivantes
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au Bleu Trypan. Un million de cellules vivantes ont été réensemencées dans de nouvelles
boites de culture, et le reste a été utilisé directement pour les expériences.

11.2.4. Comptage des cellules vivantes

e Principe
En présence du Bleu Trypan, les cellules vivantes excluent le colorant, ce qui empéche
son internalisation. Elles apparaitront ainsi claires ou brillantes au microscope optique
contrairement aux cellules mortes, qui seront colorées en bleues (Strober, 2015).
e Mode opératoire
Pour réaliser ce test, une solution de Bleu Trypan a 0,4% préparée dans le PBS a été
utilisée. Dans un tube eppendorf de 1,5 mL, 100 pl de la suspension cellulaire fraichement
préparée ont été introduits, puis 400 pl de la solution de Bleu Trypan. L'ensemble a été
mélangé 3 a 4 fois a l'aide d'une micropipette, puis 10 pl de la suspension obtenue ont été
prélevés et déposes dans la chambre de Neuebauer (Figure 27). La préparation a ensuite été
observée sous microscope optique et les cellules vivantes et mortes ont été comptées a l'aide

d'un hémocytometre.
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Figure 27 : Cellule de Neubauer

Les cellules ont été comptées dans les quatre carrés qui ont chacun pour superficie S= 1mm x 1mm

soit Imm? et pour volume : V= 1mm?*0,1 mm= 0,1 mm°= 1 x 10™*mL.

Le calcul de la concentration de la suspension cellulaire de départ a été effectué en

utilisant la formule suivante :

(Cel!u!es) _ Nombre total de cellules dans les 4 carrés X 100 X fd X 10000

ml Nombre de carrés comptés (4)
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Avec : fd = facteur de dilution = 500/100 =5

Le pourcentage de viabilité a été ensuite déterminé par la formule ci-dessous.
Nombre de cellules brillantes x 100

Nombre total de cellules

04 de viabilité cellulaire =

11.2.5. Test d’inhibition du virus du Chikungunya

La procédure générale d’évaluation des propriétés anti-Chikungunya des extraits bruts
et fractions de plantes a consisté a ensemencer les cellules Vero a raison de 1 x 10°
cellules/mL/puit dans les plaques de 24 puits et incubées a 37°C, pendant 24h en atmospheére
humide, 5% CO.. Ensuite, le milieu de culture était remplacé avec du milieu frais et les
cellules incubées en absence (groupe témoin) ou en présence du virus Chikungunya souche
S27 (groupe infecté ; isolé pendant la premiére épidémie de fievre chikungunya en tanzanie et
de génotype ECSA) pendant 90 min, le temps nécessaire pour que le virus soit adsorbé dans la
cellule ; ou en présence du virus (pendant 90 min) et du composé de référence (Ribavirine),
des extraits bruts et fractions pendant 16 h apres traitement des cellules. Le virus a été utilisé a
la MOI (Multiplicity Of Infection) de 0,2 préalablement déterminée. Avant 1’évaluation des
propriétés anti-Chikungunya, 1’effet des extraits et fractions sur la viabilité des cellules VERO

a été examinée.

11.2.6. Détermination de I’effet des extraits et des fractions de plantes sur la viabilité des

cellules VERO et la multiplication du virus Chikungunya

Pour ¢étudier I’effet des extraits bruts et des fractions sur la viabilité cellulaire, les
cellules VERO en culture ont été traitées avec le DMSO, les extraits bruts ou les fractions aux
concentrations finales respectives 0,14% pour le DMSO ; 25 pg/mL a 1000 pg/mL pour les
extraits et fractions. Apres 16h d’incubation, la viabilité des cellules a été mesurée par le test
de viabilité cellulaire au bromure de 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
(MTT).

Pour la détermination de Deffet des extraits sur la multiplication du virus
Chikungunya, les cellules VERO ont été ensemencées dans les plaques de 24 puits a raison de
1 x 10° cellules/mL/puit dans le milieu DMEM complet. Aprés avoir été incubées a 37°C,
pendant 24h en atmosphere humide, 5% CO2, les cellules ont été infectées avec le virus
Chikungunya, prototype S27 a une MOI de 0,2 pendant 90 min. Aprés cette période

d’infection, les cellules ont été lavées et incubées en présence de chaque extrait brut et
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fraction de plantes aux concentrations finales de 25 et/100 pug/mL pendant 16h ou en présence
de la Ribavirine (4,1 pM) pendant 16h. Au préalable, pour toutes les expériences, les
contrdles ont été incubés a la méme concentration de DMSO utilisée dans les groupes tests.
L’absence d’effet du DMSO sur la viabilité cellulaire et la réplication du virus Chikungunya a
la concentration de 0,14% a été vérifié. Apres incubation, les surnageant ont été récupéres
pour déterminer le titre viral par RT-PCR et par le test de neutralisation.

Test de viabilité cellulaire au MTT
e Principe

Le MTT est un sel de tétrazolium de couleur jaune qui est utilisé pour mesurer la
viabilité cellulaire, la prolifération cellulaire et les effets cytotoxiques des substances
chimiques ou phytochimiques. Les cellules viables métabolisent ce substrat par leurs
déshydrogénases mitochondriales en formazan, produit insoluble en milieu aqueux et coloré
(bleue-violet). L'intensité de la couleur produite est lue a 540-570 nm et est directement

proportionnelle a la concentration de cellules viables dans le milieu (Kasugai et al., 1991).

e Mode opératoire

A la fin du traitement comme indiqué ci-dessus, le milieu de culture a été éliminé et
les cellules ont été lavées avec 500 pL de PBS et incubées avec 200 pL de la solution de MTT
dissous dans le PBS a la concentration de 0,5 mg/mL. Aprés 3h d’incubation a 37°C, la
solution de MTT a été aspirée et les cristaux de formazan dans les cellules ont été dissouts
avec 500 pL de la solution d’isopropanol acidifiée (3 :1 (V/V). L’absorbance de la solution de
couleur bleu-violette obtenue a été lue a 560 nm a I’aide d’un lecteur de plaque (Multiskan
FC, Thermo Fischer Scientific). L’absorbance des cellules du groupe témoin ont été
considérées comme 100% viable. La viabilité cellulaire dans chaque groupe test a été

exprimée en pourcentages du témoin et calculée comme suit :

N 2 CH,

o chH

Br . / g\ CH Déshydrogénases f 3 S /&‘\CH
N=N S - mitochondriales _ NN N A 3
N ’N - H "’\

YRS Q

\ \ n\\\/,’l

MTT MTT formazan

Viabilité (%) = (Absorbance du groupe test/Absorbance du groupe témoin) x 100
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Détermination de la charge virale par RT-PCR dans le surnageant

e Synthese des ADNCc par reverse transcription

Les ADNCc ont été synthétisés dans un thermo-cycler Eppendorf en utilisant le kit de
synthése de I’ADNc (Takara) et en respectant les instructions du fabricant. Dans un tube de
micro-centrifugation, 1ug d’ARN fraichement extrait a été mélangé avec 0,5 pL d’amorce
Random promers, 0,5 pL de dNTP (20uM), 2uL de tampon 5X, 0,5 uL d’enzyme
transcriptase inverse, et 0,25 pL de RNase inhibitor (40U/uL) et enfin 1’eau dépourvue de
RNase/DNase a été ajoutée pour compléter le volume final a 10 pL. La synthése de I’ADNc a
été effectuée dans les conditions de réaction suivante : 5 min a 25 °C suivie de 60 min & 37 °C
et enfin 5 min a 70 °C suivie d’une baisse de la température a 4°C pour un temps infini. Les

ADNCc obtenus ont été conservés a 4°C jusqu'a la quantification par RT-PCR.

e RT-PCR pour la détermination de la portion E1 du virus Chikungunya

L'ADNCc a été utilisé pour le test PCR en temps réel avec des amorces PCR spécifiques
au CHIKV (CL 011(F)-5 TGCCGTCACAGTTAAGGACG3' et CLO12(R)-5'
CCTCGCATGACATGTCCG3' (Mishra et al., 2016) ciblant le géne de I'enveloppe E1 en
utilisant le master mix plus constitué de 2,5 pL de tampon 10X, 2 uL de MgCl, (20uM), et
dNTP (20uM), 1 pL de chacune des amorces sens et antisens (20 puM), 14,35 pL d’eau
dépourvue de DNase/RNase et 0,65 pL de Taqg polymérase. Le profil thermique de 95 °C
pendant 5 min, puis la phase cyclique était effectuée a 95°C pendant 45s, 72 °C pendant 30 s,
pour 35 cycles et enfin 72 °C pendant 10 min. Un contr6le positif et un négatif de la matrice

ont également été inclus dans toutes les expériences.

Test de Neutralisation du virus

» Prelevement d'échantillons pour le test de neutralisation

Les surnageants de culture cellulaire peuvent étre récoltés sur des plagques de culture et
stockés dans des tubes a -80 °C si les tests de neutralisation doivent étre effectués un jour
différent.

» Ensemencement de cellules VERO sur des plaques de 24 puits

Aprés avoir chauffé tous les milieux de culture cellulaire, le PBS et la trypsine-EDTA
(1X) au bain-marie a 37 °C, les milieux de culture cellulaire ont été retires d'une boite de
culture confluente de cellule VERO, puis ont été éliminés par aspiration et les cellules ont éte
lavées deux fois avec 5 ml de PBS 1X. Les cellules ont été traitées avec 2 ml de trypsine-

EDTA 1X et incubées a température ambiante pendant 1-3 min. puis la boite tapotée
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doucement sur le coté pour décoller les cellules. Par la suite, 8 ml de DMEM complet ont eté
ajoutés pour stopper I’action de la trypsine-EDTA. Et I’ensemble bien mélangé a la pipette
une dispersion uniforme des cellules. 20 pl de suspension de cellules VERO viables ont été
prelevées et comptées a 1’aide la cellule de Neubauer a I’aide un hémocytométre comme
décrit precédement. Les facteurs de dilution appropriés pour une densité d'ensemencement qui
donnerait un confluence >80 % apres une incubation de 24h, puis les cellules diluées dans le
milieu DMEM complet en fonction du nombre de plaques a ensemencer. 1 ml de suspension
cellulaire diluée dans chaque puits de 24 puits de la plaque ont été laissées sur la paillasse
pendant au moins 15 minutes pour permettre aux cellules de se fixer au fond du puits. Les
plaques ont été incubées pendant la nuit & 37 °C avec 5 % de CO..

» Test de neutralisation sur plaque

Des dilutions en série et en double des échantillons provenant de chaque manipulation
allant jusqu'a 10 (Figure 28) ont été effectuées. Par la suite, le milieu de chaque plaque de 24
puits a été éliminé et 140 ul d’échantillon dilué ont été ajoutés dans chaque puits (duplicatas).
Le control négatif était constitué du milieu de culture. Pour permettre I'adsorption des virus,
les plaques ont été incubées pendant 90 min a 37 °C ,5 % de CO.. Apres la période
d’incubation, les plaques ont été lavées deux fois avec 1 ml de PBS par puits, puis 1 ml de
milieu de recouvrement (DMEM + Carboxy Méthyl Céllulose (CMC) 1,5%) a été ajouté dans
chaque puits et les plaques incubées pendant environ 5 jours a 37 °C, 5 % CO2. Les plaques
ont été observées au microscope optique pour s’assurer qu'elles sont prétes a étre colorées.
Apres incubation, les supports de recouvrement ont été enlevés et les plaques fixées a 1’aide
du para formaldéhyde 1% pendant 6 h puis colorées avec une solution de cristal violet (500
pl/puits) pour visualiser et compter les plages de lyse formées. Les plaques ont été lavées et
séchées dans un incubateur a sec ou sur la paillasse. Pour déterminer le titre du virus, les puits
ont été comptés avec 10 a 100 plaques. Les titres de virus ont été exprimés en unité formatrice
de plaque par millilitre (pfu/ml) apres ajustement pour les facteurs de dilution. La formule
suivant a été utilisée pour calculer le titre viral :

pfu/mL = moyenne de plage formée/ (Dilution x Volume de I'inoculum)
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Présence de
Plage de lyse

Absence de
Plage de lyse

Figure 28 Test de neutralisation sur plague

Légende : Mock : témoin négatif non infecté ; Rib : groupe traité avec la ribavirine et infecté ; Inf:
Goupe infecté non traité ; El : extrait de Entendrophragma cylindricum ; Ell extrait brut de Annickia
affinis ; EINl : Extrait brut de Poga oleosa.
11.2.7. Effet des plantes et fraction actives sur les étapes clés du cycle infectieux du virus
Chikungunya

L’effet des extraits et fractions a été examiné sur les étapes clés du cycle infectieux du
virus Chikungunya (I’entrée du virus dans la cellule hote, la réplication virale et,
I’assemblage/libération de nouveaux virions). Ainsi, Les cellules VERO ont été ensemencées
dans les plaques de 24 puits dans le milieu DMEM complet & raison de 1 x 108 cellules/puits
le jour précédant la manipulation. Aprés ce temps d’incubation, le milieu de culture a été

aspiré et les traitements effectués ainsi qu’il suit :

v Pour I’étape d’entrée, les cellules VERO ont été incubées pendant 90 min en
présence de la suspension virale contenant du DMSO 0,2% (témoin) ou des extraits bruts ou
fractions de plantes aux concentrations prédéterminées. Cette durée de 1’étape d’inoculation
correspond a I’entrée du virus. Aprés 90min d’incubation, le milieu de culture a été éliminé, la
plaque a été lavée deux fois avec du PBS 1X et un nouveau milieu DMEM sans sérum feetal
de veau ne contenant ni les extraits de plantes ou les fractions, ni le virus Chikungunya S27 a

¢été ajouté et I’ensemble a été incubé pendant 16 h supplémentaires (Galani et al., 2015).
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s

l Incubation 137°C, 5%C0216h

‘ Charge virale ‘ ‘ Charge virale ‘

Diagrame 1. Effet des extraits sur I’étape d’entrée du virus Chikungunya

v Pour 1I’étape de réplication, les cellules VERO ont d’abord été infectées avec le
virus Chikungunya S27 pendant 90 min et le milieu a été éliminé et la plaque a été lavée avec
du PBS 2X. Puis, les cellules ont été incubées avec le milieu DMEM contenant du DMSO

0,14 % (témoin) ou les extraits et fractions de plantes aux concentrations prédeterminés
pendant 16 h.

Cellules Vero
Infection
{90 min)
Cellules Vero infectées
l 5000 ¢
Surnageant Culot (cellules vero infectées)

Lavage 2X dans PBi

Incubation
Cellules vero lavées | E—— Titre viral

Milicu de culture + Extrait de plante 37°C,5%COz, 16 h
Diagramme 2: Effet des extraits de plante sur I’étape de réplication du virus
Chikungunya
v Pour I’étape de synthése de virions, le milieu de culture collecté a I’issu des

16h d’incubation dans 1’étape de réplication a été clarifié par centrifugation (5 000 g, 5 min,
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25°C) et utilise comme source extracellulaire de particules du virus Chikungunya pour
infecter les cellules VERO, tandis que les cellules restantes ont été lavées deux fois avec le
PBS, collectées séparément dans les tubes et soumises a trois cycles de
congélation/décongélation pour lyser les cellules et libérer les virus formés et les surnageants
obtenus apres centrifugation ont été utilisés pour infecter les cellules VERO confluentes.
Aprés 90 min d’incubation correspondant a la période d’adsorption du virus par la cellule, le
milieu a été éliming, les cellules lavées 2 fois au PBS et incubées avec le milieu DMEM sans
sérum feetal de veau ne contenant ni les extraits et ou fractionS, ni le virus Chikungunya S27
pendant 16h.

