
HAL Id: tel-00747842
https://theses.hal.science/tel-00747842

Submitted on 2 Nov 2012

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Construction d’un clone infectieux d’une souche
méditerranéenne du Virus West Nile, validation de ses
propriétés biologiques et développement de nouveaux

modèles d’évaluation de la virulence
Céline Bahuon

To cite this version:
Céline Bahuon. Construction d’un clone infectieux d’une souche méditerranéenne du Virus West Nile,
validation de ses propriétés biologiques et développement de nouveaux modèles d’évaluation de la
virulence. Sciences agricoles. Université Paris Sud - Paris XI, 2012. Français. �NNT : 2012PA114828�.
�tel-00747842�

https://theses.hal.science/tel-00747842
https://hal.archives-ouvertes.fr


1 

 

          

 

 

 

UNIVERSITE PARIS-SUD 

 

ÉCOLE DOCTORALE : ED 425 

Innovation Thérapeutique : Du Fondamental A l’Appliqué 

Laboratoire de l’UMR virologie (Anses, ENVA, INRA) 

 

DISCIPLINE  

Microbiologie et Thérapeutique Anti-Infectieuse 

 

THÈSE DE DOCTORAT SUR TRAVAUX  

soutenue le 14/09/2012 

par 

Céline Bahuon 

Construction d’un clone infectieux d’une souche méditerranéenne du Virus West Nile, validation 
de ses propriétés biologiques et développement de nouveaux modèles d’évaluation de la virulence 
 

Directeur de thèse :             Dr Stéphan ZIENTARA  Directeur d’UMR (Anses) 

Co-directeur de thèse :  Dr Sylvie LECOLLINET  Chef d’équipe (Anses) 

 

Composition du jury : 

Président du jury :   Dr Audrey ESCLATINE  Maître de conférence (Paris 11) 

Rapporteurs :     Dr Daniel GONZALEZ-DUNIA Directeur de Recherche (INSERM) 

    Pr Pierre-Emmanuel CECCALDI Directeur de Recherche (Institut Pasteur) 

Examinateurs :              Dr Nadia HADDAD  Maître de conférence (ENVA) 

    Dr Thierry LEFRANCOIS  Directeur de Recherche (CIRAD) 



2 

 

 

 

 

Ce travail a été réalisé au sein de l’UMR 1161 de Virologie, ANSES-

INRA-ENVA 

 

Dans l’équipe Neurovirologie des Zoonoses 

 

Sous la direction de Stéphan Zientara 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

 

 

REMERCIEMENTS 

 

Je souhaiterais exprimer ma reconnaissance aux membres du jury, M. Daniel GONZALEZ-

DUNIA, M Pierre-Emmanuel CECCALDI pour avoir accepté de corriger le mauscrit en tant 

que rapporteur et, Mme Audrey ESCLATINE, Mme Nadia HADDAD, M Thierry 

LEFRANCOIS, Mme Sylvie LECOLLINET et M Stéphan ZIENTARA qui ont accepté de 

juger ce travail. 

Aux professeurs Anne COLLIGNON et Marc PALLARDY pour leur accompagnement au 

sein de l’Ecole Doctorale 425, pendant ces 4 années. 

Je remercie chaleureusement Stéphan Zientara, responsable de l’UMR 1161 et Sylvie 

Lecollinet, co-responsable de l’équipe Neurovirologie des zoonoses, de m’avoir encadrée et 

soutenue lors des diverses péripéties de la construction du clone infectieux ainsi que de la 

soumission de l’article.  

Merci à tous ceux qui m’ont aidée dans la réalisation de ce travail : 

Sylvie pour ta patience à toute épreuve, et il en faut avec mon fichu caractère ! 

Steeve pour son soutien technique et sa patience 

Josiane pour son aide pour les ELISA 

Cécile pour sa bonne humeur 

Et enfin à l’ensemble de l’équipe pour m’avoir déchargée du mieux possible des contraintes 

du laboratoire de référence pendant cette période. Je vous promets de vous soulager à mon 

tour maintenant que la thèse est terminée ! 

Je remercie l’équipe de l’Institut Pasteur, Philippe, Nathalie, Eva pour m’avoir conseillée pour 

la construction du clone infectieux et aussi pour m’avoir fourni du matériel biologique. 

Un grand merci à Serge qui m’a bien aidé sur les prélèvements et les euthanasies de souris !! 

Sans toi, je n’y serai jamais arrivée ! 

Manu et l’équipe FCO pour la couveuse et les œufs  



4 

 

 

Merci à Margot, Raph, Elodie, Emilie, Coraline, Jérôme etc… pour les soirées bien arrosées à 

Châtelet, des moments de détentes indispensables. 

Kamila pour ses soirées Twin Peaks/Pizza et son soutien moral! 

Jennifer pour sa disponibilité pour la correction de mon anglais dans l’article et son aide pour 

les différentes soumissions, et contestations !! 

Muriel et Emilie pour leurs connaissances sur le monde passionnant des neurones ! 

Enfin, merci à mes parents, à Juliette, pour m’avoir soutenue moralement quand les résultats 

n’étaient pas au rendez-vous. 

Et surtout un grand merci à Jean-Philippe qui s’est intéressé à mon travail dès le début, à 

l’avancée de l’article puis du mémoire, qui a regardé mes exposés, un soutien indispensable ! 

 

 

 



5 

 

 

TABLE DES MATIERES 

Remerciements          3 

Liste des abréviations         10 

Liste des figures          14 

Liste des tableaux          17 

Liste des cartes          18 

INTRODUCTION          19 

PARTIE I : DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES SUR LE VIRUS WEST NILE ET LES 

SYSTEMES DE GENETIQUE INVERSE       21 

Chapitre 1 : Le virus West Nile        22 

1- Le virus          23 

1-1 Classification virale         23 

1-2 La particule virale         23 

1-3 Le génome viral          25 

1-3-1 Les protéines structurales        26 

1-3-1-1 La protéine de capside        26 

1-3-1-2 La protéine de membrane        27 

1-3-1-3 La protéine d’enveloppe        28 

1-3-2 Les protéines non structurales       30 

1-3-2-1 NS1           30 

1-3-2-2 NS2A et NS2B         31 

1-3-2-3 NS3           32 

1-3-2-4 NS4A, 2K et NS4B         32 

1-3-2-5 NS5           33 

1-3-3 les régions non codantes        34 

1-3-3-1 La région 5’ non codante        34 

1-3-3-2 La région 3’ non codante        34 

 



6 

 

 

 

1-4 Le cycle viral          34 

 

1-4-1 Entrée virale         34 

 

1-4-2 Cycle cytoplasmique        35 

1-4-2-1 Libération de l’ARN génomique et traduction de la polyprotéine  35 

1-4-2-2 Réplication          37 

1-4-2-3 L’assemblage des particules virales      39 

1-4-2-4Figure récapitulative         40 

2- Cycle de transmission du virus       41 

3- Infection à VWN chez les oiseaux et les mammifères     46 

3-1 Les voies d’entrée du virus        48 

3-1-1 L’inoculation virale cutanée       48 

3-1-2 L’infection des motoneurones       48 

3-1-3  Une transmission verticale est-elle possible     50 

3-2 La réponse antivirale         50 

3-2-1 Rôle de l’immunité innée        50 

3-2-1-1 La reconnaissance du virus       51 

3-2-1-2 La voie de signalisation des IFNs : la voie JAK/STAT    53 

3-2-1-3 Les gènes de résistances au VWN      55 

3-2-1-4 Cytokines impliquées dans la réponse innée     58 

3-2-1-5 Cellules immunitaires impliquées dans la réponse innée   59 

3-2-2 La réponse adaptative        60 

3-2-2-1 La réponse humorale        60 

3-2-2-2 La réponse cellulaire, les lymphocytes T     62 

3-2-3 Exemple chez l’oiseau du rôle du système immunitaire dans le contrôle de 

l’infection à VWN et de l’effet de l’âge       63 

3-2-4 Mécanismes d’évasion du VWN au système immunitaire de l’hôte  64 

3-3 L’infection du système nerveux       67 

3-3-1 Les différentes voies d’entrée dans le SNC     67 



7 

 

3-3-2 Rôle du système immunitaire dans l’entrée du virus dans le SNC  71 

3-3-3 Physiopathologie de l’infection au sein du SNC     72 

3-3-3-1 Neuro-toxicité de la réaction immunitaire     72 

3-3-3-2 Destruction neuronale        72 

3-3-3-2-1 Rôle du virus         72 

3-3-3-2-2 Rôle des cellules du SNC       73 

3-3-3-2-3 Persistance du virus dans le SNC ?      74 

3-3-3-2-4 Les signes cliniques        74 

 

4- Epidémiologie          76 

5- Phylogénie           81 

Chapitre 2 – Les outils de génétique inverse      89 

1-Le réplicon           89 

2-Le clone infectieux          92 

 

CADRE ET OBJECTIFS         99 

PARTIE II : CONSTRUCTION D’UN CLONE INFECTIEUX  DE LA SOUCHE IS-98-ST1 

DU VIRUS WEST NILE ET VALIDATION DE NOUVEAUX MODELES 

D’EVALUATION DE LA VIRULENCE       103 

Chapitre 3 : Construction d’un clone infectieux de la souche IS-98-ST1  

du virus West Nile et validation des propriétés biologiques des virions    

recombinants in vitro et in vivo        104 

1- Introduction          104 

2-Article soumis à Plos One         105 

3-Discussion et conclusion         135 

Chapitre 4 : Evaluation de nouveaux modèles d’étude de la virulence du VWN 139 

1-Le modèle œuf embryonné de poulet       139 

1-1 Matériel et méthodes         139 

1-1-1 Cellules et virus         139 

1-1-2 Les œufs          140 



8 

 

1-1-3 La RT-PCR quantitative        140 

1-1-4 Analyse statistique        141 

1-2 Résultats           141 

1-2-1 Détermination de la dose létale 50      141 

1-2-2 Evaluation de la mortalité suite à l’infection avec différentes souches 142 

1-2-3 Quantification des charges virales dans les organes    143 

1-2-4 Charges virales dans les cerveaux et cœurs des œufs infectés  par les différentes 

souches testées          145 

1-2-5 Observation anatomo-pathologiques      146 

1-3 Conclusion et discussion        147 

2- Le modèle neuroblastome humain       149 

2-1 Matériel et méthodes         149 

2-1-1 Cellules et virus         149 

2-1-2 Les infections         149 

2-1-3 La RT-PCR quantitative        150 

2-2 Résultats           150 

2-3 Conclusion et discussion        152 

 

Chapitre 5- Discussion et perspectives       154 

1-Discussion           154 

1-1 Obtention d’un clone infectieux de la souche IS-98-ST1 du virus West Nile 154 

1-1-1 Mutation ponctuelle        155 

1-1-2 Chimère         158 

 



9 

 

1-2 Réalisation de deux nouveaux modèles d’évaluation de la virulence des souches 162 

2- Perspectives          164 

2-1 L’identification des déterminants moléculaires de la virulence du virus permettra 

d’établir des cibles de choix pour la mise au point d’inhibiteurs   164 

2-2 Le clone infectieux permettra de participer au développement de vaccins atténués

            165 

2-3 Amélioration de la vigilance envers l’émergence de nouvelles souches  166 

CONCLUSION          167 

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES       169 

ANNEXE           209 

 

 

 



10 

 

LISTE DES ABREVIATIONS 

°C degrés Celsius 

µF microfarad 

µg microgramme 

µl microlitre 

Å Angström 

A549 cellules épithéliales humaines 

AcN Anticorps Neutralisants 

ADAR adénosines désaminases ARN-spécifiques  

ADNc Acide Désoxyribo Nucléique complémentaire 

AMCR AMerican Crow 

AMP Anti Microbial Peptide (Peptide Anti Microbien) 

ANSES 

Agence Nationale chargée de la Sécurité sanitaire de l'alimentation, de l'Environnement 

et du travail 

AP61 Cellule d'insecte (moustique Aedes pseudoscutellaris) 

APC Antigen Presenting Cell (Cellule Présentatrice d'Antigène) 

ARN Acide Ribo Nucléique 

ARNase Ribonucléase 

ARNdb ARN double brin 

ARNsb ARN simple brin 

ATCC American Type Culture Collection 

ATPase Adénosine Tri Phosphatase 

AvBD défensines-β aviaires  

BAGV Bagaza Virus (Virus Bagaza) 

BHE Barrière Hémato Encéphalique 

bp base pair (paire de base) 

C capside 

C6/36 cellules d’insecte (moustique Aedes albopictus) 

CAM Cell Adhesion Molecules 

cDNA complementary Desoxyribo Nucleic Acid 

CLR  C-type lectin Receptor (récepteur à lectine de type C)  

cm centimètre 

CMH Complexe Majeur d'Histoccompatibilité 

CMV Cyto Megalo Virus 

CNS Central Nervous System (système nerveux central) 

CPE CytoPathic Effect (Effet Cyto Pathogène) 

CTHL cathélicidines 

DC Dentritic Cell (Cellule Dendritique) 

Dcr-2 Dicer-2 

DC-

SIGN Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin 

  



11 

 

DC-

SIGNR 

Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin 

Receptor 

DENV Dengue Virus (Virus de la Dengue) 

DIII Domaine III de la protéine d'enveloppe 

DL50 Dose Létale 50 

D-MEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

Dnase Désoxyribonucléase 

E enveloppe 

E.coli Escherichia coli 

ECDC European Centre for Disease Control 

EDTA EthylèneDiamnine Tetraacetic Acid 

eIF eucaryotic Initation Factor (facteur eucaryotique d'initiation de la traduction) 

ENVA Ecole Nationale Vétérinaire d'Alfort 

FBS Fetal Bovine Serum (Serum de Veau Fétal) 

FMDV Foot and Mouth Disease Virus (Virus de la Fièvre Aphteuse) 

GTPase Guanosine Tri Phosphatase 

h heure 

HBMVE Human brain microvascular endothelial cells 

HDVR Hepatitis delta Virus Ribozyme (Ribozyme du virus de l'Hépatite delta) 

i.p intra préritonéal 

IC Infectious Clone 

IFA ImmunoFluorescence Assay 

IFN Interféron 

IgG Immunoglobuline G 

IgM Immunoglobuline M 

IL InterLeukine 

INRA Institut National de la Recherche Agronomique 

IRES Internal Ribosome Entry Site 

IRF Interferon Response Factor 

IS-98-

ST1 souche Israël 1998 du virus West Nile, isolée à partir d’une cigogne (stork) 

ISG IFN Stimulated Gene 

ISRE IFN Stimulated Response Elements 

It08 souche Italie 2008 du virus West Nile 

J Jour 

JEV Japananese Encephalitis Virus (Virus de l'Encéphalite Japonaise) 

kb kilobase 

kDa kilo Dalton 

KUNV Kunjin Virus (Virus Kunjin) 

kV kilo Volt 

LC Langerhans Cell (Cellule de Langerhans) 

LCR Liquide Céphalo Rachidien 

M membrane 



12 

 

MO03 souche Maroc 2003 du virus West Nile 

MEM Eagle's Minimum Essential Medium 

MIF Macrophage Inhibition Factor (facteur d’inhibition de la migration des macrophages) 

min minute 

ml millilitre 

mM millimolaire 

MMP métallo-protéinase de matrice  

MOI Multiplicity Of Infection (multiplicité d’infection) 

Mtase Méthyltransférase 

MVEV Murray Valley Encephalitis Virus (Virus de l'Encéphalite de la Vallée de Murray) 

NC Non Codant 

ng nanogramme 

NS protéines Non Structurales 

nt Nucléotide  

NTPase Nucléotide Phosphatase 

NY99 souche New York 1999 du virus West Nile 

OAS 2’-5’ oligoadénylate synthétase 

OIE Office International des Epizooties 

p.i post infection 

P0/P1 passage 0/ Passage 1 

PBS Phosphate Buffered Saline 

PCR Polymerase Chain Reaction (Réaction de Polymérisation en Chaine) 

PFU Plaque Forming Unit (Unité Formant Plage) 

PGRP PeptidoGlycan Receptor Protein (récépteur aux peptidoglycanes) 

pH potentiel Hydrogène 

PMO Phosphoro-diamidiate Morpholino Oligomers 

PNN PolyNucléaires Neutrophiles  

PRR Pattern Recognition Receptor 

qRT-

PCR 

quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (Réaction de 

Polymérisation en Chaine en temps réel suite à une Transcription Inverse) 

RC Replication Complex (Complexe de Répication virale) 

RE Réticulum Endoplasmique 

RISC RNA-Induced Silencing Complex 

RNA Ribo Nucleic Acid 

RNAi ARN interférent 

RTPase ARN triphosphatase 

s seconde 

SK-N-

SH Lignée de neuroblastomes humains 

SLEV Saint-Louis Encephalitis Virus (Virus de l'Encepéhalite de Saint-Louis) 

SNC Système Nerveux Central 

SP07 souche Espagne 2007 (Spain 2007) du virus West Nile 

TJP Tight Junction Proteins (protéines des jonctions serrées) 



13 

 

TLR Toll-like Receptor 

TNF Tumor Necrosis Factor 

U/ml Unité par millilitre 

UPEC Université Paris Est Créteil 

USUV Usutu Virus (Virus Usutu) 

UTR UnTranslated Region 

Vero Cellules de reins de singes verts, Cercopithecus aethiops 

VLP Virus Like Particle 

VWN Virus West Nile 

VWNE 

Virus West Nile Encephalomyelitis (Encéphalomyélite associée à une infection au 

VWN) 

W956 souche W956 du virus West Nile 

WNV  West Nile Virus 

WNV-

IC West Nile Virus Infectious Clone 

YFV Yellow Fever Virus (Virus de la Fièvre Jaune) 

 

 



14 

 

LISTE DES FIGURES 

 

Chapitre 1 

Figure 1: Cryo-microscopie éléctronique de particules du virus West Nile  24 

Figure 2: Représentation schématique de la structure des particules virales  24 

Figure 3: Représentation schématique de l’organisation du génome du VWN et de la 

traduction des protéines virales avec une indication de leur fonction   26 

Figure 4: Maturation de la néo-particule virale      27 

Figure 5: Représentation de la structure de la protéine d’enveloppe   29 

Figure 6: Représentation de la forme trimérique de E     30 

Figure 7: Mécanisme de fusion de la membrane virale à la membrane cellulaire par 

endocytose           35 

Figure 8 : Structure du génome viral et expression de la polyprotéine   36 

Figure 9: Le complexe de réplication       37 

Figure 10: Couplage de la traduction, de la réplication et de l’assemblage des particules 

virales            38-39 

Figure 11: Représentation schématique du cycle de multiplication virale du VWN 40 

Figure 12: Cycle de transmission du virus West Nile     45 

Figure 13: Mécanismes de la neuro-invasion par le VWN    47 

Figure 14: Schéma d’une coupe transversale au niveau d’une vertèbre cervicale 49 

Figure 15: Mécanismes de la réponse innée induits par les PRR   53 

Figure 16: Les différentes voies d’activation par les IFNs    54 

Figure 17: Activation de la voie des 2’5’oligoadénylate synthétases   56 

Figure 18: Fonctions biochimiques de protéines induites par la voie IFN  58 

Figure 19: Cinétique du virus et des anticorps IgM et IgG au cours d'une infection par le 

virus West Nile          61 

Figure 20: Voie de signalisation IFN et mécanismes d’évasion du VWN  65-66 

Figure 21: Schéma de la barrière hémato-encéphalique     68 



15 

 

Figure 22: Histopathologie, expression antigénique et infiltration leucocytaire suite à une 

infection à VWN chez la souris        70 

Figure 23: Arbre phylogénétique        82 

Figure 24: Arbre phylogénétique du lignage 1      83 

Figure 25: Arbre phylogénétique des lignages 1 à 5     86-87 

 

 

Chapitre 3 

Figure legend 1: Schematic representation of the cloning strategy.   125 

 

Figure legend 2: in vitro validation of the biological properties of the IC virus. 126 

 

Figure legend 3: in vivo validation of the biological properties of the IC virus in 

susceptible mice, survival curves.        127 

 

Figure legend 4: in vivo validation of the biological properties of the IC virus in 

susceptible mice, viremia.         128 

 

Figure legend 5: in vivo validation of the biological properties of the IC virus in 

susceptible mice, viral load.         129 

 

Figure legend 6: in vivo validation of the biological properties of the IC virus in 

susceptible mice, histology.         130 

 

Figure legend 7: in vivo validation of the biological properties of the IC virus in resistant 

mice.            131 

 

Figure legend 8: Viral load in different organs of chicken embryo infected with IS-98-

ST1 WNV.           132 

 

Figure legend 9: in vivo validation of the biological properties of the IC virus in chicken 

embryo.           133 

 

Supplementary data: Survival curves of chicken embryos infected with parental IS-98-

ST1 virus.           134 

 

 

 



16 

 

Chapitre 4 

Figure 26: Charge virale dans les organes d’œufs embryonnés de poulet infectés par le 

VWN à J4 p.i.          144 

Figure 27: Charges virales dans le cerveau ou le cœur d’œufs embryonnés infectés par 

différentes souches de VWN à J4 p.i.       145 

Figure 28: Lésions macroscopiques observées sur des embryons de poulet à J4 post 

infection.           146 

Figure 29: Cinétiques de réplication virale sur des cellules SK-N-SH.   151 

 

Chapitre 5 

Figure 30: Courbe de mortalité de perdrix rouges infectées par le VWN.  157 

Figure 31: Comparaison des courbes de mortalité de souris infectées avec la souche IS-

98-ST1 ou Italie 08.          159 

 



17 

 

LISTE DES TABLEAUX 

Chapitre 2 

Tableau 1: Tableau récapitulatif des travaux effectués sur des clones infectieux du virus 

West Nile.           95-97 

 

Chapitre 4 

Tableau 2: suivi sur 7 jours de la mortalité d’œufs embryonnés de 10 jours.  141 

Tableau 3: Suivi de la mortalité de groupes de 6 œufs de 10 jours inoculés avec 1 PFU de 

virus.            143 

 

Chapitre 5 

Tableau 4: Comparaison des séquences de différentes souches en position 249 dans NS3 

et évaluation de la DL50.         156 

Tableau 5: Comparaisons des séquences en acides aminés des souches NY99, Ken98, 

SP07, MO03, It08 avec IS-98-ST1.        160-161 

Tableau 6: Moyenne des niveaux d’expression de gènes durant le développement 

embryonnaire du poulet         163 

 



18 

 

LISTE DES CARTES 

Chapitre 1 

Carte 1: Répartition mondiale du VWN.       78 

Carte 2: Flambée de cas cliniques d’infection par le virus West Nile en Europe en 2010 et 

2011.            79 

 

 



19 

 

Introduction 

 INTRODUCTION 

 

Le virus West Nile (VWN) est un arbovirus (pour « Arthropod-Borne Virus ») transmis par 

piqûre de moustiques, appartenant au genre des Flavivirus et l’agent de la fièvre West Nile ou 

fièvre du Nil occidental. Le réservoir naturel du VWN est constitué de la faune aviaire 

sauvage. Les hôtes mammifères représentent un cul de sac épidémiologique. Parmi les 

mammifères, l’Homme et les équidés sont les plus sensibles, développant des symptômes 

neurologiques sévères dans 1 à 10 % des cas. Le VWN circule en Europe et dans le bassin 

méditerranéen depuis une longue période et a été à l’origine de nombreuses épidémies 

humaines et épizooties équines depuis la fin des années 1990 en Europe et plus largement 

dans le monde.  

Une des spécificités de la situation épidémiologique européenne est la présence d’une grande 

diversité de souches, appartenant à au moins 5 lignages (principalement au lignage 1). Cette 

situation évolue avec l’apparition et l’expansion d’une infection à lignage 2 pathogène 

(Hongrie 2008, Grèce 2010) ainsi qu’avec la conquête de nouveaux territoires par le lignage 

1a (Italie 2008/2009, Albanie, Macédoine…). La souche IS-98-ST1 a été isolée suite à l’une 

des plus importantes épidémies ayant touché le bassin méditerranéen, en Israël en 1998 

(Lucas et al., 2004). A ce jour, il reste beaucoup à explorer sur les propriétés neuroinvasives 

et les déterminants moléculaires de la virulence concernant les souches circulant en Europe. 

Notre projet vise à mieux connaître les déterminants moléculaires de la virulence du VWN, en 

étudiant l’impact de mutations ou de gènes in vivo mais aussi in vitro, par le développement 

de modèles permettant d’étudier l’effet direct du virus en l’absence d’intervention du système 

immunitaire. Pour atteindre cet objectif, nous avons construit un clone infectieux de la souche 

européenne IS-98-ST1.  

Le présent mémoire est organisé en deux parties, la première partie correspondant à l’état des 

connaissances bibliographiques sur le VWN (chapitre 1), et sur l’état de l’art concernant les 

outils de génétique inverse chez les Flavivirus, en particulier du VWN (chapitre 2).  
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Introduction 

 

Les résultats des travaux sont présentés dans la seconde partie du manuscrit intitulé 

«Construction d’un clone infectieux de la souche IS-98-ST1 du virus West Nile et validation 

de nouveaux modèles d’évaluation de la virulence ». Le chapitre 3 est consacré aux étapes de 

construction du clone infectieux de la souche IS-98-ST1 du VWN et de la validation de ses 

propriétés biologiques à la fois in vitro et in vivo. Le chapitre 4 se consacrera au 

développement de deux nouveaux modèles d’étude portant sur des hôtes d’intérêt du VWN: 

un modèle in vivo aviaire, le modèle œuf embryonné de poulet et un modèle neuronal humain 

in vitro, le modèle neuroblastome. Ce chapitre exposera la pertinence de ces modèles en 

termes d’évaluation de la virulence suite aux premiers résultats obtenus lors d’infection avec 

différentes souches. Enfin, le 5
ème

 et dernier chapitre du manuscrit présente une discussion 

générale des travaux réalisés et les perspectives envisagées. 
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L’existence du virus West Nile est connue depuis 1937, lorsqu’il a été isolé en Ouganda, dans 

la province du Nil Occidental (West Nile), à partir du sang d’une femme présentant un accès 

fébrile (Kramer et al., 2007). Initialement, la fièvre WN était considérée comme une 

arbovirose mineure, essentiellement responsable chez l’homme d’infections asymptomatiques 

ou d’un syndrome pseudo-grippal et plus rarement d’encéphalites pouvant être mortelles. La 

situation a changé dans les années 1990 avec des épidémies incluant de nombreux cas 

humains, comme en Algérie (1994), en Roumanie (1996), en Tunisie (1997), en Israël (2000), 

et des cas équins au Maroc (1996), Italie (1998), Israël et France (2000) (Zeller et 

Schuffenecker, 2004). Un tournant majeur est atteint en 1999, lorsqu’une épidémie éclate à 

New York, sur un territoire vierge de VWN. 10 ans plus tard le virus est considéré comme 

endémique sur tout le territoire nord -américain. Près de 12000 cas humains de méningites ou 

d’encéphalites dont plus de 1000 infections fatales y ont été répertoriés. Une mortalité 

massive de la faune aviaire locale y a aussi été observée (Murray et al., 2010). La souche 

isolée à New York est très proche de celle isolée en 1998 sur une cigogne en Israël avec 28 

changements nucléotidiques impliquant 10 changements d’acides aminés (Malkinson et al., 

2002). De nombreuses études se sont attachées à la compréhension de la pathogénicité du 

VWN et de ses mécanismes/déterminants en utilisant des clones infectieux de souches 

africaines, B956 (Yamshchikov et al., 2001a), australiennes, Kunjin (Liu et al., 2003; 

Khromykh and Westaway, 1994) et surtout de la souche new-yorkaise, NY99 (Kinney et al., 

2006; Beasley et al., 2005; Audsley et al., 2011; Schlick et al., 2009; Borisevich et al., 2006; 

Shi et al., 2002a), mais jamais sur une souche méditerraneo-européenne, comme la souche 

israélienne, IS-98-ST1. Or, le contexte européen est différent du contexte américain, à la fois 

au niveau de l’écologie (vecteurs, faune sauvage aviaire) et de l’épidémiologie (variété des 

souches plus importante en Europe (Zeller et Schuffenecker, 2004), absence d’immunité 

préexistante en Amérique contre une présence récurrente plus ancienne en Europe (Dauphin 

et Zientara, 2005). Nous verrons dans la suite du manuscrit ces différents aspects. 
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1- Le virus 

1-1 Classification virale 

Le VWN appartient à la famille des Flaviviridae, genre Flavivirus. Il fait partie d’un 

complexe de virus comprenant le virus de la fièvre jaune (YFV), à l’origine du nom du genre 

(flavius signifie « blond » en latin), le virus de la Dengue (DENV), ainsi que de virus à 

l’origine d’encéphalites comme l’encéphalite japonaise (JEV) qui circule en Asie, le virus de 

l’encéphalite de Saint-Louis (SLEV) rencontré en Amérique, ou le virus de Murray Valley 

(MVEV) rencontré en Australie. JEV, SLEV, MVEV et VWN appartiennent au séro-

complexe de l’encéphalite japonaise. Récemment, des virus proches ont été identifiés en 

Europe : le virus Usutu (USUV), rencontré jusque là en Afrique, a été isolé en Autriche, en 

Hongrie, en Allemagne, en Suisse, en Italie et en Espagne (Weissenböck et al., 2003 ; 

Bakonyi et al., 2007 ; Steinmetz et al., 2011 ; Becker et al., 2012 ; Savini et al., 2011 ;  

Busquets et al., 2008) ; un nouveau virus émergent, le virus Bagaza (BAGV), a été identifié 

en Espagne en 2010 (Agüero et al., 2011).  

1-2 La particule virale 

Les images de cryo-microscopie électronique révèlent des particules virales de symétrie 

icosaédrique de 50 nm de diamètre, sans spicules à leur surface (figure 1) (Kramer et al., 

2007).  Il s’agit de virus enveloppés avec une capside formée d’une seule protéine, la protéine 

C, contenant une molécule d’ARN(+) d’environ 11kb. L’enveloppe est formée de deux 

protéines, une protéine d’enveloppe (E) et une protéine de membrane (M) dont l’agencement 

confère une apparence lisse (figures 1 et 2). 
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Figure 1: Cryo-microscopie éléctronique de particules du virus West Nile (d’après Kramer 

et al., 2007). A gauche, la structure du virion est reconstituée d’après les données de cryo- 

microscopie électronique. Le triangle à la surface de la structure indique une unité 

asymétrique d’icosaèdre. A droite, la reconstruction de la section centrale montre des couches 

concentriques de densité de masse correspondant à l’enveloppe. Lipid bilayer : bicouche 

lipidique, Core : noyau, E and M : E et M. 

 

                    

Figure 2: Représentation schématique de la structure des particules virales (d’après 

http://viralzone.expasy.org). A gauche,  représentation des protéines d’enveloppe et de 

membrane à la surface de la particule virale. Les  protéines de capside forment une structure 

protégeant l’ARN viral. A droite, représentation de l’organisation des dimères d’enveloppe à 

la surface du virion.  

Dimère de E 
Protéine M 

Capside 

ARN génomique 

T=3 organisation des 

dimères de surface 

http://viralzone.expasy.org/
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1-3 Le génome viral 

Le génome viral est constitué d’un ARN simple brin de 11 kb coiffé à son extrémité 5’ (7-

méthylguanosine), non polyadénylé en 3’ (figure 3). Les régions non codantes (NC) en 5’ et 

3’ sont conservées et forment des structures secondaires en épingle à cheveux, nécessaires 

pour la transcription, la traduction et l’empaquetage de l’ARN viral (Brault, 2009). Le 

génome complet est traduit en une polyprotéine qui est clivée pendant et après la traduction 

par des protéases cellulaires et virales. La partie 5’ de la polyprotéine code pour les protéines 

structurales (C, prM, E) et la partie 3’ pour les protéines non structurales  (NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5) (figure 3). Les protéines structurales sont nécessaires pour 

l’encapsidation (par la protéine C) de l’ARN viral, et les protéines de surfaces (M et E) sont 

requises pour l’interaction et la fusion avec la cellule cible (Kimura et al., 1988). M et E sont 

aussi à l’origine de la stimulation de la réponse lymphocytaire B et T (Campbell et al., 2002 ; 

Sanchez et al., 2005). La protéine d’enveloppe est la plus immunogène et induit la majorité 

des anticorps neutralisants (Sanchez et al., 2005). Elle est constituée de trois domaines 

structuraux, parmi lesquels le domaine III est le plus immunogène. Les protéines non 

structurales jouent un rôle dans la réplication virale, l’assemblage des virions et l’évasion à la 

réponse antivirale de l’hôte (Kummerer et Rice, 2002; Liu et al., 2005; Liu et al., 2003; 

Munoz-Jordan et al., 2003; Pugachev et al., 2004). 
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Figure 3: Représentation schématique de l’organisation du génome du VWN et de la 

traduction des protéines virales avec une indication de leur fonction (d’après Murray et 

al., 2010). L’ARN génomique est cappé en 5’ et non polyadénylé en 3’. L’ARN code pour 

une polyprotéine de 3300 acides aminées ensuite clivée en 10 protéines virales : 3 protéines 

structurales (C, prM et E) et 7 protéines non structurales (NS1/NS1’, NS2A, NS2B, NS3, 

NS4A, NS4B, NS5). Les protéines structurales jouent un rôle dans l’assemblage des 

particules virales, le spectre d’hôte, le tropisme et la fusion à la membrane de la cellule cible. 

Les protéines non structurales sont impliquées dans la réplication de l’ARN, et la 

morphogénèse virale.  