Cellules Vero Test de neutralisation| «  Titre viral

Cellule Milioy = —— ARNt

1
I 5000 g \ / Epap > ke

Cellules vero infectées miliens DMEM

Surnageant (source ) KSR
3 cellules SVF ni extrait ni virus

extracellulaire de virions)

l I Infection Lavage d:msT

PBS 2X

Cellules

Charge virale Nouvelles cellules vero infectées Surnageant

l Lavage 2X dans PBS T
/ \ Cellules

Sumageant infectées 3 cycles de VIrus
congélation/décongelation

Lyse Lib&ration

Diagramme 3 : Effet des extraits de plante sur I’étape d’assemblage libération du virus

Chikungunya

Apres ces 16h d’incubation dans chaque étape, les milieux de culture et les cellules ont
été collectés séparément et clarifiés par centrifugation (5 000 g, 5 min, 25°C). Le titre viral a
été déterminé dans le surnageant par le test de neutralisation sur plaque tel que décrit plus
haut tandis que les ARN totaux et/ou les protéines ont ét¢ extraits afin d’analyser I’effet des
extraits actifs sur I’expression de quelques protéines impliquées dans 1’interaction hote-virus

au cours du cycle infectieux du virus Chikungunya.
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11.2.7.1. Analyse de ’effet des plantes et fractions active sur I’expression des protéines
virales nsP2 et E1 impliquées dans les interactions cellule hote-virus au cours du cycle

infectieux du virus Chikungunya

Pour mieux comprendre le mécanisme par lequel les extraits de plantes inhibent le
cycle infectieux du virus Chikungunya, leur effet sur 1’expression des protéines nsP2 et E1
(impligquées dans les interactions cellule hote-virus au cours des étapes clés du cycle
infectieux du virus Chikungunya) a été évalué. Pour I’étape d’entrée, 1’analyse s’est faite par
Cytometrie en flux, analyse Confocal, RT-qPCR et Western blot et par le test de blocage et a
porté sur ’expression des genes codants pour les protéine nsP2 et El, un récepteur d’entrée
virale. Pour les étapes de réplication, I’analyse s’est faite par RT-gPCR, Western Blot et a
porté sur I’expression des protéines nsP2 et E1 (étape de réplication) ( Mishra et al., 2016;
Kumar et al., 2015).

11.2.7.1.1. Analyse quantitative de I’expression des genes par RT-gPCR
v' Extraction des ARN totaux

Dans chaque culot cellulaire collecté, 500 puL du réactif de TRIzol (Invitrogen, Life
Technologies, Darmstadt, Allemagne) ont été ajoutés et les cellules homogénéisées en
pipetant 10 a 15 fois. L'échantillon a été laissé pendant 5 min a 15-30°C, puis la suspension
transférée dans un tube eppendorf de 1,5 mL. Cent microlitres de chloroforme ont été ajoutés
dans les tubes et ceux-ci ont été agités vigoureusement a la main pendant environ 15
secondes. Les tubes ont été centrifugés a 12000 g pendant 15 min a 4°C. Trois phases ont été
observées : une phase aqueuse claire et surnageant qui contient les ARN ; une interphase qui
contient I'ADN et une phase organique en dessous qui contient les protéines. La phase
aqueuse a été prélevée (soit environ 300 pL) et transférée dans un tube eppendorf RNase-free.
Puis on y a ajouté 250 ul d'isopropanol, puis I'échantillon a été laissé au repos pendant 20-30
min. Les tubes ont ensuite été centrifugés a 12 000g pendant 10 min a 4°C pour précipiter les
ARN. Le surnageant a été alors délicatement éliminé. Cing cent microlitres d'éthanol absolu
ont été ajoutés a chaque culot d'ARN, puis I'ensemble a été mélangé et centrifugé a 7500 g
pendant 5 min a 4°C. Le surnageant a été décanté, puis le culot lavé a nouveau avec I'éthanol
absolu et centrifugé a 7500 g pendant 1 min a 4°C. L'éthanol a ensuite été éliminé
délicatement et I'ARN séché pendant 10 min. Les ARN ont été re-solubilisés dans 30 pL d'eau
dépourvue de Rnase en aspirant la solution plusieurs fois a l'aide d'une micropitette, et en

mélangeant a lI'aide d'un Vortex. La concentration des ARN et leur qualité ont été évaluées par
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spectrophotomeétrie (Nanodrop ND2000). Les échantillons d'ARN avec un ratio
A260/230>1,7 et A260/280 nm entre 1,7-2,0 ont éte utilisés pour la synthése des ADNCc selon

la procédure décrite précédemment.
v" PCR quantitative en temps réel ou RT-gPCR

L'expression des genes nsP2 et E1 a été antérieurement décrite comme refererence
pour la détermination des effets antiviraux en culture cellulaire (Mishra et al., 2016). La gRT-
PCR est une technique d'analyse quantitative de I'expression des genes basée sur une PCR
classique qui permet I'amplification d'un ADNc a l'aide d'amorces spécifiques. Les fragments
d’ADNc néoformés ou amplicons sont ensuite détectés et quantifiés a mesure qu'ils se forment
dans le milieu grace a un reporter fluorescent issu de la technologie SYBR green. Dans cette
technologie, les ADNc sont amplifiés dans le milieu en présence d'un fluorochrome a base de
cyanine (le vert de SYBR ou SYBR green) qui a la capacité de se lier a une molécule d'’ADN
double brin. Lorsque ce colorant se fixe a la double hélice d'ADN, il se forme un complexe
qui absorbe la lumiére bleue (Amax = 497 nm) et émet une fluorescence verte (Amax = 520
nm). Plus la quantité de produits de PCR augmente dans le milieu, plus ce fluorochrome va se
fixer et plus lI'intensité de la fluorescence va augmenter a 520 nm. La séquence des différentes
amorces utilisées est présentée dans le tableau V.

La RT-gPCR a été réalisée dans un thermocycler BioRad CFX96 (Biorad
Laboratories GmbH) en utilisant un kit Master Mix SyBR Green (Thermo Fisher, Swerte,
Allemagne) suivant les instructions du fabricant. Pour confirmer la spécificité de
I'amplification, les produits de la PCR ont été soumis a une analyse des courbes de fusion. La
courbe de quantification des amplicons en fonction des cycles PCR donne l'allure d'une
courbe sigmoide.

Le programme de PCR a consisté en 3 étapes : Une dénaturation (95°C), une étape
d'hybridation avec des oligonucléotides spécifiques, et une étape d'élongation a 72°C dont la
durée dépend de la taille de 'ADNc & amplifier. Les étapes ont été répétées pendant 35 cycles.
Avant le début du premier cycle, les tubes ont été préchauffés a 95°C pendant 15 minutes

pour activer la Taq polymérase et séparer les brins de la double hélice d’ADN.
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Tableau V: Séquences des amorces utilisées lors de la RT-gPCR

Génes Séquences
NsP-2 [F-CGAGGATCCAGTATGGAAGACACTCTCC]
[R-CGACTCGAGTTAACATCCTGCTCGGGTGG]
El [F-ACGCAGTTGAGCGAAGCAC]
[R-CTGAAGACATTGGCCCCAC]
GAPDH [F-CGACCACTTTGTCAAGCTCA]

[R- AGGGGTCTACATGGCAACTG]

Pour mesurer I'expression relative d'un gene d'intérét, une valeur Ct (Cycle threshold) du géne
a été calculée pendant la phase d'augmentation exponentielle de la fluorescence.

Le Ct correspond en fait au nombre de cycles de PCR qu'il faut a un échantillon
d'ADNCc (X) amplifié pour qu'il atteigne la méme intensité de fluorescence que dans les autres
échantillons d'ADNc pendant la phase exponentielle d'amplification. Le Ct est au-dessus du
bruit de fond de I'appareil. Une valeur ACt a été ensuite déterminée en normalisant la valeur
Ct du géne cible par rapport a la valeur Ct d'un gene standard utilisé comme contrdle interne
(ACt= Ct (Gene d'intérét) - Ct (Gene contrdle)). Cette normalisation permet d'exclure les
différences possibles dans le rapport ADNCc/ARN ou dans la qualité des échantillons
expérimentaux. Le gene de Glycéraldehyde 3 phosphate dehyderogénase (GAPDH) a été
utilisé ici comme contrdle interne.

Pour deux échantillons A et B dans lesquels on mesure I'expression du gene de la
nsP2, plus le ACt (A) est supérieur au ACt (B), plus le géne nsP2 est élevé dans A que dans B.
L'expression relative du géne d'intérét a été déterminée par la formule : 22¢, La spécificité des
produits de la PCR a été contr6lée en analysant les courbes de fusion et la valeur de la
température de fusion pour chacun de ces produits. Pour s'assurer que I'amplification d'un
géne d'intérét s'est bien déroulée, il fallait que tous les produits PCR décrivent une méme
courbe de fusion et présentent une méme valeur de Tm.

11.2.7.1.2. Analyse de I’expression des protéines par Western blot
v Extraction des protéines totales

Apres traitement des cellules, les protéines totales ont été extraites a 1’aide du kit
d’extraction M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo Fisher Scientific, USA)

contenant 0,2% du cocktail d’inhibiteur de protéases Halt protease inhibitor cocktail EDTA-
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free 100X (Thermo Fischer Scientific, USA) en suivant les instructions du fabricant. Une fois
les cellules lavées avec du PBS, 400 uL de tampon de lyse ont été ajoutés dans chaque puits
et les plaques de culture mises sous faible agitation a température ambiante pendant 5 min.
Les lysats ont ensuite été transférés dans les tubes Eppendorf et centrifugés (12.000 g, 15 min,
4°C). Les surnageants obtenus constituant ainsi les protéines totales ont été transférés dans de
nouveaux tubes et conservés a -80°C jusqu’a analyse par Western blot.

La concentration en protéines a été déterminée par la méthode de Bradford dans le but
de normaliser les concentrations en protéines de tous les échantillons a une seule

concentration avant I’analyse par Western Blot.
v" Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été effectué par la méthode utilisant la méthode de Bradford
(1976).

v Principe

C’est une méthode de mesure de concentration protéique basée sur la réaction colorimétrique
entre les protéines et un colorant : le bleu de Coomassie G250. Ce réactif se fixe sur les
groupements NH2-libre des protéines, produisant ainsi un complexe bleu qui absorbe avec un
maximum d’intensité a 595nm. L’intensité de la coloration formée est proportionnelle a la

quantité de protéines dans le milieu.

v" Procédure

Le kit de dosage Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA) a été utilisé en respectant les instructions du fabricant. La concentration en protéine a
été calculée en utilisant la courbe d’étalonnage réalisée a partir d’une solution standard de

BSA (bovine serum albumin) a 2 mg/mL.

v/ Séparation des protéines par électrophorése sur gel de polyacrylamide en
condition dénaturante (SDS-PAGE)

e Principe et description de la technique

L’¢électrophoréese est une technique de séparation fondée sur le déplacement a travers

un support (matrice de polymere ou gel de polyacrylamide ou d’agarose) des molécules

These de Doctorat/Ph.D en Biochimie, rédigée par SIMO NEMG Frédy Brice



Etude des virus Dengue et Chikungunya : Aspects épidémiologique et pharmacologique.

chargées positivement ou négativement sous 1’effet d’un champ électrique (Brunelle & Green,

2014).

En biochimie ou en biologie moléculaire, 1’électrophorése sur gel est utilisée pour la
séparation des protéines ou des acides nucléiques en fonction de leur taille et de leur charge
électrique. Le gel est constitué d’une matrice de polymeére baignant dans un tampon
conducteur. Deux principaux polymeéres sont utilisés : 1’agarose et le polyacrylamide dont on

peut faire varier la concentration.
«» SDS-PAGE

La technique du gel d’électrophorése en conditions dénaturantes (Sodium Dodecyl
Sulfate Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis ou SDS-PAGE) consiste & dénaturer a chaud un
mélange de protéines en présence d’un agent réducteur : le PB-mercapto-éthanol ou le
dithiothréitol (DTT) qui réduit les ponts disulfures et d’un détergent anionique fort : le SDS,
qui confere a toutes les protéines du mélange une charge négative. Les protéines de
I’échantillon sont ensuite séparées par électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence
du SDS.

v" Procédure

La premiére étape consiste a couler le gel de séparation et le gel de concentration entre
deux plaques de verre. Le dispositif nécessaire pour la préparation du gel est présenté sur la
figure 25 ci-apres tandis que la composition des différents gels est présentée dans le Tableau

VI ci-dessous.

Le gel de séparation (12% acrylamide) a été coulé en premier en introduisant environ
6 mL de cette solution entre les plaques de verre. Le gel a ensuite été recouvert avec de
I’isopropanol pour permettre une solidification homogene a température ambiante pendant 20
min. Apres solidification du gel de séparation, I’isopropanol a été éliminé et remplacé avec 2
mL de la solution du gel de concentration et les peignes de 1 mm d’épaisseur ont été

introduits afin de former les puits servant pour le dépot des échantillons.

Tableau VI : Composition des gels pour SDS-PAGE

Réactifs (en mL) Gel de séparation (12% | Gel de concentration (5%
Acrylamide) Vf =50 mL Acrylamide) Vf =10 mL
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Eau distillée 16,5 6,8
Acrylamide 30% 20 1,7
Tampon Tris-HCI 1,5M pH | 12,5 /
8,8

Tampon Tris-HCI 1M pH 6,8 |/ 1,25
SDS 10% 0,5 0,1
Persulfate d’ammonium 10% | 0,5 0,1
TEMED 0,02 0,01

TEMED : N, N, N’, N -tétraméthyl-1,2-diamino-méthane ; Vf : volume final.

Aprés la préparation du gel, les protéines ont été diluées dans le tampon de Laemmli 5
fois concentré (tampon Tris-HCI 1 M, pH 6,8 contenant 100 mM DTT, 12% SDS, 4% bleu de
bromophénol) et chauffées a 100°C pendant 10 min dans un block chauffant. Dix microlitres
du mélange obtenu contenant 40 g de protéeines (pour tous les échantillons a analyser) ont été
introduits dans les puits. Un puits séparé contenant le marqueur de poids moléculaire pre-
stained marker (Thermo Fisher Scientific, USA) a été introduit. L’électrophorése s’est
déroulée en utilisant le générateur Biorad Powerpac Universal System pour générer le courant
électrique. Dans le gel de concentration, la migration s’est effectuée sous un courant de
tension 80 V pendant 30 min, suivie d’un courant de tension 100 V pendant 60 min pour la
migration dans le gel de séparation a I’aide du tampon d’électrophorese conducteur : Tris 50

mM — Glycine 0,2 M — SDS 0,1% - pH 8,5.

v" Transfert et détection des protéines sur membrane de nitrocellulose a I’aide

d’anticorps

Aprés migration, le gel est démoulé et les protéines transférées sur la membrane de
nitrocellulose (Nitrocellulose Blotting Membrane, GE Healthcare, Life Science, Germany)

afin de rendre les proteines accessibles a la détection par anticorps.
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Le principe du transfert est similaire a celui de la migration dans le SDS-PAGE, a
savoir que les protéines chargées négativement migrent vers 1’anode sous 1’effet du champ
électrique. La membrane étant incorporée entre le gel et I’anode, les protéines adhérent a la
membrane selon leur méme disposition sur le gel. Le transfert s’est effectué sous un courant
d’intensité 200 mA généré par le générateur Biorad Powerpac Universal System pendant 90
min en présence de la glace. Le tampon de transfert est constitué de 25 mM Tris, 190 mM
Glycine et 20% Méthanol.

Une fois les protéines transférées, la membrane a été bloquée avec 5% (p/v) de lait
sans matiéres grasses dilué dans le tampon Tris-Salin-Tween 20 (TBST : Tris-HCI 10 mM,
NaCl 150 mM, Tween20 0,05% ; pH 7,6) pendant 1h a température ambiante afin de limiter
les interactions non-spécifiques entre la membrane et les anticorps. Aprés le blocage, la
membrane a été incubée toute une nuit a 4°C en présence de I’anticorps primaire dilué dans le

tampon TBST contenant 1,5% de lait sans matiéres grasses.

Les anticorps primaires pour les protéines d’intérét étaient : [Rabbit polyclonal anti-
nsP2 antibody (dilution 1:1000); Mouse monoclonal anti-E2 antibody (dilution 1:2000);
Mouse monoclonal anti-GAPDH, (dilution 1:3000)].

La membrane a été lavée 3 fois avec le tampon TBST et incubée pendant 2h a
température ambiante en présence de I’anticorps secondaire dilué¢ dans le tampon TBST
contenant 1,5% de lait sans matiéres grasses. Les anticorps secondaires utilisés étaient :
Horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit et anti-mouse 1gG AP-linked secondary
antibodies (dilution 1 : 2000, Santa Cruz Biotechnology, Ca, USA).

Aprés 3 lavages avec le tampon TBST, la membrane a été imbibée avec le réactif
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific, USA) et la
détection des bandes de protéines a été realisée par la méthode dite Enhanced
Chemiluminescent Method qui combine les logiciels MicroChemi Unit et GelCapture.
L’analyse densitométrique des bandes de protéines obtenues a ¢té faite a 1’aide du logiciel

Image J Software.

11.2.7.1.3. Analyse de I’expression de la protéine virale E1, par cytométrie en flux
v Définition et principe de la technique

La cytométrie en flux est définie comme 1’étude précise de cellules isolées entrainées

par un flux liquide. Elle consiste a analyser les signaux optiques ou physiques émis par une
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particule ou une cellule coupant le faisceau lumineux d’un laser. Les signaux mesurés sont
essentiellement relatifs aux parametres morphologiques (taille et granularité) et aux
paramétres de fluorescence (liés a I'utilisation de marqueurs fluorescents). Cette technique de
caractérisation individuelle (cellule par cellule), quantitative et qualitative peut étre couplée a
I'immuno-détection qui consiste a détecter une protéine grace a un anticorps primaire
spécifique d’une protéine d’intérét, puis a révéler cette reconnaissance par une antiglobuline
(anticorps secondaire) marquée qui se fixe a lI'anticorps primaire. Cette antiglobuline peut étre
marquée par un fluorochrome comme la fluorescéine isothiocyanate (FITC). Une analyse en
cytométrie de flux ou FACS (fluorescence-assisted cell sorting) permet de détecter et
quantifier les cellules fluorescentes qui expriment la protéine d’intérét. La technique utilisée
ici nous permet d’analyser par fluorescence, le pourcentage de cellules ayant exprimé le

récepteur virale E1 (Kumar et al., 2018).
v Procédure

Les cellules VERO ont été ensemencées a raison de 1 x 10° cellules/puits dans les
disques de 100 mm. Le jour suivant, le milieu a été changeé et les cellules ont été traitées avec
le DMSO (0,2%) ou les extraits de plantes a différentes concentrations pendant 48 h. Les
cellules ont ensuite été lavées avec le PBS et détachées avec 100 uL de Trypsine-EDTA
(GIBCO, Life Technologies) et transférées dans un tube Eppendorf. Apres lavage par
centrifugation (300 g, 5 min, 4°C) avec 1 mL de PBS, le surnageant a été éliminé et les tubes
ont été incubées dans la glace pendant 30 min avec 100 pL d’anticorps monoclonal rabbit
anti-E1 antibody (Beijing Biosynthesis Biotechnology, Beijing, China) dilué au 1/50°™ dans le
PBS. Ensuite, les cellules ont été lavées 3 fois avec 1 ml de PBS par centrifugation (300 g, 5
min, 4°C), puis les tubes ont été incubés dans la glace et a I’obscurité pendant 30 min avec
100 pL d’anticorps FITC-goat anti-rabbit secondary antibody (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA) dilué au 1/200°™ dans le PBS. Aprés 3 lavages avec le PBS, les cellules ont
été suspendues dans 200 uL de PBS et analysées avec 1’appareil BD FACS Calibur Flow

Cytometer couplé au logiciel FlowJo Software.
11.2.7.1.4. Quantification de I'infection par immunofluorescence indirecte

v" Principe

L'immunofluorescence indirecte est une technique d'immuno-marquage qui consiste a

détecter un geéne viral grace a un anticorps monoclonal spécifique de cet antigéne, puis a

These de Doctorat/Ph.D en Biochimie, rédigée par SIMO NEMG Frédy Brice m



Etude des virus Dengue et Chikungunya : Aspects épidémiologique et pharmacologique.

réveler cette reconnaissance par une antiglobuline (anticorps secondaire) marquée qui se fixe
a l'anticorps monoclonal. Cette antiglobuline peut étre marquée par un fluorophore comme la
594 Alexa floor (E1) ou le fluorochrome 488 Alexa floor (nsP2). Une lecture en microscopie
a fluorescence permet de visualiser les cellules fluorescentes et a préciser la localisation

subcellulaire de I'antigéne viral.

La technique utilisée ici nous permet de visualiser par fluorescence les cellules
infectées par le virus Chikungunya souche S27 et de quantifier le taux d'infection. Elle repose
sur l'utilisation d'un anticorps monoclonal de souris qui reconnait spécifiquement la
glycoprotéine E1 et le gene nsP2 du virus Chikungunya dans les cellules infectées : c'est
I'anticorps primaire. Cet anticorps est lui-méme reconnu par un anticorps polyclonal de chévre
anti-souris, couplé au fluorochrome Alexa floor. Ainsi, les cellules infectées vont émettre une
fluorescence verte (nsP2) et rouge (E1) lorsqu'elles sont observées sous lumiere UV.
Parallelement a ce marquage, les cellules sont également marquées au diamidino-2-
phenylindole (DAPI) qui se fixe aux noyaux et leur attribuent une fluorescence bleue. Ce
marquage au DAPI permet de quantifier le nombre total de cellules présentes dans les puits.
Par ailleurs, il nous donne une indication sur la toxicité des composes. Si on observe une
baisse du nombre de cellules infectées et aucune baisse du nombre total de cellules dans les
tubes traités, on conclura a un effet inhibiteur de la substance testée sur le virus Chikungunya
(Mishra et al., 2016).

v" Mode opératoire

Les cellules VERO obtenus de I’effet des plantes sur la replication ont été
préalablement fixées & -20°C dans du méthanol. Ces cellules ont été décongelées pendant
quelques minutes a température ambiante puis le méthanol a été évacué. Cinquante microlitres
de sérum de mouton (1%) ont ensuite été ajoutés afin de saturer chaque puits de la plague et
éviter les fixations non spécifiques, et les cellules ont été incubées pendant 10 min a
température ambiante. Aprés ce temps d'incubation, 50ul d'anticorps monoclonal (anti-E1 et
anti-nsP2) (Chattopadhyay et al., 2014) dilué au 1/500 dans du sérum de chévre (1%) ont été
ajoutés et les cellules incubées a nouveau a température ambiante pendant 30 min. Aprés ce
temps d'incubation, les cellules ont été lavées 3 fois par ajout de 100 pl de PBS pendant 5
min. Puis 50 upl du mélange (25ul de DAPI (1pg/mL) de Molecular Probes (Life
Technologies) et 25 pl d'anticorps secondaire de chévre anti-souris marque au Alexa floor de
Jackson Immunoresearch (West grove, PA, USA) dilué au 1/500ieme dans du sérum de

chévre 1%) ont été ajoutés. Les cellules ont été incubées a I'obscurité pendant 25 a 30 min,
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puis lavéees 3 fois au PBS. Les cellules au troisieme lavage ont été laissées dans le tampon
PBS et acheminées a la plateforme d'imagerie de I’institut des sciences de la vie, ou la
fluorescence a été quantifiée. Les images ont été prises dans chaque puits a l'aide d'un
microscope a fluorescence automatisé IN Cell Analyser 6000 (GE Healthcare Life Sciences),
a l'objectif X 20 avec des parametres d'exposition 405/450 nm et 561/610 nm. Six images ont
été enregistrées par puits. Chaque image a été ensuite traitée a l'aide du logiciel d'analyse
d'image Columbus (Perkin Elmer).

11.4. Analyses statistiques

Les experiences ont été réalisées en double et les données exprimées sous forme de
moyennes + écarts-types (ET). L’analyse statistique a été effectuée a 1’aide du logiciel
GraphPad prism 5.0 (Graphpad Software Inc., San Diego, CA, USA). Les comparaisons des
moyennes ont été effectuées entre les groupes traités et les groupes non traités. Les
différences entre les moyennes ont été comparées par I’analyse des variances a un facteur
(ANOVA). Pour les groupes ayant présenté une différence significative entre les variances,
les moyennes ont été comparées par le post-hoc test de Bonferroni. Le seuil de probabilité

p<0,05 a été considéré comme statistiquement différent.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

I11.1. Résultats

I11.1.1. Prévalence et caractéristiques des virus Dengue et Chikungunya dans cing

hépitaux de districts du Centre

La revue systématique menée en Afrique a montré que trés peu d’études avaient été
engagées afin de détterminer la prévalence réelle des virus Dengue et Chikungunya. Au
Cameroun en particulier, les données y sont parcelaires et basées sur I’identification des
anticoprs IgG et IgM. Afin de combler ce gap et de déterminer la prévalence réelle de ces
virus au Cameroun, nous avons investigué parmis les patients fébriles la fréquence de
circulation des virus Dengue et Chikungunya dans cing districts de santé en ciblant la

présence du matériel génétique de ces virus par biologie moléculaire.

111.1.1.1. Données démographiques des participants

L’enquéte effectuée dans les 5 hopitaux a permis de recruter et d’inclure 527
participants parmi lesquels 56,7% étaient des femmes. L’age médian des participants a été de
25 ans avec un intervalle interquartile de [7-42]. L’age des participants a varié de 3 mois a 81
ans. La tranche d’age la plus réprésentée était celle de moins de 20 ans (46,3%) tandis que, la
moins réprésentée était celle de plus de 60 ans (7,2%). La population d’étude était en majorité
sans emploi (63,4%), tandis que les fonctionnaires étaient les moins réprésentés (10,2%). La
plupart des participants était des éleves (69,7%) et était majoritairement des éleves du
secondaire (39,9%). Les participants étaient équitablement repartis entre les 5 hdpitaux de
district, bien qu’avec une fréquence légerement supérieure a Bafoussam (23%) et Iégerement
inférieure a Londji (16,9%) (Tableau 1X).

111.1.1.2. Niveau de connaissances des arbovirus par les participants

Seulement 3% des personnes intérogées avaient déja entendu parler des arbovirus. De
méme, de tres faibles proportions des participants avaient des connaissances sur la dengue et
le chikungunya, 1,1% et 0,9% respectivement comme le montre les résultats présentés dans le
tableau X ci-dessous.
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Tableau VII : Caractéristiques sociodémographiques de la population d’étude

Parametres Effectifs Pourcentage (%)
Féminin 299/527 56,7
Sexe .
Masculin 228/527 43,3
<20 244527 46,3
Age [20-39[ 1771527 33,6
[40-59[ 68/527 12,9
>60 38/527 7,2
Sans emplois 334/527 63,4
Profession Informel 139/527 26,4
Fonctionnaire 54/527 10,2
Non scolarisé 111/527 21,1
Niveau d'étude Primair_e 160/527 30,4
Secondaire 207/527 39,3
Supérieur 49/527 9,2
Bafoussam 121 23,0
Douala 116 22,0
Lieu de collecte Limbé 93 17,6
Londji 89 16,9
Mfou 108 20,5
Total 527 100,0

Tableau V111 : Niveau de connaissances des arbovirus par les participants

Connaissance Effectifs Pourcentages (%)

Arbovirus Non 511/527 97

Oui 16/527 3
Chikungunya Non 522/527 99,1

Oui 5/527 0,9
Dengue Non 521/527 98,9

Oui 6/527 1,1

Total 527 100
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111.1.1.3. Fréquences de détection du Plasmodium et des arbovirus

Les resultats de I’enquéte montrent que le paludisme était la pathologie la plus
fréquente avec 41,9% des participants qui présentaient un résultat positif au test de détection
du Plasmodium, il est a noter qu’aucun cas n’a été détecté a Londji. Les infections aux virus
du chikungunya et de la dengue étaient peu fréquentes dans la population d’étude, 0,6%
(3/527) et 7% (37/527) respectivement (Tableau XI). Le virus de la dengue a été détecté a
Mfou (14,8%), Limbé (13,5%) et Douala (9%) ; tandis que le virus Chikungunya a été détecté
uniquement dans la ville de Mfou (2,8%).

Tableau IX : Fréquences de distribution des différents pathogénes

Hopitaux de district Plasmodium CHIKV DENV
Bafoussam 85/121 (70,2) 0/121 (0) 0/121 (0)
Douala 23/116 (19,8) 0/116 (0) 9/116 (7)
Limbé 47/93 (50,5) 0/93 (0) 0/93 (0)
Londji 0/89 (0,0) 0/89 (0) 12/89 (13,5)
Mfou 66/108 (61,1) 3/108 (2,8) 16/108 (14,8)
Total 221/527 (41,9) 3/527 (0,6) 37/527 (7,0)

111.1.1.4. Coinfections entre le plasmodium et les arbovirus détectés

Le tableau XII ci-dessous présente les données de coinfections entre le plasmodium et
les arbovirus. 1l ressort de ce tableau que parmi les personnes positives au virus de la Dengue,
34,4% étaient positifs au Plasmodium. Parmi les positifs au virus Chikungunya, 33,3%

présentaient un test positif au Plasmodium.

Tableau X : Coinfections entre plasmodium et arbovirus

Sérologie DENV + CHIKV+
Plasmodium Négatif 25/37 (67,6%) 213 (66,7%)

Positif 12/37 (34,4%) 1/3 (33,3%)

Total 37/37 (100%) 3/37 (100%)
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111.1.1.5. Facteurs associés a I’infection par le virus Dengue

Le tableau XIII ci-dessous présente la relation entre les habitudes de la population et la
séropositivité au virus de la Dengue. Il montre que I’utilisation de la moustiquaire,
d’insecticides par les participants, ainsi que la présence de pneus et de pots de fleur autour de
la maison des participants et les voyages n’étaient pas corrélés a la séropositivité au virus de
la dengue. Par ailleurs, on a noté une corrélation entre la présence d’eau stagnante autour de la

maison des participants et la séropositivité au virus de la dengue.