 

1-3-1 Les protéines structurales 

 

 

1-3-1-1 La protéine de capside 

 

La protéine de capside (C) est une protéine hautement basique de 11 kDa (Lindenbach et al., 

2007). Les résidus chargés sont situés dans les régions N- et C-terminales, séparées par une 

région interne hydrophobe impliquée dans la structuration de la capside (Ma et al., 2004). Le 

domaine C-terminal hydrophobe sert de peptide signal pour la translocation au réticulum 

endoplasmique (RE) de la protéine de membrane (M). Ce domaine est clivé de la protéine de 

capside mature par la serine protéase virale (NS3) (Lobigs et al., 1993). Il n’est pas encore 

bien établi comment les dimères de C sont organisés au sein de la nucléocapside.   

 

 

Cadre ouvert de lecture de 3300 acides aminés 
ARN génomique du VWN 

Traduction 
Protéines structurales Protéines non structurales 

Clivage de la polyprotéine 

Réplication de l’ARN viral, morphogénèse des virions 

Assemblage, spectre d’hôte, 

tropisme, fusion Pathogénèse 
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1-3-1-2 La protéine de membrane 

 

Le précurseur glycoprotéique de 26 kDa (prM) de la protéine de membrane (M) est adressé au 

RE via le domaine C-terminal hydrophobe de C. La région N-terminale contient 1 à 3 sites de 

glycosylation, et 6 résidus cystéine conservés qui forment tous des ponts disulfure 

(Lindenbach et al., 2007). prM se replie et participe au repliement correct de E (Konishi et 

Mason, 1993 ; Lorenz et al., 2002). Une des fonctions essentielles de prM est de prévenir le 

réarrangement pH-dépendant de E lors de son transport dans la voie sécrétoire lors de la 

libération des nouvelles particules virales. La conversion des particules immatures en 

particules matures coïncide avec le clivage de prM en deux fragments, pr et M par la furine 

présente dans le Golgi (Stadler et al., 1997). Suite au clivage, les hétérodimères prM-E se 

dissocient, le fragment pr est relargué et les homodimères de E se forment (figure 4). 

  

Figure 4: Maturation de la néo-particule virale (d’après Lindenbach et al., 2007). La 

maturation du virion est accomplie lorsque la partie pr de la protéine prM est clivée et que le 

peptide de fusion de E est exposé. E dimer : dimère de E. 

 

Des mutations affectant le nombre de résidus cystéine dans le fragment pr a pour conséquence 

la formation de virions sensibles à la température contenant des protéines prM intactes 

(Elshuber et Mandl, 2005) 

Virion immature 

Virion mature 

Virion immature Virion mature 

nucléocapside 

dimère de E 
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1-3-1-3 La protéine d’enveloppe 

 

La protéine d’enveloppe (E), 53 kDa, est la principale protéine à la surface du virion. Elle est 

impliquée dans la reconnaissance du récepteur et la fusion à la membrane plasmique. Les 

protéines sont  glycosylées et organisées en domaines renfermant une boucle hydrophobe, le 

peptide de fusion permettant l’entrée virale. L’intégrine αvβ3 (Jang-hann Chu et Ng, 2004), le 

TLR3 (Wang et al., 2004), DC-SIGN et DC-SIGNR (Davis et al., 2006b) et la protéine de 

liaison à la laminine (Bogachek et al., 2008) ont été identifiés comme des récepteurs 

potentiels du VWN. Des récepteurs différents sont impliqués dans l’infection des cellules de 

moustiques et des cellules de mammifères (Robinson et al., 2006 ; Cheng et al., 2010). E 

contient 12 résidus cystéine conservés qui forment des ponts disulfure. Il a été montré que E 

est une protéine hautement glycosylée et que sa glycosylation est un facteur déterminant dans 

la neuroinvasion du VWN (Beasley et al., 2005). E se replie sous sa forme native en une 

structure allongée riche en feuillets β, et forme des homodimères disposés tête bèche 

(Lidenbach et al., 2007). Chaque sous-unité de E est constituée de 3 domaines : le domaine I, 

le domaine II qui se projette le long de la surface du virion, et le domaine III qui maintient la 

conformation de l’ensemble (figure 5). 
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Figure 5: Représentation de la structure de la protéine d’enveloppe (forme 

homodimérique présente à la surface des particules virales matures) (d’après Lidenbach et al., 

2007). La figure montre une vue par-dessus et de côté de la protéine. La protéine d’enveloppe 

possède trois domaines dont le peptide de fusion. Domain : domaine, fusion peptide : peptide 

de fusion, TOP VIEW : vue du dessus, SIDE VIEW : vue de côté. 

 

Le domaine III est impliqué dans la liaison au récepteur et représente la cible principale des 

anticorps neutralisants (Dauphin et Zientara, 2007). Lorsque le pH est acide (vésicule 

d’endocytose par exemple), les dimères se dissocient en monomères qui ensuite forment des 

trimères avec leurs peptides de fusion entièrement exposés vers la membrane avec laquelle la 

particule virale doit fusionner (figure 6). La trimérisation s’opère par une rotation du domaine 

III et un repliement d’un angle de 30 Å par rapport au domaine I et par une rotation du 

domaine II par rapport au domaine I (Lidenbach et al., 2007). 
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Figure 6: Représentation de la forme trimérique de E (d’après Lidenbach et al., 2007). La 

protéine d’enveloppe  est représentée lors de l’étape de fusion, lorsque les dimères se 

dissocient en monomères suite à l’exposition au pH acide de l’endosome et exposent leurs 

peptides de fusion vers la membrane plasmique de la cellule cible. fusion peptides : peptides 

de fusion. 

 

 

1-3-2 Les protéines non structurales 

 

1-3-2-1 NS1 

 

NS1 est une glycoprotéine de 46 kDa transloquée vers le RE pendant sa synthèse, clivée de E 

par une signal-peptidase cellulaire. C’est dans le RE qu’une peptidase cellulaire non identifiée 

clive la jonction NS1/NS2A (Falgout et al., 1989 ; Falgout et al., 1995). Ce processus requiert 

les 8 derniers acides aminés en C-terminal de NS1 et les 140 acides aminés en N-terminal de 

NS2A (Falgout et al., 1995 ; Hori et Lai, 1990).  

NS1 est très largement séquestrée dans les cellules infectées mais elle peut aussi être localisée 

à la surface cellulaire ou être sécrétée des cellules de mammifère (Lidenbach et Rice, 2003).  
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NS1 a été localisée dans les sites de réplication de l’ARN viral (Westaway, 1987 ; Mackenzie 

et al., 1996 ; Westaway et al., 1997).  

Même si son rôle dans la réplication de l’ARN n’est pas encore clairement défini, des 

mutations sur son site de glycosylation peuvent entrainer des défauts dans la réplication de 

l’ARN viral (Muylaert et al., 1996), étape pendant laquelle son interaction avec NS4A est 

requise (Lidenbach et Rice, 1999).  

La fonction de la forme extracellulaire de NS1 n’est pas connue. En revanche, cette forme 

extracellulaire est hautement immunogène (Dauphin et Zientara, 2007). De plus, NS1 est 

impliquée dans l’inhibition de la réponse innée antivirale et plus particulièrement dans 

l’inhibition de la transduction du signal induit par le TLR3 (Wilson et al., 2008). En effet, la 

capacité à contrer la transduction du signal médiée par TLR3 a été mesurée individuellement 

pour chacune des protéines non structurales du VWN. Wilson et al. (2008) ont montré que 

NS1 inhibe l’activation par la voie TLR3 du promoteur de la transcription de l’IFN 

(interféron) et d’un promoteur dépendant de NF-κB. Cette inhibition est due à l’incapacité du 

ligand poly (I :C) de TLR3 à induire la translocation nucléaire d’IRF3 et de NF-κB. 

L’expression de NS1 inhibe aussi la production TLR3-dépendante de l’interleukine 6, et donc 

la mise en place d’un état antiviral.  

Une forme plus longue de NS1, NS1’, est souvent détectée lors d’infections par les membres 

du sero-complexe de l’encéphalite japonaise (Murray et al., 2010). NS1’ est le résultat d’un 

décalage ribosomique qui se produit en 5’ de NS2A, en aval d’une structure secondaire de 

l’ARN et cette protéine joue un rôle dans la neuroinvasion du VWN (Melian et al., 2010).  

 

1-3-2-2 NS2A et NS2B 

 

NS2A est une protéine hydrophobe de 22 kDa. Le clivage cytosolique NS2A/NS2B est 

effectué par NS3 associée à NS2B. NS2A est impliquée dans l’assemblage des particules 

virales (Liu et al., 2003). Elle est localisée dans les sites de réplication et interagit avec NS3 et 

NS5, ainsi qu’avec la région 3’ non codante (Mackenzie et al., 1998).  
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NS2A est donc un bon candidat pour la coordination entre l’empaquetage de l’ARN et sa 

réplication (Khromykh et al., 2001b). NS2A est aussi impliquée dans l’inhibition de la 

réponse interféron α/β (Liu et al., 2004, 2006).  

 

NS2B est une petite protéine de 14 kDa associée à la membrane plasmique (Clum et al., 

1997). NS2B forme un complexe stable avec la partie sérine protéase de NS3 (Falgout et al., 

1991) et agit comme co-facteur de NS3. 

 

 

1-3-2-3 NS3 

 

NS3, protéine multifonctionnelle de 70 kDa, est impliquée dans la réplication et le clivage de 

la polyprotéine virale. NS3 possède une activité serine protéase dans son domaine N-terminal 

et des activités ATPase et hélicase en C-terminal (Gorbalenya et al., 1989 ; Murray et al., 

2010). L’activité protéase clive les jonctions NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A et 

NS4B/NS5 (Lidenbach et al., 2007). Cette activité est aussi impliquée dans la maturation des 

régions C-terminales de la protéine de capside (Amberg et al., 1994 ; Yamshchikov et al., 

1994) et de NS4A (Lin et al., 1993). NS3 possède également une activité ARN triphosphatase 

(RTPase) qui lui permet de déphosphoryler la partie 5’ de l’ARN avant l’ajout de la coiffe 

(Wengler, 1993). NS3 se lie aux structures en épingle à cheveux en 3’ du génome en 

association avec NS5 (Chen et al., 1997) et la présence de NS5 augmente l’activité NTPase de 

NS3 (Cui et al., 1998). De plus, NS3 semble jouer un rôle dans l’effet cytopathique après 

infection par le VWN, par induction d’une mort cellulaire par apoptose. Ramanathan et al. 

(2006) ont montré le rôle de NS3  dans l’activation de la caspase 8. 

 

1-3-2-4 NS4A, 2K et NS4B 

 

NS4A et NS4B sont des petites protéines hydrophobes de 16 et 27 kDa, séparées par le 

peptide 2K. NS4A a été localisée au sein des complexes de réplication (Mackenzie et al., 

1998), ce qui suppose un rôle dans la réplication de l’ARN.  
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2K est un fragment d’acides aminés hydrophobes localisé entre NS4A et NS4B. Ce fragment 

sert de séquence signal pour la translocation de NS4B dans la lumière du réticulum 

endoplasmique (Lin et al., 1993).  

Des études ont montré que le clivage NS4A/2K/NS4B était nécessaire pour l’induction des 

réarrangements des membranes cytoplasmiques (/formation de vésicules) par NS4A 

(Roosendaal et al., 2006). Le clivage à la jonction 2K/NS4B est assuré par la fonction sérine 

protéase de NS3 associée à NS2B en amont d’un peptide signal du domaine transmembranaire 

2K (Lin et al., 1993). Le fragment 2K est impliqué dans la synthèse de l’ARN viral (Zou et 

al., 2008), ainsi une mutation (en position 9) est responsable de la résistance à un anti-viral (la 

lycorine) par l’augmentation de la vitesse de réplication.  

NS4B fait partie du complexe de réplication viral (Miller et al., 2006). NS4B colocalise avec 

NS3 et l’ARN double brin dans des structures membranaires dérivées du RE, lieu de la 

réplication virale (Westaway et al., 2002). Une mutation dans la partie C-terminale de NS4B 

réduit la vitesse de réplication et la quantité d’ARN synthétisé, ce qui suggère que cette région 

de NS4B est critique pour la réplication virale (Puig-Basagoiti et al., 2007). NS4B est 

également impliquée dans l’échappement à la réponse immunitaire innée de l’hôte en inhibant 

la voie interféron α/β (Munoz-Jordan et al., 2005 ; Wicker et al., 2006).  

 

1-3-2-5 NS5 

 

NS5, grosse  protéine de 103 kDa, est hautement conservée et multifonctionnelle. Elle 

possède une activité méthyltransférase (MTase) (Lidenbach et al., 2007). NS5 est l’ARN-

polymérase-ARN-dépendante, nécessaire pour la réplication de l’ARN viral au sein de 

complexes faisant intervenir des protéines d’origine à la fois virale et cellulaire (Murray et al., 

2010). NS5 en relation avec NS3 a été identifiée comme étant un composant majeur des 

complexes de réplication de l’ARN viral.   

NS5 participe à la suppression de la réponse innée de l’hôte en empêchant l’accumulation de 

la forme phosphorylée de STAT1 (pY-STAT1) (voir paragraphe 3-2-1-2) et  à la suppression 

de l’expression des gènes sous contrôle des interférons de type I (Laurent-Rolle et al., 2010). 
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1-3-3 les régions non codantes 

 

1-3-3-1 La région 5’ non codante 

 

La région 5’ non codante (NC) possède une coiffe m7GpppA qui est reconnue par la protéine 

cytoplasmique eIF4B (facteur eucaryotique d’initiation de la traduction) ainsi que par le 

facteur eIF4F du complexe d’initiation (Chiu et al., 2005 ; Clyde et Harris, 2006). Ce 

complexe recrute la petite sous-unité ribosomale pour la traduction de la polyprotéine virale. 

 

1-3-3-2 La région 3’ non codante 

 

La région 3’ non codante possède une structure en épingle à cheveux hautement conservée qui 

sert de promoteur à la synthèse du brin ARN(+) (Shi et al., 1996), ainsi qu’une séquence de 

cyclisation. Cette séquence induit l’interaction entre les parties 5’ et 3’ du génome viral, ce 

qui est nécessaire pour la réplication (Khromykh et al., 2001a; Polacek et al., 2009a; Thurner 

et al., 2004; You et Padmanabhan, 1999).  

 

La réussite de la cyclisation est  liée à l’action de la protéine PABP (poly(A) binding protein) 

qui interagit avec la région 3’NC et eIF4F (Polacek et al., 2009b). La structure en épingle à 

cheveux se lie à un certain nombre de protéines cellulaires, permettant d’initier la synthèse du 

brin d’ARN(-) (Blackwell et Brinton, 1997; De Nova-Ocampo et al., 2002; Li et al., 2002; 

Polacek et al., 2009a; Shi et al., 1996). 

 
 

1-4 Le cycle viral 

 

1-4-1 Entrée virale 

 

L’entrée virale suppose l’internalisation du virus par endocytose suite à l’interaction 

de l’enveloppe virale avec les récepteurs (qui ne sont pas tous identifiés). L’abaissement du 

pH dans l’endosome entraîne le processus de fusion entre l’enveloppe et la membrane 

endosomale libérant ainsi la capside (figure 7).  
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En effet, l’exposition à un pH acide entraîne un changement de conformation majeur de la 

protéine E notamment sa trimérisation et un réarrangement de sa surface exposant le peptide 

de fusion vers la membrane cible (Chu et Ng, 2004 ; Gollins et al., 1986a). Ce peptide 

s’insère alors et se replie en épingle à cheveux permettant de rapprocher les deux membranes, 

ce qui entraîne la formation d’un pore permettant le passage de la capside.  

 

Figure 7: Mécanisme de fusion de la membrane virale à la membrane cellulaire par 

endocytose (d’après Cosset, 2010). La protéine d’enveloppe reconnaît son récepteur à la 

surface de la cellule cible, elle est ensuite endocytée au contact du pH acide de l’endosome. 

La protéine E change de conformation, libérant ainsi le peptide de fusion. La capside est alors 

libérée dans le cytoplasme. 

 

1-4-2 Cycle cytoplasmique 

1-4-2-1 Libération de l’ARN génomique et traduction de la polyprotéine 

L’ARN(+) est coiffé en 5’ mais ne possède pas de queue polyA en 3’. Par contre, la 

région 3’ NC possède une structure en épingle à cheveux hautement conservée.  

Les clivages protéiques sont co-traductionnels et se font grâce à des protéases virales 

et cellulaires (voir figure 8).  
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Les protéines d’enveloppe doivent être glycosylées. Pour cela, elles doivent transiter 

dans le RE et le Golgi, ce qui nécessite une séquence signal. En cours de synthèse, des 

séquences signal adressent les régions prM, E et NS1 de la polyprotéine dans le RE grâce à 

des régions transmembranaires (figure 8). Les séquences signal sont ensuite clivées par des 

signalases cellulaires. Les protéines prM et E restent ancrées dans la membrane alors que la 

protéine NS1 est libérée dans la lumière du réticulum et sera excrétée. La protéine prM sera 

clivée plus tardivement dans le trans-Golgi par des protéases de types furines résidantes du 

Golgi.  

Sur la face cytoplasmique, la protéine NS3 nécessite NS2B comme cofacteur pour 

réaliser les clivages protéiques.  

 

 

 

GENES STRUCTURAUX 

LUMIERE DU 

RETICULUM 

ENDOPLASMIQUE 

CYTOPLASME 

GENES NON STRUCTURAUX 

NS3 clivée 

CADRE OUVERT DE LECTURE 

Figure 8 : Structure du génome viral et expression de la polyprotéine (d’après 

Lidenbach et al. (2007)). A : structure du génome (protéines structurales et non 

structurales) et des éléments ARN (coiffe, régions 5’ et 3’ NC). B : Traitement de la 

polyprotéine par les protéases cellulaires ♦, virale (↓), furines (▼) ou inconnues ( ?). 

C : topologie des produits de clivage de la polyprotéine. NCR (Non Coding Region) : 

région non codant, 3’SL (Stem Loop) : stucture secondaire en épingle à cherveux. 
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1-4-2-2 Réplication 

 

La réplication a lieu au sein des complexes de réplication viral (RC) constitués de NS1, 

NS2A, NS3, NS4A et NS5 (figure 9).  

 

 

Figure 9: Le complexe de réplication (synthèse personnelle). Le complexe de réplication 

viral (RC) constitués de NS1, NS2A, NS3, NS4A et NS5.  

 

La réplication débute par la synthèse d’un brin d’ARN de polarité négative qui sert ensuite de 

base pour la synthèse d’un ARN génomique positif sous un mode semi-conservatif et 

asymétrique. La réplication est couplée à la traduction (figure 10) et à  l’assemblage (figure 

10). Le complexe de réplication s’assemble avec les protéines qui viennent d’être traduites. La 

réplication est également couplée à l’encapsidation.  
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Traduction de l’ARN(+) Traduction de NS5 terminée (17 min) et début 

de l’assemble du RC (complexe de réplication) 

 Circularisation du brin d’ARN (+) et fin de 

l’assemblage du complexe de réplication 
 

Le complexe de réplication transcrit l’ARN(+) en 

ARN(-) aboutissant à la forme réplicative (FR) 

Le FR se réattache au complexe de réplication 

pour l’initiation de la synthèse de l’intermédiaire 

de réplication (IR) 

Réplication semi-conservative asymmétrique de 

l’ARN (+) 

Libération de l’ARN(+) néo-synthétisé et du FR 

pour un nouveau cycle 

Fin du cycle de réplication 
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Figure 10: Couplage de la traduction, de la réplication et de l’assemblage des particules 

virales (d’après Westaway, Mackenzie et Khromykh, 2003). La traduction de l’ARN (+) est 

suivie par la formation des complexes de réplication où l’ARN est transcrit en ARN (-). Le 

brin d’ARN (-) sert de matrice pour la synthèse d’un nouveau brin d’ARN (+). L’ARN (+) 

néoformé va alors être traduit et de nouvelles particules virales vont pouvoir alors se former. 

(1) Stem loop : structure secondaire en épingle à cheveux, RNA (+) strand : brin d’ARN (+), 

Lumen : lumière, Anchor on ER : ancrage sur le RE, (2) Lumen of ER : lumière du RE, 

CIRCULARIZATION OF RNA(+) COMPLEX : circularisation du complexe ARN (+) (6) 

displaced RNA(+) : ARN (+) déplacé, nascent RNA (+) : ARN (+) naissant, (7) Single 

progeny RNA(+) with 5’type 1 cap : copie unique d’ARN (+) cappé, Completion of nascent 

RNA (+) : maturation de l’ARN (+), free RF : FR libre, (8)  Translation Initiated as 

ribosomes attach : initiation de la traduction lorsque les ribosomes s’attachent, Progeny 

RNA (+) : ARN(+) néo-synthétisé, Assembly with structural proteins : Assemblage avec les 

protéines structurales. 

 

1-4-2-3 L’assemblage des particules virales 

L’assemblage des particules virales se fait par association de l’ARN avec les protéines 

de capside. L’acquisition de l’enveloppe se fait par bourgeonnement au niveau du  RE.  

prM sert de chaperon pour maintenir la conformation de la protéine E afin d’éviter 

l’exposition du peptide de fusion. Une fois le bourgeonnement réalisé, il y a formation de 

particules virales immatures avec un aspect hérissé correspondant à l’insertion 

d’hétérodimères prM-E dans l’enveloppe virale. 

Le clivage de prM en M se déroule dans l’appareil de Golgi permettant la maturation de la 

particule virale (Mackenzie et Westaway, 2001).  
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1-4-2-4 Figure récapitulative 

 

 

Figure 11: Représentation schématique du cycle de multiplication virale du VWN 

(d’après Heinz et Stiasny, 2012). Le VWN reconnaît sa cellule cible grâce à la protéine 

d’énveloppe qui possède le domaine de liaison au récepteur. La particule virale est alors 

endocytée. Le pH acide de l’endosome provoque un changement de conformation de la 

protéine d’enveloppe, ce qui aboutit à l’exposition du peptide de fusion. La capside est alors 

libérée dans le cytoplasme suivit de la libération de l’ARN viral. L’ARN de polarité positive 

est immédiatement traduit. Les protéines virales issues de la traduction s’assemblent pour 

former un complexe de réplicatio. Les ARN néosynthétisés sont encapsidés et transportés via 

des vésicules de fusion. De nouveaux virions sont libérés.   
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2- Cycle de transmission du virus 

 

Dans les années 1950, des études menées en Egypte ont permis d’identifier le cycle de 

transmission du VWN (Brault, 2009). Le rôle des oiseaux, comme hôtes amplificateurs, a été 

précisé, ainsi que celui de certains moustiques vecteurs, principalement du genre Culex 

(figure 12). Ces études ont permis de définir des zones de circulation endémique du virus et 

des zones de transition où le virus ne s’installe pas. 

Les moustiques s’infectent lors d’un repas sanguin en ingérant le virus (figure 12). Après 

passage à travers la barrière intestinale, le virus se réplique localement puis atteint les glandes 

salivaires pour ensuite être transmis lors d’un repas sanguin ultérieur. Cette dernière étape est 

directement liée aux conditions climatiques (température, hygrométrie…), qui sont 

déterminantes en termes d’activité des vecteurs et de durée de transmission. De nombreuses 

espèces de moustiques, de genres différents (Culex, Aedes, Anopheles, Mansonia…) ont été 

trouvées porteuses du VWN (Hayes et al., 2005).  

Des études expérimentales permettent de préciser les espèces compétentes, c’est-à-dire 

impliquées dans le cycle de transmission du virus (Granwehr et al., 2004). Les espèces Culex 

pipiens, moustique « urbain », et Culex modestus, présents dans les zones humides, rizières et 

roselières en Camargue par exemple, semblent être plus particulièrement impliquées dans la 

transmission du virus en Europe.  

Le niveau de virémie varie selon les espèces d’oiseaux et sa durée est assez courte (de l’ordre 

de quelques jours) : ainsi, les passériformes (passereaux), les chradriiformes (oiseaux 

aquatiques), les strigiformes (rapaces nocturnes) et les falconiformes (rapaces diurnes) 

présentent des niveaux de virémie généralement suffisants pour infecter la plupart des 

moustiques. Par contre, les columbiformes, les piciformes (piverts) et ansériformes (canards 

etc…), généralement résistants à l’infection, développent une virémie faible (Komar et al., 

2003). Les oiseaux sont considérés comme de bons agents disséminateurs du VWN dans la 

mesure où ils peuvent parcourir de grandes distances lors des migrations (Sotelo et al., 2009).  
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Ce sont sans doute les oiseaux qui sont à l’origine de l’introduction du VWN à partir de 

l’Afrique sub-saharienne vers l’Europe et la région méditerranéenne (Berthet et al., 1997; 

Charrel et al., 2003; Jourdain et al., 2007). 

Depuis la découverte du virus en 1937, aucune mortalité aviaire naturelle n’avait été rapportée 

(Hayes et al., 1988), jusqu’aux foyers de la fin des années 1990 en Israël et aux Etats-Unis 

(Bernard et al., 2001 ; Bin et al., 2001 ; Swayne et al., 2001). En 1998, le VWN est isolé à 

partir d’une cigogne moribonde trouvée en Israël (Malkinson et al., 2001b). Des mortalités 

élevées chez les jeunes oiseaux de 3 à 8 semaines étaient observées dans des populations de 

cigognes et d’oies (Malkinson et al., 2001a).  

Aux Etats-Unis, beaucoup d’oiseaux et en particulier le Quiscale bronzé (Quiscalus quiscula), 

le Corbeau Américain (Corvus brachyrhynchos), le geai bleu (Cyanocitta cristata), la pie 

(Pica pica), le roselin (Carpodacus mexicanus) et le moineau (Passer domesticus) ont été 

sévèrement touchés par l’épidémie/épizootie et ont permis une amplification efficace du virus 

(Hayes et al., 2005). Les passériformes et en particulier les corvidés sont hautement sensibles 

à l’infection (Komar et al., 2003).  

Les espèces de ces familles, et tout particulièrement le Grand Corbeau (Corvus corax (Potter, 

2004)) et le Corbeau Américain (Corvus brachyrhynchos (Caffrey et al., 2005; Ward et al., 

2006; Yaremych et al., 2004), présentent de forts taux de mortalité. Différents types de 

rapaces, dont l’Autour de Palombe (Accipiter gentilis,  Erdélyi et al., 2007) ont été identifiés 

comme sensibles à l’infection à VWN (Nemeth et al., 2006; Bakonyi et al., 2006; Höfle et al., 

2008).  

 

Parmi les espèces européennes, la perdrix rouge (Alectoris rufa) de l’ordre des galliformes 

s’est montrée sensible lors d’infections expérimentales avec les souches Maroc 2003 (Ma03) 

et Espagne 2007 (SP07)  (Sotelo et al., 2011). Tous les oiseaux inoculés étaient virémiques et 

ont présenté des signes cliniques avec des taux de mortalité de 70% (Ma03) et 30% (SP07). 

Le niveau de virémie varie selon les espèces d’oiseaux  et sa durée est assez courte (de l’ordre 

de quelques jours) : ainsi, les passériformes (passereaux), les charadriiformes (oiseaux 

aquatiques), les strigiformes (rapaces nocturnes) et les falconiformes (rapaces diurnes)  
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présentent des niveaux de virémie généralement suffisants pour infecter la plupart des 

moustiques, par contre les columbiformes, les piciformes (piverts) et les ansériformes 

(canards…), généralement résistants à l’infection, développent une virémie très faible (Komar 

et al., 2003). 

Des infections expérimentales réalisées sur de jeunes oies avec un isolat nord-américain ont 

permis d’observer des taux de mortalité similaires à ce qui est observé dans la nature avec des 

virémies suffisantes pour infecter les moustiques (Swayne et al., 2001). La virulence d’un 

isolat nord-américain a été évaluée sur 25 espèces aviaires américaines. Parmi ces espèces, les 

corvidés dont le corbeau américain (AMCR, pour AMerican CRow) et le geai bleu 

(Cyanocitta cristata), présentent une virémie comprise entre 8 et 10 log10 PFU/ml (Komar et 

al., 2003). 

Les espèces sensibles présentent de fortes virémies et des taux de mortalité élevés (Ladeau et 

al., 2007). De façon paradoxale, la baisse d’une population aviaire, due à une forte mortalité, 

au lieu de diminuer la transmission du VWN, peut, au contraire, l’augmenter.  

 

D’une part, parce que la survie d’animaux infectés et donc immunisés pourrait diluer 

l’effet/empêcher de futures transmissions (Foppa et Spielman, 2007), ensuite parce que la 

mortalité aviaire est associée à une forte virémie entrainant une infection efficace des 

moustiques moyennement sensibles/compétents (Brault et al., 2004 ; Kinney et al., 2006 ; 

Komar et al., 2003).  

 

Enfin une augmentation des signes pathologiques pourraient avantager l’infection des 

moustiques suite à une baisse des comportements de défense des oiseaux contre les 

moustiques (Day et Edman, 1983). De plus, les moustiques pourraient être davantage attirés 

par des oiseaux en hyperthermie (Kinney et al., 2006). 
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Plus la population locale de moustiques a une faible compétence vectorielle à l’infection par 

le VWN, plus il est primordial pour le virus d’atteindre une virémie forte chez son hôte, ce qui 

est le cas pour certaines espèces américaines de Culex spp. Inversement, les vecteurs sensibles 

au VWN peuvent transmettre efficacement le virus même lorsque la virémie aviaire est plus 

faible, ce qui est le cas dans les régions endémiques (Afrique, Europe…) (Brault et al., 2009). 

 

Des cas de transmission directe par voie alimentaire ou par contacts directs entre oiseaux ont 

été décrits (McLean et al., 2001). Ces modes de transmission, en particulier la prédation de 

petits oiseaux infectés par le VWN, pourraient jouer un rôle épidémiologique non négligeable 

dans le contexte nord américain (infection de corbeaux) ou en Hongrie (infection de rapaces) 

(Zientara et al, 2010).  

L’apparition de cas chez l’homme et le cheval est liée à une circulation importante du virus 

dans l’avifaune, via des vecteurs ornithophiles, et à la présence de moustiques vecteurs, à la 

fois ornithophiles et mammophiles, capables de s’infecter à partir d’oiseaux virémiques et de 

piquer ultérieurement un hôte sensible (figure 12) (Murray et al., 2010). De très nombreuses 

espèces animales peuvent être infectées dont des reptiles, des amphibiens, des carnivores…  

 

Cependant le VWN provoque des signes cliniques essentiellement chez l’homme et le cheval. 

Les signes cliniques rencontrés consistent en des atteintes pseudo- grippales avec fièvre, 

céphalées, myalgies, arthralgies, nausées, vomissements et parfois un exanthème de type 

maculo-papuleux. Plus rarement, des atteintes neuroméningées, pouvant être mortelles, de 

type méningite ou méningo-encéphalites sont rencontrées. Des cas de paralysies flasques 

aiguës semblables à celles rencontrées dans la poliomyélite ou des cas évoquant un syndrome 

de Guillain-Barré, ont été rapportés aux Etats-Unis chez l’homme (Ahmed et al., 2000). A la 

différence de ce qui est observé chez les oiseaux, ces espèces ne développent généralement 

pas une virémie suffisante pour permettre la transmission du virus à des vecteurs compétents, 

lors d’un repas sanguin.  
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Chez le cheval, le niveau de virémie est au maximum de 10
3
 particules virales/ml (Bunning et 

al., 2002). L’homme et le cheval sont ainsi considérés comme des culs-de-sac 

épidémiologiques (Zientara, 2002). 

Les reptiles peuvent potentiellement contribuer à la persistance du virus dans un 

environnement donné par la virémie soutenue qu’ils développent (Desenclos et al., 2009). 

 

 
Figure 12: Cycle de transmission du virus West Nile (d’après Huhn et al. (2003)). Les 

oiseaux sont les hôtes amplificateurs du virus. Les moustiques s’infectent lors d’un repas 

sanguin. La présence de moustiques vecteurs, à la fois ornithophiles et mammophiles est 

responsable de la transmission du virus à des mammifères sensibles dont l’homme et le 

cheval. Ces hôtes ne développent pas une virémie suffisante pour permettre la transmission du 

virus à des vecteurs compétents, lors d’un repas sanguins et sont des culs de sac 

épidémiologiques. En revanche, des cas de transmission directs suite à une transfusion 

sanguine, des greffes d’organes, par voie transplacentaire ou par le lait maternel ont été 

rapportés.  

 

Les mécanismes de la persistance du virus en dehors de la période d’activité des vecteurs 

restent mal connus. La transmission transovarienne du virus à la descendance est décrite pour 

certains flavivirus, comme ceux de la dengue ou de la fièvre jaune, avec des vecteurs du genre 

Aedes. Elle a été rapportée pour certaines espèces de Culex avec des taux bien moindres, les 

Culex étant considérés comme des vecteurs peu efficaces en terme de transmission verticale 

pour le VWN (Goddard et al., 2003).  
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Individu à individu (transfusion de 
sang, transplantation d’organe, 
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Cependant, le phénomène de persistance hivernale du VWN chez les moustiques est décrit 

dans les conditions naturelles (Nasci et al., 2001). Aux Etats-Unis, l’hiver, rigoureux dans les 

zones infectées en 1999, n’a pas empêché le virus de persister et de gagner peu à peu 

l’ensemble du territoire en 3-4 ans.  

En plein hiver 1999-2000, des vecteurs adultes en hibernation ont été trouvés infectés. Le rôle 

des tiques dans la persistance du virus a aussi été évoqué, la transmission ayant été démontrée 

expérimentalement chez certaines espèces de tiques (Lawrie et al., 2004). Un autre aspect 

concerne la durée de virémie chez les oiseaux, qui s’avère être relativement courte (de l’ordre 

d’une semaine). Le virus WN a été isolé sur des rapaces en hiver, ce qui laisserait supposer un 

état latent du virus associé possiblement à des  phénomènes de réactivation (Zeller et Murgue, 

2001). 

 

 

A présent, je vais m’intéresser aux conséquences de l’infection à VWN chez les deux hôtes 

d’intérêt pour notre laboratoire : les oiseaux et les mammifères.  

 

3- Infection à VWN chez les oiseaux et les mammifères 

 

La figure 13 résume les différentes étapes de l’infection qui débute par une piqûre de 

moustique. Suite à l’injection du virus au niveau de la peau, le virus circule dans le sang. Le 

virus arrive alors au niveau de la tête où une infection du cerveau peut se produire. Une autre 

voie d’entrée se situe au niveau des motoneurones, ce qui aboutit à l’infection du système 

nerveux central (SNC) et à des lésions dont nous verrons les conséquences. Je discuterai plus 

tard dans cette partie des évènements aboutissant au passage à travers la barrière 

hématoencéphalique (BHE). 
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Figure 13: Mécanismes de la neuro-invasion par le VWN, induction de l’entrée des 

leucocytes dans le SNC (d’après Klein et Diamond (2008)). Le VWN pourrait entrer dans le 

SNC par transport rétrograde dans les neurones moteurs jusque dans la moelle épinière (a) ou 

par le passage de la BHE suite à une virémie (b). L’entrée via la moelle épinière serait le 

résultat d’une propagation inter-neuronale à l’origine de paralysies. Les voies d’entrée via la 

BHE incluent le transport intracellulaire via les macrophages, la propagation intra-

endothéliale pendant la rupture de la BHE par les cytokines (TNF-α, MIF) ou par l’infection 

directe des cellules endothéliales. Les macrophages et les lymphocytes qui entrent par les 

espaces périvasculaires sont séquestrés par CXCL12 se liant à CXCR4, le ligand présent à la 

surface des leucocytes. La sortie des lymphocytes T de l’espace périvasculaire requiert IL-1β 

et CD40. L’augmentation de l’expression de CXCL10 dans les neurones suite à l’infection 

permet le recrutement de lymphocytes CD8+ via l’activation de CXCR3, en particulier dans 

le cervelet. L’augmentation de l’expression de CCL3-5 dans le SNC permet le recrutement de 

leucocytes exprimant CCR5. Intact tight junction : jonction serrée intacte, Disrupted tight 

junction : jonction serrée interrompue, WNV : VWN, Endothéliale cell : cellule endothéliale, 

Neuron : neurone. 
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3-1 Les voies d’entrée du virus 

 

3-1-1 L’inoculation virale cutanée 

 

Le VWN est transmis via une piqûre de moustique. Les cellules de Langerhans ou d’autres 

cellules dendritiques des tissus cutanés pourraient être le siège initial de la réplication du 

VWN après l’inoculation par le moustique.  

 

Dans l’épiderme, les cellules de Langerhans infectées deviennent des cellules fonctionnelles 

présentatrices d’antigène, exprimant des CMH de classe II,  CD54 (ICAM-1), CD80 (B7.1) et 

la cadhérine-E (Byrne et al., 2001). Ces cellules migrent dans les nœuds lymphatiques dans 

les premières 24 à 48h après l’inoculation, induisant ainsi l’expression de cytokines 

antivirales et de chémokines, l’activation du complément, l’expansion leucocytaire, la 

préparation de l’antigène et sa présentation aux lymphocytes T (Johnston et al., 2000). De 

plus, cette migration des cellules dendritiques infectées entraine une virémie et l’infection des 

tissus périphériques.  

 

Des modèles rongeurs ont permis de valider ce scénario. Au bout de six jours, le virus n’est 

plus détecté dans le sérum et les organes périphériques, et entre dans le SNC, ce qui induit des 

troubles neurologiques (Samuel et Diamond, 2006).  

Une inoculation intranasale peut aussi aboutir à une entrée dans le SNC via la muqueuse 

olfactive (Nir et al., 1965).  

 

3-1-2 l’infection des motoneurones 

 

Il a été démontré expérimentalement que le VWN infecte les motoneurones. Le virus est 

transporté dans les neurones en cultures et infecte les motoneurones de la moelle épinière 

chez le hamster (Wang et al., 2009). Dans l’étude réalisée par Wang et al. (2009), le virus a 

été injecté directement dans le nerf sciatique gauche du hamster. 
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 Un marquage de la protéine E du VWN a montré la présence du virus seulement dans les 

motoneurones de la corne ventrale homolatérale, mais pas dans le ganglion spinal (figure 14. 

L’infection des motoneurones est à l’origine de faiblesses musculaires et de paralysies (Wang 

et al., 2009).  

 

                            

 

Figure 14: Schéma d’une coupe transversale au niveau d’une vertèbre cervicale (d’après 

le site http://www.medecine-et-sante.com/anatomie/anatmoelleepi.html).  

 

Le VWN est transporté à la fois de façon antérograde et rétrograde (Samuel et al., 2007), 

préférentiellement par les motoneurones plutôt que par les neurones sensoriels (Wang et al., 

2009).  

 

Une injection directe dans le nerf sciatique ou la moelle épinière de hamsters a permis de 

cartographier les lésions responsables de la paralysie des membres postérieurs, et de les 

localiser dans la région lombaire de la moelle épinière (Morrey et al., 2008). Des analyses 

immunohistologiques de sections de moelle épinière de hamsters paralysés ont révélé que les 

neurones infectés étaient localisés essentiellement dans la corne ventrale de la moelle, ce qui 

correspond à ce qui se produit lors de la présentation de signes cliniques de type polio 

(Morrey et al., 2008).  

http://www.medecine-et-sante.com/anatomie/anatmoelleepi.html
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De même chez l’Homme, des données cliniques obtenues sur des patients atteints de paralysie 

ont permis de montrer la présence de lésions dans la corne antérieure (Kramer et al., 2007). A 

ce jour, aucune démonstration n’a été faite de l’entrée du VWN dans le cerveau par cette voie. 

 

3-1-3 Une transmission verticale est-elle possible? 

 

La transmission verticale du VWN a été décrite chez la souris mais pas chez les oiseaux 

(Nemeth et Bowen, 2007). L’étude menée par Nemeth et Bowen (2007) n’a pas permis de 

montrer une transmission de la poule à l’œuf, le poulet présentant une virémie faible et de 

courte durée réduisant la potentialité de la transmission. Cependant une telle éventualité n’est 

pas à exclure chez d’autres espèces présentant des virémies supérieures mais qui survivent à 

l’infection comme la Crécerelle d'Amérique (Falco sparverius), le Merle d'Amérique (Turdus 

migratorius), le Quiscale bronzé (Quiscalus quiscula), la Corneille de rivage (Corvus 

ossifragus), le Grand-duc de Virginie (Bubo virginianus) et le moineau domestique (Komar et 

al., 2003 ; Nemeth et al., 2006). En revanche, les anticorps neutralisants maternels sont 

transmis à l’œuf avec un effet protecteur qui décroit avec le temps (Nemeth et Bowen, 2007). 

 

Suite à l’entrée du virus dans l’organisme une défense immunitaire d’abord innée puis 

adaptative se met en place. Nous verrons dans cette partie quels sont les mécanismnes de 

défense de l’hôte et quels sont les mécanismes que le virus met en œuvre pour y échapper.  

 

3-2 La réponse anti-virale 

 

3-2-1 Rôle de l’immunité innée  

 

L’activation de la réponse innée suite à la détection de la présence d’un pathogène est 

nécessaire pour contrôler rapidement la réplication virale (principalement via la voie 

interféron) mais aussi pour mettre en place la réponse immunitaire adaptative. 
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3-2-1-1 La reconnaissance du virus 

 

Les récepteurs de la famille Toll (TLRs) de mammifères représentent un groupe de 11 

glycoprotéines transmembranaires, homologues des récepteurs Toll identifiés chez la 

drosophile, et présentes soit à la surface externe des cellules ou sur les membranes des 

endosomes (Arjona et al., 2011).  

Chaque TLR possède un domaine reconnaissant des motifs spécifiques du pathogène, et un 

domaine cytoplasmique (TIR) activant la voie de signalisation. Suite à la reconnaissance du 

virus, le domaine TIR active des protéines telles que MyD88 (Myeloid differentiation factor 

88) ou TRIF (TIR containing adaptor-inducing IFN β), qui vont-elles même activer des 

facteurs de transcription comme NF-κB et IRF-3, et la production de molécules pro-

inflammatoires dont les IFNs de type I (Kawai et Akira, 2006) (figure 15). Les IFNs de type-I 

comprennent les IFN-α, IFN-β, IFN-ε, IFN-ω qui reconnaissent le même type de récepteur de 

surface cellulaire, les IFNAR (Pestka et al., 2004 ; Pestka et al., 1987). 

Parmi les TLRs reconnaissant des motifs viraux, TLR3 est celui qui reconnait les ARNdb 

(Alexopoulou et al., 2001), ARNdb présents lors de la phase réplicative du VWN (Samuel, 

2002). Wang et al. (2004) ont montré que des souris déficientes en TLR3 présentent une 

virémie plus importante, un niveau plus bas de cytokines antivirales et pro-inflammatoires, et 

un taux de mortalité plus faible après infection par voie intra-péritonéale (i.p). L’hypothèse 

soutenue par les auteurs est qu’au vu de l’effet de la cytokine TNF-α sur l’augmentation de la 

perméabilité de la barrière hémato-encéphalique (BHE), une baisse du taux de TNF-α rend les 

souris plus résistantes à la neuro-invasion par le VWN.  

TLR7 et TLR8 reconnaissent les ARN simples brins (Kawai et Akira, 2006). Les souris 

déficientes en récepteurs TLR-7 ont des macrophages qui ne répondent plus aux interleukines 

IL-12 et IL-23 suite à l’infection, ce qui augmente la sensibilité des souris aux encéphalites 

létales. TLR7 et la voie IL-23 dépendante modulent la migration des cellules immunitaires, 

dont les cellules de Langerhans (LCs), vers les cellules infectées (Town et al., 2009 ; Welte et 

al., 2009).  

Les hélicases à ARN, RIG-I et MDA-5, sont une autre famille importante de récepteurs 

reconnaissant des motifs viraux (Arjona et al., 2011).   
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RIG-1 et MDA-5 ont dans leur domaine C-terminal, un motif DExD/H qui reconnait les 

ARNdb, et deux domaines N-terminaux d’activation de caspases et de recrutement de la 

protéine IPS-1, activant l’expression de l’IFN-β et la réponse antivirale (Saito et Gale, 2007) 

(figure 15). Des souris déficientes en IPS-1 ont une réponse inflammatoire incontrôlée 

associée à une déficience dans l’expansion des cellules T régulatrices, ce qui augmente la 

sensibilité des souris à l’infection par le VWN (Suthar et al., 2010).  

 

Il existe des CLRs (C-Lectin Receptor = Récepteur à lectine de type C) chez les mammifères 

qui reconnaissent les groupes sucres des protéines virales, parmi elles la protéine d’enveloppe 

(Takahashi et al., 2006 ; Davis et al., 2006a et b). Les CLRs sont des récepteurs qui 

appartiennent à la famille des récepteurs PRR (PRR pour Pattern Recognition Receptor) qui 

détectent les hydrates de carbone des pathogènes. Ils activent le complément, la phagocytose, 

l’induction de l’expression de gènes antimicrobiens, et la présentation d’antigène (Robinson 

et al., 2006).  

 

Dans le cas du VWN, DC-SIGN et DC-SIGNR sont les CLRs impliqués dans l’attachement 

cellulaire et l’infection mais aussi dans l’engagement de la réponse innée de l’hôte. La 

reconnaissance de la protéine d’enveloppe glycosylée du VWN par DC-SIGN entraîne une 

réduction de l’expression de TLR-3 chez les macrophages via la voie STAT-1 (Kong et al., 

2008b). Ce schéma est déficient chez les personnes âgées, ce qui a pour conséquence un 

niveau d’expression élevé de TLR-3 chez les macrophages et donc un niveau élevé de 

cytokines qui pourraient contribuer à une augmentation de la perméabilité de la BHE. 
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Figure 15: Mécanismes de la réponse innée induits par les PRR (d’après Arjona et al. 

(2011)). Les types cellulaires impliqués sont indiqués en rouge. Neurons : neurones, 

Microglia : microglie, Type I IFN : IFN de type I, inflammatory cytokines : cytokines pro 

inflammatoires, Neuron subsets : cellules neuronales, modest : modeste, CNS homing of 

leukocytes : infiltration de leucocytes dans le SNC, Migration of LCs : migration de cellules 

de Langerhans, mDCs : cellules dendritiques myeloïdes, Treg expansion : expansion 

lymphocyte T régulateurs, Dependent on WNV-E glycosylation profile : dépendant du profile 

de glycosylation de E, PRR expression : expression de PRR. 

 

 

3-2-1-2 La voie de signalisation des IFNs : la voie JAK/STAT 

 

Les IFNAR 1 et 2 constituent les sous unités des récepteurs aux IFNs de type I. Chacune des 

sous-unités interagit avec les kinases JAK (Ihle, 1995). IFNAR 1 est associée avec la tyrosine 

kinase 2 (TYK 2), alors qu’IFNAR 2 interagit avec JAK 1 (Ihle, 1995).  

Suite à la reconnaissances des IFNs de type I à la membrane plasmique, IFNAR 1 et 2 se 

dimérisent et activent JAK par autophosphorylation (Bach et al., 1997 ; Mogensen et al., 

1999, Stark et al., 1998).  
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Les JAKs activées régulent la phosphorylation de différentes protéines STAT, qui sont des 

facteurs de transcription cytoplasmiques, et qui forment alors des homo ou des hétéro-dimères 

(Aaronson et Horvath, 2002 ; Darnell, 1997 ; Darnell et al., 1994, Stark et al., 1998). Les 

dimères STAT1/STAT2 se lient à IRF9, le complexe migre dans le noyau et se lie aux 

éléments de réponse stimulés par les IFN, les ISREs (IFN-stimulated response elements) ou 

ISGs des gènes stimulés par les IFN (IFN induced genes) (figure 16) (Samuel, 2001). 

 

            
 

Figure 16: Les différentes voies d’activation par les IFNs (d’après Borden et al., 2007). Ces 

récepteurs sont associés avec des kinases de la famille des JAK qui régulent la transcription 

de gènes via l’activation de STAT1, STAT2, JAK1 et TYK 2. Les récepteurs aux IFN de type 

II et III sont indiqués pour information. Nucleus : noyau, Cytoplasm : cytoplasme. 
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3-2-1-3 Les gènes de résistance au VWN  

 

La réponse IFN de type-I induit l’expression de gènes impliqués dans la résistance à la 

réplication du VWN, les ISGs (Der et al., 1998 ; Samuel, 2001). La plupart codent pour des 

récepteurs PRRs ou des facteurs de transcription (Der et al., 1998). Certaines de ces protéines 

régulent des cascades enzymatiques anti-virales : ISG15, les kinases activées par les ARNdb 

(PKR), les adénosines désaminases ARN-spécifiques (ADAR), les MxGTPases et les OAS 

(2’-5’ oligoadénylate synthétase).  

 

Parmi la centaine de protéines cellulaires dont la régulation dépend des IFN, il y a la famille 

des 2’-5’ oligoadénylate synthétase (Samuel, 2001 ; Rebouillat et Hovanessian, 1999). Cette 

famille de gènes code pour plusieurs enzymes dont la 2´-5´-oligoadénylate synthétase 1b 

(OAS 1b) qui a été identifiée comme candidat pour la résistance au VWN de certains sous-

types de souris, telles que les MBT/Pas and C.MBT-Oas1b (Perelygin et al., 2002 ; Mashimo 

et al., 2002 ; Samuel, 2002). Les souris sensibles, comme les BALB/c, ont un gène Oas 1b 

tronqué pour lequel il manque 30% de la séquence C-terminale (Kramer et al., 2007). OAS 1b 

a été identifiée comme une enzyme ayant une activité d’inhibition de l’expression protéique 

en réponse à la présence d’ARNdb (figure 17). OAS 1b activée catalyse la synthèse de 

ppp(A2_p)nAoligoadenylates (2-5A) (Kerr et al., 1978) qui elle-même active la RNaseL 

conduisant à une dégradation de l’ARN (figure 17).  
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Figure 17: Activation de la voie des 2’5’oligoadénylate synthétases (d’après Samuel 

(2002)). La famille des 2’5’oligoadénylate synthétases et  la nucléase RNaseL induisent la 

dégradation de l’ARN et l’apoptose. Multiple Forms : nuclear and cytoplasmic : formes 

multiples, Apoptosis : apoptose, RNA degradation : dégradation de l’ARN. 

 

 

Il a aussi été montré que les équidés (Rios et al., 2010) et les humains (Lim et al., 2009) 

possèdent un gène orthologue, le gène OAS1. Des mutations observées sur ce gène chez 

chacune de ces deux espèces sont associées à une augmentation de la sensibilité à l’infection. 

Chez le cheval, des polymorphismes sont localisées dans la région du promoteur suggérant 

que des différences dans l’expression du gène OAS1 déterminent la capacité de l’hôte à 

résister aux manifestations cliniques associées à l’infection à VWN (Rios et al., 2010). 

 

 

ISG15 est un homologue des ubiquitines (Loeb et Haas, 1992). ISG15 se conjugue à ses 

protéines cibles ce qui engendre une réponse antivirale (Harty et al., 2009 ; Sadler et 

Williams, 2008). Plusieurs protéines impliquées dans la réponse immunitaire antivirale sont 

des protéines cibles d’ISG15 : 
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 PKR, MxA, ADAR (figure 18), RIG-1 et STAT1  (Giannakopoulos et al., 2005; Zhao et al., 

2005). L’action d’ISG15 se porte sur des protéines qui participent à la réponse innée : 

augmentation de l’activité de 4EHP qui contrôle la traduction cap-dépendante (Okumura et 

al., 2007), stabilisation d’IRF3 et inhibition de sa dégradation liée à l’infection virale (Lu et 

al., 2006) et inhibition de la phosphatase 2β induisant une augmentation de la signalisation 

NF-κB (Takeuchi et al., 2006).  

La conjugaison d’ISG15 avec ses protéines cibles est catalysée par des protéines dont 

l’expression dépend des IFNs de type I (Sadler et Williams, 2008). 

 

Les PKR agissent en tant qu’antiviraux en agissant sur la traduction (Hovanessian, 2007; 

Sadler et Williams, 2008; Samuel, 2001). Les IFN de type I et III induisent l’expression de 

PKR sous forme d’un monomère (Ank et al., 2006) qui est activé par un certain nombre de 

ligands dont les ARNdb viraux (Meurs et al., 1990; Nanduri et al., 2000). Suite à l’activation, 

le monomère se phosphoryle et se dimérise pour donner la forme active de l’enzyme (Dey et 

al., 2005; Romano et al., 1998; Taylor et al., 1996). La PKR activée phosphoryle le facteur 

eucaryotique d’initiation de la traduction, eIF2α, empêchant ainsi la synthèse des protéines 

virales (figure 18) (Meurs et al., 1992; Samuel, 1979). Les différents membres de la famille 

des Flaviviridae ne sont pas tous sensibles à l’action des PKR. Le VWN fait partie de ceux 

pour qui l’action des PKR s’est révélée nocive (Samuel et al., 2006a). 

 

Les protéines Mx appartiennent à la super famille des GTPases de type dynamine (Haller et 

al., 2007). L’expression des protéines Mx est régulée par les IFNs (figure 18). Chez l’Homme 

et la souris, deux formes de la protéine existent, MxA/B et Mx1/2, respectivement. Mx1 est 

localisée dans le cytoplasme, alors que Mx2 se retrouve au niveau du RE (Stertz et al., 2006). 

La transcription de Mx1 est activée par les IFN de type I (Staeheli et al., 1986), chez la souris 

Mx1 est activée par les IFN de type I et III (Holzinger et al., 2007; Meager et al., 2005). Une 

activité antivirale de MxA inhibant la réplication a été démontrée pour le VWN (Hoenen et 

al., 2007). Le VWN échappe à l’action de MxA en étant protégé par les structures 

membranaires (Hoenen et al., 2007). 
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Figure 18: Fonctions biochimiques de protéines induites par la voie IFN (d’après Samuel, 

2002). La famille des GTPases Mx semble cibler la nucléocapside virale et inhiber la synthèse 

de l’ARN. Les kinases PKR inhibent l’initiation de la traduction par la phosphorylation du 

facteur d’initiation de la synthèse protéique, eIF-2α. ADAR1, adénosine désaminase participe 

à l’édition de l’ARN. OTHER PROTEINS : autres protéines, including : incluant, Protein : 

protéine, Multiple Forms : formes multiples, nuclear and cytoplasmic : nucléaire et 

cytoplasmique, dsRNA : ARNdb, RNA editing : édition de l’ARN, Protein pact : pack 

protéique, Ribosome-associated : associée au ribosome, Inititation Factor : facteur 

d’initiation, Phosphorylated : phosphorylé, mRNA Translation Inhibition : inhibition de la 

traduction de l’ARNm. 

 
 
 

3-2-1-4 Cytokines impliquées dans la réponse innée 

 

L’expression d’IL-1β augmente dans les macrophages de souris dès 12h post infection 

(Shirato et al., 2006). L’expression de cette cytokine augmente aussi dans les tissus 

neuronaux de patients présentant une encéphalite, ainsi que dans des cultures de névroglie 

humaine infectées par le VWN (van Marle et al., 2007). IL1-β est nécessaire pour la 

migration des cellules de Langerhans (LCs), et leur accumulation dans les ganglions 

lymphatiques suite à une infection cutanée (Byrne et al., 2001). 
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Des souris déficientes en IFN-γ ou en récepteur à IFN-γ ont des taux de mortalité, suite à 

l’infection à VWN, plus élevés et des temps de survie plus courts, que des souris contrôles. La 

virémie est plus élevée et la réplication virale est plus importante dans les tissus 

périphériques, ce qui amène à une neuro-invasion plus précoce et plus forte (Shrestha et al., 

2006). Un traitement des cellules dendritiques primaires (DCs) par de l’IFN-γ réduit 

drastiquement la réplication virale (Shrestha et al., 2006). L’IFN-γ est nécessaire pour 

l’activation des lymphocytes T-γ/δ, mais pas pour celle des lymphocytes CD8+, pour limiter 

la dissémination du virus (Wang et al., 2003a ; Shrestha et al., 2006).  

Paradoxalement, le MIF (facteur d’inhibition de la migration des macrophages) favorise la 

neuro-invasion, en augmentant la perméabilité de la BHE via les cytokines pro-

inflammatoires (Arjona et al., 2007) ; de plus,  il n’est pas exclu que MIF induise l’expression 

de métallo-protéinases de matrice (MMPs). MMP-9, en particulier, facilite l’entrée du VWN 

dans le cerveau (Wang et al., 2008). Chez la souris, l’infection à VWN provoque 

l’augmentation du MIF durant la phase précoce de l’infection. Chez l’Homme, des niveaux 

importants de MIF ont été détectés dans le plasma et le liquide céphalo-rachidien (LCR) 

(Arjona et al., 2007).  

 

3-2-1-5 Cellules immunitaires impliquées dans la réponse innée 

 

Chez l’Homme, les macrophages représentent une fraction importante des infiltrats cellulaires 

retrouvés dans le système nerveux central (SNC) suite à une infection à VWN (Kelley et al., 

2003). Les macrophages peuvent fonctionner comme des cellules présentatrices d’antigène 

(APCs), stimulant la prolifération des lymphocytes T anti-VWN (Kulkarni et al., 1991a).  

Des données expérimentales indiquent que des molécules clés de la défense de l’hôte, telles 

que RIG-1, MDA-5, PKR et RNase L, sont nécessaires dans les macrophages pour contrôler 

l’infection indépendamment ou non de la production d’IFN de type I (Samuel et al., 2006a ; 

Daffis et al., 2007). L’infection de cultures primaires de macrophages humains avec le VWN 

induit la production d’IL-8 mais inhibe l’expression d’IL-1β et des IFN de type-I du fait de 

l’interférence avec la voie JAK/STAT importante dans l’activation des macrophages (Kong et 

al., 2008a). 
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Les cellules de Langerhans sont les cellules dendritiques localisées dans la peau. Dans un 

modèle murin, elles transportent le virus jusque dans les ganglions lymphatiques sous  

contrôle de l’IL-1β (Johnston et al., 2000; Byrne et al., 2001). Ces cellules sont capables de 

présenter un antigène (Kulkarni et al., 1991). Des études menées chez l’Homme ont montré 

que les DCs de personnes âgées produisent moins d’IFN de type-I que les sujets plus jeunes 

(Qian et al., 2011). 

Les lymphocytes T γ/δ sont une population de lymphocytes intra-épithéliaux (Holtmeier et 

Kabelitz, 2005). La population de lymphocytes T γ/δ augmente de façon significative après 

une infection à VWN, et les souris déficientes en lymphocytes T γ/δ ont des charges virales 

plus fortes et une mortalité plus élevée (Wang et al., 2003a). Suite à l’infection les 

lymphocytes T γ/δ produisent des taux importants d’IFN-γ nécessaires pour un contrôle 

précoce de la dissémination du VWN (Shrestha et al., 2006b).   

De plus les lymphocytes T γ/δ jouent un rôle dans la promotion de la réponse adaptative en 

facilitant la maturation des DCs (Fang et al., 2010).  

Enfin, les polynucléaires neutrophiles (PNNs) sont rapidement recrutés sur le site d’infection, 

chez la souris, et sont le lieu d’une réplication efficace du VWN (Bai et al., 2010). Les PNNs 

constituent des réservoirs pour la réplication et la dissémination du virus. Les méningo-

encéphalites sont souvent associées à une présence de neutrophiles dans le LCR chez 

l’Homme (Rawal et al., 2006; Tyler et al., 2006).  

 

3-2-2 La réponse adaptative 

 

3-2-2-1 La réponse humorale 

 

Les anticorps neutralisants (AcN), dont les IgM, limitent la dissémination du virus (Campbell 

et al., 2002). Le taux d’IgM fait un pic 2 à 8 jours après le début des symptômes (figure 19) et 

diminue rapidement dans les semaines qui suivent (Roerhig et al., 2002), mais peuvent être 

détectés jusqu’à 16 mois après le début de l’infection chez l’Homme (Kramer et al., 2007). 

Les IgM ne passent pas la barrière hémato-encéphalique (Tardei et al., 2000).  

 



61 

 

Données bibliographiques 

 

                   

Figure 19: Cinétique du virus et des anticorps IgM et IgG au cours d'une infection par le 

virus West Nile (d’après l’INVS).  

 

Les IgG apparaissent dans les 12 jours après l’apparition des symptômes chez l’Homme, 6-8 

jours chez la souris (Samuel et Diamond, 2006) et peuvent persister plusieurs années (Roerhig 

et al., 2002 ; Tardei et al., 2000 ; Petersen et al., 2002) (figure 19). Ces immunoglobulines 

permettent effectivement l’élimination du virus et apportent une immunité protectrice à long 

terme (Dauphin et Zientara, 2007).  

La plupart des AcN sont dirigés contre la protéine E, mais aussi la protéine prM (Colombage 

et al., 1998 ; Falconar, 1999 ; Pincus et al., 1992 ; Vazquez et al., 2002).  

 

La protéine E possède trois domaines structuraux (voir paragraphe 1-3-1-3). Les trois 

domaines sont reconnus pas des AcN (Beasley et Barrett, 2002 ; Oliphant et al., 2005 ; Volk 

et al., 2004). Cependant, les anticorps les plus puissants reconnaissent un épitope situé sur le 

domaine III (DIII) (Beasley et al., 2002 ; Oliphant et al., 2005 ; Volk et al., 2004). Des AcN 

dirigés contre DIII ont été détectés dans le sérum de patients convalescents et ont permis la 

protection de souris après transfert des sérums après que le VWN ait atteint le SNC (Samuel 

et Diamond, 2006).  
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Les anticorps anti-DIII sont de très bons inhibiteurs de l’entrée du VWN du fait qu’ils 

bloquent l’épitope lors de la phase de reconnaissance du récepteur, inhibant la fusion (Gollins 

et Porterfields, 1986b ; Nybakken et al., 2005).  

Même si la plupart des AcN reconnaissent des protéines structurales, certains AcN 

reconnaissent NS1 (Chung et al., 2006). NS1 est détectée dans les sérums des animaux 

infectés, lors de la phase aigüe de la maladie (Chambers et al., 1990 ; Macdonald et al., 2005).  

 

3-2-2-2 La réponse cellulaire, les lymphocytes T 

 

Les lymphocytes T cytotoxiques prolifèrent suite à l’identification de cellules infectées qui 

expriment à leur surface des CMH de classe I (CMH I), et sécrètent des cytokines pro-

inflammatoires (Douglas et al., 1994 ; Kesson et al., 1987 ; Kulkarni et al., 1991b). Les 

cellules infectées sont alors lysées sous l’effet des perforines et des granzymes A et B ou via 

les interactions Fas-Fas ligand (Harty et al., 2002 ; Russell et Ley, 2002). Les souris 

déficientes en lymphocytes T CD8+ ou en CMH I présentent une réponse humorale normale 

mais ont des charges virales plus importantes dans le foie et le SNC (Shrestha et Diamond, 

2004 ; Wang et al., 2003b). Les lymphocytes T CD8+ requièrent la présence de perforine 

pour contrôler les souches de lignage I, les souris déficientes en perforines ont en effet des 

charges virales et une mortalité plus élevées après infection par la souche NY99 (Shrestha et 

al., 2006a). Les lymphocytes T CD4+ contribuent largement au contrôle de l’infection à 

travers de multiples mécanismes dont la sensibilisation des lymphocytes T CD8+, la 

production de cytokines, l’activation et la sensibilisation des lymphocytes B, et la cytotoxicité 

directe.  

 

Une déplétion en lymphocytes T CD4+ ou une déficience génétique en CMH de classe II 

résulte en une réponse anticorps atténuée et une augmentation de la létalité (Samuel et 

Diamond, 2006). 
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3-2-3 Exemple chez l’oiseau du rôle du système immunitaire dans le contrôle de l’infection 

à VWN et de l’effet de l’âge  

 

La réponse humorale est cruciale dans le contrôle des premières phases ainsi que pour assurer 

la survie à l’infection (Diamond et al., 2003 a, b ; Dauphin et Zientara, 2007). Des poulets de 

10 semaines (Gallus gallus domesticus) infectés par le VWN séroconvertissent 8 jours  post 

infection (p.i) (Fair et al., 2011 ; Langevin et al., 2001; Weingartl et al., 2003).  La réponse 

lymphocytaire B joue un rôle important par la sécrétion des immunoglobulines G (IgG) 

(Diamond et al., 2003a) et des immunoglobulines M (IgM) (Diamond et al., 2003b). Nemeth 

et al. (2009) ont établi que la réponse humorale anti-VWN est de longue durée et protectrice 

chez le moineau domestique (Passer domesticus), espèce résistante à l’infection à VWN.  

De plus, l’âge joue aussi un rôle dans le contrôle de l’infection. Ainsi aucune mortalité n’a été 

observée chez le poulet adulte. Des infections expérimentales sur des poulets adultes ont 

montré que les virémies sont relativement faibles (10
2.4 

– 10
5.0 

PFU/ml) sans signes cliniques 

(Langevin et al., 2001), alors que des poussins de 1 à 3 jours présentent une virémie plus forte 

(10
6.5 

– 10
7.5 

PFU/ml) et une morbidité significative (Turell et al., 2000, 2001, 2002a). Dans 

l’étude publiée par Nemeth et Bowen (2007), aucun poussin de plus de 14 jours ne présente 

une virémie à un niveau assez haut pour infecter un moustique (> 10
5
 PFU/ml) (Turell et al., 

2002b). De plus aucun signe clinique n’est observé chez le poussin de plus de 1 jour. 

L’importance de l’âge est liée à l’immaturité du système immunitaire à l’éclosion du poussin. 

Le développement immunitaire débute durant l’embryogénèse et atteint sa maturité des 

semaines voire des mois après l’éclosion (Dibner et al., 1998). Lowenthal et al. (1994) ont 

observé que, chez le poulet, la réactivité des lymphocytes T aux mitogènes augmente 

progressivement entre J2 et J4 post-éclosion, et qu’à 1 semaine, le niveau de réponse est 

équivalent à ce qui est observé avec les lymphocytes T des adultes. Ainsi, 

l’immunosupression observée chez le poulet de moins de 2 semaines est due à l’immaturité de 

la réponse lymphocytaire T (Lowenthal et al., 1994).  

La rate est un organe lymphoïde jouant un rôle important dans la maturation et la 

différenciation des lymphocytes (Jeurissen, 1991).  
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Les interleukines IL-4, IL-10 et IL-18, ainsi que l’IFN-γ sont détectables dans les rates des 

embryons de poulet de 12 jours (Abdul-Careem et al., 2007). L’expression des cytokines est 

supérieure dans les rates de poussins à celles des embryons, avec une augmentation constante 

durant l’embryogénèse et un pic à J7 post-éclosion (Abdul-Careem et al., 2007).  