Tableau X1 : Corrélations entre positivité a la dengue et habitudes de la population

Parametres Négatif Positif p-value

Fréquences relatives

Non 195/527 19/527

Moustiquaire 0,168
Oui 295/527 18/527
Non 341/527 271527

Insecticide 0,666
Oui 149/527 10/527
Non 233/527 11/527

Eau stagnante 0,036*
Oui 257/527 26/527
Non 389/527 28/527

Pneu 0,592
Oui 101/527 9/527
Non 336/527 21/527

Pot de fleurs 0,138
Oui 154/527 16/527
Non 329/527 26/527

VVoyage 0,693
Oui 161/527 11/527

Pour ce qui est de la relation entre la séropositivité et les caractéristiques cliniques des
participants, nos résultats montrent que seule la présence de la fiévre était correlée a la
présence du virus. Les autres signes cliniques présents chez les participants (douleur
articulaires, douleurs musculaires, céphalées, vomissement et la présence d’éruptions

cutanées) n’étaient pas associés a la seropositivite (Tableau XI1V).
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Tableau XII: Correlations entre positivité a la dengue et signes cliniques de la dengue

Négatif Positif p-value

Non 117/527 17/527

Fievre 0,03
Oui 373/527 20/527
Non 302/527 23/527

Douleurs articulaires 0,949
Oui 188/527 14/527
Non 403/527 28/527

Douleurs musculaires 0,318
Oui 87/527 9/527
Non 343/527 28/527

Vomissements 0,466
Oui 147/527 9/527
Non 289/527 25/527

Céphalées 0,305
Oui 201/527 12/527
Non 405/527 31/527

Eruptions cutanées 0,861
Oui 85/527 6/527

111.1.1.6. Sérotypes et génotypes des cas virus provenant de Dengue

Les sérums des 37 cas positifs de virus provenant de dengue obtenus ont été sérotypeés
par amplification par PCR semi-nichée. Parmi ces échantillons, seuls 11/37 (29,72%) cas ont
pu étre sérotypés et les résultats montrent que ces cas de dengue appartiennent tous au

sérotype 1 (Figure 30).

@)

Figure 29 : Gel de PCR sérotypage obtenu apres électrophorese sur gel d’agarose 1,5%
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Légende : A = marqueur de poids moléculaire (100 pb) ; B = témoin positif Dengue 2 (119 pb) ; C =
témoin négatif ; D = contrdle positif Dengue D 1 (208 pb) ; S1; S2; S3; S4; Sb; S6; S7; S8; S9 =
échantillons

Le génotypage a été effectué par amplification d’une portion du géne de 1’enveloppe
de ces cas positifs (Figure 31). Parmi ces échantillons, seuls 5/11 (45,45%) échantillons ont
pu étre génotypés et les résultats obtenus aprés construction de 1’arbre phylogénétique
montrent que tous ces cas positifs appartiennent au sous type V, qui forme un cluster avec les

cas de dengue détectés pendant les épidémies liées a ce virus au Nigéria (Figure 32).
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Figure 30 : Produit de PCR génotypage obtenu aprés migration sur le gel d’agarose 1,5%

Légende : LT : échantillons
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Figure 31: Arbre phylogénétique des cas de dengue sérotype 1 isolés au Cameroun

Légende : CAE.LT : Cameroun Littoral
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I11.1.2. Propriétés anti-Chikungunya virus de quelques plantes de la pharmacopée

Camerounaise
111.1.2.1. Plantes utilisées et rendements d’extraction

A TD’issue de I’enquéte ethnobotanique menée auprés des tradi-praticiens, 42 plantes
ont été identifiées (Cf annexe 1) parmi lesquelles 10 plantes communément utilisées par ces
tradi-praticiens ont été sélectionnées pour la détermination des propriétés anti Chikungunya
(Tableau XV). Les noms communs et systématiques de ces plantes et fractions ainsi que les

rendements d’extraction sont recensés dans le tableau ci-dessous.

De ce tableau, il ressort que I’extrait brut d’Entandrophragma cylindricum présente le
plus grand rendement d’extraction tandis que I’extrait brut de Detarium microcarpum
présente le plus faible rendement d’extraction. Le fractionnement de 1’extrait brut de Poga
oleosa montre que les trois fractions obtenues ont des rendements d’extraction de 2,77%

(hexanique) ; 0,32% (acétate d’éthyle) et 3,57% (méthanolique).

111.1.2.2. Cytotoxicité des extraits bruts et fractions de plantes sur les cellules VERO

Avant d’effectuer le criblage des propriétés anti-Chikungunya des extraits bruts et
fractions de plantes, les effets cytotoxiques de ces derniers ont été déterminés en incubant les
cellules VERO pendant 16h en présence des extraits bruts et fractions & différentes
concentrations. L’observation des résultats du test de viabilit¢ au MTT (Figure 33) montre
que pour les extraits bruts, il n’y’a pas de différence significative sur la viabilité cellulaire
jusqu'a la concentration de 200 pg/mL par ailleurs, on note une baisse de la viabilité cellulaire

de plus de 50% au-dela de cette concentration.
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Tableau XII1 : Plantes et rendement d’extractions

Noms scientifiques Familles Numéros d’identification =~ Rendements (%0) Codes
Entandrophragma cylindricum (Sprague) Meliaceae 29030/SRF/CAM 4,29 El
Detarium microcarpum Caesalpinaceae 498334/SFR/CAM 0,61 E13
Poga oléosa Anillophylleaceae  6182/SRF/CAM 1,02 Ell
Annickia affinis (Exell) Versteegh and Sosef Annonaceae 25236/SRF/ICAM 3,27 Ell
Khaya grandifoliola C.D.C. Meliaceae 52661/HNC 1,84 E2
Phragmentera capitata (Spreng) Balle Loranthaceae 24667/HNC 2,45 E12
Entada africana Guill et Pers. Mimosaceae 2334/HNC 1,22 E4
Macaranga hurifolia Beille Euphorbiaceae E6
Senna alata (Lin.) link. Cesalpilaceae 11002/HNC 1,22 S23
Annona muricata L. Annonaceae 32879/HNC 1,84 E29




150+
—e— Entandrophragma

cylindricum

Annickia affinis
Entada africana
Phragmentera capitata
Detarium microcarpum
Senna alata

Annona senegalensis
Khaya grandifoliola

100

taetftd

Viabilité cellulaire (%)

%
12
%

150

Poga oleosa

Fraction acétate d'éthyle
Fraction hexanique
Fraction méthanoloque

100

RN

50

Viabilité cellulaire (%)

T T T
$ o

Figure 32 : Viabilité cellulaire dans le milieu d’incubation des VERO (A) en présence des
différents extraits de plantes et (B) de I’extrait brut de Poga oleosa ainsi que ces 3 fractions.

Légende : Les cellules ont été incubées en présence des extraits de plante pendant 16h. Ensuite, la

viabilité cellulaire a été déterminée par le test de MTT.

111.1.2.3. Effet des extraits bruts et fractions sur la multiplication du virus Chikungunya

L’incubation des cellules VERO en présence du virus Chikungunya prototype S27,

MOI 0,2 pendant 90 min puis avec le milieu de culture sans extraits de plantes entraine une
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augmentation significative (p<0,05) du titre viral dans le surnageant cellulaire (figure 34)
dans le milieu d’incubation. L’ajout des différents extraits bruts et fractions (Figure 35) de

plantes entraine une baisse significative de la multiplication virale.

Il ressort de ces figures que la plupart des extraits bruts de plantes ont inhibé la
multiplication virale. Ainsi, les extraits bruts d’Entandrophragma cylindricum, Poga oleosa
et Macaranga hurifolia ont inhibé significativement la multiplication virale avec des
pourcentages d’inhibition supérieurs a 80% aux concentrations finales de 25 pg/mL. Les
autres extraits de plantes ont présenté une activité inhibitrice a la concentration finale de 100
ug/mL. La fraction a l’acétate d’éthyle de Poga oleosa a inhibé significativement la

multiplication du virus avec un pourcentage d’inhibition de 100% a 25pg/mL.

111.1.2.4. Effet des extraits bruts et fractions actives sur les étapes clé du cycle de

réplication du virus Chikungunya
111.1.2.4.1. Effet sur I’entrée du virus sur ’infection de la cellule VERO

L’effet des extraits bruts et fractions de plantes sur I’entrée du virus Chikungunya a été
déterminé sur un systéme de cultures cellulaires couplé a une détermination du titre viral par
le test de neutralisation sur plaque. En effet le virus Chikungunya prototype S27 a été utilisé
pour infecter les cellules VERO et en présence des différents extraits. Aprés 90 min, les
cellules ont été lavées et incubées pendant une période de 16h post infection sans virus ni
extrait de plante. Le titre viral a été évalué dans le milieu de culture issus de la culture. Les
figures 36 et 37 ci-dessous présentent les différents résultats de 1’effet des extraits de plantes

et fractions sur I’entrée du virus Chikungunya.
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Figure 33: Titre viral des incubations des cellules Vero 90 min en présence du virus CHIK-
S27 et des extraits de plante.
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Légende : El, Entandrophragma cylindricum ; Ell, Annickia affinis ; EIlll, Poga oleosa ; E2, Khaya
grandifoliola, E4, Entada africana ; E6, Macaranga hurifolia ; E12, Phragmenthera capitata ; E13,
Detarium microcarpum. Rib, Ribavirine + infection ; Chik V, Chikungunya Virus ; Mock, DMSO sans
infection ; *: valeur significativement différente du témoin positif (CHIK+DMSO) ***p<0,001.
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Figure 34: Titre viral des incubations de cellules Vero 90 min en présence du virus CHIK-
S27 et des fractions de Poga oleosa.

Légende : ***: valeur significativement différente du témoin positif (CHIK+DMSQO) ***p<0,001.
Légende : Elll : Poga oleosa ; Eac: fraction méthanolique ; Eea fraction acétate d’éthyle;
Ehex: fraction hexanique ; Eacq : Fraction a [’acétate d’éthyle de Poga oléosa.

L’analyse de ces figures montre que les bruts de Entandrophragma cylindricum, Poga
oleosa (a 25ug/mL), Khaya grandifoliola, et Entanda africana (100 pg/mL) inhibent
significativement D’entrée du virus Chikungunya avec des pourcentages d’inhibition
supérieurs a 80% autant que la Ribavirine (4,1 uM) utilisé comme contr6le positif. Deux des
trois fractions de I’extrait brut de Poga oleosa ont aussi inhibé de maniére significative
I’entrée (p<0,001) (figure 37): la fraction a I’acétate d’éthyle (ayant le plus grand

pourcentage d’inhibition) et la fraction hexanique.

111.1.2.4.2. Effet sur la réplication du virus dans la cellule VERO

Pour déterminer I’effet des extraits bruts et fractions sur la réplication virale, les cellules
ont été infectées avec le virus Chikungunya S27 pendant 90 min puis traitées avec les
différents extraits et fractions de plantes pendant 16h supplémentaires. Par la suite le titre
viral a été déterminé par le test de neutralisation. Les résultats de ces analyses sont rapportés

dans les figures 38 et 39 ci-dessous.
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Figure 35 A: Titre viral de I’incubation des cellules Vero avec le CHIKV-S27 90min puis

16h apres ajout des extraits de plantes.

Figure 38 B: Intensité de bandes obtenues aprés 1’incubation des cellules Vero avec le

CHIKV-S27 90min puis 16h aprés ajout des extraits de plantes

Légende : EIl : Entandrophragma cylindricum ; EIll : Annickia affinis ; Elll : Poga oleosa ; E2:
Khaya grandifoliola, E4 : Entada africana; E6 : Macaranga hurifolia; E12 : Phragmenthera capitata;
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E13 : Detarium microcarpum. *: valeur significativement différente du témoin positif (CHIK+DMSO)
*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001
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Figure 36: Titre viral obtenus apres incubation des cellules VVero 90 en présence du CHIKV-
S27 et 16h en présence des fractions de Poga oleosa

Légende : *: valeur significativement différente du témoin positif (CHIK+DMSQO) ***p<0,001.
Légende : Elll : Poga oleosa ; Eaq : fraction méthanolique ; Eea : fraction acétate d’éthyle ; Ehex :
fraction hexanique.

Les résultats obtenus sur ces figures démontrent que les extraits bruts de
Entandrophragma cylindricum, Poga oleosa et Macaranga hurifolia inhibent
significativement (p<0,05) la réplication virale & une concentration finale de 25ug/mL et que
les pourcentages d’inhibition sont supérieurs a celui du composé de référence qui est la
Ribavirine (4,1 uM). Par ailleurs, seule la fraction a I’acétate d’éthyle de Poga oleosa a

montré une inhibition significative (p<0,05) de la réplication virale.

111.1.2.4.3. Effet sur ’assemblage et libération des particules virales dans les cellules
VERO

Afin  d’étudier D’effet des extraits et fractions actives sur 1’étape
d’assemblage/libération des particules virales, les surnageants et cellules Vero issus de 1’effet
sur la réplication virale ont été collectés et utilisés pour infecter a nouveau les cellules. Puis
aprés 90 min d’incubation, les cellules Vero infectées ont été lavees et un nouveau milieu
dépourvu de virus et d’extraits de plantes a été introduit. Les résultats sont rapportés dans la

figure 40 ci-dessous.
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Figure 37 : Titre viral des incubations des cellules Vero en présence des surnageants de

culture des cellules Vero infectées 16h en présence des plantes

Légende : El : Entandrophragma cylindricum ; EIl : Annickia affinis ; Elll : Poga oleosa ; E2:
Khaya grandifoliola; E4: Entanda africana ; E6 : Macaranga hurifolia ; E12 : Phragmenthera
capitata ; E13: Detarium microcarpum. *: valeur significativement différente du témoin positif
(CHIK+DMSO). **p<0,1 ; ***p<0,001.

Il ressort de ces figures que les extraits bruts de Entandrophragma cylindricum, Poga
oleosa, Macaranga hurifolia, Phragmenthera capitata, et Detarium microcarpum inhibent
significativement (p<0,05) 1’assemblage et libération des particules virales dans le milieu
extra cellulaire, tandis que dans le milieu intracellulaire, seuls les groupes traités avec les
extraits Entandrophragma cylindricum et Poga oleosa ont noté une baisse significative du

titre viral intracellulaire.
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111.1.2.5. Activité dose réponse des extraits actifs sur le cycle de réplication du virus
Chikungunya

L’activité dose/réponse des extraits et fractions de plantes a été déterminée en traitant
les cellules VERO infectées avec différentes concentrations d’extraits et fractions de plantes,
suivi d’une incubation de 16h au-dela de laquelle le titre viral a été déterminé par le test de
neutralisation. Les figures 41 et 42 présentent les résultats de ’activité dose/réponse des

différents extraits et fractions respectivement durant les étapes d’inhibition de 1’entrée et de la

réplication.
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Figure 38 : Pourcentage de multiplication des virus sur I’entrée en présence de différentes

doses d’extrait et fraction de plante.