 

3-2-4 Mécanismes d’évasion du VWN au système immunitaire de l’hôte 

Les protéines non structurales du VWN inhibent la phosphorylation de JAK1 et TYK2 ainsi 

que l’activation des facteurs de transcriptions STAT1 et STAT2, (Guo et al., 2005 ; Jones et 

al., 2005a). NS4 empêche la phosphorylation de STAT1 et STAT2, et leur translocation vers 

le noyau (figure 20) (Evans et Seeger, 2007; Liu et al., 2005; Munoz-Jordan, 2003; Muñoz-

Jordán et al., 2005). NS2A inhibe la transcription des gènes sous contrôle de l’IFN-β (figure 

20) (Liu et al., 2004 ; Liu et al., 2006). NS5 inhibe la phosphorylation de JAK1 et TYK2, 

bloquant le signal IFN (figure 20) (Best et al., 2005 ; Mazzon et al., 2009). La transduction du 

signal et la sécrétion de cytokines induites par TLR3 sont bloquées par NS1 (Wilson et al., 

2008). IRF3 et IRF7 sont des facteurs de transcription cellulaires induisant la production 

d’IFN et stimulant l’expression d’ISGs.  

Ces facteurs jouent un rôle dans la défense anti-VWN (Daffis et al., 2007 ; Daffis et al., 

2008b) mais il a été montré que le VWN retarde l’activation d’IRF3 jusqu’à ce que la 

production virale soit bien établie (Fredericksen et Gale, 2006), permettant ainsi au virus de se 

multiplier dans la cellule avant que la réponse IFN ne limite sa diffusion (Diamond, 2009). 
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(A) Lors de l’infection, le VWN produit des intermédiaires ARN doubles brins, présents 

dans le cytoplasme, qui possèdent des motifs moléculaires reconnus par RIG-1 et MDA5. 

La liaison de l’ARN viral avec ces protéines conduit à l’activation d’IPS, induisant le 

recrutement de protéines signales (NEMO et TRAF3), qui vont activer IRF3 et NF-κB. Ces 

facteurs migrent dans le noyau et se lient au promoteur du gène de l’IFN β. Dans certaines 

cellules, les récepteurs TLR-3 et TLR-7 de l’endosome reconnaissent les motifs ARNdb et 

ARNsb, ce qui conduit au recrutement de molécules cytoplasmiques (MyD88 et TRIF), qui 

initient des cascades de réactions activant IRF-3, IRF-7, et NF-κB, ayant pour conséquence 

la transcription de l’IFN β. Les mécanismes d’évasion du VWN incluent : (a) la réduction 

de la transcription du gène de l’IFN-β par NS2A, (b) le blocage de la voie RIP-1 par E et 

l’atténuation du signal TLR-3 par NS1 et (c) un retardement de la reconnaissance des ARN 

viraux par RIG-1. WNV : VWN, delay : retard, viral RNA : ARN viral, Cytoplasm : 

cytoplasme, Mitochondria: mitochondrie, Nucleus: noyau. 
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Figure 20: Voie de signalisation IFN et mécanismes d’évasion du VWN (d’après Diamond 

(2009)).  

 

 

 

(B) La sécrétion d’IFN par les cellules infectées résulte dans l’activation de voies de 

signalisation autocrines et paracrines à travers les récepteurs pour les IFN-α et IFN-β 

(IFNAR). La liaison d’une molécule d’IFN à ces récepteurs induit l’activation et la 

phosphorylation de la tyrosine des membres de la famille JAK (JAK1 et Tyk2) et de la 

fraction cytoplasmique du récepteur à l’IFN-α/β. Cette étape permet le recrutement de 

STAT1 et STAT2, qui sont alors phosphorylées par les JAKs. Les protéines STAT1 et 

STAT2 phosphorylées s’hétérodimérisent, s’associent à IRF-9 et migrent dans le noyau, 

où elles se lient aux séquences ISRE  et induisent l’expression de centaines de gènes ISGs. 

Les mécanismes d’évasion du VWN incluent (d) le blocage de la phosphorylation de Tyk2 

et JAK1 par NS5, (e) blocage des IFNAR suite au réarrangement du cholestérol 

membranaire et (f) atténuation de la voie STAT par NS4B. WNV : VWN, delay : retard, 

viral RNA : ARN viral, Cytoplasm : cytoplasme, Mitochondria: mitochondrie, Nucleus: 

noyau. 
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Les oiseaux ont une température corporelle plus élevée que les mammifères et les insectes 

(Kuno, 1997).  Pour compléter son cycle viral, le VWN doit pouvoir se répliquer sur une 

gamme de température large, ce qui restreint les modifications génomiques viables (Dunster 

et al., 1990 ; Huang et al., 2000Weaver et al., 1999).  

Une des caractéristiques majeures du VWN est sa capacité à envahir le SNC, ce qui est à 

l’origine de graves complications physiopathologiques. Dans le prochain paragraphe, je vais 

vous développer les différentes étapes conduisant à l’entrée du virus dans le SNC et aux 

conséquences. 

 

 

3-3 L’infection du système nerveux 

 

3-3-1 Les différentes voies d’entrée dans le SNC 

 

Le système nerveux central est la partie du système nerveux constitué du cerveau et de la 

moelle épinière. Le contrôle de la charge virale dans le sang est primordial pour prévenir la 

dissémination dans le SNC (Klein et Diamond, 2008). Même si la voie d’entrée préférentielle 

du VWN dans le SNC n’est pas clairement définie, des études chez l’animal ont montré que le 

VWN entre via la voie neuronale (Samuel et al., 2007) par l’infection de neurones olfactifs 

et/ou transport axonal rétrograde à partir des neurones périphériques (Wang et al., 2009) et/ou 

la voie circulatoire (Samuel et Diamond, 2006). Dans ce dernier cas, il reste à définir si 

l’infection du SNC se fait par le sang via le transport de cellules infectées, comme des 

monocytes et/ou des macrophages ou par passage des virions à travers les cellules 

endothéliales (Samuel et Diamond, 2006). 

Chez la souris, le virus se réplique très vite dans les tissus périphériques, avec un pic 

virémique à 3-4 jours p.i, et ensuite le virus est peu à peu éliminé au fur et à mesure que la 

réponse immunitaire se met en place (Diamond et al., 2003c). C’est pendant le pic virémique 

que le virus commence à envahir le cerveau, une charge virale étant clairement détectable dès 

5 jours post infection.  
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La fenêtre de temps laissant au virus le temps d’atteindre le cerveau est donc étroite et l’entrée 

virale doit être efficace. L’une des voies d’entrée la plus importante est sans doute la BHE 

(Lustig et al., 1992 ; Wang et al., 2004). La BHE sert à réguler le milieu (homéostasie) dans 

le cerveau, en le séparant du sang. Elle  protège le cerveau des agents pathogènes, des toxines 

et des hormones circulant dans le sang. Elle représente un filtre extrêmement sélectif, à 

travers lequel les aliments nécessaires au cerveau sont transmis, et les déchets sont éliminés. 

La BHE est composée de plusieurs types cellulaires (figure 21) : Les endothéliums sanguins 

sont constitués de cellules endothéliales aux jonctions serrées, entourées de péricytes dont la 

membrane basale est principalement composée de collagène de type IV, de laminine, de 

protéoglycane, et de plusieurs glycoprotéines (Pardridge, 1983). L’ensemble vaisseau/péricyte 

est entouré par les pieds vasculaires astrocytaires.  

 

                          

Figure 21: Schéma de la barrière hémato-encéphalique (d’après http://hepato-neuro.ca). La 

barrière hémato-encéphalique est la barrière cellulaire délimitant la circulation sanguine et le 

tissu cérébral. Les cellules endothéliales forment des jonctions serrées qui ne laissent passer 

les composés que par un transport actif et sélectif (par opposition à une diffusion passive). Les 

vaisseaux sont enserrés par les pieds des péricytes et des astrocytes, isolant les neurones. 

 

 

Des particules virales libres peuvent traverser la BHE sans compromettre son intégrité 

(Verma et al., 2009).  Des cultures primaires de cellules endothéliales humaines de la BHE 

(HBMVE, pour Human Brain MicroVascular Endothelial cells) ont été infectées avec la 

souche neurovirulente, NY99 (Verma et al., 2009).  

http://hepato-neuro.ca/
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Le niveau de réplication virale a été mesuré ainsi que l’évolution de l’expression des protéines 

des jonctions serrées (TJP, pour Tight Junction Proteins), ainsi que des molécules d’adhésion 

cellulaire (CAM, pour Cell Adhesion Molecules). Une multiplication virale a été objectivée 

par analyse qRT-PCR, sans observer d’effet cytopathique. Une augmentation de l’expression 

de TJPs (Claudin-1) et de CAMs (sélectine-E et molécules d’adhésion de cellules vasculaires) 

a été observée 2 à 3 jours p.i, respectivement, ce qui coïncide avec le pic de réplication virale. 

Ces données suggèrent que l’infection de cellules HBMVE peut faciliter l’entrée de particules 

virales libres dans le SNC sans compromettre la BHE. Une augmentation de l’expression de 

protéines CAMs peut favoriser l’entrée de cellules immunitaires infectées via un mécanisme 

de type « cheval de Troie ». La protection contre l’infection à VWN requiert une 

reconnaissance rapide du virus et la mise en route d’une réponse IFN. La présence du VWN 

dans le SNC est précédée d’une virémie et d’une multiplication périphérique transitoire.  

Elle est corrélée à une évolution de la perméabilité de la BHE qui pourrait être due à l’action 

du TNF-α médiée par le TLR-3 ou par effet du MIF produit par les leucocytes en réponses 

aux cytokines et qui pourrait altérer la fonction de la BHE en activant les métalloprotéinases 

de matrice (MMP) (Yu et al., 2007). Une déficience en TLR3 est associée à une augmentation 

de la réplication virale (Daffis et al., 2008a) et une meilleure résistance à l’infection au VWN 

du fait du maintien de la perméabilité de la BHE (Wang et al., 2004), ce qui suggère que 

l’entrée du virus dans le SNC dépend surtout de l’intégrité de la BHE.  

La perte de l’imperméabilité de la BHE et la rétractation des pieds vasculaires astrocytaires 

sont caractérisées par la perte des jonctions serrées et la dégradation des membranes basales 

des péricytes, qui est catalysée en partie par les MMPs (Wang et al., 2008). Les MMPs ont été 

associées à la rupture de la perméabilité de la BHE dans des modèles transgéniques (Gidday 

et al., 2005). En particulier, MMP9 est impliquée dans l’entrée du VWN dans le cerveau chez 

la souris (Wang et al., 2008). Son expression dans le cerveau murin est augmentée et MMP9 

est retrouvée dans les vaisseaux sanguins. La résistance des souris MMP9-/- est corrélée avec 

la présence d’une BHE intacte. Les charges virales dans le cerveau, les niveaux de cytokines 

inflammatoires et des infiltrats leucocytaires sont significativement réduits (Wang et al., 

2008). 
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Dans le SNC, le VWN cible les neurones du cortex, du cerveau moyen, du cervelet et de la 

moelle épinière, conduisant à leur altération voir leur mort (Samuel et al., 2006b, Shrestha et 

al., 2003 ; Hunsperger et Roehrig, 2006). L’infection et la destruction des neurones moteurs 

dans la corne antérieure de la moelle épinière coïncide avec des paralysies flasques (Shrestha 

et al., 2003) (figure 22). 

 

Figure 22: Histopathologie, expression antigénique et infiltration leucocytaire suite à une 

infection à VWN chez la souris C57BL/6 (n=10) (d’après Shrestha et al., 2003). (A à C) 

Histopathologie. (A) moelle épinière de souris non infectées. (B) souris infectée mais non 

paralysée (C) souris infectée et paralysée, 10 jours p.i. Les coupes ont été colorées à 

l’hématoxyline et éosine (H et E). Les flèches noires en gras indiquent les leucocytes infiltrés, 

les flèches noires fines indiquent les neurones dégénérés. (D à F) Expression des antigènes du 

VWN sur des sections de moelle épinière de souris non infectées (D), infectées et non 

paralysées (E),  infectées et paralysées (F). Un sérum polyclonal de rat infecté par le VWN a 

été utilisé. Les flèches vertes indiquent les neurones fortement infectés. (G à I) Infiltration des 

leucocytes dans la moelle épinière. Souris non infectée (G), infectée et non paralysée (H), 

infectée et paralysée (I). Un anticorps monoclonal anti-CD45, un antigène commun des 

leucocytes, a été utilisé. Les flèches rouges indiquent les leucocytes CD45+.  

 

 

Non Infecté 
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Infecté 
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3-3-2 Rôle du système immunitaire dans l’entrée du virus dans le SNC 

 

La production importante de MMP9 par les macrophages et les lymphocytes T (Leppert et al., 

1995 ; Welgus et al., 1990) pendant l’infection virale pourrait promouvoir la sortie des 

leucocytes des vaisseaux afin de combattre le virus dans le cerveau. Paradoxalement l’afflux 

de cellules immunitaires pourrait apporter avec lui des particules virales (Berger et Avison, 

2004 ; Rios et al., 2006 ; Wang et al., 2004). La perméabilisation de la BHE est influencée par 

ICAM-1, ligand pour les leucocytes présent sur l’endothélium.  ICAM-1 transmet les signaux 

qui influencent la perméabilisation de la BHE, et la progression de la neuro-inflammation 

(Drevets et Leenen, 2000, Greenwood et al., 2002 ; Hubbard et Rothlein, 2000). ICAM-1 joue 

un rôle important dans la neuro-invasion par le VWN. Le knockout d’ICAM-1 réduit la 

charge virale dans le cerveau sans affecter la virémie périphérique (Dai et al., 2008). En 

réduisant la perméabilité de la BHE, l’influx viral est limité à un niveau jugulable par les 

cellules microgliales résidantes, et les dommages causés aux neurones par les cellules 

immunitaires sont limités (Dai et al., 2008).  

La migration des lymphocytes dans le SNC est limitée par la BHE, entrainant une localisation 

des cellules dans l’espace périvasculaire. Cette séquestration protège le SNC des dégâts 

causés par les cellules immunitaires. Cependant, les infections du SNC par des virus 

neurotropes hautement cytopathiques, comme le VWN, requiert la pénétration des 

lymphocytes T  dans le parenchyme  (McCandless et al., 2008). Des souris présentant des 

délétions en CD8 ont des charges virales significatives dans le foie et le SNC, et des taux de 

mortalité plus élevés après infection à VWN. Une persistance du virus dans le SNC est 

observée chez les survivantes, ce qui suggère que les lymphocytes T sont nécessaires pour 

complètement éliminer le virus dans le SNC (Klein et Diamond, 2008).  

Les lymphocytes T présentent un ligand à leur surface, le CXCR4, qui est reconnu par un 

récepteur, CXCL12, localisé dans l’espace péri-vasculaire (figure 13). L’inhibition de CXCR4 

favorise l’entrée des lymphoctytes T dans le parenchyme du SNC et améliore l’élimination du 

virus dans cette région (McCandless et al., 2008).  
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3-3-3 Physiopathologie de l’infection au sein du SNC 

3-3-3-1 Neuro-toxicité de la réaction immunitaire 

L’équilibre entre l’élimination du virus et l’immuno-pathologie dans le SNC est probablement 

modulé par la réponse immunitaire anti-virale qui nécessite une mobilisation efficace des 

lymphocytes T. Les leucocytes impliqués produisent des cytokines pro-inflammatoires qui 

induisent une pathologie suite à la présence de protéinases, de cytokines neurotoxiques et  de  

dérivés réactifs de l’oxygène sécrétées par les cellules gliales (Dheen et al., 2007 ; Ghoshal et 

al., 2007 ; Heppner et al., 2005). Cependant, l’altération des neurones peut aussi être dû à 

l’effet cytopathique du virus (Nargi-Aizenman et al., 2004 ; Mishra et al., 2007).  

3-3-3-2 Destruction neuronale 

3-3-3-2-1 Rôle du virus 

Afin de déterminer le rôle intrinsèque du virus en dehors de l’action du système immunitaire, 

des infections ont été réalisées sur des cultures de neurones murins dérivés de cellules 

embryonnaires (Shrestha et al., 2003). Dans les 72h post infection par la souche New York 

2000, toutes les cellules neuronales étaient infectées, et beaucoup d’entre elles étaient en 

apoptose. Des observations similaires ont été faites sur des cultures primaires de cellules 

neuronales de rats (Li et al., 2005a). 

La protéine de capside est capable à elle seule d’induire une condensation nucléaire rapide et 

d’induire la mort cellulaire sur des cultures de cellules HeLa, 293-T, RD ou SH-SY5Y (Yang 

et al., 2002). L’apoptose est induite par la voie mitochondriale suite à l’activation de la 

caspase-9 et de la caspase-3 (Yang et al., 2002).  

La neuropathogénèse a été étudiée sur des neuroblastomes humains ainsi que sur des cultures 

primaires de neurones de rat de la région de l’hippocampe. Une phosphorylation transitoire 

d’eIF2 (kinase-dependant eukaryotic initiation factor 2) et une induction de la réponse pro-

apoptotique CHOP-dépendante (cyclic AMP response element binding 



73 

 

Données bibliographiques 

 

 transcription factor homologous protein) a été observée (Medigeshi et al., 2007). Les cellules 

infectées par le VWN présentent les caractéristiques de cellules en apoptose (i) induction de 

l’arrêt de la multiplication cellulaire et induction de l’expression de gènes induisant 

l’endommagement de l’ADN (ii) activation de la caspase-3 et (iii) clivage de la poly(ADP-

ribose) polymérase. Les protéines non structurales seules suffisent à induire l’expression de 

CHOP (Medigeshi et al., 2007).  

3-3-3-2-2 Rôle des cellules du SNC 

L’autopsie de cerveaux humains infectés par la souche NY99 du VWN, et présentant des 

encéphalomyélites (VWNE) a révélé qu’à la fois les neurones et la névroglie étaient infectés. 

Les cellules astrocytaires sécrètent des facteurs cytotoxiques, qui sont la cause d’apoptose 

neuronale (van Marle, 2007). Une augmentation de l’expression de gènes de la réponse pro-

inflammatoire, de CXCL10, de l’interleukine-1 et de l’indolamine-2, 3 désoxygénase, 

simultanément avec une diminution de l’expression de la protéine protectrice OASIS, 

spécifique des astrocytes a été observée chez les patients VWNE par rapport aux témoins non 

VWNE. De même l’expression de la protéine de capside du VWN, souche NY99, par un 

vecteur dérivé du virus Sindbis, dans les neurones et la microglie en culture (astrocytes 

(U373), monocytes (U937), neurones (Human cholinergic neuronal, LAN-2)), et aussi chez le 

rat, a conduit à la libération de facteurs neurotoxiques par les astrocytes infectés et à 

l’augmentation de l’expression de gènes de la réponse pro-inflammatoire, ainsi qu’à la 

suppression d’OASIS (van Marle, 2007).  

Cependant, les vecteurs dérivés du virus Sindbis expriment de fortes quantités de protéine de 

capside, ce qui a peut-être conduit à une mort des neurones par nécrose. A la fois une mort 

cellulaire nécrotique et apoptotique ont été rapportées dans les tissus infectés humains et 

animaux (Cantile et al., 2001 ; Sampson et al., 2000 ; Senne et al., 2000, Shieh et al., 2000). 

Ce mécanisme de mort cellulaire titre-dépendant joue un rôle important dans la pathologie du 

VWN (Chu et Ng, 2003 ; Solomon et Vaughn, 2002). Ainsi, les charges virales dans le SNC 

et systémique pourraient déterminer les conséquences pathologiques et expliquer la variété 

des tableaux cliniques observés (van Marle et al., 2007).  
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3-3-3-2-3 Persistance du virus dans le SNC ? 

Le VWN pourrait se maintenir dans le SNC via les astrocytes. En effet, des infections 

expérimentales de cellules astrocytaires de souriceaux nouveaux-nés avec la souche NY-385-

99 ont montré une persistance du virus (Diniz et al., 2006). De plus, Appler et al. (2010) ont 

montré que le VWN persiste dans le SNC de souris infectées jusqu’à 6 mois p.i.  Des 

expériences menées chez le hamster ont montré que le virus persiste dans les neurones et est à 

l’origine de dysfonctionnements (Siddhartan et al., 2009). En effet,  le virus colocalise avec 

les lésions, suggérant que la persistence du virus contribue à la neuropathogénèse.  

Chez l’humain, il n’y a pas à ce jour de données sur la persistance du VWN dans le SNC. 

Cependant, la presence d’IgM dans le LCR jusqu’à 5 mois p.i permet de penser que le virus 

persiste dans le SNC des patients en convalescence.  

 

Les dommages et lésions décrites plus haut dans le SNC des animaux infectés par le VWN 

sont responsables de troubles neurologiques.  

 

3-3-3-2-4 Les signes cliniques 

La plupart des individus infectés par le VWN ne présentent pas de symptômes par contrôle 

précoce de l’infection et élimination rapide du virus. Chez l’Homme, approximativement 20% 

des individus développent des symptômes de type grippaux pendant 3 à 6 jours (fièvre, maux 

de tête, malaise et parfois éruption cutanée).  

Moins de 1% des patients infectés développent une forme nerveuse (méningite, encéphalite ou 

myélite) qui peut être fatale, particulièrement chez les personnes âgées ou immuno-déprimées 

(Sejvar et al., 2003 ; Petersen et Marfin, 2002).  
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Les symptômes peuvent durer plusieurs semaines, et dans certains cas aboutir à des séquelles 

permanentes (Kramer et al., 2007). Parmi les patients hospitalisés à New York et dans le New 

Jersey, lors de l’épidémie de 2000, seulement un tiers des patients avait retrouvé une mobilité 

complète au bout d’un an. Lors de l’épidémie qui a touché les Etats-Unis, des cas de paralysie 

flasque aigüe (syndrome de type polio) sont apparus comme des conséquences de l’atteinte du 

SNC (Saad et al., 2005). Ce syndrome est associé à une mortalité significative et une 

morbidité à long terme (Dauphin et Zientara, 2007). Les régions touchées dans le cerveau 

peuvent être la substance noire (Kramer et al., 2007), les noyaux gris centraux (Sejvar et al., 

2003), le cervelet (Fratkin et al., 2004), le pont de l’encéphale (Jeha et al., 2003 ; Sejvar et al., 

2003) et le thalamus (Kramer et al., 2007). 

Quelques cas de maladie hémorragiques ont été décrits aux Etats-Unis (Paddock et al., 2006), 

ainsi que quelques cas d’hépatites en Roumanie, de pancréatites en Russie et de myocardites 

en Israël (Tsai et al., 1998 ; Platonov et al., 2001 ; Weinberger et al., 2001). 

Les infections chez les équidés (cheval, âne, mule) sont similaires aux infections humaines 

(Dauphin et Zientara, 2007). Comme chez l’Homme, des signes cliniques ne sont observés 

que sur une faible proportion d’individus (environ 10%) (Petersen et Roehrig, 2001). La 

sévérité des signes cliniques dépend de plusieurs facteurs dont : l’âge, les méthodes d’élevage, 

la virulence de la souche, les conditions de stabulation, la sensibilité génétique, et des 

infections précédentes à d’autres flavivirus (Autorino et al., 2002 ; Steinman et al., 2002 ; 

Tesh et al., 2002a).  

Les signes neurologiques les plus courants sont l’ataxie, la paralysie des membres postérieurs, 

pouvant être associée à des frissons, de la fasciculation, de l’atonie, un défaut de sensibilité 

musculaire et/ou d’autres symptômes caractéristiques de méningo-encéphalite (Ward et al., 

2004 ; Cantile et al., 2000). Le taux de mortalité chez les chevaux cliniquement affectés a 

atteint jusqu’à 20-57% aux Etats-Unis, en France, en Italie et en Israël (Steinman et al., 2002 ; 

Ward et al., 2004 ; Cantile et al., 2000 ; Murgue et al., 2001). 
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Chez les oiseaux la sensibilité à l’infection varie en fonction des espèces. Le corbeau 

américain et le geai bleu (Cyanocitta cristata) sont deux espèces sensibles chez qui le virus 

est retrouvé dans le cerveau, le cœur, les reins, les poumons, les gonades, le foie, la rate, les 

intestins, l’œsophage et la peau (Komar et al., 2003 ; Steele et al., 2000). En revanche aucune 

mortalité n’a été enregistrée chez la poule même suite à une infection avec des charges virales 

pouvant aller jusqu’à 5log10 PFU/ml de sérum (Brault, 2009). Le virus est pourtant retrouvé 

dans le myocarde, le foie, les reins, les poumons et les intestins. Des examens histologiques 

montrent des lésions de nécrose dans le myocarde, des néphrites, et des congestions 

pulmonaires (Senne et al., 2000). Les mécanismes impliqués dans la différence de sensibilité 

à l’infection par une même souche parmi différentes espèces d’oiseaux ont été peu explorés. 

Le fond génétique et l’immunocompétence pourraient jouer un rôle (Fair et al., 2011). 

  

A présent, après avoir décrit le virus et les conséquences de l’infection qu’il provoque chez 

différents hôtes, je vais vous présenter un compte rendu de la situation épidémiologique suivi 

de la phylogénie du VWN. 

 

4- Epidémiologie 

Le virus circule de façon enzootique et endémique en Afrique et en Asie. Dans le reste du 

monde, notamment en Europe et en Amérique, il provoque régulièrement des épidémies et des 

épizooties.  

En Israël en 1951, puis en 1957, plusieurs épisodes épidémiques ont été rapportés avec des 

cas d’encéphalites parfois mortelles. Puis deux épidémies importantes ont eu lieu en Afrique 

du Sud, en 1974 puis en 1983, avec des milliers de cas d’atteintes pseudogrippales. En 1994, 

une épidémie est survenue dans une oasis en Algérie, atteignant principalement les enfants, 

avec quelques cas mortels. 
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 En Europe, deux épisodes importants en zone urbaine ont été observés en Roumanie, en 1996 

à Bucarest, et en Russie (Volgograd), avec plus de 800 cas d’encéphalites survenus 

principalement chez des personnes âgées. Plusieurs flambées ne touchant que des chevaux ont 

été décrites dans le bassin méditerranéen : en Italie en 1998, au Maroc en 1996 et 2003, en 

France en 2000, 2004 et 2006 (Lecollinet et al., 2008). Les différents virus identifiés au cours 

de ces épisodes sont proches au niveau phylogénétique et appartiennent au lignage 1. Les 

différentes flambées sont toutes observées en période estivale en liaison directe avec 

l’abondance des vecteurs, généralement entre mi-juillet et octobre dans l’hémisphère nord.  

En Israël, une mortalité aviaire anormale liée au virus WN a été observée chez des oiseaux 

migrateurs et des oies domestiques en 1997-1998, par la suite un épisode a été rapporté en 

2000 chez l’Homme et chez les chevaux. L’émergence inattendue du VWN dans le Nouveau 

Monde en 1999, avec une souche proche de celle ayant circulé en 1998 en Israël, s’est 

manifestée par l’apparition de plusieurs cas d’encéphalites humaines avec quelques décès à 

New York, qui furent considérés initialement comme des cas d’encéphalite de Saint-Louis.  

En parallèle, une mortalité importante des Corvidae, en particulier des geais bleus (Cyanocitta 

cristata) et des corbeaux américains (Corvus brachyrhynchos), a permis la mise en évidence 

du virus WN. Rapidement le virus s’est répandu, avec des cas rapportés dans 4 états en 1999, 

puis 21 en 2001, 43 en 2002, pour atteindre l’ensemble du territoire (carte 1).  

Pour les années 2002-2003 correspondant au pic de transmission, 5812 cas d’encéphalites ont 

été dénombrés, dont 548 décès. Le Canada a été touché en 2000, puis la Caraïbe (avec la 

Guadeloupe en 2002) (Quirin et al., 2004) et le Mexique (Estrada-Franco et al., 2003), pour 

atteindre l’Amérique du Sud et l’Argentine en 2006 (Petersen et Hayes, 2008). La situation 

sur le continent américain est particulièrement contrastée, avec les Etats-Unis et le Canada 

ayant rapporté de nombreux cas humains et équins, alors que dans les pays d’Amérique 

centrale et du Sud, la transmission du virus WN a été mise en évidence seulement par 

l’enregistrement de séroconversions chez les chevaux ou les oiseaux, peu de cas 

neurologiques d’infection à VWN ayant été enregistrés (7 cas au Mexique et 5 cas dans les 

Caraïbes) (Komar et Clark, 2006).  
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Carte 1: Répartition mondiale du VWN en 2011 (zones rouges) (d’après 

http://www.moustiquesinfos.sante.gouv.fr/spip.php?rubrique39).   

 

De même, en Europe, la situation n’a rien de comparable avec la spectaculaire 

épidémie/épizootie nord-américaine. Même en considérant les deux importants foyers urbains 

de Roumanie et de Russie à la fin des années 1990, moins de 100 décès associés à une 

infection à VWN chez l’homme et environ 200 cas équins avaient été enregistrés début 2010. 

De plus, les foyers de transmission apparaissent limités dans le temps et dans l’espace.  

Il est cependant à noter que sur ces quatre dernières années, la circulation du VWN s’est 

intensifiée en Europe avec des cas cliniques humains et/ou équins dans trois pays en 2008 et 

2009, dans neuf en 2010 et dans huit en 2011 (carte 2). La flambée la plus spectaculaire a eu 

lieu en 2010 (Pradier et al. 2012), avec au bilan 261 cas humains confirmés en Grèce dont 34 

décès, 57 cas en Roumanie et cinq décès et 480 cas en Russie et six décès.  

Une surveillance accrue, consécutive à l’amélioration et l’harmonisation des systèmes de 

surveillance et des outils diagnostiques dans les différents pays européens, peut expliquer, en 

partie, l’augmentation de la notification des cas d’infections par le VWN. Cependant, d’autres 

facteurs semblent favoriser cette activité exceptionnelle du VWN, en particulier les conditions 

climatiques de l'été 2010, associant des pluies abondantes et des températures élevées, 

propices à la multiplication des moustiques vecteurs du genre Culex.  
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La situation épidémiologique des pays européens au regard du risque d’infection par le VWN 

devra être suivie précisément dans le futur. Une caractérisation génétique fine du virus à 

l’origine des foyers devra être menée. En particulier en Hongrie et en Grèce où un virus du 

lignage 2, inhabituel en Europe et contre lequel la faune européenne est probablement naïve, 

s’est installé et a été responsable de cas équins et humains depuis 2008 en Hongrie (plus de 18 

cas de méningo-encéphalite chez le cheval et 14 chez l’Homme en 2008) (Kutasi et al., 2011 

(Annexe)) et depuis 2010 en Grèce. La transmission de ce virus de lignage 2 est en outre 

associée à une mortalité importante de rapaces en Hongrie, les autours de palombe (Accipiter 

gentilis) en particulier (Erdelyi et al. 2007), alors que la mortalité d’oiseaux sauvages des 

suites d’une infection par le VWN est un phénomène rare en Europe (Zeller et Schuffenecker, 

2004).  

L’augmentation de la pathogénicité de ce virus du lignage 2, déjà décrite en 2008, est donc à 

nouveau d’actualité.  Une analyse nucléotidique intéressant l’ensemble du génome viral a été 

conduite pour tenter d'expliquer cette virulence accrue. L’augmentation de virulence pourrait 

provenir d’une mutation génétique ayant entrainé la modification d’un acide aminé dans NS3 

(Papa et al. 2011).  

 

 

 

 

Cas humains 

Cas équins 

Lignage 1 

Lignage 2 

Pas de 

caractérisation 

génétique 

1-9 cas 

 10-99 cas 

 ≥100 cas 

Carte 2: Flambée de cas cliniques d’infection par le virus West Nile en Europe en 

2010 et 2011 (d’après Lecollinet et al., 2012). La distribution géographique et l’ampleur 

des épizooties équines ou des foyers humains sont indiqués pour les pays européens 

touchés [Sources : ECDC au 6 octobre 2011 et OIE  au 10 octobre 2011)]. En 2010, plus 

de la moitié des foyers européens n’ont pas pu faire l’objet d’une caractérisation génétique 

du virus (foyers représentés en noir). 
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Les facteurs à l’origine des situations épidémiologiques radicalement différentes entre les 

Etats-Unis et l’Europe ou l’Amérique centrale et du Sud sont encore mal connus. Des 

différences de virulence dans les souches circulantes du VWN ont été avancées. En 

particulier, les souches comportant un résidu proline au niveau d’un acide aminé critique de 

NS3 (NS3-249) pourraient être associées à une virulence accrue pour les oiseaux, comme les 

souches nord-américaines ou la souche grèque de lignage 2 (Brault et al., 2007) ; cependant, 

la plupart des isolats sud-américains sont très proches des isolats nord-américains et ne 

semblent pas présenter un phénotype atténué à l’exception d’un isolat au Mexique (Beasley et 

al., 2004).  

 

La présence de flavivirus proches du VWN peut conférer une immunité croisée protectrice 

contre une infection ultérieure par le virus WN : un grand nombre de flavivirus, comme les 

virus de l’encéphalite de Saint-Louis, de la Dengue, Ilheus, Bussuquara, Rocio, Cacipacore et 

Iguape circulent en Amérique du Sud, mais leur prévalence est généralement trop faible pour 

expliquer une différence si marquée sur le continent américain. Le virus de la Dengue, plus 

courant, n’expliquerait pas l’absence de symptômes cliniques chez les chevaux et les oiseaux, 

puisqu’il ne se multiplie pas chez ces hôtes vertébrés (Blitvich, 2008). De même en Europe, 

des flavivirus autres que West Nile circulent. En Europe centrale, le virus de l’encéphalite à 

tiques est endémique (Bakonyi et al., 2008), causant de nombreuses infections chez l’homme 

chaque année (Charrel et al., 2004). Récemment un virus proche du VWN, USUV,  rencontré 

en Afrique et jusqu’à présent sans caractère pathogène identifié, a été isolé en Autriche en 

2001 (Bakonyi et al., 2008). Il a été à l’origine d’une épizootie chez certaines espèces 

d’oiseaux dont des Corvidés (Chvala et al ., 2004 ; Weissenbock et al., 2003 ; Weissenbock et 

al., 2002) et a depuis été également identifié en Hongrie, en Suisse, en Italie, en Allemagne et 

en Espagne (Bakonyi et al., 2007 ; Busquets et al., 2008 ; Manarolla et al., 2010 ; Steinmetz 

et al., 2007). La prévalence de ces infections chez les hôtes réservoirs du virus West Nile est 

certainement très faible à l’heure actuelle. L’explication la plus probable repose donc sur des 

différences dans l’écologie complexe du VWN, en termes de nature, d’abondance et de 

susceptibilité/compétence de l’avifaune et des vecteurs, entre l’Europe, l’Amérique du Nord 

et du Sud.  
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Il n’existe pas à ce jour de vaccins pour l’homme, en revanche il existe quatre types de 

vaccins équins : (i) un vaccin basé sur une souche inactivée (DUVAXIN ND WNV, Fort 

Dodge)  (ii) un vaccin basé sur une chimère avec un squelette Fièvre Jaune souche 17D 

(PreveNile ND, Intervet) (iii) un vaccin chimère canarypox (Recombitek ND equine WNV 

vaccine, Mérial) (http://www.aaep.org/wnv.htm) (iv) un vaccin ADN adjuvé (West Nile 

Innovator DNA ND, Fort Dodge).  

 

5- Phylogénie 

Les études phylogénétiques portant sur les alignements de la région génomique allant des 

nucléotides 1402 à 1656 (255 bp) du gène de l’enveloppe E (Zeller et Scuffenecker, 2004)  d’ 

isolats de différentes régions géographiques, ont montré l’existence de deux lignages majeurs 

divergeant de 25 à 30% en nucléotides (Berthet et al., 1997 ; Lanciotti et al., 2002) et de 

plusieurs sous-types ou clusters (Lanciotti et al., 1999 ; Berthet et al., 1997 ; Charrel et al., 

2003 ; Savage et al., 1999 ; Scherret et al., 2001) (figure 23). 
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Figure 23: Arbre phylogénétique généré par analyse de 47 souches de VWN et une souche 

d’encéphalite japonaise (utilisée comme groupe externe), selon la méthode PAUP (d’après 

Lanciotti et al., 2002). L’arbre a été construit en comparant une région de 255 bp du gène de 

l’enveloppe (position 1402-1656 sur le génome). Les lignes grasses délimitent les lignages 1 

(LIN-1) et 2 (LIN-2) et les sous-types (1a, 1b et 1c, depuis Bondre et al. (2007), le sous-type 

1c a été classé en lignage 5). Le groupe Amérique/Israël est représenté en rouge. La longueur 

des lignes horizontales ne sont pas proportionnelles à la distance génétique. 
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Le lignage 1 est composé de souches ayant une distribution géographique large, allant de 

l’Afrique de l’Ouest au Moyen-Orient, l’Europe, l’Amérique du Nord et l’Australie (Monini 

et al., 2010). Le lignage 1 peut être divisé en 3 sous-types (May et al., 2011). Le sous-type 1a 

est constitué par des souches d’Europe, du Moyen-Orient, d’Asie, d’Afrique et d’Amérique 

(Monini et al., 2010) et présentent différents clusters, au nombre de 6 (May et al., 2011) 

(figure 24) dont : (i) les souches américaines et israéliennes isolées entre 1997 et 2000 (cluster 

4), (ii) les souches isolées en Europe et en Russie entre 1996 et 2000 (Roumanie/1996-1997, 

Russie 1999 et 2000) (cluster 2, sous-type européen de l’Est) (Charrel et al., 2003), (iii) les 

deux souches Italie 1998 et 2008, France 2000 (cluster 2, sous-type méditerranéen) (Monaco 

et al., 2010). 

 

 

 

Figure 24: Arbre phylogénétique du lignage 1 (d’après May et al., 2011). Les 

couleurs indiquent l’origine géographique. La longueur des branches correspond 

au temps, comme indiqué sur l’échelle. India : Inde, Austalia : Australie, North 

Africa : Afrique du Nord, West Africa : Afrique de l’Ouest, East Africa : Afrique 

de l’Est, Mediterranean : Mediterranée, Eastern Europe : Europe de l’Est, West 

Asia : Asie occidentale, Americas : Amériques du Nord et du Sud, Eastern 

European Subtype : sous-type Europe de l’Est, Mediterranean subtype : sous-

type méditerranéen, Cluster : groupe. 
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Le sous-type 1b comprend les souches australiennes hautement homologues, à savoir 

plusieurs souches Kunjin, isolées de 1960 à 1994 (Scherret et al., 2001 ; Zeller et 

Schuffenecker, 2004). La souche Kunjin peut être distinguée des autres souches du lignage 1 

à l’aide d’anticorps monoclonaux et des analyses de neutralisation virale (Lanciotti et al., 

1999 ; Savage et al., 1999).  

Le sous-type 1c comprend les isolats collectés en Inde entre 1955 et 1980 (Lanciotti et al., 

2002) (depuis Bondre et al. (2007) le sous-type 1c a été classé en lignage 5). 

Les souches nord américaines et israéliennes sont très proches, partageant 99,7% d’homologie 

nucléotidique, et elles appartiennent au même cluster au sein du sous-type 1a (Monini et al., 

2010). Ce fort degré d’identité de séquence suggère que la souche américaine serait originaire 

du Moyen-Orient (Lanciotti et al., 1999). Cependant, des études portant sur l’évolution des 

souches de lignage 1 (May et al., 2011), tendent à montrer que la souche israélienne n’est pas 

la souche mère de la souche new-yorkaise. En effet, l’isolat israélien diverge du pro-géniteur 

de la souche nord américaine un certain nombre d’année avant son isolement, et comme 

l’isolat israélien a acquis 8 substitutions d’acides aminés depuis la divergence, il est probable 

que la flambée épidémique israélienne ne soit pas à l’origine de l’épidémie américaine, mais 

plutôt que les deux épidémies ont été engendrées par l’introduction de souches indépendantes, 

d’origine inconnue, probablement d’Afrique.  

Le lignage 2 comprend la souche prototype africaine B956, et d’autres isolats d’Afrique sub-

saharienne et de Madagascar (Lanciotti et al., 1999 ; Berthet et al., 1997 ; Savage et al., 

1999). Jusqu’en 2004, les souches de lignage 2 étaient limitées au continent africain et 

réputées moins pathogènes pour l’Homme contrairement aux souches de lignage 1. Or, en 

2004, une épidémie due à une souche de lignage 2 et responsable de mortalités aviaires a 

éclaté en Hongrie (Erdelyi et al., 2007).  

Depuis des souches de lignage 2 ont été isolées en Grèce en 2010 et 2011, avec des cas de 

mortalités humaines (Papa et al., 2010), mais aussi en Roumanie et en Russie (Sirbu et al., 

2011 ; Platonov et al., 2011) .  
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Récemment, d’autres lignages ont été proposés pour des virus présentant des différences 

génétiques avec les lignages 1 et 2 (Bondre et al., 2007) (figure 25) : le lignage 3 comprend 

une souche (Rabensburg) isolée en Europe centrale (République Tchèque) et le lignage 4 une 

souche russe (Leiv) (Bakonyi et al., 2005). Le lignage 5 comprend des souches isolées en 

Inde (Bondre et al., 2007).  

 

Un isolat particulier de Kunjin (souche Sarawak) et le virus africain Koutango (Sénégal), 

appartiennent à des lignages distincts de West Nile, les lignages 6 et 7 respectivement (Hall et 

al., 2001). Enfin, des séquences de VWN isolées de moustiques Culex pipiens au sud de 

l’Espagne pourraient correspondre à une souche constituant le lignage 8 (Vazquez et al., 

2010 ; Papa et al., 2011).   
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Figure 25: Arbre phylogénétique des lignages 1 à 5 (d’après Bondre et al., 2007). Arbre 

phylogénétique basé sur l’alignement d’un fragment de 921 nucléotides dans la région C-

prM-E. Le JEV (Virus Encéphalite Japonaise) est utilisé comme groupe externe. Les 

références GenBank des séquences génomiques complètes inclues dans l’analyse 

phylogénétique sont : WNFCG Wengler (humain, Ouganda, 1937; M12294), B956 (humain, 

Ouganda, 1937; AY532665), Eg-101 (humain, Egypte, 1951; AF260968), RO97-50 (Culex 

pipiens, Roumanie, 1996; AF260969), Morocco-96-111 (équin, Maroc, 1996; AY701412), 

Rabensburg isolate 97-103 (Culex pipiens, République Tchèque, 1997; AY765264), IS-98-

STD (cigogne, Israël, 1998; AF481864), Italy-1998-Eq (équin, Italie, 1998; AF404757), 

LEIV-Krnd88-190 (Dermacentor marginatus, Russie, 1998; AY277251), KN3829 (Culex 

univittatus, Kenya, 1998; AY262283), NY99-Eqhs (équin, New York, 1999; AF260967), 

NY99-6922 (AB185915), VLG-4-1999 (humain, Russie, 1999; AF317203), HNY1999 

(humain, New York, 1999; AF202541), NY99-flamingo382-99 (flamand, New York, 1999; 

AF196835), Ast99-901 (humain, Russie, 1999; AY278441), LEIV-Vlg99-27889 (humain, 

Russie, 1999; AY277252), WNv-385-99 (harfang des neiges, USA, 1999; AY842931), NY 

2000-crow3356 (corbeau, New York, 2000; AF404756), NY 2000-grouse3282 (gélinotte 

huppée, New York, 2000; AF404755), NJ 2000-MQ5488 (Culex pipiens, New Jersey, 2000; 

AF404754), MD 2000-crow265 (corbeau, Maryland, 2000; AF404753), LEIV-Vlg00-27924 

(humain, Russie, 2000; AY278442), HNY2001 (humain, New York, 2001; AF533540), 

TVP8533 (humain, Texas, 2002; AY289214), Morocco-04.05 (équin, Maroc, 2003; 

AY701413), Sarafend (Israël; AY688948), Mexico TM171-03 (Mexique; AY660002), 

BC787 (AB185917), Mosquito-v4369 (Culex quinquefasciatus, USA; AY712948), Bird 1461 

(USA; AY712947), Bird 1171 (geai bleu, USA ; AY712946), Bird 1153 (tourterelle triste, 

USA; AY712945), Chin-01 (Chine; AY490240), PaH001 (France; AY268133), PaAn001 

(cheval, France, 2000;AY268132), Kunjin (souche MRM61C, Culex annulirostris, MRM 

Australie, 1980; D00246), JEV-GP78 (Inde; AF075723). 

 

Les différents lignages ne sont pas corrélés avec une distribution géographique du virus, 

montrant ainsi l’importance des oiseaux migrateurs dans la dispersion du virus (Monini et al., 

2010). De plus, les analyses phylogénétiques sont intéressantes en termes d’épidémiologie 

pour tracer la dispersion géographique des souches, mais elles ne permettent pas d’expliquer 

les différences en termes de pathogénicité chez la souris (Zeller et Schuffenecker, 2004).  

 

En conclusion : le VWN présente une grande diversité à la fois au niveau génétique que de sa 

distribution géographique. Les différentes souches identifiées à ce jour peuvent être classées 

en divers groupes, allant du lignage au cluster. Le continent africain semble être la source des 

différentes souches introduites par la suite dans les autres régions du globe (May et al., 2011).  
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Beaucoup des clusters ont comme source une souche africaine (par exemple le cluster 2 

(figure 24) a une souche nord-africaine comme source) (Holmes, 2008). L’isolement 

géographique des virus indiens et australiens représente un exemple de forte subdivision 

spatiale. Dans ces régions, le VWN a évolué de façon distincte des autres groupes depuis son 

introduction à partir de la source africaine (May et al., 2011). Une surveillance soutenue de 

l’évolution des souches africaines apparait comme importante pour comprendre 

l’épidémiologie du VWN dans ce qui semble être « le berceau » de l’évolution du VWN, en 

particulier puisque ce virus a pris et prend encore de l’importance dans les régions peuplées 

d’Amérique du Nord et d’Europe. 
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Chapitre 2 – Les outils de génétique inverse 
 

 

Les souches circulant en Europe diffèrent dans leur capacité à induire des maladies sévères, 

avec symptômes neurologiques, chez différents hôtes. Comprendre les mécanismes 

moléculaires à l’origine de ces différences de virulence permettra aux autorités sanitaires de 

mieux contrôler les infections à VWN en Europe. De plus, de nouveaux outils de diagnostic 

aussi bien que de nouvelles stratégies de traitement pour les personnes infectées, pourront être 

mis en place. 

L’étude des déterminants moléculaires de la virulence s’appuie sur des outils moléculaires, 

comme un clone infectieux ou un réplicon, permettant de maîtriser les conditions de 

modification du génome viral. Le clone infectieux et le réplicon, sont deux outils de génétique 

inverse qui ont été utilisés à de nombreuses reprises dans le cadre de la détermination des 

facteurs de virulence du VWN. Le clone infectieux est principalement utilisé pour des études 

in vivo, le réplicon d’avantage pour le criblage d’antiviraux. 

 

 

1- Le réplicon 

 

 

Le réplicon est un outil génétique non infectieux codant pour les protéines non structurales 

d’un virus. Les séquences non codantes en 5’ et en 3’, essentielles pour la réplication  (voir 

paragraphe 1-3-3) sont conservées. Un gène rapporteur est inseré dans le cadre de lecture afin 

de pouvoir suivre la réplication. Cet outil permet d’étudier le comportement d’un virus au sein 

d’une cellule en évitant l’influence des protéines structurales et la réalisation d’un cycle 

infectieux complet. Une caractéristique importante de ces systèmes est leur capacité à se 

répliquer (Varnavski et al., 2000). Les ARN peuvent être transfectés directement dans les 

cellules cibles (Johannig et al., 1995 ; Ying et al., 1999) ou introduits par infection avec des 

VLPs (Virus Like Particles) contenant les ARN encapsidés (Bredenbeek et al., 1993 ; Caley 

et al., 1997 ; Liljestrom et al., 1991 ; Pushko et al., 1997).  
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Les ARN peuvent aussi être transcrits à partir du plasmide transfecté en s’appuyant sur la 

machinerie cellulaire de transcription par l’ARN polymérase II (Agapov et al., 1998 ; 

Berglung et al., 1998 ; DiCiommo et al., 1998 ; Dubensky et al., 1996).  

La découverte de drogues anti-flavivirus nécessite le développement d’essais biologiques 

fiables (Puig-Basagoiti et al., 2005). Traditionnellement, les essais biologiques sont basés sur 

l’infection de cellules, puis le suivi de l’effet de la drogue testée sur la réplication virale par 

observation de l’effet cytopathique, la quantification des charges virales par PCR en temps 

réel ou par titrage (Jordan et al., 2000 ; Morrey et al., 2002). Ces méthodes sont cependant 

peu adaptées au criblage d’antiviraux à haut débit. Le développement d’outils de génétique 

inverse comme le réplicon a facilité le criblage des drogues. En effet, en clonant un gène 

rapporteur comme le gène de la luciférase sur un réplicon en lieu et place des protéines 

structurales, la transfection de cellules résulte dans l’expression de la luciférase (Puig-

Basagoiti et al., 2005). L’intensité du signal lumineux émis après ajout du substrat de la 

luciférase est mesurée et permet de suivre le niveau de réplication virale (Shi, 2003). 

Alternativement, les protéines structurales peuvent être amenées en trans pour produire des 

particules de type VLP, contenant l’ARN transcrit à partir du réplicon et codant la luciférase. 

Ce type de particules permet de suivre l’effet de drogues sur les étapes précoces de l’infection 

de cellules cibles (entrée virale, expression des protéines virales, réplication…).  

Des réplicons de flavivirus ont été construits pour: le virus de l’encéphalite à tiques (Gehrke 

et al., 2005), le virus de la fièvre jaune (Jones et al., 2005b ; Corver et al., 2003 ; Molenkamp 

et al., 2003), le virus de la Dengue (Pang et al., 2001, Alvarez et al., 2005 ; Holden et al., 

2006 ; Puig-Basagoiti et al., 2006), le virus West Nile souche Kunjin (Khromykh et 

Westaway, 1997, Evans et Seeger, 2007), le virus West Nile souche NY99 (Shi et al., 2002b, 

Rossi et al., 2005), le virus West Nile NY2000 souche 3356 (Puig-Basagoiti et al., 2005 ; 

Deas et al., 2005). Des VLPs ont aussi été développées pour les flavivirus suivants : le virus 

de l’encéphalite à tiques (Gehrke et al., 2003), le virus de la fièvre jaune (Jones et al., 2005b), 

le virus West Nile souche Kunjin (Harvey et al., 2004 ; Khromykh et al., 1998),  le virus West 

Nile souche Texas 2002 (Scholle et al., 2004).  
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Lorsque le réplicon n’est pas cytotoxique, des lignées cellulaires exprimant des réplicons 

peuvent être créées, notamment en sélectionnant les cellules avec un antibiotique, comme la 

néomycine (Puig-Basagoiti et al., 2005, Rossi et al., 2007) dont le gène est codé dans le 

plasmide du réplicon. Ces lignées cellulaires servent pour des études de complémentation 

pour la polymérase  (Khromykh et al., 1999), des études sur l’assemblage des virions 

(Khromykh et al., 1998 ; Puig-Basagoiti et al., 2005), et le criblage d’anti-viraux (Lo et al., 

2003 ; Puig-Basagoiti et al., 2006). 

Ainsi, des réplicons ont été utilisés pour le criblage de composés antiviraux comme l’acide 

mycophénolique, la ribavirine et la glycyrrhizine (Puig-Basagoiti et al., 2005). Il a aussi été 

démontré que les PMOs (Phosphoro-diamidiate Morpholino Oligomers) suppriment la 

traduction et la réplication des ARN viraux (Deas et al., 2005).  

Cet outil génétique a permis d’étudier les interactions entre les protéines virales non 

structurales et la voie interféron (Rossi et al., 2005, Ma et al., 2009). La possibilité d’effectuer 

des mutations a permis d’étudier les déterminants moléculaires impliqués dans les interactions 

du VWN avec les éléments de la voie interféron. Ainsi, Liu et al. (2006) ont montré que la 

substitution d’un acide aminé sur NS2A réduisait la capacité du virus à inhiber l’induction de 

la synthèse d’interféron α/β. L’utilisation des réplicons du virus West Nile souches NY99 et 

Kunjin a permis de démontrer que l’inhibition de la voie interféron par les protéines non 

structurales est due au blocage de l’activation de STAT1 et STAT2 (Liu et al., 2005).  

 

La génétique inverse par des réplicons a aussi permis de mettre en évidence le rôle de NS4B 

dans la réplication (Puig-Basagoiti et al., 2007).  

Evans et Seeger (2007) ont montré que des mutations dans NS4B  influaient sur la réplication 

virale et l’inhibition de la voie interféron, mais cette influence disparaît dans le cas où un 

clone infectieux est utilisé, suggérant que les protéines structurales ont un rôle déterminant 

dans l’interaction avec les protéines de la voie interféron. L’adaptation forcée du réplicon de 

la souche NY99 dans une lignée cellulaire en l’absence de mort cellulaire induit des mutations 

dans les gènes codant pour NS2A, NS3, NS4B et NS5 (Rossi et al., 2005).  

 

 



92 

 

Données bibliographiques 

 

Ces changements génomiques engendrent une baisse de la réplication, une diminution de 

l’accumulation d’antigène, une diminution de l’effet cytopathique, et une augmentation de la 

capacité à persister en culture cellulaire. Ces mêmes mutations répercutées sur un clone 

infectieux débouchent sur un virus atténué in vivo. 

 

2- Le clone infectieux 

 

Le génome des flavivirus est composé d’un ARN simple brin de polarité positive. Ainsi dans 

le cas des flavivirus, les clones infectieux sont des outils moléculaires constitués d’une copie 

ADN du génome viral entier obtenue à partir des ADN complémentaires (ADNc) produits 

suite à une reverse transcription à partir des ARN viraux. Ils permettent l’obtention de 

particules virales en cellules de mammifères suite à une transfection in vitro, soit directement 

de la construction clone infectieux dans le cas d’un plasmide comportant un promoteur 

eucaryote, soit d’ARN génomiques synthétisés in vitro si un promoteur pour une ARN 

polymérase est utilisé. Des chimères peuvent être construites ou des mutations ponctuelles 

peuvent être apportées au génome viral, permettant ainsi d’identifier les déterminants 

moléculaires de la virulence.  

Une difficulté fréquemment rencontrée dans la construction des clones infectieux de flavivirus 

est leur instabilité en système bactérien (Shi et al., 2002). Shi et al., (2002) ont observé que la 

région 5’ du génome est la plus instable et que cette région doit être insérée dans le clone en 

dernier. Cette observation est cohérente avec ce qui avait été observé précédemment 

concernant l’instabilité des régions structurales lors des étapes de clonage (Yamshchikov et 

al., 2001 a et b). Afin d’éviter les mutations, une température d’incubation des bactéries à 

température ambiante plutôt qu’à 37°C est conseillée. Cette démarche a été suivie pour la 

construction d’un clone infectieux du virus de la Dengue souche DENV2 (Sriburi et al., 2001) 

et pour un clone infectieux du VWN souche NY2000 (Shi et al., 2002).    
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(1) Pour contrer ces difficultés différentes approches ont été abordées : Le génome 

complet peut être assemblé in vitro par ligation des fragments d’ADNc. Cette 

approche permet d’éviter le clonage et les étapes de propagation en système bactérien. 

Cette stratégie a été fructueuse pour générer des clones infectieux des virus de la 

Fièvre Jaune (Rice et al., 1989), de l’Encéphalite Japonaise (Sumiyoshi et al., 1992), 

de la Dengue sérotype 2 (DENV2) (Kapoor et al., 1995), et de la souche Hypr du virus 

de l’encéphalite à Tiques (Mandl et al., 1997) mais aussi plus récemment pour la 

souche NY99 du VWN (Audsley et al., 2011). La limite de cette approche est 

l’obtention d’une population d’ARN hétérogène due aux erreurs de la polymérase ou 

des quasi-espèces présentes dans le stock viral initial. 

(2) Un ADNc complet auquel un promoteur a été inséré en 5’ et obtenu à partir d’une RT-

PCR intéressant le génome viral entier (PCR long fragment) peut servir à une 

transcription directement sans passer par une étape de clonage. C’est ce qui a été fait 

pour générer des ARN infectieux de virus de l’encéphalite à Tiques (Gritsun et al., 

1995). La limite de cette approche est l’obtention d’une population d’ARN hétérogène 

due aux erreurs de la polymérase ou des quasi-espèces présentes dans le stock viral 

initial.  

(3) La recombinaison d’un ADNc complet avec un ADN de levure a permis l’obtention 

d’un clone infectieux du virus DENV2 (Polo et al., 1997). 

(4) Les ADNc complets peuvent être clonés sous le contrôle d’un promoteur eucaryote ne 

permettant pas l’expression des gènes viraux dans la bactérie, et/ou des introns 

peuvent être insérés dans les régions problématiques pour la stabilité des fragments 

d’ADNc lors de leur propagation en bactérie. Cette approche nécessite la transfection 

de la construction complète d’ADNc dans des cellules eucaryotes. Cette stratégie a été 

utilisée pour obtenir des virus recombinants du VWN souches NY99 et Kunjin 

respectivement (Borisevich et al., 2006; Liu et al., 2003), mais aussi pour un clone 

infectieux du virus de l’encéphalite japonaise (Yamshchikov et al., 2001b).  
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(5) D’autres clones infectieux ont été obtenus en utilisant des vecteurs à faible nombre de 

copies et des bactéries sélectives, comme pour le virus DENV4 (Lai et al., 1991), le 

virus de l’encéphalite à Tiques souche Neudoerfl (Mandl et al., 1997), et souche 

Langat (Li et al., 2001), pour Kunjin (Khromykh et al., 1994),  pour une souche de 

lignage 2 du VWN (Yamshchikov et al., 2001), et pour une souche de lignage 1 (Shi 

et al., 2002). 

 

 

Parmi les clones infectieux construits, certains se sont révélés porteurs de mutations. Kinney 

et al. (2006) ont observé la présence d’une mutation C3342A aboutissant à l’apparition d’un 

codon stop en position 291 dans NS1. De façon surprenante, des virus recombinants 

révertants A3342T, A3342C, A3342C/T et A3342T/C ont été obtenus. Liu et al. (2003) a 

aussi observé ce phénomène de réversion vers la séquence sauvage sur des plasmides clone 

infectieux de la souche Kunjin. Ces mutations étaient situées dans les séquences de NS2A et 

NS3. D’autres mutations ont été constatées sur ces plasmides, 13 dont 7 non silencieuses pour 

un des clones, et 17 dont 11 non silencieuses pour l’autre clone, dans les cadres de lecture de 

prM, E, NS1, NS2A, NS3 et NS4B. Le clone infectieux souche NY2000 de Shi et al. (2002) 

possédait lui aussi de nombreuses mutations (11), dont 10 se sont révélées silencieuses. Une 

seule mutation non silencieuse V→A est présente dans NS5. 6 des mutations sont situées dans 

NS5, les autres étant dans NS2A ou NS2B.  

 

Des clones infectieux du VWN lignage 2, souche Africaine B956 (Yamshchikov et al., 2001), 

du lignage 1, souche américaine NY99 (Kinney et al., 2006; Beasley et al., 2005; Audsley et 

al., 2011; Schlick et al., 2009; Borisevich et al., 2006; Shi et al., 2002) et souche australienne 

Kunjin (Liu et al., 2003; Khromykh et Westaway, 1994) ont été construits et utilisés pour 

déchiffrer le rôle des protéines virales dans la virulence, la neuro-invasion et l’échappement à 

la réponse immunitaire de l’hôte en travaillant sur l’impact de mutations ponctuelles ou de 

chimères, voir tableau 1. 
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Mutation/Chimère Gène Clone 
Infectieux 

Conclusion Modèle Auteur 

Mutations/délétions 
multiples 

Région 3’ non codante, 
sur les boucles    

B956 Altération de l’interaction de la 
région 3’NC  avec les protéines 

cellulaires TIA-1 et TIAR, 
affectant la réplication de l’ARN 

viral 
 

Culture 
cellulaire 

Emara et al., 2008 

Mutations 
successives de 
chacun des 7 
nucléotides 

séquence 5' ACAGUGC 3' 
au sein de la région 3’ non 

codante    

B956 Stabilité des structures 
secondaires nécessaire pour 
les interactions avec l’ARN et 

les protéines virales 
 

Culture 
cellulaire 

Elghonemy et al., 
2005 

Mutations multiples Région 3’ non codante  B956 Baisse de la virulence  Souris Yu et al., 2008 

Délétions  C, délétion de fragments 
plus ou moins longs dans 

sa région hydrophobe 

NY99 Région hydrophobe 
indispensable à l’assemblage 

des virions 

Culture 
cellulaire 

Schlick et al., 
2009 

Mutations E B956 Attenuation de la 
neurovirulence et des 

propriétés neuro-invasives  
 

Souris Yu et al., 2008 

Mutation EN154S NY99 Perte de la glycosylation. 
Alteration de la neuroinvasion 

Souris Beasley et al., 
2005 

 

Mutations EL107F, et E L107F/A316V/K440R NY99 Attenuation de la neuro-
invasion 

Souris Zhang et al., 2006 

Mutations E NY99 Rôle de certains résidus 
(notamment Y329) dans la 

formation d’une boucle 
nécessaire pour la viabilité du 

virus et le repliement du 
domaine III, et donc influence 

sur l’antigénicité de E. 
Importance des résidus G331 
et D333 dans l'infectivité du 

virus 
 

Culture 
cellulaire 
et souris 

Zhang et al., 2010 

Mutations E (154S) /NS1(130A/175A/207A) NY99 Attenuation de la neuroinvasion Souris Whiteman et al., 
2010 

      Virémie non détectable 
 

    

Mutation NS2AA30P Kunjin Induit une augmentation de la 
réponse IFN  

Cellules 
BHK 

Liu et al., 2006 

      Attenuation de la neuro-
invasion et de la neuro-

virulence 
 

Souris   

Mutations NS2AR175K et NS3T518H Kunjin Identification d’acides aminés 
clés dans le rôle de NS2A dans 

l’assemblage des particules 
virales et de NS3 dans la 

réplication de l’ARN 
 
 

Culture 
cellulaire 

Liu et al., 2003 
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Mutation/Chimère Gène Clone 

Infectieux 

Conclusion Modèle Auteur 

Mutations obtenues 
sur virus amplifiés 

sur culture 
cellulaire exprimant 
la protéine OAS1B 

NS3S365G NY99 Altération du recrutement de 
l’ATP pour l’activité ATPase de 

NS3 

Culture 
cellulaire 
exprimant 
la protéine 

OAS1b 

Mertens et al., 
2010 

      Atténuation de l’activité anti-
accumulation de l’ARN viral 

d’OAS1B 

    

  2KV9M NY99 Rétablissement de la 
multiplication virale 

 

    

Mutation NS3T249P NY99 et 
Kenya 

(KN-3829) 

Attenuation de la virulence des 
virus NY99 

AMCR 
(Corbeaux 
Américain

s) 

Brault et al., 2007 

       et augmentation de la 
virulence des virus KN-3829 

    

Mutation NS4BC102S NY99 Atténuation de la neuro-
invasion et de la neuro-

virulence 

Souris Wicker et al., 2006 

Mutation NS4BE249G NY99 Plages de lyse plus petites, 
altération de la vitesse de 

réplication  

Culture 
cellulaire 

Puig-Basagoiti et 
al., 2007 

Mutations Combinaison de mutations 
dans NS4B (E249G), NS5 

(A804V) et région 3’non 
codante (A10596G, C10774U, 

A10799G) 

NY99  altération du phénotype 
(petites plages de lyse, 

sensibilité à la température, et 
atténuation de la virulence chez 

la souris)  

Culture 
cellulaire 
et souris 

Davis et al., 2007 

Mutation NS5S653F  Kunjin Antagonisme de la voie de 
signalisation JAK/STAT de 

l’interféron 

Culture 
cellulaire 

Laurent-Rolle et 
al., 2010 

Mutations Régions 5’ et 3’ non 
codante, nucléotides 

impliqués dans la  
cyclisation 

 

B956 Diminution de l’efficacité de la 
réplication 

Culture 
cellulaire 

Basu et Brinton, 
2011 

Chimère prM et E Gènes 
ETH76a 
dans le 
clone 

infectieux 
NY99 

 
 
 
 
 
 

Alteration de la virulence  Souris Beasley et al., 
2005 
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Tableau 1: Tableau récapitulatif des travaux effectués sur des clones infectieux du virus 

West Nile. 

Mutation/Chimère Gène Clone 

Infectieux 

Conclusion Modèle Auteur 

Chimères prM et E Echanges 
de gènes 

NY99/ 
souches 
Mexico 

(TM171-
03-ppp1) 

Augmentation de la virulence 
de la souche mexicaine 

Corbeau 
américain, 
moineaux 
et roselin 

du 
Mexique 

Langevin et al., 
2011 

      Atténuation de la virulence de 
la souche américaine 

Lignée de 
macropha

ges de 
poulet 

  

Chimères Protéines Structurales Gènes 
NY99 

dans le 
clone 

infectieux 
W956 

Réplication virale Cultures 
cellulaires 

Borisevich et al., 
2006 

  

  

 

Atténuation de la neuro-
invasion 

Souris   

     Augmentation de 
l’immunogénicité 

 

    

Chimères  Non Structurales Gènes 
NY99 

dans le 
clone 

infectieux 
W956 

 

Effet cytopathique Cultures 
cellulaires 

 Borisevich et al., 
2006 

Chimère NS et/ou les Régions Non 
Codantes 

Gènes 
NY99 

dans le 
clone 

infectieux 
Kunjin  

Région 5’ Non codante et NS 
(NS2A) sont des déterminants 

de la virulence  

Souris Audsley et al., 
2011 

    et NS2A 
Kunjin 
dans le 
clone 

infectieux 
NY99  

     

  

Chimères Tous les Gènes et régions 
non codantes, 

individuellement 

Gènes de 
la souche 
Wengler 
dans le 
clone 

infectieux 
souche 

Sarafend 

Région 5’ non codante a un 
rôle majeur dans la maturation 

des particules virales à la 
membrane plasmique 

Culture 
cellulaire 

Li et al., 2005 
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Les travaux réalisés sur des clones infectieux ont ainsi permis de mettre en lumière le rôle des 

protéines virales dans la virulence du VWN, notamment l’importance de la glycosylation de 

la protéine structurale d’enveloppe, mais aussi des protéines non structurales, NS1 et NS4B, 

dans la neuro-invasion. D’autres déterminants majeurs de la virulence, comme le rôle des 

régions 3’ et 5’ NC, ainsi que NS3, dans la réplication, NS2A et NS5 dans l’évitement de la 

réponse interféron, ont aussi été mis en évidence grâce à l’utilisation de l’outil clone 

infectieux. 
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CADRE ET OBJECTIFS 

 

Ce travail a pour objectif de contribuer à la mise en évidence des déterminants moléculaires 

de la virulence des souches du virus West Nile circulant dans le bassin méditerranéen et 

d’établir de nouveaux modèles in vivo et/ou in vitro permettant d’évaluer la virulence de 

souches issues du terrain ou de virus recombinants.  