Légende : El : Entandrophragma cylindricum ; E2 : Khaya grandifoliola, E4 : Entanda africana ;
E6 : Macaranga hurifolia
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Figure 39 : Pourcentage de multiplication des virus sur ’entrée et la réplication en présence
de différentes doses d’extrait et fraction de plante.

Légende : A : extrait brut de Poga oleosa ; B : fraction acétate d’éthyle ; C : fraction hexanique ; D :
Fraction methanolique.

Il ressort de I’analyse de cette figure que les extraits bruts de Macaranga hurifolia,
Khaya grandifoliola, Entanda africana et Entandrophragma cylindricum inhibent
significativement (p<0,05) et de maniére dose-dépendante I’entrée et ou la réplication du
virus comparativement au groupe non traité (0 pg/mL). De plus, a ces concentrations, les
extraits bruts n’ont démontré aucune altération de la viabilité cellulaire. Ces données nous ont
permis d’obtenir les concentrations inhibitrices 50 (Clso) de 26,99 pug/mL, 12,81 pg/mL, 8,14
pg/mL, 8,29 pg/mL, 18,37 pg/mL respectivement pour Macaranga hurifolia (réplication),
Khaya grandifoliola (entrée), Entanda africana (entrée) et Entandrophragma cylindricum
(entrée et réplication) respectivement. L’activité dose-réponse des fractions de Poga oleosa

montre une inhibition significative et dose dépendante pour chacune des trois fractions avec
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des Clso de 3,98 pg/mL, 20,99 pg/mL, 0,54 pg/mL, et 40,05 pg/mL respectivement pour
I’extrait brut de Poga oleosa, la fraction hexanique, a 1’acétate d’éthyle et au méthanol de
cette méme plante. Les indices de sélectivité des extraits bruts et fractions actives sont

regroupés dans le tableau XV ci-dessous.

Tableau X1V : Indice de sélectivité des extraits brut et fractions actives

CEso (ug/mL) Clso (ug/mL) IS (CEs0/Clso)

El entrée 563,82 8,29 30,69
El réplication 18,37 68,01
E2 entree 586,33 12,81 45,77
E4 entrée 395,81 8,14 48,62
E6 réplication 1000 26,99 37,05
Elll réplication 259,84 3,98 65,28
Eea réplication >1000 0,54 >1851,85
Ehex réplication >1000 20,99 47,64
Eacq réplication >1000 40,05 24,96

Légende : El : Entandrophragma cylindricum ; E2 : Khaya grandifoliola, E4 : Entanda africana ;
E6 : Macaranga hurifolia ; Elll : Poga oleosa, Eea: fraction acétate d’éthyle ; Ehex : fraction
hexanique ; Eacq : Fraction méthanolique. CEsy : Concentration Efficace 50 ; Clso : Concentration
Inhibitrice 50 ; IS : Indice de Sélectivité.

Il ressort de 1’analyse de ce tableau que les indices de sélectivité variaient entre 30 et
>1800 et que la fraction a 1’acétate d’éthyle de Poga oleosa présente le meilleur indice de

sélectivité ainsi que la plus forte CEso.

111.1.2.6. Effet des extraits et fractions de plantes actives sur I’expression des génes et
protéines nsP2 et E2

Les molécules antivirales qui agissent sur 1’étape de réplication du virus Chikungunya
notamment en inhibant la synthese de ces protéines structurales et ou non structurale reste les

meilleures pour combattre cette pathologie.
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111.1.2.6.1. Inhibition de I’entrée par les extraits EI, E2 et E4 par diminution de

I’expression de genes codants pour les protéine virale nsP2 et E2

L’entrée du virus Chikungunya dans la cellule hote se fait par liaison des protéines E2,
qui donne un hétérodimére avec la protéine E1 (E1/E2) du virus sur le récepteur spécifique
situé¢ a la surface de la cellule hote. Pour déterminer I’effet inhibiteur des extraits bruts de
plante sur I’entrée virale, 1I’expression des protéines E2 et nsP2 a été évalué par microscopie,
cytométrie en flux, western blot et RT-qPCR 16h post infection et traitement des cellules avec
ces extraits de plantes. Les résultats de la cytométrie en flux montrent que 16h apres
incubation, seuls les extraits bruts de Entandrophragma cylindricum et Entanda africana
présentent les meilleures propriétés inhibitrices de la traduction des protéines virales E1 et
nsP2 (Figure 43). Les autres extraits de plantes ont présenté des activités faibles ou modérées

a la concentration testée.
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Figure 40 : Effet des extraits bruts de plante pendant la phase d’entrée sur I’expression des
genes codants pour la protéine nsP2 par visualisation par les colorants en cytométrie de flux.
Légende : El, Entandrophragma cylindricum ; Ell : Annickia affinis ; Elll : Poga oleosa ; E2 : Khaya

grandifoliola, E4 : Entanda africana ; E6 : Macaranga hurifolia ; E12 : Phragmenthera capitata ;
E13 : Detarium microcarpum ; E23 : Senna alata ; E25 : Annona séneglensis.
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Ainsi a partir de la figure ci-dessus les extraits bruts ayant inhibé I’entrée du virus
dans la cellule ont été sélectionnés et leur effet a été confirme par coloration DAPI. La figure
44 ci-dessous présente les résultats de la coloration DAPI. Les résultats de la microcopie
montrent que 16h post infection, le pourcentage de cellules exprimant les genes viraux nsp2 et

E2 & diminué de plus de 80% comparativement au groupe non traité.

DAPI 488-Alexa floor 594-Alexa floor Merge entry

Mock

Infection

CHIKV+E13

CHIKV+E4

CHIKV+E2

CHIKV+EI

Figure 41 : Analyse de I’effet des extraits bruts sur la phase d’entrée virale sur les proteines

E1 et nsp2 par microscopie a fluorescence
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Légende : El : Entandrophragma cylindricum ; E2 : Khaya grandifoliola ; E4 : Entanda africana ;
E13 : Detarium microcarpum. Les images confocales fluorescentes ont été prises a raison de 4 par
traitement. Ici nous n’avons présenté qu'une par échantillon. Les noyaux marqués au DAPI indiquent
le nombre total de cellules viables dans le champ et la fluorescence verte indique la présence de E1, et
la fluorescence rouge indique la présence du géne viral nsP2 dans les cellules infectées.

Il ressort de cette figure que les extraits bruts d’Entandrophragma cylindricum, Khaya
grandifoliola, Entanda africana et Detarium microcarpum inhibent la phase d’entrée du virus
comparativement au groupe témoin positif dans lequel la présence du virus est visible. Ainsi
donc pour vérifier cette inhibition, 1’analyse de 1’expression du gene E1 a I’intérieur des

cellules VERO a été effectué par Western blot et RT-gPCR (figure 45).
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Figure 42 : Inhibition de I’expression des génes codants pour la protéine E1 par les extraits
de Khaya grandifoliola et d’Entada africana administrés sur la phase d’entrée.

Légende : E2: Khaya grandifoliola, E4 : Entanda Africana *P<0,5 ; **, P<0,01 et ***, P<0,001 :
Extrait et Contrdle vs CHIKV infection.

A partir de la figure ci-dessous nous pouvons noter une diminution significative
(p<0,05) de I’expression relative du gene E1 suggérant que les extraits bruts de Khaya
grandifoliola et Entanda africana inhibent la multiplication virale en inhibant la synthése des
protéines virales. Par ailleurs I’effet dose réponse d’Entandrophragma cylindricum a été
déterminé par cytométrie en flux (Figure 46). Il ressort de cette figure que 1’incubation du
virus Chikungunya avec les cellules sans extraits bruts conduit a une hyper-expression du
géne viral nsP2 dans la cellule Vero. Puis I’ajout de I’extrait brut d’Entandrophragma
cylindricum a des concentrations croissantes entrainent une diminution de 1’expression

intracellulaire de la protéine virale nsP2 qui tend a s’annuler a la concentration de 50 pg/mL.
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Figure 43 : Analyse de la capacité d’Entandrophragma cylindricum a inhiber I’expression

des genes codants pour la protéine virale nsP2 dans la cellule par cytométrie en flux

111.1.2.6.2. Inhibition de la réplication par les extraits et fractions de plantes actives par

diminution de I’expression des génes codants pour les protéines virales nsP2 et E1

Il a été démontré que ’inhibition de ces deux protéines est directement proportionnelle
au taux de réplication virale. Pour avoir une idée du mécanisme par lequel les extraits bruts de
plantes et surtout la fraction a 1’acétate d’éthyle de Poga oleosa inhibent la réplication virale,

nous avons étudié leur effet sur I’expression de ces deux protéines.

La protéine nsP2 joue plusieurs réles dans le cycle de multiplication du virus
Chikungunya. Elle a une activit¢ méthyltransférase, guanylyltransférase coiffe I’ARN viral,
elle joue aussi le réle de protéase C-terminal responsable de la coupure des protéines non
structurales. Elle aide a la syntheése de I’ARN brin négatif dans la transcription permet la
synthese des protéines structurales. Tandis que la protéine structurale E1 joue un role
important dans la fixation du virus au récepteur cellulaire et 1’attachement a la cellule hote
(Silva & Dermody, 2017). Les résultats de la RT-qPCR et du Western blot (Figure 47 et 48)
présentent I’effet de ces extraits bruts et fractions de plantes actives sur 1I’expression de ces

deux protéines.
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Figure 44: Inhibition concentration dépendante de la traduction des protéines nsP2 et de E1
durant la phase de réplication virale par 1’extrait de El et E6 A, B : gRT-PCR; C: Western
blot.

Légende : *: valeur significativement différente du témoin positif (CHIKV+DMSO) *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. El : Entandrophragma cylindricum ; E6 : Macaranga hurifolia.
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Figure 45: Inhibition concentration dépendante de I’expression des génes codant pour les
protéines nsP2 et de E1 durant la réplication virale par Elll et Eeade A, B : RT-qPCR ; C :
Western blot.

Légende : *: valeur significativement différente du témoin positif (CHIKV+DMSO) *p<0,05 ;
**p<0,01; par le test de Dunnet. Elll : Poga oleosa ; Eea: Fraction a I’acétate d’éthyle de Poga
oleosa.

Il ressort de ces figures que I’expression des génes et protéines nsP2 et El est
significativement inhibée en présence des différents extraits et fractions de plantes et que cette

inhibition est plus accentuée dans le groupe traité avec la fraction a l’acétate d’éthyle
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comparativement aux groupes traités par les extraits bruts. On observe aussi que 1’inhibition
se fait de maniere dose dépendante dans tous les groupes sauf celui traité avec 1’extrait brut
d’Entandrophragma  cylindricum. Afin de confirmer [D’effet inhibiteur de EI
(Entandrophragma cylindricum) et de la fraction Eea (Fraction a I’acétate d’éthyle de Poga
oleosa) sur les protéines virales El et nsP2, 1’étude par immunofluorescence a été réalisé et

les résultats matérialisés dans la figure 49 ci-dessous.
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DAPI 488-Alexa floor 594-Alexa floor Merge Replication

Mock

CHIKV MOI 0.2

CHIKV+Ea 10 pg/pL

CHIKV+Ea 20 pg/uL

CHIKV+EI 10 pg/ulL

CHIKV+EIl 20 pg/ulL

Figure 46 : Mécanisme antiviral de I’extrait brut et la fraction acétate d’éthyle sur 1’étape de
réplication du Virus Chikungunya

Les cellules ont été infectées avec la préparation virale de MOI : 0,2 pendant 1h30, puis lavées et
incubées avec le milieu frais contenant le DMSO (0,14%), Elll et Eea aux concentrations finales de 10
et 20 pug/mL. Apres 16 h, les cellules ont été soumises a I 'immunofluorescence pour la détection de la
protéine nsP2 et E1 (A). Les images enregistrées avec le microscope a fluorescence présentent la
superposition de la protéine E1 (en vert), nsP2 en rouge et du noyau (en bleu). Elll : Poga oleosa;
Eea : Fraction a [’acétate d’éthyle de EIII.
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Il ressort de cette figure que I’extrait brut et la fraction m inhibent significativement la
réplication virale et cette inhibition se fait de maniére concentration dépendante. Ces résultats
confirment que la fraction a I’acétate d’éthyle de Poga oleosa possede la plus grande activité

inhibitrice.
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111.1. Discussion

Depuis le début du 21°™ siécle, I'émergence de deux arbovirus (Chikungunya et
Dengue) transmis par les moustiques, a eu lieu a I'echelle mondiale. Des millions d'infections
ont non seulement modifié I'épidémiologie des virus jusqu'alors obscure, mais ont également
mis a I'épreuve les capacités de la santé publique mondiale (Huang et al., 2019). La
recrudescence des moustiques vecteurs de ces arboviroses est attribuée en partie a
I’augmentation des échanges internationaux et du tourisme, mais surtout au changement
climatique. D’aprés certaines études réalisées a 1’échelle globale, celui-ci aurait pour effet
d’accroitre les zones ou le climat est propice a la multiplication de ces insectes (Fall, 2018).
Malgré les progres scientifiques significatifs réalisés ces derniéres années dans le domaine des
arbovirus, il n’existe pas encore de médicaments spécifiques contre I’infection par ces deux
virus (AlShebly et al., 2017). L’objectif principal de ce travail a été d’étudier quelques

aspects épidémiologiques et pharmacologiques des virus Dengue et Chikungunya.

Des données précises sur la prévalence de l'infection aux virus Chikungunya et
Dengue en Afrique sont nécessaires pour formuler des politiques efficaces de contrble des
pathologies causées par ces derniers. Cette revue systématique avec méta-analyse de la
prévalence de l'infection par les virus de la dengue et du chikungunya chez les personnes
résidant en Afrique a mis en évidence une prévalence relativement élevée avec une grande
hétérogéneité en fonction de la présentation clinique, et les marqueurs viraux considerés.
L’analyse de 39 études portant sur 37 881 personnes ont abouti a une prévalence combinée de
I'infection au virus Chikungunya de 9,7 %, 16,4 % et 2,8 % pour les marqueurs IgM, les 1gG
et 'ARN du CHIKYV respectivement. Tandis que 1’analyse de 77 études incluses portant sur
80977 participants ont abouti & une prevalence de I’infection par le virus de la dengue de
24,8%, 10,8% et 8,4% pourlgG, IgM, et RNA respectivement. Les séroprévalences obtenues
dans ces études étaient proches de celles trouvées dans deux études systématiques réalisées
pour les zones urbaines du Moyen-Orient et de I'Afrique du Nord (0-43%) avec une médiane
de 1% dans les études de 1970 a 2015 (Humphrey et al., 2016, 2017). Cependant, cette revue
précédente ne différenciait pas le type de séroprévalences entre les IgG et les IgM. En outre,

I’ARN des virus Chikungunya et Dengue n'a pas été pris en compte.