Le virus West Nile est endémique en Afrique, en Asie, en Russie, en Inde et en Europe, mais 

aussi plus récemment en Amérique  (Shi et al., 2002a et b ). Des études phylogénétiques ont 

permis d’identifier 8 lignages, dont le lignage 1 est le plus important (divisé en 2 sous 

groupes, 1a et 1b) (May et al., 2011; Bondre et al., 2007). Le lignage 1 est présent dans de 

nombreuses régions dont l’Afrique, l’Europe, le Moyen-Orient, la Russie, l’Inde et 

l’Amérique du Nord (Shi et al., 2002a et b ). Depuis le milieu des années 1990, des épidémies 

caractérisées par des proportions importantes de maladies neurologiques et de forts taux de 

mortalité ont éclaté en Europe de l’Est et dans le bassin méditerranéen, en Israël depuis 1998, 

ainsi que sur le continent nord-américain, en particulier aux Etats-Unis depuis 1999 (Beasley 

et al., 2005 ; Shi et al., 2002a et b). L’émergence du virus West Nile en Amérique du Nord est 

associée à un taux de mortalité élevé chez l’oiseau, un phénomène qui n’avait pas été rapporté 

précédemment (Beasley et al., 2005). Les souches circulant en Europe appartiennent au sous-

groupe 1a Europe du Sud/Kenya ou Israël/Amérique, ou au lignage 2 (Calistri et al., 2010; 

Papa et al., 2010).  
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Les études menées pour mettre en évidence les déterminants moléculaires de la virulence du 

virus West Nile utilisent principalement la souche NY99 (Beasley et al., 2002; Botha et al., 

2008; Audsley et al., 2011 ; Beasley et al., 2005 ; Borisevich et al., 2006 ; Mertens et al., 

2010; Wicker et al., 2006 ; Brault et al., 2007 ; Zhang et al., 2006 ; Langevin et al., 2011 ; 

Whiteman et al., 2010 ; Schlick et al., 2009 ; Davis et al., 2007 ; Zhang et al., 2010 ; Laurent-

Rolle et al., 2010 ; Puig-Basagoiti et al., 2007), la souche B956 (Borisevich et al., 2006 ; 

Elghonemy et al., 2005 ; Emara et al., 2008 ; Basu et Brinton, 2011 ; Yu et al., 2008) ou la 

souche Kunjin (Audsley et al., 2011 ; Liu et al., 2006 ; Liu et al., 2003 ; Laurent-Rolle et al., 

2010). En particulier, des clones infectieux dérivés de souches américaines (NY99), africaines 

(B956) et australiennes (Kunjin) ont été construits. Ces clones ont permis d’étudier des 

facteurs viraux impliqués dans la neuropathogénicité (Shi et al., 2002a  ; Beasley et al., 2005 ; 

Yamshchikov et al., 2001a ; Evans and Seeger, 2007 ; Liu et al., 2005 ; Khromykh et 

Westaway, 1997). A ce jour, il n’y a pas de résultats d’études menées sur des souches issues 

d’Europe ou du bassin méditerranéen.  

En 1998, une importante épidémie a éclatée en Israël. La souche IS-98-ST1 a été isolée d’une 

cigogne présentant des symptômes neurologiques sévères (Malkinson et al., 2002). Cette 

souche est pathogène chez la souris et peut servir à l’étude des déterminants moléculaires de 

la virulence ainsi qu’à celle des facteurs dépendants de l’hôte impliqués dans la pathogénèse 

virale (Mashimo et al., 2002; Lucas et al, 2004, Mertens et al., 2010, Kajaste-Rudnitski et al., 

2006; Simon-Chazotte et al., 2011). 

 

Les travaux exposés dans ce mémoire traitent de la construction d’un clone infectieux dérivé 

de la souche IS-98-ST1, afin de pouvoir étudier les facteurs de virulence d’une souche issue 

du sous-groupe Européen appartenant au lignage 1, très présent en Europe. Le chapitre 3, 

relate les étapes de construction du clone infectieux et les étapes de validation des propriétés 

biologiques du virus recombinant in vitro et in vivo. Actuellement, les études de virulence 

sont réalisées en modèle murin pour le volet in vivo, et les lignées cellulaires Vero (Singe) ou 

BHK (Hamster) ou encore des neurones d’origine murine, pour le volet in vitro, mais peu sur 

les hôtes naturels du virus. 
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 Il n’existe pas de modèle aviaire de laboratoire pour étudier la virulence du virus West Nile. 

Le modèle œuf embryonné de poulet est proposé et fera l’objet d’une première partie du 

chapitre 4. La deuxième partie du chapitre 4 porte sur un essai de comparaison de 

multiplication virale sur des cellules humaines embryonnaires neuronales, les cellules SK-N-

SH.  
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PARTIE II :  

CONSTRUCTION D’UN CLONE INFECTIEUX DE 

LA SOUCHE IS-98-ST1 DU VIRUS WEST NILE ET 

VALIDATION DE NOUVEAUX MODELES 

D’EVALUATION DE LA VIRULENCE 
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Chapitre 3 : Construction d’un clone infectieux de la souche IS-

98-ST1 du virus West Nile et validation des propriétés biologiques 

des virions recombinants in vitro et in vivo 

 

1- Introduction 

Ce travail a fait l’objet d’une publication intitulée: “IS-98-ST1 West Nile virus derived from 

an infectious cDNA clone retains neuroinvasiveness and neurovirulence properties of the 

original virus” Bahuon et al. (2012). 

Un système de génétique inverse est primordial pour l’étude des déterminants moléculaires de 

la neurovirulence et des propriétés neuroinvasives du virus West Nile. Les clones infectieux 

sont les outils les plus pertinents dans l’étude des déterminants moléculaires de la virulence 

dans le sens où cet outil permet de modifier le génome viral de manière maîtrisée et de 

mesurer l’impact de ces modifications sur l’ensemble du cycle viral.  

Les clones infectieux de flavivirus sont très instables en système procaryote (Seregin et al., 

2006 ; Beasley et al., 2005 ; Shi et al., 2002a; Yamshchikov et al., 2001a). Différentes 

stratégies ont été abordées par le passé (voir chapitre 2) (Shi et al., 2002a). La stratégie que 

nous avons choisi a permis d’obtenir des clones infectieux de souches de VWN en système 

bactérien (Shi et al., 2002a ; Yamshchikov et al., 2001a; Liu et al., 2003). 

Les particules virales produites à partir des plasmides recombinants peuvent avoir des 

propriétés biologiques différentes des virus sauvages, si les transcrits recombinants n’ont pas 

une structure identique à celle des ARN viraux sauvages et si les populations de quasi-espèces 

diffèrent. Afin de valider l’infectiosité des virions recombinants, des étapes de validation in 

vitro et in vivo sont nécessaires. Les propriétés réplicatives et lytiques ont été validées sur 

cellules Vero. La virulence des virions recombinants a été validée sur souris et sur un nouveau 

modèle, le modèle œuf embryonné de poulet.  
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Abstract:  

Infectious clones of West Nile virus (WNV) have previously been generated and used 

to decipher the role of viral proteins in WNV virulence. The majority of molecular 

clones obtained to date have been derived from North American, Australian or 

African isolates. Here, we describe the construction of an infectious cDNA clone of a 

Mediterranean WNV strain, IS-98-ST1. We characterized the biological properties of 

the recovered recombinant virus in cell culture and in mice. The growth kinetics of 

recombinant and parental WNV were similar in Vero cells. Moreover, the phenotype 

of recombinant and parental WNV was indistinguishable as regards viremia, viral 

load in the brain and mortality in susceptible and resistant mice. Finally, the 

pathobiology of the infectious clone was examined in embryonated chicken eggs. 

The capacity of different WNV strains to replicate in embryonated chicken eggs 

closely paralleled their ability to replicate in mice, suggesting that inoculation of 

embryonated chicken eggs could provide a practical in vivo model for the study of 

WNV pathogenesis. 

In conclusion, the IS-98-ST1 infectious clone will allow assessment of the impact of 

selected mutations and novel genomic changes appearing in emerging European 

strains pathogenicity and endemic or epidemic potential. This will be invaluable in the 

context of an increasing number of outbreaks and enhanced severity of infections in 

the Mediterranean basin and Eastern Europe. 
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Introduction 

The zoonotic West Nile virus (WNV), which belongs to the Flavivirus genus (family 

Flaviviridae), circulates in natural transmission cycles involving avian hosts and 

ornithophilic mosquito Culex ssp, whereas horses and humans are regarded as 

dead-end hosts [1,2,3]. Arthropod-borne WNV can infect the central nervous system 

(CNS) of various host species and neurological disease is a grave, albeit infrequent, 

complication of WNV infection [4]. Once inside the CNS, WNV infects neurons and 

gives rise to severe immunopathology. Although asymptomatic in the majority of 

cases, WNV infection has been associated with severe meningo-encephalitis and 

acute flaccid paralysis in humans. 

 

WNV contains a positive single-stranded RNA genome of about 11,000 nucleotides 

comprising a single open reading frame flanked by two untranslated regions (UTRs) 

at the 5’ and 3’ ends. Genomic RNA codes for a single and long polyprotein which is 

co- and post-translationally cleaved by cellular and viral proteases. There are three 

structural proteins (C, prM/M and E) followed by seven nonstructural (NS) proteins 

(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) [5], along with NS1’, which results from 

a -1 ribosomal frameshift event [6]. Structural proteins provide the structural elements 

of viral particles, while nonstructural proteins play a role in viral replication, virion 

assembly, and evasion of host antiviral immune responses [7, 8, 9, 10, 11]. 

 

WNV is maintained in endemic cyles in Africa, West Asia, Russia, India and Europe, 

and more recently in North America [3]. Phylogenetic analysis has permitted 

identification of lineages 1 (divided into clades 1a to 1b) to 5 [12, 13]. Lineage 1 WNV 

strains have been reported in many regions, including Africa, Europe, the Middle 

East, Russia, India, and North America since 1999 [3]. WNV subsequently spread to 

South America [14]. Since the mid-1990’s, epidemics with a high incidence of 

neurological disease and death have occurred in Eastern Europe and the 

Mediterranean area, e.g. in Israel in 1998, and more regularly in North America since 

1999 [1, 3]. WNV emergence in North America has also been associated with 

significant mortality in birds, a phenomenon that had not been previously reported [1].  

 

WNV transmission in Europe involves strains that belong to the South 

Europe/Kenyan and the Israeli/American clusters of lineage 1a, or to lineage 2 [15, 

16]. Lineage 1 has been involved in most of recent WNV epidemics in the world. 

However, analysis of molecular determinants of virus virulence has mainly concerned 

North American isolates with a particular focus on NY99 strains [17, 18]. In contrast,  
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few studies have been conducted to elucidate the virulence of WNV isolates from 

Europe/Middle East in common hosts such as horses and avian species [19].  

 

During the 1998 epidemic in Israel, WNV strain IS-98-ST1 was isolated from a stork 

with severe neurological symptoms [20]. IS-98-ST1 is suitable for the study of viral 

determinants of WNV virulence, as well as host factors involved in viral pathogenicity 

[21, 22, 23, 24, 25]. To date, a few molecular clones derived from North American, 

African and Australian strains of WNV are available for the study of viral 

neuropathogenicity [1, 3, 9, 26, 27, 28]. We report here that WNV strain IS-98-ST1 

recovered from an infectious cDNA clone reproduces the pathobiological properties 

of the parental strain, and is thus well-suited for studying the virulence of WNV 

isolates from Europe/West Asia. Also, the pathobiology of the novel WNV infectious 

clone and other WNV strains was examined in embryonated chicken eggs. The 

capacity of different WNV strains to replicate in eggs closely paralleled their growth 

properties in mice, suggesting that inoculation of embryonated chicken eggs could 

provide a practical in vivo system for the study of WNV pathogenesis. 
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Results  

Construction of a European/Mediterranean infectious clone  

WNV strain IS-98-ST1 is a highly pathogenic isolate originating from a sick stork 

during the 1998 epidemic in Israel [20]. Its ssRNA+ genome was amplified into four 

pieces for generating the infectious clone construct. After RT-PCR amplification of 

viral RNA genome, each of the four amplicons was subcloned in pCR2.1, a high-copy 

vector used for the cloning of RT-PCR products. Propagation of bacteria at room 

temperature allowed maintenance of intact inserts in pCR2.1. Difficulties in the 

sequential insertion of each fragment in pBR322 led us to devise an alternative two 

plasmid strategy (Fig.1). Fragment 1 (nt 120-2559) was inserted in pBR322 and 

transferred along with the SP6 promoter upstream of fragment 2 (nt 2560-5781) to 

pCR2.1 (Fig. 1). This construction will be referred to as plasmid A. Fragment 4 (nt 

8023-10473) and then fragment 3 (nt 5782-8022) were inserted into pBR322. A 1740 

bp sequence at the 3’ end of fragment 2 was inserted upstream of fragments 3 and 4 

within pBR322. This construction will be referred to as plasmid B. The sequence 

encompassing fragment 2 to fragment 3 was excised from plasmid B, and inserted 

downstream of fragments 1 and 2 in plasmid A. A SnaBI restriction endonuclease site 

was introduced into the NS4A gene within fragment 4 and further used as a genetic 

marker. The resulting plasmid was introduced in E.coli DH5α strain. It carries the full-

length cDNA from WNV IS-98-ST1 in a single plasmid and was designated WNV-

infectious clone (IC) cDNA. The stability of the clone was evaluated by propagating 

the DH5α E.coli hosting the full-length IC cDNA plasmid for six continuous passages 

as described in the paper published by Shi et al. [3]. Resulting plasmids were 

digested with AvaI, and displayed the same digestion pattern (data not shown). 

 

The RNA transcript of the WNV-IC cDNA clone was highly infectious  

In vitro transcription of WNV-IC cDNA generated a transcript of ~ 11,000 nt. 

Transcripts were used to electroporate Vero cells. Vero supernatants were harvested 

at day 2 post-infection (p.i) in order to minimize emergence of quasi-species and 

used to infect new Vero cells (P1). Viral titers in supernatant obtained for P1 reached 

7 x 107 Plaque Forming Unit (PFU)/ml. The parental virus was used as a positive 

control in the titration experiments. A similar plaque morphology was observed for 

parental and IC viruses (Fig. 2 (a)). IFA was performed to check for the antigenicity of 

viral particles, and intracellular NS1 was detected for both parental and recombinant 

viruses (Fig. 2 (d)). 
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WNV recovered from the cDNA clone retained its genetic marker  

To exclude the possibility that recovery of virus from transfected cells resulted from 

contamination by the parental virus, we tested the presence of the SnaBI restriction 

site in RT-PCR products amplified from the virus produced in the transfected Vero 

cells (Fig. 2 (b)). The parental virus genomic cDNA was not digested by SnaBI.  In 

contrast, the IC virus PCR product generated fragments of 812 bp and 386 bp 

following SnaBI digestion, indicating that the virus recovered from the transfected 

cells was derived from infectious full-length RNA from the WNV-IC plasmid.  

Identification of reversion mutation during cloning 

Every intermediary construct and the final IC plasmid were entirely sequenced. A 

G3401A mutation was identified in the WNV-IC plasmid that changed a UGG (Trp) 

codon into a UAG stop codon within the NS1 coding region. This mutation must have 

been positively selected during plasmid amplification in E. coli. Nevertheless, and 

surprisingly, the mutation was absent from the recovered WNV genome. That is, the 

sequence of packaged RNA genomes was identical to the expected IS-98-ST1 

genomic sequence. To test whether the recovery of infectious RNAs was due to 

recombination with wild-type virus, a truncated transcript was designed that did not 

encompass the region bearing the restriction endonuclease site SnaBI in the 

corresponding cDNA. This truncated transcript was used to transfect Vero cells. A 

cytopathic effect (CPE) was seen 3 days after transfection in cells transfected with 

the full-length WNV-IC RNA transcript. In contrast, no CPE was observed up to 7 

days post-transfection with the truncated transcript. In addition, quantitative RT-PCR 

on total RNA extracted 7 days post-transfection with primers specific for the 3’NC 

region detected no truncated viral RNA (data not shown). Therefore, infectious 

particles recovered from the transfection of Vero cells with WNV-IC transcripts were 

not the product of a recombination event.  

Parental and recombinant WNV displayed indistinguishable replicative capacities 

To test the viral replication rate, Vero cells were infected with WNV parental or IC 

virus (Fig. 2 (c)). At 48 h post-infection (p.i.), CPE was observed in Vero cells infected 

with either virus. Viral RNA amounts were higher during the first 24 hours. However, 

at later stages, 48h and 72h p.i., viral RNA amounts decreased due to increasing cell 

death (data not shown). Infectious virus recovered from cell supernatants noticeably 

increased in the first 24h p.i. and peaked at 48h p.i (Fig. 2(c)). Growth curves 

exhibited no significant difference between the WNV parental and IC viruses.  
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Therefore, the two viruses were indistinguishable with regard to replication in 

mammalian cells.  

Parental and recombinant WNV displayed the same virulence, pathogenicity and 

capacity for neuroinvasion in vivo.  

Conventional laboratory mice develop encephalitis and die after inoculation by the 

peripheral route [21]. To compare the virulence of the WNV parental and IC viruses, 

adult BALB/cJ mice were inoculated intraperitoneally (i.p.) with 1, 10, 100 or 1000 

PFU. No control mice died consecutive to PBS injection. The survival curves did not 

differ significantly at each dose of infection for parental and IC viruses with death 

occurring between days 7 and 13-15 (Fig. 3). These data agree with previous reports 

[22, 29]. We measured the viremia at day 3 p.i. and the viral load in the brain at time 

of death. There was no significant difference in the viremia at day 3 p.i and in the viral 

load in the brain (Fig. 4 and 5). The SnaBI endonuclease restriction site was present 

in the cDNA of the WNV-IC virus recovered from infected mice, thus confirming that 

the mice were indeed infected with the recombinant virus (data not shown). In 

addition, inflammatory lesions were observed in the brain, within the meninges. They 

were characterized by diffuse lymphocytic or lymphoplasmocytic infiltrates, typical of 

lymphocytic meningitis, while some lymphocytic perivascular cuffs were also visible in 

the brain parenchyma, revealing encephalitis (Fig. 6). No lesions were observed in 

PBS-treated mice. Thus, the virulence of WNV parental and IC viruses was 

indistinguishable in susceptible BALB/cJ mice. 

To exclude the possibility that the susceptibility of BALB/c mice may have concealed 

differences in the virulence of the parental and cloned virus, we examined whether 

the WNV parental and IC viruses were equally avirulent in resistant inbred strains of 

mice. Indeed, Mashimo et al. [21] established that susceptibility of BALB/c mice to 

infection with WNV strain IS-98-ST1 correlates with a premature stop codon within 

exon 4 of the oligoadenylate synthetase 1b (Oas1b) gene. Mice expressing a full-

length OAS1B protein are resistant to infection with WNV strain IS-98-ST1 [21, 25]. 

To test the virulence of WNV parental and IC viruses in resistant hosts, we took 

advantage of MBT/Pas and C.MBT-Oas1b mice. MBT/Pas mice derive from Mus m. 

musculus progenitors; they carry a wild-type allele at the Oas1b locus. C.MBT-Oas1b 

mice carry the Oas gene cluster of the MBT/Pas mice within a BALB/c genetic 

background. MBT/Pas and C.MBT-Oas1b express a full-length OAS1B protein and 

are resistant to infection with WNV [25]. MBT/Pas, C.MBT-Oas1b and BALB/c mice 

were inoculated with 1000 PFU of WNV parental or IC virus. All BALB/c mice died 

within 9 days p.i. In contrast, all MBT and C.MBT-Oas1b mice survived the infection 

(Fig. 7 (a)) independent of the WNV stock. Viremia at day 3 p.i was measured by  
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qRT-PCR. Fig. 7 (b) shows that viral RNA was detected in the blood of all infected 

mice. Viral RNA levels were not significantly different in mice infected with either the 

WNV parental or IC virus. However, viral RNA levels were significantly higher in 

susceptible BALB/c mice than in resistant MBT/Pas and C.MBT-Oas1b mice. 

Interestingly, viral RNA levels were significantly lower in MBT/Pas mice than in 

C.MBT-Oas1b mice, indicating that viral replication is lower in MBT/Pas mice than in 

C.MBT-Oas1b mice during the first days p.i. This suggests that MBT/Pas mice might 

carry resistance alleles that are not present in the C.MBT-Oas1b congenic mice.  

Parental and recombinant WNV displayed the same virulence and capacity for 

neuroinvasion in an embryonic avian model  

Birds are the principal amplifying hosts for WNV. Previous studies have shown that 

American crows and chicken embryos are susceptible to WNV infection [30, 31]. In 

experiments conducted by Crespo et al. [31], WNV was recovered from embryonated 

chicken eggs after inoculation with organ extracts from wild birds. Here, we evaluated 

the embryonated chicken model as a practical avian-based system to compare the 

virulence of WNV strains. To test the susceptibility of chicken embryos to infection, 

eggs (N=6) were inoculated intravascularly with 0.1, 1, 10 or 100 PFU of the WNV IS-

98-ST1 parental strain. The mortality was monitored for 7 days. Similar curves were 

obtained for the infectious doses of 1, 10 and 100 PFU, with 100 % of embryos dying 

between day 4 and 5 p.i (supplementary figure). However, eggs infected with 0.1 

PFU exhibited a 50% lethality rate. The 1 PFU dose (ten-fold the fifty percent lethal 

dose [LD50]) was chosen for the following experiments. The brain, heart, lung, liver, 

intestine and kidney are targets for WNV in birds [32, 33]. Therefore, the viral loads 

were measured in these organs. No significant differences were observed between 

the viral loads in these organs (Fig. 8).  

We chose to focus our analysis on the brain and the heart. Mortality and viral load in 

these tissues were monitored in groups of 6 eggs (Fig. 9). The WNV strain Kunjin 

served as a low pathogenic control [34]. A delay in mortality was observed in eggs 

infected with the Kunjin strain, with death occurring between days 4 and 7. When 

eggs were infected with either the parental strain or the IC virus, death was massive 

at day 4. The mortality rate was not significantly different in eggs inoculated with the 

WNV parental or the IC virus (Fig. 9 (a)). We measured the viral load in the brain and 

heart at day 4 p.i. The viral load in these tissues was not significantly different in the 

eggs infected with the parental strain or its cognate IC (Fig. 9 (b)). By contrast, the 

viral load was significantly lower in the eggs infected with Kunjin strain. Interestingly, 

similar macroscopic lesions appeared on the skin (petechia) and hemorrhages were 

observed in the brain, heart, kidneys and liver at the time of death for all viruses  
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tested. Altogether these data show that the virulence of WNV parental and IC virus 

was indistinguishable in this avian model.  

 

Discussion 

We report the generation of a full-length cDNA derived from the highly virulent 

Mediterranean WNV strain IS-98-ST1 that permitted recovery of a fully replicative 

virus. The establishment of a reverse genetic system for WNV is essential for the 

study of viral neurovirulence and neuroinvasiveness. Infectious clones allow 

introduction of genetic modifications and facilitate identification of the molecular 

determinants of viral virulence. Nevertheless, cDNA constructs comprising the full 

flavivirus genome have been widely reported to be unstable in prokaryotic expression 

systems [1, 3, 26, 35]. To avoid constructs all together, genome-length RT-PCRs 

have been employed, but pose the risk of generating a heterogeneous RNA 

population, owing to mutations occurring during RT-PCR or to viral diversity in the 

original virus stock. Different approaches have thus been used to improve the 

stability of full-length flavivirus cDNA clones [3]. Introns have been inserted to 

interrupt genes encoding products that may be toxic in bacteria [8, 36], and relatively 

permissive E.coli strains have been identified. Full-length flavivirus cDNA from NY99, 

B956 and Kunjin WNV strains have previously been cloned in plasmids amplified in 

the HB101 E.coli strain [3, 8, 26]. In the present study, we employed a plasmid 

cloning strategy to construct an infectious clone of the IS-98-ST1 WNV strain (WNV-

IC). Selection of the appropriate plasmid is critical [3, 37]. The pBR322 plasmid was 

chosen because it had been used successfully to generate West Nile infectious 

clones in the past [3, 8, 26]. Plasmids encoding flavivirus sequences downstream of 

cytomegalovirus (CMV) or lac promoters displayed high instability due to expression 

of products that were toxic for E.coli [38]. To avoid such problems we selected the 

promoter for the bacteriophage SP6 RNA polymerase for in vitro transcription of viral 

RNA [8, 26, 39, 40]. An additional G nucleotide was inserted downstream of the 

promoter to ensure more efficient transcription initiation [26]. To this end, the pBR322 

plasmid was modified (GeneCust, Dudelange, Luxemburg) to incorporate the SP6 

promoter, the WNV 5’UTR (from position 1 to 97), part of the gene encoding the 

WNV capsid (from position 97 to 120) and the WNV 3’UTR (from position 10437 

to 11029), along with the hepatitis δ virus ribozyme (HDVR). The HDVR mediated 

termination of WNV transcripts at their natural 3’ end, thereby ensuring removal of 

nonviral sequences downstream of the WNV 3’UTR that might have interfered with 

the initiation of viral RNA replication [26, 41]. Although infectious clones have been 

generated in the past,  
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they were found to comprise mutations with respect to their parental virus or have 

been very difficult to handle [3, 8, 26, 42]. As a consequence, many of the infectious 

WNV clones currently in use have been obtained in two pieces [1, 30, 43]. Our 

infectious clone was constructed as a single piece and ensures propagation of 

recombinant virus. It also displayed remarkable stability, even after numerous 

passages in bacterial hosts (data not shown).  

A G3401A mutation was identified in the NS1 coding region in the WNV-IC plasmid, 

as well as plasmid B that changed a UGG (Trp) codon into a UAG stop codon. When 

it appeared during cloning, the fragment encoding the 3’ end of the NS1 open 

reading frame (ORF) could be stably inserted in frame of the fragment coding the 5’ 

end, thus reconstituting the complete NS1 ORF. Moreover, repeated efforts to correct 

the stop mutation by site-directed mutagenesis failed, even though parallel 

mutagenesis of other areas of the IC plasmid succeeded. This suggests that this 

change might stabilize the recombinant plasmid by neutralizing the leaky expression 

of NS1 in E. coli. The toxicity of the NS1 protein in E. coli is supported by previous 

observations made in other laboratories [1, 43]. Nevertheless, we observed that the 

stop codon is spontaneously corrected at an early time point after RNA transfection 

and that viral genomes recovered from newly formed viral particles carried the fully 

corrected gene. Thus, the molecular clone described in the present study supports 

efficient generation of viral particles bearing the fully intact genome of the parental 

virus. It is interesting to note that a nonsense mutation was observed in the NS1 ORF 

at a nearby position (C3342A) in a plasmid bearing an IC derived from the NY99 

isolate [30]. This unnatural stop codon was not, however, detected in the genome of 

viral particles that were subsequently recovered, in which a A3342T plasmid-to-virus 

mutation had actually restored the original cysteine residue. Kinney et al. [30] 

hypothesized that a T7 polymerase transcription error had substituted the correct 

nucleotide. As such a reversion was observed twice in our hands and four times by 

others, we suggest that a more complex molecular mechanism may account for this 

event, such as translational stop codon readthroughs that have been described for 

viral genomes, for RNA viruses in particular [44, 45, 46], and that could explain the 

obtention of viral particles from an RNA transcript with a premature stop codon. 

Crucially, the replicative and pathogenic properties of parental and recombinant 

viruses were indistinguishable in murine and avian in vivo models. Thus, the 

recombinant virus may be used to identify molecular determinants of virulence. 

Embryonated chicken eggs constitute a convenient in vivo system, and have 

previously proved to be a practical tool for the amplification of low doses of WNV [31]. 

In the present study, we show for the first time that chicken embryos can be used as 

an avian model to compare the virulence of WNV strains. The differences in the 

replication rate between Kunjin (attenuated strain) and IS-98-ST1 (highly virulent)  
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parental or WNV-IC virus were observed here in the context of the embryonic avian 

immune system [47, 48]. The embryonated chicken egg model has been shown to be 

useful to study the virulence of various bacteria and fungal pathogens [49]. Our 

results strongly suggest that this model may also be exploited to investigate viral 

virulence. 

Infectious clones of lineage 2, African strain B956 [26], lineage 1, American NY99 [1, 

3, 30, 36, 43, 50], and Australian Kunjin strains [8, 40] have been generated and 

used to decipher the role of viral proteins in virulence [43, 51], neuroinvasiveness [1, 

36] and escape from host defences [23, 52], as well as to evaluate the impact of 

point mutations [23, 53, 54]. These tools have substantially facilitated identification of 

molecular determinants of WNV virulence, albeit in a non-European context. WNV 

epidemiology differs between Europe and North America, in that outbreaks in Europe 

are more limited in space and duration. It is presumed that at least part of the 

difference stems from genetic divergence between North American and 

Mediterranean viral isolates. It is thus important to extend molecular studies of WNV 

to European strains, for which results have sometimes been at odds with those for 

the NY99 strain. Brault et al. [54] identified a point mutation, T249P, in NS3, as 

playing an important role in the virulence of NY99 in American crows, while Sotelo et 

al. [55] showed that a 2007 Spanish strain bore the same mutation but was much 

less virulent than the NY99 strain in mice. Clearly, comparison of molecular clones 

derived from different continents is indispensable for identifying the genetic 

differences underlying the different epidemiological patterns.  

Finally, the IS-98-ST1 infectious clone will be useful to assess the impact of selected 

mutations or novel genomic changes appearing in emerging European strains, in the 

context of increasing numbers of outbreaks and severity of infection in the 

Mediterranean basin and Eastern Europe. 
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Materials and methods 

Cell lines and viruses Vero cells, ATCC® CCL-81, were grown in Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (D-MEM, Gibco) supplemented with 5% fetal bovine serum 

(FBS) (Lonza), and 1 mM sodium pyruvate. 1U/ml of penicillin and 1µg/ml of 

streptomycin were added to all media (Invitrogen). Cells were maintained in CO2 

incubators (5% CO2) at 37°C. The Israeli isolate IS-98-ST1 of WNV has been 

described elsewhere [20]. Briefly, IS-98-ST1 was isolated from the cerebellum of a 

stork in Israel in 1998 on Vero cells and the recovered virus was used to infect 

mosquito AP61 cells. A third-passage stock of IS-98-ST1 on AP61 cells was used in 

the following experiments. WNV Kunjin virus (KUN) was provided by the National 

Reference Center for Arboviruses at the Pasteur Institute, Paris. 

Plaque Assay 7x105 Vero cells were seeded into each well of a 6-well plate and 

infected with parental virus or infectious clone for 1h 30 min at 37°C. The cells were 

overlaid with 2% seaplaque agarose (Lonza) in MEM (Gibco) containing 5% FBS 

(Fetal Bovine Serum), 1% sodium pyruvate, 1U/ml of penicillin and 1µg/ml of 

streptomycin. 72h post-infection, cells were fixed with 4% paraformaldehyde and 

stained with 0.4% crystal violet for 24h in a humid chamber at 37°C.  

cDNA synthesis and cloning Vero cells were infected with a multiplicity of infection 

(MOI) of  1 to 10 with parental IS-98-ST1 WNV, and virus was harvested from cell 

culture media at 72h postinfection. Genomic RNA was extracted with the RNeasy kit 

(Qiagen). cDNA fragments covering the complete viral coding genome were reverse 

transcribed from genomic RNA by using Superscript III (Invitrogen) followed by PCR 

with Phusion Taq polymerase (New England Biolabs) according to the 

manufacturers’ instructions. In particular, four genomic fragments were amplified 

using primers 95F 5’-CGA TGT CTA AGA AAC CAG GAG- 3’, 2585R 5’-GTG GCG 

TTT CAG GGT AAT AC- 3’ for fragment 1, 2539F 5’-GAT GTG GAG GCT TGG ATG 

GAC- 3’, 5804R 5’-CAT TTT GGG TAC TCC GTC TCG-3’ for fragment 2, 5743F 5’-

CGT GCT GGA AAG AAA GTA GTC-3’, 8082R 5’-GTA GAA CAC ATC CAC TCC 

ACTC-3’ for fragment 3, 7975F 5’-GAA GTC AGA GGG TAC ACA AAG G-3’, 

10552R 5’-CAG CAC CGT CTA CTC AAC TTC-3’ for fragment 4. They were first 

subcloned into the pCR2.1 plasmid and then cloned into pBR322 following enzymatic 

digestions using standard procedures [56]. All restriction endonucleases were 

purchased from New England Biolabs. Sequences were verified after cloning.  

The chemically competent E.coli bacterial strain DH5α (Invitrogen) was used as the 

host for construction and propagation of WNV-IC cDNA clone. Standard cloning 

procedures were followed [57], except that transformed bacteria were propagated at 

25°C. 
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Sequencing  Nucleotide sequencing was performed by Eurofins MWG Operon 

(France). 