Dans certains pays africains, des stratégies de lutte contre les vecteurs ont été mises en
ceuvre jusqu'a présent (Guo et al., 2017; Pialoux et al., 2007). En plus de la séroprévalence,

notre étude a rapporté et différencié la prévalence en se basant sur une méthode plus sensible
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et plus spécifique, la détection de I'ARN viral. La prévalence de I'ARN viral était nettement
inférieure a la séroprévalence. Les anticorps IgM et IgG sont tres sensibles, mais la spécificité
peut étre faible en raison de la réactivité croisée avec d'autres arbovirus appartenant a la
méme famillle (Scoglio et al., 2016; Sanchez-San et al., 2013). La prévalence élevée des IgG
peut également s'expliquer par le fait que cette classe d'anticorps apparait dans les sérums
environ 15 jours apres l'infection et reste présente pendant de nombreuses années, voire des
décennies, par rapport a la présence de I'ARN de ces deux virus qui représente la phase de

virémie pendant la phase aigué qui ne dure que sept jours apres l'infection (Giry et al., 2017).

La fievre due aux arbovirus apparait généralement entre 4 et 7 jours apres l'infection et
dure moins d'une semaine. Les IgG apparaissent environ 15 jours apres l'infection et
persistent généralement pendant des années. Les IgM apparaissent généralement environ 5
jours apres l'infection et persistent jusqu'a plusieurs mois. Logiquement, cela démontre qu'il
peut y avoir une longue période pendant laquelle on peut avoir des anticorps détectables aprés
l'arrét des signes et symptdmes cliniques, y compris la fiévre. Par conséquent, si une
surveillance active visant a détecter les cas d'infection par le CHIKV est basée sur des signes
et symptémes cliniques, y compris une maladie fébrile, certains cas d'infection sub-clinique
peuvent passer inapercus. Cette étude a mis en évidence une forte prévalence de l'infection
par les virus Dengue et Chikungunya en Afrique, en particulier pendant les périodes
d'épidémie. De plus, I'analyse est également limitée par la rareté des données sur le continent,
ce qui souligne la nécessité de mener des investigations sur le terrain afin de décrire
d’avantage la prévalence ainsi que les facteurs de risque liés a la circulation de ces

pathogénes.

L'un des vecteurs du virus Chikungunya et Dengue, Aedes albopictus, est originaire de
la région tropicale et subtropicale de I'Asie du Sud-Est. La présence de ce vecteur en Afrique
a été facilitée par le développement du transport international. Par exemple, le commerce des
pneus entre I'Asie, I'Europe et 1'Afrique a été le facteur le plus favorable au transfert des ceufs
de moustiques d'Asie ou d'Europe vers I'Afrique (John et al., 2016; Hanley et al., 2015;
Krueger & Hagen, 2007).

L'hétérogénéité de la prévalence de l'infection par les virus de la dengue et
chikungunya en Afrique peut étre due a la différence d'immunité des humains sur le continent
et a I'néterogénéité de la distribution des vecteurs (Hanley et al., 2015; Manore et al., 2014

Gould et al.,, 2008). En outre, dans certains pays africains, on trouve les deux vecteurs
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épidémiques Aedes aegypti et Aedes albopictus et seulement Aedes aegypti dans d'autres pays.
Les données issues de ces eétudes ont montré que les informations sur la prévalence réelle des
virus Dengue et Chikungunya sont parcellaires voire inexistantes dans la plupart des pays de
I’ Afrique subsaharienne. Par ailleurs, ces études montrent aussi une absence de données sur

les différents génotypes du virus Dengue au Cameroun.

Aprés avoir décrit la prévalence moyenne des virus Dengue et Chikungunya en
Afrigue, nous avons évalué la circulation active de ces virus au Cameroun. A cet effet les
données de la littérature ont fait 1état de la présence des anticorps spécifiques a ces deux virus
dans quelques Régions du Cameroun (Demanou et al., 2014; Fokam et al., 2010). Afin de
confirmer la circulation active des virus Chikungunya et Dengue chez les patients fébriles
dans quelques hépitaux de district du Cameroun, nous avons mené une enquéte transversale
dans ces hopitaux ou nous avons analysé les cas suspects de dengue et/ou de chikungunya par
RT-PCR temps réel. Cette étude est I'une des premiéres a décrire la présence des génomes des
virus Dengue, et Chikungunya et non des anticorps dirigés contre ces virus, avec la détection
du sérotype 1 du virus de la dengue (par RT-PCR en temps réel Trioplex) au Cameroun. Les
études précédentes sur une durée de deux ans (2012/2013) menées au Cameroun par
Demanou et ses collaborateurs n'ont pas réussi a détecter les cas positifs d’infection au virus
Dengue et/ou Chikungunya aigué, la principale limite de cette étude étant I'exclusion des cas
de paludisme positif (Demanou et al., 2014). 1l convient de noter que plusieurs autres études
ont été réalisées sur les arbovirus au Cameroun au cours des deux derniéres décennies. La
premiere s'est concentrée sur l'identification des vecteurs potentiels de ces virus (Fontenille &
Toto, 2001), et les autres études basées sur la recherche des anticorps 1gG et IgM (Demanou
et al., 2010; Kuniholm et al., 2006). Le seul cas de détection de virus de la dengue par RT-
PCR (du Cameroun) a €té trouvé chez des voyageurs rentrant dans leur pays aprés des

vacances au Cameroun.

Un total de 37 cas (7 %) de Dengue ont été détectés par des méthodes moléculaires,
avec 11 cas qui ont pu étre sérotypés appartenant tous au sérotype 1. Seulement trois cas
(0,6%) d’infections par le virus Chikungunya ont été détectes. Ces résultats permettent ainsi
de confirmer la circulation silencieuse du virus DENV-1 au Cameroun, telle que décrite par
Fokam et al. (2010) qui ont obtenu 2,50% d’anti corps anti-DENV-1 et 36,5% d’anticorps
anti-Chikungunya chez des patients fébriles par inhibition de I'hémagglutination et la fixation
du complément. Une autre étude menéee par Demanou et al. (2014) a rapporté une prévalence
d'lgM anti-DENV de 0,3 % en 2006 a Douala lors d'une enquéte impliquant plus de 700
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participants. De plus, la grande proportion de résultats négatifs pourrait étre attribuée a la
circulation de nombreuses autres maladies endémiques au Cameroun ayant des symptomes
similaires, notamment le paludisme (41,9 % dans notre étude), la leptospirose, la rickettsiose
et d'autres non testés. Malgré cette incidence apparemment faible de 1’infection par les virus
de la dengue et du chikungunya, les résultats de cette étude montrent I'importance de la mise
en place effective d'un programme soutenu de surveillance des arbovirus dans toutes les
régions du Cameroun. Les signes cliniques présentés par la plupart des participants étaient des
signes communs a celle d’autres infections endémiques semblables a celle des pathogénes
recherchés, et donc seule la fievre était associée a la présence du virus de la dengue. Aucun
cas de dengue hémorragique de la fievre (DHF) n’a été détecté pendant la durée de notre
étude. Cette observation corrobore celle de Demanou et al. (2014) qui ont démontré que
malgré la circulation endémique des sérotypes 1 et 2 du DENV 2 (7 a 11 % de la population
camerounaise), il n’existait pas d’évidences de complications de la maladie car aucun cas de

DHF n'avait été rapporté dans le pays.

La fréquence de détection du plasmodium était de 19,8% a Douala, 50,5% a Limbé et
61,1% a Mfou pour une fréquence moyenne de 41,9%. Cette fréquence est relativement faible
comparée a celle décrite par Achonduh et al. (2016) détectée a Yaoundé de Février a Avril
2014 qui était de 56,8% (179/315). Cette faible incidence pourrait s'expliquer par les efforts
de lutte soutenus tels que l'utilisation de moustiquaires imprégnées aux insecticides et/ou par
le fait que le paludisme est plus fréquent chez les enfants de moins de cing ans, alors que dans
notre étude, toutes les tranches d'age étaient représentées. La fréquence de coinfection entre
arbovirus et paludisme dans notre étude était de 34,4% et 33,3% respectivement pour la
dengue et le chikungunya. Ces résultats sont inférieurs aux fréquences de 67,6% (3/24)
observées en 2012/2013 chez les patients fébriles dans deux hépitaux de la capitale ville de
Yaoundé, Cameroun (Monamele & Demanou, 2018). Par ailleurs, Ayorinde et al. (2016),
travaillant sur la coinfection entre le plasmodium et certains arbovirus chez les patients
fébriles venus en consultation a Simawa, au Nigeria, ont obtenu une fréquence de coinfection
dengue-paludisme de 3% (1/60) et chikungunya-paludisme de 24% (9/60). Cette différence
pourrait s’expliquer par la différence entre les caractéristiques sociodémographiques de la
population. En effet la ville de Simawa est une communauté rurale alors que Douala et
Yaoundé sont des zones urbaines a forte densité de population, et donc les conditions sont

favorables au développement des vecteurs responsables de la transmission de ces arbovirus.
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Seule la présence d’eau stagnante autour des habitations des participants était associée (p>

0,05) a l'infection par le DENV.

Cette etude fournit les premieres informations sur la caractérisation du génome de la
Dengue au Cameroun. Les cas positifs obtenus sont tous du Sérotype 1 et 1’analyse
phylogénétique a montré que les souches de cette étude sont regroupées avec le sous-type (ou
génotype) V. Ces souches appartiennent au méme clade que les souches isolées pendant les
épidémies recentes en Afrique de I'Ouest. On a constaté que le sous-type V du DENV-1
circule bien en Asie et Amérique (Ong et al., 2008; Goncalvez et al., 2002) . La distance
génétique entre les souches camerounaises et les autres souches africaines du sous-type V
était inférieure (92,8+95,0%) par rapport aux souches d'Asie et d'Amérique du méme sous-
type (90,7+91,8%). La circulation du virus Dengue serotype 1 est courante en Afrique
Centrale, bien que cette étude soit la premiere décrivant la caractérisation moléculaire des
souches camerounaises. En effet, lors de 1’épidémie de dengue en Angola en 2013, ce
sérotype eétait soupconné d'étre la cause exclusive des cas de dengue classiques et non
compliqués (Parreira et al., 2014). Par ailleurs, d'autres sérotypes du DENV ont été détectés

de maniere rétrospective par Abreu et al. (2016).

La recherche des virus Dengue et Chikungunya n'est pas incluse dans le diagnostic de
routine des patients fébriles dans la plupart des pays en Afrique tropicale. Etant donné que ces
deux arbovirus et le paludisme ont certaines manifestations cliniques communes, notamment
la présence de fiévre, ces résultats démontrent la nécessité d'un diagnostic approprié des
patients fébriles pour limiter la transmission des arbovirus. Cette enquéte fournit des données
sur la circulation de la dengue et souligne la nécessité d'un systéeme de surveillance soutenue
de ces arbovirus dans la Région du Sud-Cameroun pour détecter les cas et prévenir
d'éventuelles épidémies. Etant donné que la vaccination générale de la population contre ces
arbovirus n'est pas encore d’actualité a cause de I’absence de vaccin spécifique, des mesures

préventives devraient étre encouragées (Muller et al., 2017).

La nouvelle vision de l'industrie pharmaceutique consiste a utiliser les plantes
médicinales pour la gestion des infections virales dans le but d'identifier les composés actifs
(Ganjhu et al., 2015). Il était question dans la seconde partie de notre travail de déterminer les
effets des extraits de plante de la pharmacopée camerounaise dans la prise en charge de
I'infection in vitro par le virus du Chikungunya en utilisant un systeme de cultures cellulaires.

Dix extraits de plantes médicinales utilisés par les populations pour le traitement de maladies

These de Doctorat/Ph.D en Biochimie, rédigée par SIMO NEMG Frédy Brice

117



Etude des virus Dengue et Chikungunya : Aspects épidémiologique et pharmacologique.

liées a la fievre ou a l'arthralgie ont été testés sur I'infection par le virus du chikungunya in
vitro. Les résultats de cette étude ont montré que les extraits hydro-éthanoliques
d'’Entandrophragma cylindricum, Poga oleosa, Khaya grandifoliola, Entanda africana et
Macaranga hurifolia ainsi que la fraction a 1’acétate d’éthyle de Poga oleosa se sont réveles

étre les plantes les plus actives contre l'infection par le virus du chikungunya.

Les extraits bruts de Khaya grandifoliola et d'Entanda africana ont été actifs
uniquement sur 1’¢étape d'entrée du virus, tandis que Macaranga hurifolia a ciblé uniquement
I'étape de réplication virale. Les extraits bruts d'Entandrophragma cylindricum et de Poga
oleosa et la fraction a 1’acétate d’éthyle de Poga oleosa ont inhibé a la fois I'entrée et la
réplication du virus Chikungunya. Nos résultats ont également montré que les extraits bruts
d'Annickia affinis, de Senna alata et d’Annona senegalensis se sont avérés étre les moins actifs

contre la multiplication du virus Chikungunya a la concentration testée.

L'effet anti-virus du Chikungunya des plantes médicinales a €été rapporté par
différentes études. L'étude de Nothias-Scaglia et al. (2015) a examiné l'effet de 45 extraits
éthanoliques de 11 Euphorbes méditerranéennes en utilisant le systeme de cultures cellulaires
sur le virus du chikungunya. lls ont constaté que tous les extraits présentaient de faibles
activités anti-chikungunya. Dans une étude plus récente de Raghavendhar et al. (2019), il a
été constaté qu'apres infection des cellules Vero par la souche S27 du virus Chikungunya, le
traitement a l'aide d'un extrait végétal entrainait une réduction de 50 a 95 % du titre viral. lls
ont également constaté que les extraits aqueux de cing plantes inhibaient I'attachement viral,
que quatre plantes inhibaient la réplication virale et que deux plantes inhibaient a la fois
I'attachement et la réplication, et enfin que cette inhibition se faisait de maniére concentration
dépendante. Les résultats obtenus dans notre étude sont proches de ces résultats, mais nous
avons utilisé différentes espéces de plantes.

En effet, Khaya grandifoliola et Entandrophragma cylindricum sont de la famille des
Meliaceae. Selon la littérature, les plantes de cette famille sont trés riches en limonoides. Les
méliacines et la proméliacine ont été décrites comme étant les metabolites secondaires les plus
représentatifs de cette famille. Entandrophragma cylindricum contient spécialement du
sesquiterpéne, du squaléne et du triterpéne, dont l'activité a été citée dans le traitement de la
malaria, des rhumatismes, des douleurs articulaires ou des blessures (Galani et al., 2016;
Happi et al., 2018; Luo et al., 2002; Bickii et al., 2000; Massiot et al., 1995). Galani et al.

(2016) ont démontré I'effet inhibiteur de I'extrait brut et une fraction de Khaya grandifoliola
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dans l'infection par le virus de I’hépatite C en utilisant les modeles réplicons et infectieux
HCVcc et les résultats ont montré qu'a la concentration testée de 100ug/mL, la fraction
inhibait la multiplication du VHC en ciblant I'étape d'entrée (Galani et al., 2016). Ensuite
Kouam et al. (2017) ont isolé 3 limonoides de Khaya grandifoliola (17-epi-methyl-6-
hydroxylangolensate, 7-deacetoxy-7-oxogedunin et deacetoxy-7R-hydroxygedunin,) qui
inhibent les signaux cellulaires, notamment la kinase C-Jun-N-terminale induite par le
paracétamol, P-JNK et Bcl2. L'étude de Mediesse et al. (2018) a montré que l'extrait brut de
Khaya grandifoliola a régulé la surproduction de ROS induites par le LPS a 12,5 pug/mL. Des
études sur les extraits de plante ont montré que qu’Entada africana contient des triterpénes,
des flavonoides et des saponines comme principaux composes ayant démontré des activités
antioxydantes, et antivirales (Yusuf & Abdullahi, 2019). La racine est utilisée en décoction
comme agent stimulant, alors que décoction d'écorce de tige est utilisée pour traiter
différentes maladies liées a la fievre, I'nerpes et le virus de I'hépatite (Mbatchou et al., 2011).
L'étude de Galani et al. (2014) a montré que la fraction Eal0 d'Entanda Africana inhibe la
réplication du génotype 1b du VHC en bloquant I'néme oxygénase et la 2'-5'-oligo adénylate

synthase 3.