RNA transcription and transfection Plasmid WNV-IC, containing the full-length 

cDNA of WNV flanked by the Sp6 promoter and Hepatitis  virus (HDV) ribozyme, 

was amplified in E. coli DH5α and purified with the Miniprep kit (Qiagen). For in vitro 

transcription, 1 µg of WNV-IC plasmid was linearized with BamHI. The digestion 

reaction mix was purified with the QIAQuick purification Kit and the linearized plasmid 

was quantified by spectrophotometry. The Sp6 MEGAscript High yield transcription 

kit (Ambion) was used to in vitro transcribe 1 µg of DNA in a 20 µl reaction mixture in 

the presence of 4 mM Cap Analog (New England Biolabs). The reaction mixture was 

incubated at 37°C for 4h, followed by the addition of DNase I for 45 min at 37°C to 

remove the DNA template. RNA was stored at – 80°C. 

For transfection, the 20µl (~ 20 µg) RNA transcript mix was used to electroporate 

6x106 Vero cells resuspended in 0.4 ml cold phosphate-buffered saline (PBS), pH 

7.4, in 0.4 cm cuvettes with the GenePulser apparatus (Bio-Rad); the following 

settings were applied: 4 pulses of 0.29 kV and 25 µF at 4s intervals. After a 10 min 

recovery, cells were mixed with D-MEM supplemented with 2% FBS and incubated in 

a T-25 flask (5% CO2 at 37°C) until a cytopathic effect (CPE) was observed (referred 

to as passage 0, P0). A 1 ml aliquot of P0 tissue culture supernatant at day 2 was 

used to infect a new flask of Vero cells (referred to as passage 1, P1) and incubated 

until a CPE was observed. Virus was harvested as tissue culture supernatant, 

clarified by centrifugation at 600g for 5 min, stored in aliquots at -80°C, and 

designated as infectious clone derived virus (IC virus).  

Genetic marker analysis of the recombinant and parental viruses An SnaBI 

restriction site was inserted into the cDNA using the QuickChange Site-Directed 

Mutagenesis Kit (Stratagene) as a silent genetic marker in order to distinguish 

recombinant progeny virus from the corresponding parental virus, by substitution of 

an A for a T at position 6555 in the viral cDNA. RNA was extracted from recombinant 

virus harvested from supernatant on day 3 post-transfection and parental virus by 

using the RNeasy kit (Qiagen). A 1198 bp fragment including the genetic marker was 

amplified by RT-PCR from RNA extracted from either recombinant or parental virus 

with primers 5743F 5’- CGT GCT GGA AAG AAA GTA GTC-3’ and 6941R 5’- CTG 

CTT ATG TCA CTC TTG GTC TTA TC-3’. The RT-PCR products were purified using 

the QIAQuick PCR purification protocol (Qiagen), and then digested with SnaBI and 

analyzed by electrophoretic migration on a 1% agarose gel. When the SnaBI 

restriction site is present, digestion of the PCR product generates fragments of 812 

and 386 bp.  
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Replication curves Subconfluent Vero cells seeded in 12-well plates were 

inoculated with either parental or WNV-IC derived virus diluted in D-MEM at an MOI 

of 1 in quintuplet wells. Following incubation for 1h30 min in 5% CO2 at 37°C, viral 

inoculum was removed. Monolayers were washed twice with fresh D-MEM, and 1 ml 

of complete D-MEM was added to each well. The plates were incubated for up to 3 

days in 5% CO2 at 37°C. At 10, 24, 48, and 72h time points, medium was removed. 

At the indicated time post-infection, culture supernatants were collected and viral 

titers were determined by plaque assay on Vero cells. 

Immunofluorescence Expression of viral NS1 protein in cells infected at an MOI of 1 

was monitored by immunofluorescence (IFA) analysis with murine IgM antibodies 

directed against the WNV NS1 protein (Millipore) and with a fluorescein 

isothiocyanate-conjugate of goat anti-murine IgM antibody (Abcys), as described 

elsewhere [58]. Fluorescence was monitored under a fluorescence microscope 

equipped with a video documentation system (Zeiss). 

Quantitative RT-PCR RNA was reverse-transcribed and amplified using conditions 

described by Linke et al. [59] using the AgPath-ID One-Step RT-PCR Kit (Applied 

Biosystems), with primers WNproC-10F 5’-CCTGTGTGAGCTGACAAACTTAGT-

3’/WNproC-153R 5’-GCGTTTTAGCATATTGACAGCC-3’ in the 5’ untranslated 

region (UTR) or primers WN3’NC-F 10538 5’-GAGTAGACGGTGCTGCCTGC-3’/ 

WN3’NC-R 10627 5’-CGAGACGGTTCTGAGGGCTTAC-3’ in the 3’UTR for 

amplification of viral RNA and primers ACTB-966F 5’-

CAGCACAATGAAGATCAAGATCATC-3’/ACTB-1096R 5’-

CGGACTCATCGTACTCCTGCTT-3’ for amplification of cellular RNA, and probes 

WNproC 5’-FAM-CCTGGTTTCTTAGACATCGAGATCT-TAMRA-3’ or WN3’NC 

10564c 5’-FAM-ACCCAGTCCTCCTGGGGT-MGB-3’, or ACTB1042-67 5’-VIC-

TCGCTGTCCACCTTCCAGCAGATGT-TAMRA-3’, respectively. Primers and probes 

were used at 0.4 and 0.2µM concentrations, respectively. Reaction mixtures (25µL) 

contained 5µL RNA and all samples were analyzed in duplicate. Amplification was 

performed in an AB 7300 Real-Time PCR system (Applied Biosystems). The thermal 

profiles of the reaction were as follows: 45°C for 10 min (RT), 95°C for 10 min (Taq 

activation), and 40 cycles at 95°C for 15s and 60°C for 1min (amplification).   

For quantification, quantified WNV RNA and β-actin RNA were used as a viral 

standard and to standardize RNA extractions, respectively. WNV RNA was obtained 

from viral cultures on Vero cells. β-actin RNA was kindly provided by the FMDV 

French Reference Laboratory (ANSES, Maisons-Alfort). 

Virulence in mice Mice were housed in an environmentally controlled room under 

biosafety level 3 conditions and were given food and water ad libitum. Female  
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outbred BALB/c mice (Charles River Laboratories, L’Arbresle, France) and MBT/Pas 

and C.MBT-Oas1b mice provided by Jean-Jacques Panthier (Pasteur Institute, Paris) 

were obtained at 5 weeks of age and were acclimatized for 1 week. All mice were 6 

weeks of age at the start of the experiment. 5 mice per group were inoculated 

intraperitoneally (i.p.) with diluent alone (PBS, endotoxin free, pH 7.4) or with 1, 10, 

100 or 1000 PFU of parental virus or infectious clones thereof. Mice were evaluated 

clinically for 2 weeks. Observed clinical signs included ruffled fur, paresis, hind leg 

paralysis and tremors. Blood was collected in EDTA at day 3 post-infection (p.i), and 

the presence of viral RNA was confirmed by quantitative RT-PCR [53] after RNA 

extraction with the QIAamp viral kit (Qiagen). Brains were recovered from mice 

shortly after their death, and the presence of virus was confirmed by quantitative RT-

PCR after RNA extraction with the RNeasy kit (Qiagen). Control mice were 

euthanized at day 15 and checked for absence of virus in their brains. 

Ethical Treatment of Animals This study was performed in strict accordance with 

the French guidelines and recommendations on animal experimentation and welfare. 

The protocol was approved by the local Animal Ethics Committee 

(ANSES/ENVA/UPEC) (Permit Number: 15/02/11-13). Every effort was made to 

minimize suffering. 

Histology Groups of 4 female outbred BALB/c mice, aged 6 weeks at the start of the 

experiment, were inoculated with 100 PFU of parental virus or infectious clones 

thereof or diluent alone i.p. Mice were euthanized at day 7 p.i and brains were 

recovered. Tissues were fixed in 10% neutral buffered formalin, dehydrated and 

embedded in paraffin. Tissue sections (4 µm) were prepared and stained with 

hematoxylin, eosin and saffron. 

Virulence in embryonated chicken eggs 10-day-old pathogen-free chicken eggs 

(INRA, Jouy-en-Josas, France) were inoculated by the intravascular route. Eggs 

were inoculated with diluent alone (PBS, endotoxin free, pH 7.4 supplemented with 

1U/ml of penicillin and 1µg/ml of streptomycin) or with either Kunjin, IS-98-ST1 

parental or IC viruses. The eggs were incubated at 37°C and were observed 

regularly for up to 8 days. Viral RNA was analysed in the brain, heart, lungs, liver, 

intestines and kidneys after extraction using the RNeasy Kit (Qiagen), and amplified 

by quantitative RT-PCR as described above. 

Statistical analysis A Mann-Whitney test was applied to evaluate differences in 

survival curves. Paired T-test and One-way ANOVA were used to determine 

statistical significance for viral loads between groups infected with the parental or the 

IC derived viruses.  
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Figure 1: Schematic representation of the cloning strategy. The flavivirus genome 

is represented approximately to scale. Unique or rare restriction sites used for cloning 

and their location (numbering based on the sequence from Genbank no. AF481864) 

are shown at the top. Four cDNA fragments represented by thick lines were 

synthesized from IS-98-ST1 viral genomic RNA by RT-PCR to cover the complete 

coding WNV genome. The cDNA fragments were first cloned into the pCR2.1 

plasmid, and then digested using unique restrictions sites and subcloned into the 

destination plasmid. The full length infectious clone was obtained by the extraction of 

fragment 2+3+4 from plasmid B after an enzymatic digestion with XmaI and BamHI 

followed by its insertion into plasmid A downstream of fragment 1+2. One silent 

mutation (shown in lower case) was engineered in the pCR2.1+ fragment 3 plasmid 

to create a SnaBI site. 
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Figure 2: in vitro validation of the 

biological properties of the IC 

virus. (a) Plaque morphology of 

parental and IC-derived WNV on 

Vero cells. Vero cells in six-well 

plates were infected with 100 PFU 

of parental or recombinant virus. 

Plaques were visualized 3 days 

post-infection by staining with 

crystal violet. Data shown are 

representative of two independent 

experiments. (b) SnaBI digestion 

profile of the 1198 bp RT-PCR 

(5743F-6941R) fragment amplified 

from parental or IC-derived WNV 

stocks. (Quick Load 1kb DNA 

Ladder, New England Biolabs). (c) 

Growth kinetics of parental (P) and 

infectious clone (IC) viruses in Vero 

cells at an MOI of 1. At the 

indicated time post-infection, culture 

supernatants were collected and 

viral titers were determined by 

plaque assay on Vero cells. Error 

bars represent the standard 

deviation of triplicates. (d) 

Immunofluorescence with anti-NS1 

antibodies on Vero cells infected at 

an MOI of 1 with either the parental 

or IC-derived WNV 3 days post-

infection. Data shown are 

representative of two independent 

experiments. 
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Figure 3: in vivo validation of the biological properties of the IC virus in 

susceptible mice, survival curves. Groups of 5 adult female BALB/c outbred mice 

were injected i.p with 1, 10, 100, 1000 PFU of parental (P) or recombinant (IC) IS-98-

ST1 virus. Mice were monitored for 15 days post-infection. Data shown are 

representative of two independent experiments. 
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Figure 4: in vivo validation of the biological properties of the IC virus in 

susceptible mice, viremia. Viral RNA copy number in blood of BALB/c outbred 

female mice (n=5) injected i.p with 1, 10, 100, 1000 PFU of parental (P) or 

recombinant (IC) IS-98-ST1 virus, 3 days post-infection. Quantification was 

performed in duplicate. 
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Figure 5: in vivo validation of the biological properties of the IC virus in 

susceptible mice, viral load. Viral RNA copy number in brains of BALB/c outbred 

female mice (n=5) injected i.p with 1, 10, 100, 1000 PFU of parental (P) or 

recombinant (IC) IS-98-ST1 virus. Quantification was performed in duplicate. 
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Figure 6: in vivo validation of the biological properties of the IC virus in 

susceptible mice, histology. Histology performed on mouse brain 7 days p.i 

revealed inflammatory lesions in the meninges characterized by diffuse lymphocytic 

or lymphoplasmocytic infiltrates, characteristic of lymphocytic meningitis (right panel, 

arrows). Lymphocytic perivascular cuffs were also visible in the brain parenchyma, 

indicative of encephalitis (left panel, arrows). These lesions were observed in two of 

four animals or in one mouse for the infectious clone and the Israeli strain, 

respectively. Tissue sections were stained with hematoxylin, eosin and saffron. 
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Figure 7: in vivo validation of the biological properties of the IC virus in 

resistant mice. Groups of 5 adult female or male outbred MBT/Pas, congenic 

C.MBT-Oas1b or BALB/c mice were injected i.p. with 1000 PFU of parental (P) or 

recombinant (IC) IS-98-ST1 virus. The mice were monitored for 15 days p.i. (a) 

Survival curves and (b) viral RNA copy number in blood of mice 3 days p.i. * shows 

significant differences between groups. ns: not significant. 
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Figure 8: Viral load in different organs of chicken embryo infected with IS-98-

ST1 WNV. Groups of 6 ten-day-old pathogen-free chicken eggs were infected with 1 

PFU of IS-98-ST1 parental virus via the intra-vascular route. Viral load in different 

organs was quantified by quantitative RT-PCR. PBS controls were negative for all 

organs.  
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Figure 9: in vivo validation of the biological properties of the IC virus in chicken 

embryo. Groups of 6 ten-day-old pathogen-free chicken eggs were infected with 1 

PFU of either parental (P) or recombinant (IC) IS-98-ST1 or Kunjin (Ku) virus by the 

intra-vascular route. (a) Survival curves and (b) viral RNA load in brains and hearts at 

day 4 p.i, quantified by quantitative RT-PCR, are shown. PBS controls were negative 

for all organs. Data are representative of two independent experiments, except RNA 

quantification at day 4 p.i for Kunjin, which was performed once. * shows significant 

differences between groups. 
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3-Discussion et conclusion 

 

Nous avons vu que la stabilité des clones infectieux de flavivirus pose un vrai problème 

(Seregin et al., 2006 ; Beasley et al., 2005 ; Shi et al., 2002a; Yamshchikov et al., 2001a). 

Nous avons rencontré de multiples difficultés lors de l’insertion des différents fragments 

génomiques liées principalement à la reconstitution du cadre de lecture de la protéine NS1, 

lors de l’insertion du fragment 2 en 3’ du fragment 1. D’autres auteurs ont fait état de 

problèmes de toxicité de NS1 en système procaryote (Beasley et al., 2005; Audsley et al., 

2011). Dans notre cas, de nombreux réarrangements génomiques dont des délétions de 

fragments de 4 à 100 nucléotides ont été observés dans NS1. Une construction viable et stable 

n’a pu être obtenue que lorsqu’a minima une substitution G→A sur le nucléotide 3401 est 

apparue, aboutissant au remplacement d’un tryptophane par un codon stop. Cette mutation est 

située dans la partie C-terminale de NS1, en amont de la région de décalage ribosomique 

observée par Melian et al. (2010) à l’origine de l’expression de NS1’. Malgré la présence d’un 

codon stop, des particules virales ont été obtenues à partir des transcrits sur lesquels le triplet 

stop est toujours présent. Ces particules possèdent le marqueur génétique du clone infectieux 

(le site de restriction SnaBI), indiquant qu’elles sont bien issues des transcrits obtenus in vitro. 

La séquence génomique des virions recombinants a été vérifiée ainsi que la séquence des 

transcrits. Les transcrits possèdent la mutation stop. Les virions ont, quant à eux, retrouvés la 

séquence initiale. Ce même phénomène a été observé par Kinney et al. (2006) lors de la 

construction d’un clone infectieux de la souche NY99. Une mutation C3342A aboutissant à la 

substitution d’une cystéine par un codon stop a été observée et de façon similaire à ce que 

nous avons observé ; de plus, une réversion est constatée sur le génome des virions 

recombinants. Kinney et son équipe a suggéré qu’une erreur de la T7 polymérase est à 

l’origine du remplacement du nucléotide. Cependant, ce phénomène a été observé à quatre 

reprises par Kinney et al. et à deux reprises dans notre cas, avec des polymérases différentes. 
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Les particules virales recombinantes peuvent être issues d’un évènement de recombinaison 

avec des particules sauvages. Pour infirmer une telle hypothèse, nous avons transfecté  des 

cellules Vero avec un transcrit tronqué au niveau de NS5. Aucune particule virale n’a été 

obtenue. Les virions recombinants sont donc bien issus des transcrits obtenus in vitro à partir 

du plasmide clone infectieux. Ensuite, nous pouvons nous demander si NS5 joue un rôle dans 

la correction de cette erreur génomique. Ce point sera à confirmer en apportant NS5 par co-

transfection, si des particules virales sont obtenues. 

La question qui se pose alors est de savoir comment NS5 est traduite alors qu’un codon stop 

est situé en amont.  Une explication au phénomène de lecture du transcrit pourrait se trouver 

dans la possibilité de lecture des codons stop (stop codon readthrough). Ce phénomène a été 

décrit pour des génomes viraux, et en particulier pour les virus à ARN infectant les eucaryotes 

(Jungreis et al., 2011; Firth et al., 2011; Firth and Brierley, 2012). D’après Firth et al. (2011), 

la présence de structures secondaires en 3’ du codon stop augmente la possibilité de 

“readthrouh” d’un facteur 10. Or, Melian et al. (2010) décrivent des structures secondaires à 

150 nucléotides en 3’ du codon stop que nous avons observé sur nos transcrits.  En plus de ces 

structures secondaires, Firth et Brierley (2012) décrivent d’autres motifs, tels qu’un 

octanucléotide riche en purine, ce qui est le cas ici avec 75% de purines dans la séquence de 8 

nucléotides en 3’ du codon stop (TGG TGC AG), codon stop qui est préférentiellement un 

UAG, comme c’est le cas ici. De plus, une complémentation entre des éléments distants et 

proximaux en 3’ est requise pour un « readthrough » efficace chez les luteovirus et les 

polerovirus (Firth et Brieley, 2012). Ce mécanisme pourrait expliquer la réversion rapide 

observée sur les virions.   
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Les propriétés biologiques des virions recombinants ont été vérifiées à la fois in vitro et in 

vivo. Les capacités réplicatives des particules recombinantes sont comparables à celles des 

particules sauvages, ainsi que l’aspect des plages de lyses en cellule Vero. De même, sur 

souris sensibles et résistantes à l’infection, les mêmes résultats sont obtenus que ce soit en 

termes de mortalité que de virémie et de charge virale dans le cerveau.  

Les oiseaux représentent le réservoir principal du virus West Nile. Des études ont montré que 

les corbeaux américains et les embryons de poulet sont sensibles à l’infection (Kinney et al., 

2006; Crespo et al., 2009). Nous avons souhaité évaluer le modèle œuf embryonné dans sa 

capacité à discriminer des souches virulentes de souches atténuées afin d’avoir à disposition 

au laboratoire, un modèle d’études aviaire. La souche Kunjin a servi de témoin peu pathogène 

(Hall et al., 2001). Les tableaux de mortalité se sont révélés différents entre la souche IS-98-

ST1 et Kunjin, avec un pic à jour 4 post infection pour IS-98-ST1 et un étalement des 

mortalités entre J4 et J7 pour Kunjin. En termes de charge virale, des différences 

significatives ont été mesurées sur les encéphales et les cœurs prélevés à J4 p.i.  

Le modèle œuf embryonné représente un environnement aviaire dont le système immunitaire 

est immature, mais qui présente un système de défense cellulaire, permettant ainsi d’évaluer 

l’impact du virus hors de l’action du système immunitaire adaptatif de l’hôte. Dans ce 

modèle, le virus recombinant se comporte de la même façon que le virus sauvage. Une 

présentation plus détaillée des résultats obtenus sur ce modèle est développée dans le chapitre 

4. 

Nous avons construit un clone infectieux dérivé de la souche hautement pathogène, IS-98-

ST1, et nous avons obtenus des particules virales recombinantes ayant les mêmes propriétés 

que le virus sauvage. Ainsi, cette construction pourra être utilisée pour étudier les 

déterminants moléculaires de la virulence, en particulier dans un contexte européen.  
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Or, des résultats contradictoires ont été observés dans le contexte nord-américain et européen. 

En effet, Brault et al. (2007) ont identifié une mutation dans NS3, T249P, qui joue un rôle 

important dans la virulence de la souche NY99 chez le corbeau américain. Or, une équipe 

espagnole, Sotelo et al. (2009), a montré que cette même mutation était présente sur une 

souche espagnole bien moins virulente que la souche NY99 chez la souris.  

Il est important d’avoir à disposition un clone infectieux IS-98-ST1 afin d’étudier les 

mutations ou fragments génomiques d’importance, dans un contexte européen soumis à une 

augmentation ces dernières années du nombre d’épidémies comportant de nombreux cas 

équins, ou humains, ou encore aviaires, comme en Italie (Calistri et al., 2010), en Grèce (Papa 

et al., 2010) et en Hongrie (Bakonyi et al., 2006) respectivement.  
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Chapitre 4 : Evaluation de nouveaux modèles d’étude de la 

virulence du VWN 

 

L’intérêt du clone infectieux, souche IS-98-ST1, ayant été démontré, nous avons pu nous 

consacrer à l’évaluation de modèles d’étude in vivo et in vitro de la virulence du VWN. Ces 

modèles nous permettront d’évaluer l’impact des modifications génomiques apportées au 

clone infectieux. Deux modèles sont proposés ici : les œufs embryonnés de poulet et les 

neuroblastomes humains, les SK-N-SH. L’objectif est de pouvoir caractériser la virulence du 

VWN  en l’absence de la réaction du système immunitaire (réponse cellulaire)  de l’hôte, dans 

un environnement aviaire ou humain. 

 

1  Le modèle œuf embryonné de poulet 

 

1-1 Matériel et méthodes 

 

1-1-1 Cellules et virus 

Les cellules Vero étaient entretenues en Dulbecco's Modified Eagle Medium (D-MEM, 

Gibco) avec 5 % de sérum de veau (Lonza), 1 mM de sodium pyruvate et 1U/ml de 

pénicilline et 1µg/ml de streptomycine (Invitrogen). Les cultures étaient maintenues à 37°C 

sous une atmosphère à 5% de CO2. 

L’obtention de la souche IS-98-ST1 a été décrite par Malkinson et al. (2002). Brièvement, la 

souche IS-98-ST1 a été isolée du cervelet d’une cigogne en Israël en 1998, et passée sur 

cellules Vero. Les particules virales issues de cette culture ont ensuite été utilisées pour 

infecter des cellules d’insecte, AP61. Un stock viral amplifié sur cellules Vero, à partir du 

troisième passage sur AP61, a été utilisé dans la suite du travail.  
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Les souches Kunjin (KUN) et Camargue 2000 proviennent du Centre National  de référence 

pour les Arbovirus de l’Institut Pasteur de Paris. La souche Maroc 2003 provient de 

Biopharma, Rabat, Maroc (M. El Harrak).  

1-1-2 Les œufs 

Des œufs de poulet indemnes de pathogènes (INRA, Jouy-en-Josas, France) ont été inoculés 

par la voie intraveineuse à 10 jours. Les œufs ont été inoculés soit avec du diluant seul (PBS, 

sans endotoxines, pH 7.4, supplémenté avec 1U/ml de pénicilline et 1µg/ml de streptomycine) 

soit avec du virus. Les œufs sont ensuite incubés à 37°C et observés quotidiennement jusqu’à 

8 jours p.i. Les ARN viraux ont été recherchés dans le cerveau, le cœur, les poumons, le foie, 

les intestins et les reins, par RT-PCR quantitative comme décrit ci-dessous, suite à une 

extraction avec le kit RNeasy (Qiagen). 

 

1-1-3 La RT-PCR quantitative 

Les ARN ont été rétro-transcrits et amplifiés en utilisant les conditions décrites par Linke et 

al. (2007), et en utilisant le kit AgPath-ID One-Step RT-PCR (Applied Biosystems). Les 

amorces utilisées sont WNproC-10F 5’-CCTGTGTGAGCTGACAAACTTAGT-3’/WNproC-

153R 5’-GCGTTTTAGCATATTGACAGCC-3’ situées dans la région 5’ non codante de 

l’ADNc viral et les amorces ACTB-966F 5’CAGCACAATGAAGATCAAGATCATC-

3’/ACTB-1096R 5’-CGGACTCATCGTACTCCTGCTT-3’ pour l’amplification des ARN 

cellulaires (Toussaint et al., 2007). Les  sondes correspondantes sont respectivement WNproC 

5’-FAM-CCTGGTTTCTTAGACATCGAGATCT-TAMRA-3’ et ACTB1042-67 5’-VIC-

TCGCTGTCCACCTTCCAGCAGATGT-TAMRA-3’. Les concentrations des amorces et des 

sondes étaient respectivement de 0.4 et 0.2µM. Les mélanges réactionnels étaient de 20 µl 

auxquels 5 µl d’ARN étaient ajoutés. Tous les échantillons ont été analysés en double. 

L’appareil utilisé pour les amplifications était le AB 7300 Real-Time PCR system (Applied 

Biosystems) avec le programme suivant : 45°C, 10 min (Retro-Transcription), 95°C, 10 min 

(activation de la Taq polymérase), et 40 cycles de 15s à 95°C et 1 min à 60°C (amplification).  
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Les quantifications ont été faites en se basant sur des standards d’ARN viraux et de β-actine. 

Les ARN viraux proviennent de cultures virales sur cellules Vero ou de transcrits in vitro, et 

les ARN de β-actine nous ont été fournis par le laboratoire de référence français pour la 

Fièvre Aphteuse (ANSES, Maisons-Alfort). 

 

1-1-4 Analyse statistique 

Le test Mann-Whitney a été utilisé pour évaluer les différences entre courbes de survie. Les 

tests t par paire et One-way ANOVA ont servi à mesurer les différences significatives de 

charges virales (utilisation du logiciel GraphPad Prism, version 4). 

 

1-2 Résultats 

 

1-2-1 Détermination de la dose létale 50 

 

Afin de tester la sensibilité des embryons de poulet à l’infection à VWN, des groupes de 6 

œufs ont été inoculés en intraveineuse avec des doses de 0.1, 1, 10 ou 100 PFU de la souche 

parentale IS-98-ST1. La mortalité des œufs a été suivie pendant 7 jours (voir tableau 2).  

Dose 

(PFU) 

Nombre 

d'œufs 

inoculés 

Suivi quotidien 

Nombre de 

survivants à J+7 
J+1 J+2 J+3 J+4 J+5 J+6 J+7 

0,1 6 1 - 1 1 - 1 - 2 

1 6 - - - 3 3 - - 0 

10 6 - - - 2 4 - - 0 

100 6 - - - 2 4 - - 0 

PBS 6 - - - - - - - 6 

Tableau 2: Suivi sur 7 jours de la mortalité d’œufs embryonnés de 10 jours, infectés avec 

des doses croissantes de VWN, souche IS-98-ST1. 
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Ces résultats préliminaires montrent qu’à partir de 1 PFU la mortalité est de 100% entre J4 et 

J5 p.i. A 0.1 PFU, les œufs morts à J1 et J3 p.i avaient été contaminés par une bactérie (œufs 

malodorants) lors de l’injection, et à J7 il restait deux œufs vivants : la DL50 est donc établie 

à 0,1 PFU. Il a été décidé de poursuivre les infections à des doses de 1 PFU, soit 10DL50. 

 

1-2-2 Evaluation de la mortalité suite à l’infection avec différentes souches 

 

Ce qui nous intéressait dans un premier temps, était de savoir si des souches réputées de 

virulence différente sur le terrain induisaient des profils de mortalité différents. Nous avons 

infectés des groupes de 6 œufs avec 1 PFU de virus, dont les souches de lignage 1 suivantes : 

•  IS-98-ST1 (1a): origine Moyen-Orient, infections neurologiques sévères (Lucas et al., 

2004). 

•  Kunjin, isolat 35911 (1b): origine Australie, peu virulent (Hall et al., 2001) 

•  Maroc 2003 (1a): origine Afrique, infections neurologiques modérées (Figuerola et 

al., 2009 ; Schuffenecker et al., 2005) 

•  Camargue 2000 (1a): origine Europe, infections neurologiques modérées (Murgue et 

al., 2001) 

Les résultats sont exprimés dans le tableau suivant (tableau 3): 
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Souche  

Suivi quotidien Nombre de 

survivants à J+7 
J+1 J+2 J+3 J+4 J+5 J+6 J+7 

IS-98-

ST1 - - - 5 1 - - 0 

Kunjin - - - 1 3 1 1 0 

Maroc 

2003 - - 1 5 - - - 0 

Camargue 

2000 - - 2 2 2 - - 0 

PBS - - - - - - - 6 

Tableau 3: Suivi de la mortalité de groupes de 6 œufs de 10 jours inoculés avec 1 PFU de 

virus. 

 

Les souches réputées hautement ou modérément pathogènes présentent des profils de 

mortalités  similaires avec des morts massives à J4 et J5. Kunjin présente un profil particulier 

avec un étalement des mortalités entre J4 et J7.  

 

1-2-3 Quantification des charges virales dans les organes 

 

Le cerveau, le cœur, les poumons, le foie, les intestins et les reins sont des organes cibles du 

VWN chez l’oiseau (Senne et al., 2000; Steele et al., 2000, Sotelo et al., 2011). Nous avons 

donc recherché la présence du virus dans ces organes chez l’embryon de poulet infecté avec la 

souche IS-98-ST1 (figure 26).  
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Figure 26: Charge virale dans les organes d’œufs embryonnés de poulet infectés par le 

VWN à J4 p.i. Des groupes de 6 oeufs embryonnés de poulet âgés de 10 jours au moment de 

l’infection, ont été injectés avec 1 PFU de la souche IS-98-ST1 via la voie intra-vasculaire. 

Les charges virales dans les différents organes ont été quantifiées par RT-PCR quantitative. 

Les contrôles injectés avec du PBS avaient des charges virales nulles pour tous les organes. 

Cette expérience a été répétée deux fois. Le test One-way ANOVA a été utilisé pour mesurer 

les differences entre les different groupes. Il n’y a pas de différences significatives entre les 

charges virales dans les différents organes testés. 

 

L’analyse statistique a permis de conclure qu’il n’y avait pas de différence significative entre 

les charges d’ARN des différents organes. Par la suite nous avons focalisé notre attention sur 

le cerveau et le cœur ; le cerveau, car nous nous intéressons à la neurovirulence du VWN et le 

cœur, car c’est un organe facile à prélever et contenant beaucoup de copies d’ARN viral. 
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1-2-4 Charges virales dans les cerveaux et cœurs des œufs infectés par les différentes 

souches testées 

 

Les organes ont été prélevés à J4 p.i pour tous les virus testés afin de s’assurer de la présence 

d’ARN viraux et avoir des données comparables entre chaque souche (figure 27).  

  

Figure 27: Charges virales dans le cerveau ou le cœur d’œufs embryonnés infectés par 

différentes souches de VWN à J4 p.i. Des groupes de 6 oeufs embryonnés de poulet âgés de 

10 jours au moment de l’infection, ont été injectés avec 1 PFU de VWN via la voie intra-

vasculaire. Les charges virales ont été mesurées sur des organes : (a) cerveau (b) coeur 

prélevés à J4 p.i. Les ARN ont été quantifiés par RT-PCR quantitative. Les contrôles injectés 

avec du PBS avaient des charges virales nulles pour tous les organes. Le test One-way 

ANOVA a été utilisé pour mesurer les differences entre les different groupes. Il n’y a pas de 

différences significatives entre les charges virales entre les différentes souches testées. 

 

Sur les prélèvements de cerveaux, il existe une différence significative entre les charges 

virales des embryons infectés entre Camargue 2000 et IS-98-ST1, Camargue 2000  et Maroc 

2003, avec des charges virales significativement plus faibles pour Maroc 2003 et IS-98-ST1; 

sur les cœurs entre Camargue 2000 et Maroc 2003, et entre Camargue 2000 et Kunjin, avec 

des charges virales significativement plus faibles pour Maroc 2003 et Kunjin. Ces données 

suggèrent une multiplication plus faible des souches Maroc 2003 et Kunjin.  

 

(a) (b) 
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Cependant, ces données sont issues d’une seule expérimentation et d’autres valeurs seront 

nécessaires pour tirer des conclusions définitives.  

 

1-2-5 Observation anatomo-pathologiques 

Quelque soit la souche de VWN, les lésions macroscopiques observées étaient les mêmes au 

moment de la mort (figure 28) : 

 

A 

B C 

Sain Infecté Sain Infecté 

D 

Sain Infecté 

E 

Sain Infecté 

F 

Sain Infecté 

G 

Sain Infecté 

Figure 28: Lésions macroscopiques observées sur des embryons de poulet à J4 

post infection. Infection avec 1 PFU de la souche IS-98-ST1 sur des œufs âgés de 

10 jours. Pour toutes les photos, à gauche, individu sain, à droite, individu infecté. 

(a) individu présentant des pétéchies sur l’épiderme (b) cerveau (c) foie (d) cœur 

(e) reins (f) intestins (g) poumons. 
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Le cerveau, le cœur et les reins apparaissent hémorragiques, le foie a la particularité de 

présenter un aspect tacheté. En revanche les intestins et les poumons ne présentent pas de 

lésions visibles à l’œil nu. Ces observations ne sont pas en corrélation directe avec la charge 

virale, vu que les poumons et les reins ne sont pas les organes ayant la charge virale la plus 

faible (voir section 2-3 de ce chapitre).  