Macaranga hurifolia est utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement des
maladies liées a la fievre, notamment le paludisme et la typhoide (Segun et al., 2019). Les
analyses phytochimiques ont permis d'identifier 34 composés a partir de ses feuilles et 12
dans I'écorce de la tige. Cette plante est riche en dérivés de l'acide gallique ou flavonoides
comme métabolites secondaires. L'effet anti-entérovirus et anti-échovirus du stilbénoide isolé

de Macaranga sp. a été décrit par Segun et al. (2019).

L’entrée du CHIKYV sans la cellule débute par la fixation de la protéine E2 a la surface
cellulaire par l'intermédiaire d'un récepteur inconnu et peut-étre de glycosaminoglycanes
comme facteurs d'attachement. Le CHIKV pénetre dans la cellule par endocytose médiée par
la clathrine. L'acidification des endosomes entraine I'insertion du peptide de fusion de E1 dans
la membrane endosomale. La fusion de I'enveloppe virale et de la membrane endosomale
libére la nucléocapside dans le cytosol. Par la suite, le désassemblage de la nucléocapside
libére I'ARN génomique positif et la traduction de la protéine non structurale (nsP) se produit.
Quatre nsP, ainsi que I'ARN génomique et probablement des protéines de I'h6te, s'assemblent
au niveau de la membrane plasmique (PM) et la modifie pour former des complexes de
réplication virale (sphérules) contenant le dsRNA viral. Les nsP1-4 fonctionnent comme une

réplicase et se localisent au niveau du col de la sphérule pour générer des VRNA génomiques,
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antigénomiques et sous-génomiques (Deeba et al., 2015). L'internalisation des sphérules
permet la formation de grandes vacuoles cytopathiques (CPV-1) qui abritent de multiples
sphérules. La traduction de I'ARN subgénomique produit la polyprotéine structurelle, et
l'autoprotéolyse de la capside libére la capside dans le cytoplasme et la translocation des
polyprotéines E3-E2-6K-E1/E2-E2-TK dans le RE. Les protéines E2/E1 sont modifiées post-
traductionnellement, transitent par le systeme sécrétoire, et sont déposées au niveau de la PM.
L'interaction entre la capside et I'ARN génomique conduit a la formation de nucléocapsides
icosaédriques. Les nucléocapsides s'assemblent avec E2/E1 au niveau de la PM, ce qui
entraine le bourgeonnement des virions matures de la progéniture. Plus tard dans I'infection,
les CPV-II se forment, contenant des treillis hexagonaux de E2/E1 et sont constellés de
nucléocapsides. Les CPV-II servent probablement de véhicules de transport et de sites
d'assemblage pour les protéines structurelles, permettant la formation de virions matures et la
sortie (Sylva & Dermordy, 2017).

Nos résultats ont également révélé que les extraits bruts actifs ainsi que la fraction
active inhibaient la multiplication du virus Chikungunya en bloquant I'expression des
protéines nsP2 et E1 de maniére concentration-dépendante. Ces résultats sont proches de ceux
de Mishra et al. (2016) qui ont établi que le 1-[(2-méthylbenzimidazol-1-yl) Methyl]-2-Oxo-
Indolin-3-ylidéne]Amino] Thiourée (MBZM-N-IBT) inhibait significativement la souche S27
du virus Chikungunya en culture Vero en inhibant la synthése de nsP2 de maniere dose-
dépendante (Mishra et al., 2016). Ces deux protéines jouent un role clé dans le cycle de vie du
virus Chikungunya. En effet, la glycoprotéine E1 de I'enveloppe du virus Chikungunya se
combine a E2 pour former un hétérodimere capable de fixer une nouvelle molécule E1 pour
former un trimére, qui facilite la fusion membranaire avec la cellule fixée et favorise la
libération de la nucléocapside virale dans le cytoplasme. La protéine nsP2 a un role
multifonctionnel et multienzymatique. Son domaine N-terminal a une activité hélicase qui
fonctionne comme ARN triphosphatase et ses domaines C-terminaux a une activié papaine
comme cystéine protéase qui est importante pour le traitement de la polyprotéine non
structurelle du virus (Abu Bakar & Ng, 2018; Bhakat & Soliman, 2015). Les études ont
montré que ces deux proteéines sont des cibles thérapeutiques privilégiees pour le

développement des médicaments contre le virus Chikungunya (Subudhi et al., 2018).

Cette etude est la premiere qui a étudie l'activité anti-Chikungunya des extraits de
plante du Cameroun. Nos données démontrent que la fraction active de Poga oleosa pourrait

contenir des composés capables d’inhiber la réplication du virus Chikungunya. Cette plante
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peut étre considérée comme bon candidat pour des études précliniques. De notre étude
pharmacologique, une plante se démarque par son activité sur 1’étape de fixation et de
réplication du virus Chikungunya. Il s’agit de Poga oleosa et sa fraction a 1’acétate d’éthyle.
Cette plante appartient a la famille des Anisophylleaceae. L’étude de Fungo et al., (2019) a
montré que la pulpe de fruit est riche en flavonoides, polyphénols, proanthocyanines,
vitamine C. Dans cette méme étude, les auteurs ont montré que cette plante est riche en zinc,
fer et sélenium (Fungo et al., 2019). Cette plante produit des fruits comestibles qui sont
utilisés par les populations du Sud Caemroun et du Gabon comme condiments. L’huile
extraite des graines de fuits de cette plante est appréciée pour ces propriétés culinaires. En
médicine traditionelle, cette huile est utilisée comme laxatif dans le traitement de la gonorhée,
et comme huile de massage ; elle est aussi utilisée pour le traitement certaines infections
cutanées ainsi que de I’inflammation (Ogole et al., 2007). Les travaux de Ogbole et al.,
(2013) ont montré que I’extrait Poga oleosa ne présentait pas de toxicité sur les cellules
rhabdomyosarcome mais présentait une tres faible activité anti-poliovirus & la concentration
de 10 pg/mL (Ogbole et al., 2013). Dans cette étude, nous avons décrit pour la premiére fois
les propriétes anti-CHIKV des extraits hydroéthanoliques et de la fraction acétate d’éthyle

d’ecorce de Poga oleosa.
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Conclusion

Au terme de ce travail dont 1’objectif était de déterminer la prévalence des virus Dengue et
Chikungunya en Afrique et au Cameroun, et ensuite de déterminer les effets antichikungunya
de quelques extraits de plantes de la pharmacopée traditionnelle, nous pouvons conclure que
que :

v En ce qui concernait I’aspect épidéiologique, la prévalence de ces deux virus
chez les patients fébriles venus en consultation dans les hdpitaux des cing districts de santé du
Cameroun était de 7 % (37 cas) pour le virus Dengue ; 0,6 % (3 cas) pour le virus
Chikungunya. Les cas de Dengue détectés appartiennent au sérotype 1 et au sous type V qui

forme un cluster avec les souches circulant au Nigéria.

v En ce qui concernait 1’aspect pharmacologique, nous pouvons conclure que les
extraits de plantes utilisées en médecine traditionnelle pour le traitement des pathologies

associees a la fievre présentent des activités anti-CHIKV.

v Les extraits bruts d’Entandrophragma cylindricum, Poga oleosa, et la fraction
a I’acétate d’éthyle de Poga oleosa inhibent la multiplication virale en interférant les étapes
d’entrée, de la réplication et de la libération des particules virales. L’activité inhibitrice se
déroule de facon dose dépendante et les extraits et fraction activent agissent sur les genes

viraux nsP2 et E1.
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Perspectives

Dans un futur proche, nous nous proposons de :

v Déterminer la prévalence du virus DEN et CHIK dans les autres régions du

Cameroun,
v Rechercher la présence d’autres arbovirus dans les échantillons négatifs,

v" Isoler les composés actifs de Eea, El et E6 et déterminer leur propriétés anti-
CHIKYV et anti DENV,

v" Evaluer lactivité anti-CHIKV, anti-DENV sur les souches isolées au Cameroun.
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Annexes

Annexe 1. Notice d’information

TITRE DE L’ETUDE : Détection Clinique et Moléculaire des infections liées aux virus du

Chikungunya, de la Dengue and et du Zika dans quelques régions du Cameroun.
RESPONSABLE :

SIMO NEMG Frédy Brice

INTRODUCTION :

Nous vous invitons a participer a une étude portant sur les °° Détection Clinique et
Moléculaire des infections liées aux virus du Chikungunya, de la Dengue and et du Zika
dans quelques régions du Cameroun’’ au cours de laquelle un questionnaire vous sera

administré.

Cependant, avant d’accepter de participer a cette étude, veuillez prendre le temps de lire, de

comprendre et de considérer attentivement les renseignements qui suivent.

Ce formulaire d’information et de consentement vous explique le but de ce projet de
recherche, les procédures, les avantages, les risques et les inconvénients, de méme que les

personnes avec qui communiquer au besoin.
NATURE ET OBJECTIFS DE L’ETUDE :

Cette étude essentiellement transversale et a pour objectif de déterminer la prévalence des
virus : de la Dengue, Chikungunya, et du zika dans la région du centre du Cameroun. Pour ce
faire, nous avons besoin de collecter des informations en ce qui concerne vos antécédents

médicaux et votre état actuel.
DEROULEMENT DE L’ETUDE :

Si vous acceptez de participer a cette étude, nous vous demanderons des informations a
propos de vos données sociodémographiques, votre carriére et vos antécédents médicaux.
Ceci prendra environ 10 minutes pour vous poser des questions. Vous pourrez sauter
n’importe quelle question que vous ne souhaitez pas répondre. Vous pourrez aussi arréter de

répondre aux questions a n’importe quel moment.

RISQUES POTENTIELS :
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Il n’y a aucun risque connu li¢ a la participation a cette étude, sauf qu’il pourrait étre stressant
de répondre a nos questions pour environ 20 minutes.
AVANTAGES POSSIBLES :

L’un des avantages li€s a votre participation a cette étude est de connaitre s’il existe les virus

suscités en circulation dans la région du centre et comment les éviter ou traiter.
CLAUSE DE RESPONSABILITE :

En acceptant de participer a cette étude, vous ne renoncez a aucun de vos droits ni ne libérez
les enquéteurs, le commanditaire ou les institutions impliquées de leurs obligations légales et

professionnelles.
INDEMNITE COMPENSATOIRE :

Aucune compensation financiére ou de toute nature n’est prévus en contre partie pour votre

participation a I’étude.
CONFIDENTIALITE, CONSERVATION ET UTILISATION DES RESULTATS :

Nous vous assurons que nous respecterons la confidentialité dans les limites permises par la
loi. Pour cette raison, il est crucial que les informations que vous allez nous communiquer
soient des plus correctes et véridiques que possibles. En outre, les fiches d’enquéte seront
anonymes et les données recueillies seront traitées et conservées dans une base de données
dont seuls I’investigateur principal et le data manager auront acces. S’il y a les publications

dans des journaux scientifiques votre nom ne sera en aucun cas mentionne.
PERSONNES A CONTACTER :

Si vous avez une question par rapport a cette étude, ou si vous subissez un préjudice lié a cette
étude, vous pourrez contacter 1’investigateur principal de cette étude, SIMO NEMG Frédy
Brice, téléphone : 699179605
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Annexe 2. Fiche de consentement éclairé

A compléter par les participants

Je soussigné, Mme/MI./MIIC...... .ot e eea e aea s
(Noms et prénoms)

Avoir été invité a participer au travail de recherche intitulé : "Etude des arbovirus: cas
particuliers des virus Dengue, Chikungunya et Zika chez les patients fébriles " dont
I’investigateur principal s’appelle SIMO NEMG Frédy Brice. Tel: 00237699179605 E-mail :

nemgsi@yahoo.fr

» J’ai bien compris la notice d’information qui m’a été remise concernant cette étude
Ou bien on m’a lu et expliqué la notice d’information relative a cette étude
J’ai bien compris le but et les objectifs de cette étude

J’ai regu toutes les réponses aux questions que j’ai posées

Y V VYV V

Les risques et bénéfices m’ont été présentés et expliqués

» J’ai bien compris que je suis libre d’accepter ou de refuser d’y participer
Mon consentement ne décharge pas les investigateurs de la recherche de leurs responsabilités,
je conserve tous mes droits garantis par la loi
J’accepte librement de participer a cette étude dans les conditions précisées dans la notice
d’information, ¢’est-a-dire :

» De répondre aux questions d’enquéte

» De communiquer les informations médicales

» De donner 5ml de mon sang

> Etc.
Je donne mon accord pour que le reste des échantillons prélevés pour cette étude soient

utilisés dans les études ultérieures.

Investigatrice principale (noms) participant ou son représentant Iégal (noms et adresse)
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Annexe 3. Formulaire d’assentiment des parents.

A compléter par les parents ou tuteurs des enfants mineurs

Je soussigné, Mme/MI./MIIC. ..ot e e eea e
(Noms et préenoms) parents ou tuteurs du
1070000100 11 () T RPN (Noms et prénoms)

Ayant été invité(e) a participer au travail de recherche intitulé : ™ Etude des arbovirus : cas
particuliers des virus Dengue, Chikungunya et Zika chez les patients febriles ™ dont
I’investigateur principal s’appelle SIMO NEMG Frédy Brice. Tel: 00237699179605 E-mail :
nemgsi@yahoo.fr

» J’ai bien compris la notice d’information qui m’a été remise concernant cette étude
Ou bien on m’a lu et expliqué la notice d’information relative a cette étude
J’ai bien compris le but et les objectifs de cette étude

J’ai regu toutes les réponses aux questions que j’ai posées

YV V V V

Les risques et bénéfices m’ont été présentés et expliqués

» J’ai bien compris que je suis libre d’accepter ou de refuser que mon enfant y participe
Mon assentiment ne décharge pas les investigateurs de la recherche de leurs responsabilités, je
conserve tous les droits garantis par la loi que j’ai sur mon enfant
J’accepte librement que mon enfant participe a cette étude dans les conditions précisées dans
la notice d’information, ¢’est-a-dire :

» De répondre aux questions d’enquéte

» De communiquer les informations médicales

» D’accepter que Sml de son sang soit prélevé

> Etc.
Je donne mon accord pour que le reste des échantillons prélevés pour cette étude soient

utilisés dans les études ultérieures.

Investigatrice principale (noms) Parents ou tuteurs (noms et adresse)
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Annexe 4. Questionnaire

QUESTIONNAIRE

Structure sanitaire :
I. Identification du participant

Code questionnaire N°

1-Niveau scolaire : Non scolarisé|:| Primaire |:| Secondaire |:| Universitaire |:|
2-Sexe : féminin |:| masculin |:|

3-Quelle est votre tranche d’age (ans) : 0210 [ | 11421 [ ] 22432 [ } 3a43 []

44354 ] 55a65[ | 65etplus [ ]

3--Situation matrimoniale : fiancé(e) marié(e) divorcé(e) Célibataire
Veuf (ve)
4-Profession : Commercant(e) fonctionnaires |:| Particuliers | lautres

I1. Aspect environnemental et connaissance du sujet

6-Avez-vous déja entendu parler de ces arbovirus : Dengue Chikungunya Zika
7-Dormez-vous sur une moustiquaire impréanée ? Oui [ non

8-Utilisez-vous des insecticides ? Oui non

9-Autour de votre maison y’a-t-il :  des réservoirs d’eau stagnante [ _|

Pneus abandonnés [ ] des soucoupes de fleur [ ]

10-Apres chaque pluie, videz —vous les réservoirs d’eau qui peuvent se trouver autour de
— —

1 1
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votre maison Oui non

11-Quel est votre tenue vestimentaire habituelle : Exposée [_]  recouvrant tout le corps [ |

Autres

12-Avez-vous voyagé ces deux dernieres semaines oul ] non ]

Si oui précisé

11, symptdmes majeurs

13-Température :

14-Depuis combien de temps avez-vous la fiévre : 1 a5 jours [ ]

6 alsjours [ ] 15 joursetplus [ ]

15-Avez-vous des : douleurs articulaires| | vomissements [_|

Douleurs musculaires ] Céphalées [ ]

16-Avez-vous des éruptions cutanées ?  Oui [ ] non []

IV. Fiche réservée au laboratoire

Date de collecte de I’échantillon :
: Code :

Identification des virus et résultats GE/TDR

17- RNA du virus Dengue : présent [ |  absent [ ]
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Si présent quel(s) sérotype(s) 1 |:| 2 [1 3 [14 []

18- RNA du virus Zika : présent |:| absent |:|

19-Chikungunya présent [ | absent [ ]

20-Résultats GE/TDR : positif [ ] négatif  [_]
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Annexe 5. Autorisation administrative

COMITE NATIONAL D'ETHIQUE DE LA RECHERCHE POUR LA
SANTE HUMAINE

Andie NY D9ITUAMINSANTESESPSG/DROS de 15 awril 2002 poant création orpanisstion ot
fonctivnnement 3¢y comités ¢ Sthique de ba recherche pour la sandé humame ag soin Jos strugt

Mnetere ca charge de 1a sante pul-l'g‘
201703 Soled .
N 20170 ,%"1 L/CNERSH/SP

Cisthique_minssnte@yahon fr

wres relevant du

Yaoundd, e 17 mars 2017

Le Comité National d'F thique de la Recherche pour I Santé Humaine (CNERSH), en
83 session extrordinaire du 17 mars 2017, a examiné le projet de recherche intitulé: «Etude
des arbovirus: cas particuliers des virus Dengue, Chikunguoys et Zika chez les paticats
(ébriles regus en consultation & Uhbpital de district de New-Bells soumis par Madame

SADO YOUSSEU Francine Berlange, lovestigateur Principal, étudiante 4 la Facultié des
Sciences, Université de Dschang

Le Comaté a formulé les observations ot suggestions suivanies

A o virgule prés, ¢'est e méme protocole de recherche que celui de 1'éudiant
MATUNDU Emmanuel NDAM ot de étudiantie MBOCHE NGUIFFO
Lydic Gaglle, wus éant encadeé par le Doctear DEMANOU Maurice

Est-ce que ¢'est ke projet du professeur?
L™ énudiant doit apprendre 4 écrine un protocole de recherche

Les 03 éudiants sont convoques & ls prochaine résnion d'évaluation des
protocoles de recherche

Le Comité a émis un avis faverable sous rése

rve de 'intégration des suggestions (aites
par les membres du comité avant la dé

livrance de la clairance ¢thique
Ampliations

MINSANTE

. . h
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PAIX - TRAVAIL - PATRIE Peoce ~ Work - Fatherlond
MINISTERE DE LA SANTE PUBLIQUE MINISTRY OF PUBLIC HEALTH
SECRETARIAT GENERAL SECRETARIAT GENERAL
DIRECTION DE LA LUTTE CONTRE LAMALADIE DEPARTMENT OF DISEASE, EPIDEMICS
LES EPIDEMIES ET LES PANDEMIES AND PANDEMICS CONTROL

Ne_—°  JCIMINSANTE/SG/D

~ e

v /SmP/CSLEP/CBl.
Yaoundé le, 20 JUN 2017

LE MINISTRE DE LA SANTE PUBLIQUE

A
MONSIEUR LE DIRECTEUR GENERAL
DU CPC

Objet: Investigation des cas suspects de
Dengue dans le DS Kribi, Région du
Sud

Monsieur le Directeur Général,
Suite a la confirmation de cas de Dengue dans le District de Santé d’Efoulan et qui ont
séjourné & Kribi pendant leur période d’incubation, une mission d’investigation approfondie a

été planifiée pour la période du 18 au 23 juin 2017 dans le District de Santé de Kribi.

Aussi, vous saurai-je gré des dispositions diligentes qu’il vous plaira de prendre afin d’assurer
la participation a la dite mission de votre collaborateur Dr DEMANOU Maurice.

Veuillez agréer Monsieur le Directeur Général, I'assurance de ma considération
distinguée./-

La prise en charge de cette activité sera assurée par le CAFETP.

Ampliations :
-  CAB/MINSANTE/SESP
- SG MINSANTE
- CPC Yaoundé
- DLMEP
- Concernés
- Archives /Chronos

& I‘ '

we /
S8/ André MAMA FOUYDA
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COMITE NATIONAL D’ETHIQUE DE LA RECHERCHE POUR LA
SANTE HUMAINE

Arréte N° D9TTAMINSANTLSESP/SGDROS du IX avril 2012 portant création, organisstion o

lenctionnement des commnes d éthigue de la recherche pour la sunté humaine ag sein des structures relevant do
Ministere en chigrge de ba samid publique

N®2017/03 9%2’1! CNI l{ﬂll'\l"’ Yoaoundé, le 17 murs 2017
ot

Cocthique_minssnted@ yahoo. fr

LETTRE D'INFORMATION

Le Comité National d'Ethique de la Recherche pour la Sunté Humaine (CNERSH), en
s8 session extraordinaice du 17 mars 2017, a examiné l¢ projet de recherche intitulé; «Ktude
des arbovirus: cas particuliers des virus Dengue, Chikungunya et Zika chez les patients
re¢us en consultation & hopital de district de Famla & Bafoussam» soumis par Madame
MBOCHE NGUIFFO Lydic Guille, Investigateur Principal. étudiante 4 la Faculté des
Sciences, Université de Dschang

Le Comité a formulé les observations ¢ suggestions suivantes
Clest le méme prowcole de recherche que colui de 'étudiamt MATUNDIL
Emmanuel "NDAM ¢t de Méudiante SADO YOUSSEU Fraocine Berlange
s etant encadré par Je Docteur DEMANOU Maurice
- Est-ce que ¢'est Je projet du professeur?

L etudinmt doit apprendre & €crire un protocole de recherche

Les 03 étudiants sont convoqués a la prochaine réunion J'évalustion des
protocales de recherche

Le Comite a émis un avis favorable sous réserve de Uintégrution des
suggestions faites par les membres du comite avant la délivesnce de la clairance éthique

MINSANTI
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Moasseur le Chef de District de Santé

Objet
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REPUBLIQUE py CAME
! 2 Ly t. \
N‘ 4 'n‘”L h‘m m)‘ N RF ¥ ~ -~ .
. PURLIC OF CAMEROON
UNIVERSITE DE oy ALA Peace - Work- Fatherland

UNIVERSITY OF DOUALA

,esearch is present.

From the above mentioned observation

so
project for a period of one year.

the IEC-UDo approves this version of the

t amend it without approvai of the IEC
UDo. Researchers are expected to collaborate with the IEC-UDo for a follow-up of the ethscal
. |4 "

aspects of the approved project. A copy of the final i
report of this research project shou
submitted to IEC-UD for archival purposes. search project should be

The present ethical clearance is delivered to serve the

purpose for which it is presented
mendations

it can be cancelled in case of non-respect of the above recom

- MINPH

N&: Only one copy of an ethical clearance is delivered.

\“

G R —

N* 0977/Minsante/SESP/SG/OROS of Apeldl 16 2002

Campus de Logbessou, 3& #lage du bloc pddagogique de o Ml

Tél, ; (237) 680.35.98.35 / 695.39.35.50 / B.P. : 2701 Douala - Cameroun / @il | colbunts Smasis. com
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Annexe 6. Préparation des tampons et réactifs

Tampon AW1 (98ml)

» 130ml d’éthanol absolu gsp 228ml
Tampon AW2 (66mla

» 160ml d’éthanol absolu gsp 226ml

NB: -Les tampons AW1 et AW?2 reconstitués sont stables un an en flacon fermé a température

ambiante.

Inscrire la date du jour de la reconstitution, les initiaux de nom de 1’opérateur et cocher

« ethanol added ».
Carrier RNA (310pg lyophilisé)
» 310uL d’eau distillée DNase/RNase qsp 1ug/pl.

» Dissoudre completement et conserver a -20°C apres utilisation. Le carrier ne doit

pas étre décongelé plus de 3 fois.
Tampon de lyse (tampon AVL + ARN carrier)

» S’assurer de I’absence de précipité dans le tampon AVL et si nécessaire incuber

le tampon a +80°C jusqu’a dissolution compléte du précipité.

» Ajouter Iml de tampon AVL dans le tube d’ARN carrier, laisser a température

ambiante pendant 1min pour solubiliser.
» Vortexer ensuite centrifugé a 6000g pendant 30sec.
» Suspendre le mélange dans le reste de solution tampon AVL.
» Inscrire sur la boite la date de reconstitution.

Préparation des amorces et des sondes

» Avant leur reconstitution, conserver les kits a une température comprise entre 2° et

&°C a I’obscurité

» Précautions : ces réactifs doivent étre manipulés dans une zone propre et conservés a

des températures appropriées a I’obscurité. Les cycles de gel-degel doivent étre évités.

Maintenir au froid les composantes dégelées.

» Reconstituer avec soins les réactifs lyophilises dans 250ul de tampon Tris 10mM (pH
7.4 a 8.2), ou dans 250ul d’eau de qualit¢é PCR (exempt de nucléase). Laisser la

reconstitution procéder pendant 15min a la température ambiante a 1’obscurité.

» Meélanger au vortex chaque tube pour obtenir une solution uniforme, puis préparer 5

aliquotes de 50ul du mélange d’amorces/sondes dans des tubes pré-étiquetes.

» Conserver les aliquotes d’amorces/sondes reconstitués a une température <-20°C. Ne

pas conserver dans des congélateurs sans givre.
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» Les aliquotes d’amorces/sondes reconstitués peuvent étre conservées jusqu’a 24 mois.

» Pendant une période d’utilisation fréquente, les aliquotes de sondes/amorces dégelées
peuvent étre conservées a I’obscurité jusqu’a 4mois a température comprise entre 2° et
8°C

Ne pas recongeler les aliquotes reconstitués.
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Mix pour RT-PCR en temps reél

Meélange réactionnel

Echantillons RNase P
ARN (pL) 10 10
Mélange 2X (uL) 12,5 12,5
Mélange de chaque couple d’amorce (DEN V, ZIK V, CHIK V 0,5 /
sens 5’-3” et antisens 3’-5) (20 mM)
Me¢élange de chaque couple d’amorce (RP sens 5’-3” et antisens / 0,5
3°-5%) (20 mM)
Eau dépourvue de RNase (uL) 0,5 0,5
Enzyme superscript III TR/platinum Taq Enzyme Mix (uL) 0,5 /
superscript™ III Reverse Transcriptase (uL) / 0,5

Transcription inverse : 50° C, 30 min

Dénaturation de reverse transcriptase et activation de la Tag Polymérase : 95° C, 2 min

Amplification (45 cycles): dénaturation a 95° C, 15 s + hybridation et élongation, 60° C, 1 min

Mix pour RT-PCR de sérotypage dengue

Mélange réactionnel

A Volumes
Réactifs

(uL)
ARN extrait 5
Amorce mD1 (20 mM) 1
Amorce D2 (20 mM) 1
Eau dépourvue de DNase/RNase 34,5
dNTP (10 mM) 1
Tampon Taq 10X
Mg?* (50 mM) 1,5
Taq Polymérase 1X 1
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Mélange réactionel

Réactifs

Volumes
(uL)

Amplicon

Amorce mD1 en combinaison avec rTSA/ mTS2/TS3

/rTS4 (20 mM) 1
Eau déepourvue de DNase et RNase 34,5
dNTP (10 mM) 1
Tampon Taq 10X 5
Mg?* (50 mM) 1,5
Taq Polymérase 1X 1
Mix pour PCR de genotypage dengue
Meélange réactionel
Réactifs Volumes (uL)
ARN 10
Eau dépourvue de RNase et DNase 13,5
Tampon 2X 25
Amorce d1s22 et d1al7 (20 mM) 0,5
Supercript Il reverse transcriptase 1
Mélange réactionel
Réactifs Volumes (uL)
Amplicon 5
Eau dépourvue de RNase et DNase 40
Amorce dlal7 et d1s6 (20 mM) 0,5
MgCl2 (50 mM) 1,5
dNTP (10 mM) 1
Tampon de PCR 10 X 5
Taq DNA Polymerase 1X 1
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Annexe 7 : Agence de financement

Je remercie :
International Multilateral and Regional Cooperation
(Department of Science & Technology)
@ &L ¥ O © of #HORN @ . L

Homa Organisational  IMRC Team Reglonal UN & International  Multilateral  Fellowships Photo What's Contact Us  Login In/Register
Structure Partnerships » Organizations « Forums « and Prizes Gallery New =

Home / Fellowships and Prizes / RTF-DCS

— La Research Training Fellowship for Developping Country Scientist (RTF-DCS),

pour la bourse d’étude de 6 mois (N° S/CMR 15-06) qu’elle m’a octroyée.

Screen Reader Access Select L ags | ]
s

WHAT'S NEW ABOUT US RESEARCH PEOPLE ACADEMICS CAREER @ ILS MISCELLANEOUS OUTREACH REACH US

— Le Laboratoire de recherche sur le Chikungunya de I’Institut de Sciences de la vie

qui a bien voulu supporter les codts liés aux manipulations lors de mon séjour en Inde.

e
e

N

cmmmn 774 MINISTERE DE LASANTE
L Excallence en Brlogie occospble 3 fous K ) PUBLIQUE DU CAMEROUN

— Le Projet interne Arbovirus financé par la Direction scientifique du CPC qui a bien

voulu supporter les codts des manipulations dans cette institution.
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Annexe 8 : Listes des publications

e Nemg Simo, F.B., Sado Yousseu, F.B., Evouna Mbarga, A., Bigna, J.J., Melong, A.,
Ntoude, A., Kamgang, B., Bouyne, R., Moundipa Fewou, P., Demanou, M., 2018.
Investigation of an Outbreak of Dengue Virus Serotype 1 in a Rural Area of Kribi, South
Cameroon: A Cross-Sectional Study. Intervirology 61, 265-271.
https://doi.org/10.1159/000499465
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