  

1-3 Conclusion et discussion 

 

Le système œuf embryonné de poulet s’est révélé être un bon amplificateur du VWN quelque 

soit la souche, parmi celles qui ont été évaluées. En revanche, au vu de ces résultats 

préliminaires, il n’est pas possible de déterminer avec certitude si ce système permet 

d’évaluer le niveau de virulence d’une souche. Lors de la validation du clone infectieux, des 

différences significatives de charges virales dans les cerveaux et les cœurs ont été mesurées 

entre le virus recombinant IS-98-ST1 et la souche Kunjin (voir chapitre 3), ce qui n’est pas le 

cas pour les charges virales dans le cerveau dans les résultats de comparaison de virulence 

présentés dans ce chapitre, à conditions expérimentales équivalentes.   

Sur le terrain, les souches Camargue 2000 et Maroc 2003 sont réputées moins virulentes que 

la souche IS-98-ST1. La virulence est communément définie en fonction du nombre de cas et 

de la nature des espèces touchées par l’épidémie. IS-98-ST1 est à l’origine des premiers cas 

de mortalité aviaire. La souche a été isolée du cerveau d’une cigogne (Lucas et al., 2004), et a 

été identifiée sur des cigognes et des oies domestiques moribondes (Zeller et Schuffenecker, 

2004). Elle a été responsable de cas humains : entre août et octobre 2000, 417 cas humains ont 

été diagnostiqués dont 326 hospitalisations (Chowers et al., 2001). Les principaux signes 

cliniques rencontrés étaient des encéphalites (57,9%), des syndromes pseudo-grippaux 

(24,4%) et des méningites (15,9%).  Sur les 326 patients hospitalisés, 33 sont morts. 18 cas 

équins ont aussi été rapportés sur des chevaux présentant des troubles neurologiques 

(Steinman et al., 2002).  
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Les souches IS-98-ST1, Israël 2000 et NY99 sont presque identiques sur le plan génétique 

(Lanciotti et al., 1999 ; Charrel et al., 2003). La souche Camargue 2000 a été à l’origine de 76 

cas de chevaux atteints de troubles neurologiques (Murgue et al., 2001). Aucun cas humain ni 

aviaire n’a été rapporté. La souche Maroc 2003 a été à l’origine de 5 cas équins fatals parmi 9 

chevaux symptomatiques (Figuerola et al., 2009 ; Schuffenecker et al., 2005). La souche 

Kunjin, quant à elle, est réputée avirulente du fait que seulement 18 cas humains non fatals 

ont été  notifiés en 50 ans avec cette souche (Hall et al., 2001; Daffis et al., 2011). 

Les résultats expérimentaux d’infection avec les œufs embryonnés, en l’état actuel, ne 

reflètent pas une gradation de la virulence comparable à celle observée sur le terrain. 

Cependant, les résultats observés sur les charges virales dans les cœurs, montrent une 

différence entre une souche relativement pathogène, Camargue 2000 et les deux souches 

moins pathogènes, Maroc 2003 et Kunjin. Reste à savoir si en multipliant les résultats, une 

différence significative entre IS-98-ST1 et Maroc 2003/Kunjin pourrait être observée.  

Un des axes d’amélioration pourrait être de mesurer les charges virales à J3 p.i avant le début 

de la mort des œufs. Au moment de la mort, il semble que les charges virales soient 

maximales. En effet, le nombre de copies d’ARN viral a été mesuré sur des œufs  infectés 

avec Kunjin au fur et à mesure de la mort des œufs, et une quantité d’ARN plus importante a 

pu être mesurée sur les œufs morts comparativement à celle quantifiée à J4 p.i sur les œufs 

vivants sacrifiés.  

Il serait aussi intéressant de voir si des différences sont observées en faisant varier l’âge de 

l’embryon au moment de l’infection, et aussi mesurer l’évolution des niveaux d’expression 

des  IFN et des cytokines dans le cerveau et le cœur vu que le système immunitaire de 

l’embryon évolue durant le développement (Jacobsen et al., 2010). Aussi, il faudrait 

confirmer les profils de mortalité, et voir si le cas présenté se confirme, c’est-à-dire une 

discrimination souche pathogène/souche avirulente en fonction de la mortalité à J4/J5 p.i 

contre un profil J5/J7 (Kunjin).  

 

 

 



149 

 

Travail expérimental 

 

2- Le modèle neuroblastome humain 

 

2-1 Matériel et méthodes 

 

2-1-1 Cellules et virus 

Les cellules SK-N-SH proviennent de l’équipe du Dr Préhaud, à l’Institut Pasteur de Paris. 

Brièvement, ce sont des neuroblastomes humains issus de l’American Tissue Culture 

Collection (ATCC) N° HTB-11.  Les cellules SK-N-SH étaient entretenues en Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (D-MEM, Gibco) avec 10 % de sérum de veau (Lonza), 1 mM de 

sodium pyruvate et 1U/ml de pénicilline et 1µg/ml de streptomycine (Invitrogen). Les 

cultures étaient maintenues à 37°C sous une atmosphère à 5% de CO2. 

Les souches virales utilisées sont IS-98-ST1 et Kunjin, décrites au paragraphe 1 de la partie1.  

 

2-1-2 Les infections 

Les cellules à 90% de confluence en plaques 12 puits ont été infectées avec le virus souche 

IS-98-ST1 ou Kunjin dilué en D-MEM à des MOI de 0.01, 0.1, 1, ou 10, à raison de 5 

réplicats. Brièvement, le virus a été laissé en contact avec les cellules pendant 1h30 min, suivi 

de deux lavages en D-MEM pour enlever les particules non adsorbées. Les cellules ont 

ensuite été recouvertes de 1 ml de milieu complet. Les plaques ont été incubées 3 jours à 37°C 

et 5% de CO2. A 0, 24h, 48h et 72h, une fraction du surnageant a été prélevée et conservée à   

-80°C en attendant l’extraction des ARN.  Les ARN ont été extraits avec le kit QIAamp Viral 

(Qiagen), en suivant les recommandations du fabriquant. 
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2-1-3 La RT-PCR quantitative 

Le même protocole a été utilisé que pour la partie 1 en ciblant la région 3’NC (PCR ProC) 

seule. 

 

2-2  Résultats 

Des cinétiques de multiplication virale ont été menées avec la souche hautement pathogène, 

IS-98-ST1, et avec la souche réputée avirulente, Kunjin, afin de déterminer si une 

discrimination entre les deux souches était mesurable sur cellules SK-N-SH. La réplication 

virale a été mesurée en quantifiant les ARN viraux dans les surnageants des cultures infectées 

à 0, 24h, 48h et 72h post-infection, par RT-PCR. Les profils des cinétiques obtenus avec des 

infections à des MOI de 0.01, 0.1, 1 et 10 (figure 29), montrent une augmentation du nombre 

de copies d’ARN viral dans les surnageants , dépendante de la MOI, et avec un pic à 48h. 

Pour une MOI de 10, le nombre de copies d’ARN de la souche Kunjin stagne de 24h à 48h, 

alors que le nombre de copies d’ARN de la souche IS-98-ST1 continue de progresser sur cette 

période. La quantité d’ARN Kunjin atteint un maximum de 7x10
8
 copies/ml à la MOI de 10, 

quantité que cette souche ne semble pas pouvoir dépasser. L’écart le plus important entre les 

deux souches est mesurable à 48h pour une MOI de 1. Cet écart  représente 0.5 log10.  
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Temps (h) post infection 

Temps (h) post infection 

Temps (h) post infection 

(a) MOI 0.01 

(b) MOI 0.1 

(d) MOI 10 

(c) MOI 1 

Figure 29: Cinétiques de réplication virale sur des cellules SK-N-SH infectées 

avec des MOI de (a) 0.01 (b) 0.1 (c) 1 (d) 10. Chaque mesure est la moyenne de 5 

réplicats sur une expérience unique. Le test-T a été utilisé pour mesurer les écarts 

entre les groupes de données à un temps t et une MOI donnée. Les écarts à 48h 

pour les MOIs de 1 et de 10 sont significatifs. 
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2-3 Conclusion et discussion 

 

Le modèle SK-N-SH présente un potentiel intéressant à confirmer par des études de 

reproductibilité. Il faudra aussi mesurer les cinétiques d’infection avec les souches Camargue 

2000 et Maroc 2003 et voir comment elles se placent par rapport aux souches IS-98-ST1 et 

Kunjin. Les écarts qui ont été constatés sont relativement faibles et sont mesurables par 

quantification du nombre de copies d’ARN viral, probablement pas par titrage du fait qu’un 

maximum de 0.5 log10 a été mesuré en copies d’ARN. Les écarts à 48h pour les MOIs de 1 et 

de 10 sont significatifs, ce qui permet de penser que ce modèle pourra nous servir à évaluer la 

virulence d’une souche à ces conditions. 

Comme sur le modèle œuf embryonné, un léger retard de réplication de la souche Kunjin est 

observé sur cellules SK-N-SH. Ce retard de réplication a aussi été observé entre Kunjin et 

NY99 par Daffis et al.  (2011) sur cellules d’insectes C6/36 et sur Vero.  

Les mécanismes par lesquels l’infection à VWN induit des séquelles neurologiques ne sont 

pas bien connus, mais la mort par apoptose des neurones peut être la conséquence à la fois de 

l’infection par les virions, mais aussi des effets cytotoxiques des chémokines relarguées par 

les cellules gliales (Kumar et al., 2010). Le laboratoire dispose de précureurs de neurones 

d’embryons humains, mais leur culture est difficile à maintenir ainsi que la pureté de la 

culture du fait de leur différenciation en astrocytes or le modèle SK-N-SH permet d’évaluer 

l’impact direct du virus sur les cellules neuronales. Kumar et al., ont démontré que les SK-N-

SH infectées par le VWN sont une source de cytokines pro-inflammatoires (IL-1β, IL-6, IL-8, 

et TNF-α), que ces cytokines induisent la mort par apoptose des SK-N-SH et l’activation des 

cellules gliales, et enfin que la mort des SK-N-SH peut être empêchée par la présence 

d’anticorps neutralisants anti-IL-1β et anti-TNF-α. La souche NY99 a été utilisée pour cette 

étude, il serait intéressant de voir s’il existe des différences significatives lors d’une infection 

avec les souches IS-98-ST1 et Kunjin qui nous permettraient de discriminer la virulence des 

souches, que ce soit en termes de niveaux et/ou de nature des cytokines sécrétées et/ou de 

marqueur d’apoptose ou de nécrose des cellules infectées, mais aussi en terme de sensibilité 

aux interférons de type I.  
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En effet, Daffis et al. (2011), ont montré sur cellules humaines A549 que l’atténuation de la 

virulence de Kunjin est en partie due à la plus grande sensibilité de cette souche à l’interféron 

de type I, compararativement à NY99. 
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Chapitre 5- Discussion et perspectives 

 

1-Discussion 

 

1-1 Obtention d’un clone infectieux de la souche IS-98-ST1 du virus West Nile 

 

Comme nous l’avons exposé dans le chapitre 3, les clones infectieux sont un outil de 

génétique inverse indispensable pour l’étude des déterminants moléculaires d’un pathogène. 

L’objectif du laboratoire est de mettre en évidence les déterminants moléculaires de la 

virulence de souches européennes du VWN. Ainsi, la construction d’un clone infectieux 

constitue la base de cet objectif. Le choix de la souche clonée s’est fait en tenant compte du 

contexte épidémiologique qui nous intéresse spécifiquement, c’est-à-dire le contexte 

européen. IS-98-ST1 est la première souche de VWN à l’origine de cas de mortalité aviaire. 

La souche a été isolée du cerveau d’une cigogne (Lucas et al., 2004), et a été identifiée sur des 

cigognes et des oies domestiques moribondes (Zeller et Schuffenecker, 2004). La souche IS-

98-ST1 est très  proche de la souche NY99 (Lanciotti et al., 1999 ; Charrel et al., 2003) avec 9 

acides aminés et 32 nucléotides différents (AF481864 et DQ211652) . En fait, les deux 

souches auraient émergé d’une souche commune d’origine inconnue (May et al., 2011). La 

souche NY99 a été isolée à partir du foie d’une Chouette Harfang du zoo du Bronx, et a été à 

l’origine de près de 6000 cas d’encéphalites humaines entre 2002 et 2003 aux Etats-Unis 

(Medigeshi et al., 2007). De nombreux clones infectieux de la souche NY99 existent mais pas 

de clones d’IS-98-ST1. NY99 représente la souche de référence en matière de virulence pour 

le continent américain au vu du contexte épidémiologique et IS-98-ST1 la souche de référence 

de la région Europe/méditerranée. L’existence d’un clone infectieux IS-98-ST1 permet de 

travailler avec une souche de virulence proche de la souche NY99, mais appartenant au 

contexte européen. 
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Après avoir rencontré les difficultés habituellement rapportées pour les clones infectieux de 

Flavivirus, nous avons finalement obtenu un clone infectieux de la souche IS-98-ST1 du virus 

West Nile.  

La construction nous a permis d’obtenir des particules virales infectieuses ayant les mêmes 

propriétés biologiques que les particules sauvages in vitro et in vivo sur souris sensibles et 

résistantes. Ainsi, nous pouvons utiliser ce clone pour y apporter des modifications et 

observer leurs conséquences sur la virulence de la souche IS-98-ST1. Deux types de 

modification peuvent être faites sur un clone infectieux : la mutation ponctuelle ou la 

construction d’une chimère. 

 

1-1-1 Mutation ponctuelle 

Notre attention se portera d’abord sur la mutation T249P observée dans NS3 par Brault et al. 

(2007). Cette mutation a été identifiée comme jouant un rôle important dans la virulence de la 

souche NY99 chez le corbeau américain. Une mutagénèse dirigée effectuée sur une souche 

Kenyane (KEN98) peu virulente introduisant le changement NS3-T249P, la rend aussi 

virulente que NY99. Or, Sotelo et al. (2009) a montré que cette même mutation était présente 

sur une souche espagnole bien moins virulente que la souche NY99 chez la souris. Les 

résultats obtenus sont résumés dans le tableau ci-dessous (tableau 4): 
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Souche NS3249 DL50 (PFU) Temps survie (Jours) 

± écart-type 

SP07 Pro 17.78 9.38 ± 1.51 

MO03 Thr 1.78 9.93 ± 1.86 

NY99 Pro 2.31 8.83 ± 1.17 

B956 His 39.32 10.55 ± 1.5 

Tableau 4: Comparaison des séquences de différentes souches en position 249 dans NS3 

et évaluation de la DL50. Issu des données de Sotelo et al. (2009). SP07= souche Espagne 

2007 (GenBank  FJ766331), MO03= souche Maroc 2003 (GenBank AY707413), NY99= 

souche  New York 1999 (GenBank EF657887), B956= souche africaine (GenBank 

AY532665.1). Des groupes de 6 souris Swiss HSD ICR (CD1) de 3 à 4 semaines ont été 

inoculées par voie intra péritonéale avec des doses de 1 à 10 000 PFU de virus. 

 

La Dose Létale 50 (DL50) est près de huit fois plus élevée pour SP07 que pour NY99 alors 

que la Proline est présente dans les deux cas en position 249 dans NS3. Inversement, alors que 

la Thréonine est présente dans MO03, la DL50 est proche de celle de NY99. Ces résultats 

suggèrent qu’il n’existe pas de relation directe entre la présence d’une Proline ou d’une 

Thréonine à cette position et la virulence d’une souche, en tout cas sur le modèle souris. 

Brault et al. (2007) avaient comparé la virulence de leurs virus sur le corbeau américain. Les 

auteurs de l’étude sur modèle murin ont travaillé par la suite sur un autre modèle aviaire, en 

infectant des perdrix rouges, une espèce autochtone de la région méditerranéenne sensible à 

l’infection par le VWN (figure 30).  

 

 

 

 

 

 



157 

 

Discussion et perspectives 

 

 

 

Figure 30: Courbe de mortalité de perdrix rouges infectées par le VWN (d’après Sotelo et 

al., 2011). Des groupes de 10 perdrix rouges de 7 semaines ont été inoculés avec 10 000 PFU 

de virus, souche MO03 (points creux) ou SP07 (points pleins). Un groupe (triangles creux) a 

été inoculé avec le diluant seul (D-MEM). 

 

Là encore, la souche présentant une Proline en position 249 dans NS3 (SP07) est moins 

virulente que la souche présentant une Thréonine (MO03), avec un taux de survie de 70% 

pour SP07 contre 30% pour MO03. Ceci suggère que cette mutation seule ne suffit pas à 

augmenter la virulence d’une souche. Il est possible que d’autres mutations jouent un rôle 

dans la pathogénicité. 

L’ensemble des résultats obtenus par Sotelo et al (2009 ; 2011), sont issus d’infections 

expérimentales avec des souches sauvages. IS-98-ST1 possède comme NY99 une Proline en 

position 249 dans NS3. Ce que nous voulons faire avec le clone infectieux IS-98-ST1 est 

d’observer l’éventuel impact négatif sur la virulence de la mutation NS3P249T dans un contexte 

clone infectieux. Nous pourrons alors confirmer les résultats de Sotelo et al. (2009 ; 2011) ou 

Brault et al. (2007) et apporter d’autres modifications qui nous permettraient de mettre en 

évidence les interactions qui expliqueraient la virulence ou la non virulence des souches ayant 

une Proline ou une Thréonine en NS3249. 
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1-1-2 Chimère 

Une épidémie a touché 8 provinces du nord de l’Italie (Emile-Romagne, Vénétie, Lombardie) 

en Août 2008 (Filipponi et al., 2005). 794 cas équins d’infection à VWN ont été rapportés sur 

la base de cas cliniques et d’enquêtes sérologiques, 5 chevaux sont morts suite à l’infection 

(Calistri et al., 2010). Des pies bavardes (Pica pica) (9.1%), des corneilles noires (Corvus 

corone) (7.4%) et des pigeons bisets (Columba livia) (12.9%) ont été trouvés infectés 

(signaux positifs en RT-PCR) (Calistri et al., 2010). 9 cas humains ont aussi été 

diagnostiqués, dont 4 présentant des symptômes de méningo-encéphalites (Rossini et al., 

2008 ; Gobbi et al., 2009). Les analyses phylogénétiques indiquent une similarité de 98.8% 

sur la séquence nucléotidique avec la souche isolée en Toscane en 1998, lignage 1a (Monaco 

et al., 2010 ; Savini et al., 2008). 

Dans le cadre du projet européen « EuroWestNile », l’équipe de  Miguel-Angel Jimenez-

Clavejo (CISA-INIA) a comparé la virulence des souches Italie 2008 (It08) et IS-98-ST1 

(IS98) (figure 31). 
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Figure 31: Comparaison des courbes de mortalité de souris infectées avec la souche IS-

98-ST1 ou Italie 08. Des groupes de 6 souris Swiss HSD ICR (CD1) de 3 à 4 semaines ont 

été inoculées par voie intra péritonéale avec des doses de 1 à 10 000 PFU de virus. Source : 

M-A Jimenez-Clavejo, données personnelles. 

 

La souche It08 apparaît nettement moins virulente que la souche IS98 sur ce modèle. Il faut 

10 000 PFU d’It08 pour obtenir une mortalité chez la souris alors qu’une dose de 100 PFU est 

suffisante pour IS98. 

Il est donc intéressant d’utiliser la souche It08 pour l’apport de fragments génomiques dans le 

clone infectieux IS98. De plus cette souche nous intéresse tout particulièrement du fait qu’il 

s’agisse d’une souche européenne. La comparaison des séquences protéiques des deux 

souches permet de sélectionner les régions d’intérêt (tableau 5).  
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Il y a 15 changements en acides aminés, avec 426 nucléotides différents dont 27 dans la 

région 3’ non codante et aucun changement nucléotidique dans la région 5’ non codante.  

Protéine Position 

Acide 

Aminé 

IS98 

AF481864 

SP07 

FJ766331 

MO03 

AY701413 

It08 

FJ483549 

C 34 M V - - 

E 

 

341 A T - - 

378 P S - - 

416 I T T T 

449 V I I I 

826 Y H - - 

861 A S S S 

979 V - I - 

999 D H - - 

NS1 1080 E G - - 

NS2A 1228 I - - V 

1248 I - - T 

1262 H - Y - 

1477 V A A A 

NS3 1551 F - L - 

1754 P - T - 

1861 T I I I 

NS4A 2209 A V V I 

2224 P - - S 
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NS4B 

 

2388 A T - - 

2522 E D D D 

 

NS5 

2581 H - - Y 

2582 S P P P 

2786 V - - A 

2900 A V V V 

2950 R - - K 

2954 E A - - 

2964 M I - - 

Tableau 5: Comparaisons des séquences en acides aminés des souches NY99 (GenBank 

AF196835), Ken98 (GenBank AY262283), SP07 (GenBank FJ766331), MO03 (GenBank 

AY701413), It08 (GenBank FJ483549) avec IS-98-ST1 (GenBank AF481864). Seules les 

positions des acides aminés différents sont indiquées. Les acides aminés surlignés en jaune 

sont ceux qui seront ciblés pour la construction des chimères It08 dans le clone infectieux 

IS98. Les acides aminés surlignés en vert ne constituent pas une cible d’intérêt. Source : M-A 

Jimenez-Clavejo, données personnelles. 

 

La séquence It08 a été comparée en même temps à IS-98-ST1, à SP07 et MO03 (tableau), ces 

deux souches ayant été démontrées par Sotelo et al. (2009 ; 2011) comme ayant une virulence 

plus forte que It08 sur souris. 

Parmi les différences observées entre ces deux souches, toutes ne sont pas d’intérêt pour la 

construction de chimères. Les mutations qui n’ont pas été retenues sont communes à It08, 

SP07 et MO03, sauf pour celles dans E, qui peuvent être intéressantes dans la mesure où 

l’enveloppe reconnaissant le récepteur, elles peuvent être associées à des différences de 

tropisme. Les mutations dans NS2A, NS4A et NS5 ont été retenues en tant que régions 

présentant des différences importantes avec les souches utilisées pour l’alignement de 

séquence. 
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1-2 Réalisation de deux nouveaux modèles d’évaluation de la virulence des souches 

Nous cherchons à évaluer l’impact sur la virulence de mutations ponctuelles ou d’inversion de 

fragments génomiques entre souches, dans un environnement maîtrisé. Il était donc 

indispensable d’avoir à disposition des modèles pertinents permettant de comparer la 

virulence des virions pour mesurer l’impact des changements apportés. Le modèle actuel 

d’étude de la virulence et/ou de la neuro-invasion ou de la neuro-virulence est le modèle 

murin. Ce modèle a ses limites dans la mesure où la souris n’est pas un hôte d’intérêt 

épidémiologique. Le modèle œuf embryonné de poulet permet d’évoluer dans un 

environnement aviaire, et le modèle SK-N-SH permet de travailler sur l’impact direct du virus 

sur les cellules neuronales humaines. La pertinence de chacun de ces deux modèles est à 

affiner, mais des perspectives intéressantes ont été mises à jour. Ces modèles permettent, à ce 

jour, une discrimination virulence/atténuation principalement basée sur un différentiel de 

vitesse de réplication. Ce sont aussi des systèmes facilement accessibles, peu coûteux et ne 

nécessitant pas ou peu d’équipement, et de locaux spécifiques, ni de personnel spécialisé. 

Concernant le modèle œuf, il sera intéressant de regarder ce qui se passe au niveau de la 

réaction immunitaire de l’embryon de poulet. Le système immunitaire phagocytaire se 

développe rapidement durant l’ontogenèse, avec à la fois des macrophages et des granulocytes 

hétérophiles fonctionnels dès 10 jours de développement embryonnaire (Jacobsen et al., 

2010). L’expression de récepteurs TLRs, de cytokines et de molécules effectrices telles que 

les défensines augmente au fur et à mesure du développement (Abdul-Careem et al., 2007 ; 

Meade et al., 2009). L’expression de l’interleukine-4, de l’interleukine-10, de l’interleukine-

18, et de l’interféron-γ est détectable à partir de 12 jours de développement embryonnaire 

(Abdul-Careem et al., 2007). Les défensines-β aviaires (AvBDs) et les cathélicidines 

(CTHLs) sont deux classes de peptides anti-microbiens jouant un rôle important dans la 

réponse innée et la réponse adaptative. Le tableau 6 résume les niveaux d’expression mesurés 

par rapport au jour 3 de développement pour 26 gènes (Meade et al., 2009). 
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a IFN-γ et AvBD11 ne sont pas exprimés au jour 3, les valeurs sont exprimées en rapport aux 

niveaux mesurés au jour 6. 

b CTHLB1 n’est pas exprimé ni au jour 3 ni au jour 6, les valeurs sont exprimées en rapport 

aux niveaux mesurés au jour 9. 

 

Tableau 6: Moyenne des niveaux d’expression de gènes durant le développement 

embryonnaire du poulet (d’après Meade et al., 2009). Moyenne des niveaux d’expression de 

gènes durant le développement embryonnaire (n=6 par date de prélèvement) par rapport au 

niveau d’expression au jour 3 (les valeurs en gras sont significatives à P<0.05). 

 

Ces niveaux d’expression ont été mesurés hors contexte infectieux. Un point particulièrement 

intéressant, est l’expression préférentielle de certains gènes dans la tête ou l’abdomen, 

indiquant une spécificité cellulaire dans l’expression de ces gènes (Meade et al., 2009).  
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Une piste de développement pour nous serait donc de mesurer les niveaux d’expression de ces 

gènes mais aussi des interférons de type I impliqués dans la réponse anti-VWN, dans le 

contexte d’une infection à VWN, avec des essais d’inoculation à différents jours de 

développement.  

 

2- Perspectives 

 

2-1 L’identification des déterminants moléculaires de la virulence du virus permettra 

d’établir des cibles de choix pour la mise au point d’inhibiteurs.      

      

Le clone infectieux est un outil précieux pour le criblage de molécules. En effet, Puig-

Basagoiti et al. (2005) ont mis au point une technique de criblage haut-débit sur cultures 

cellulaires, basé sur l’utilisation d’un clone infectieux possédant un gène rapporteur. Ce 

système permet de discriminer le mode d’action des inhibiteurs testés sur l’entrée virale, la 

réplication et l’assemblage. Un certain nombre de travaux (voir tableau chapitre 2) ont mis en 

lumière le rôle de certains gènes ou de certains acides aminés clés dans la virulence et/ou la 

neuro-invasion. L’identification d’acides aminés ou de régions génomiques clés permettra de 

mieux identifier les cibles des inhibiteurs viraux et ainsi mieux sélectionner les candidats de 

choix. A ce jour, les études de criblage d’anti-viraux se sont basées sur l’évaluation 

d’inhibiteurs sur des clones infectieux ou des réplicons de souches sauvages (Deas et al., 

2005 ; Malet et al., 2008 ; Ma et al., 2009). 
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2-2 Le clone infectieux permettra de participer au développement de vaccins atténués 

Il existe quatre types de vaccins équins : (i) un vaccin basé sur une souche inactivée 

(DUVAXIN ND WNV, Fort Dodge), mais dont l’efficacité est modérée (Kahler, 2003 ; Ng et 

al., 2003 ; Nusbaum et al., 2003) (ii) un vaccin basé sur une chimère avec un squelette Fièvre 

Jaune souche 17D (PreveNile ND, Intervet) (Lai et Monath, 2003). Ces chimères possèdent 

les gènes structuraux du VWN, induisent de forts titres en anticorps neutralisants, et protègent 

les mammifères lors de challenges (Pletnev et al., 2002 ; Tesh et al., 2002b). Une des 

limitations du vaccin basé sur le vecteur Fièvre Jaune est qu’il ne marche pas sur les oiseaux 

du fait de la restriction d’hôte posé par le vecteur (Langevin et al., 2003). De plus, ce vaccin a 

été retiré du marché en 2010 du fait d’effets secondaires importants chez des poulains 

vaccinés. La réponse immunitaire cellulaire joue un rôle important dans l’élimination du virus 

et dans la protection contre la maladie (Diamond et al., 2003a et c ; Shrestha et Diamond, 

2004). Les protéines non structurales des flavivirus représentent la source principale de 

peptides reconnus par les lymphocytes T (Co et al., 2002). Les chimères de flavivirus 

induisent donc une réponse cellulaire dirigée principalement contre les protéines du vecteur. 

Cependant, le développement d’un vaccin atténué contre IS-98-ST1 ou NY99 est limité par le 

fait que ces souches sont particulièrement virulentes, et ce même si des vaccins atténués 

possèderaient de meilleures capacités à induire une réponse humorale et une réponse 

cellulaire adaptées. (iii) un vaccin chimère canarypox (Recombitek ND equine WNV vaccine, 

Mérial) (http://www.aaep.org/wnv.htm), ayant les mêmes limites que les chimères Flavivirus. 

(iv) un vaccin ADN adjuvé (West Nile Innovator DNA ND, Fort Dodge).  

La virulence des souches telles que NY99 et IS-98-ST1 ne permet pas d’envisager le 

développement d’un vaccin vivant. Une étude menée par Seregin et al. (2006) sur un clone 

infectieux NY99 a permis de montrer que des vaccins ADN codant pour des séquences 

génomiques virales non infectieuses (délétées pour le gène C), initient un cycle viral sans 

produire de virémie, et sont à l’origine d’un effet protecteur similaire à celui d’un vaccin 

atténué ou d’ADN infectieux.  

 

http://www.aaep.org/wnv.htm
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Yamshchikov et al. (2004) ont utilisé un clone infectieux de la souche B956, peu virulente, en 

tant que souche vaccinale anti-NY99. Même si la virulence de la souche IS-98-ST1 nous 

incite à émettre des réserves quant à l’opportunité d’un vaccin vivant, la mise en évidence de 

facteurs de virulence pourrait permettre de générer un virus suffisamment atténué, et de 

manière contrôlée, pour le proposer en tant que vaccin vivant.  

C’est ce qu’ont fait Whiteman et al. (2010), en proposant un virus dont les sites de 

glycosylation E154/NS1130/175/207 ont été enlevés. Le virus résultant est complètement atténué 

pour la neuro-invasion et induit une protection immunitaire dans le modèle murin, à de faibles 

doses. 

Une autre possibilité pour tirer profit de l’efficacité d’un vaccin vivant en toute sécurité est la 

génération de chimères basées sur un vecteur West Nile. Borisevich et al. (2006) ont construit 

une chimère contenant les gènes codant pour les protéines structurales de NY99 sur un 

squelette W956. Les virus chimères résultants sont atténués pour la neuro-invasion et 

possèdent des propriétés immunogènes supérieures à W956. 

 

La mise en évidence de facteurs de virulence basés sur l’utilisation du clone infectieux IS-98-

ST1 pourra donc à terme servir de base pour compléter les perspectives d’élaboration de 

vaccins atténués tels que ceux envisagés pour lutter contre NY99. 

 

2-3 Amélioration de la vigilance envers l’émergence de nouvelles souches 

La détermination des facteurs de virulence permet de connaître les marqueurs à détecter sur 

une souche émergente, et ainsi d’évaluer son potentiel de dangerosité. Une PCR couplée à un 

séquençage ou à une biopuce permettra d’identifier le marqueur d’intérêt sur un ARN isolé 

d’un prélèvement du terrain. Les pouvoirs publics auront ainsi à disposition un outil d’aide à 

la décision sur les mesures préventives à appliquer en cas d’émergence d’une souche virulente 

sur le territoire et ce de façon très précoce. 
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Nous avons construit un clone infectieux dérivé de la souche IS-98-ST1. Le clone infectieux nous 

servira à évaluer l’impact sur la virulence du VWN de mutations ponctuelles ou d’échange de 

fragments génomiques provenant de souches moins virulentes. Une mutation silencieuse générant un 

nouveau site de restriction pour SnaBI a été apportée dans le gène NS4A pour servir de marqueur 

génétique. Ce marqueur nous permet de distinguer les virus sauvages des virus recombinants. Des 

néovirions dont le génome viral possède le marqueur génétique et une séquence nucléotidique correcte 

ont été obtenus. 

Les propriétés biologiques du virus recombinant ont été validées à la fois in vitro et in vivo. In vitro, 

les capacités de réplication des particules virales dérivées du clone infectieux sont les mêmes que 

celles du virus sauvage. Les infections sur souris BALB/c sensibles montrent un même taux de 

mortalité ainsi que des niveaux de charges virales similaires. Les souris MBT, résistantes à l’infection 

par le VWN,  car possédant le gène Oas1b non tronqué contrairement aux souris Balb/c, infectées avec 

1000 PFU, ont un taux de survie de 100 % que ce soit avec le virus recombinant ou le virus sauvage.  

Les modifications apportées sur le clone infectieux sont à évaluer sur un système biologique in vitro 

et/ou in vivo. Le modèle couramment utilisé pour évaluer la virulence d’une souche de VWN est le 

modèle murin, or ce modèle n’est pas un hôte d’intérêt épidémiologique. Nous avons souhaité 

développer deux modèles plus proches de la réalité du terrain. Le modèle œuf embryonné de poulet 

permet d’évoluer dans un environnement aviaire, et le modèle SK-N-SH permet de travailler sur 

l’impact direct du virus sur les cellules neuronales humaines. En l’état actuel des résultats, nous avons 

constaté qu’une différence de vitesse de réplication entre IS-98-ST1 et Kunjin est mesurée sur les SK-

N-SH et un retard de mortalité est visible sur les œufs embryonnés de poulet. Des études 

complémentaires portant sur la réponse immunitaire de l’embryon de poulet et l’impact d’autres 

souches seront nécessaires afin de complètement valider ces modèles. 
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 Résumé 

Le virus West Nile (VWN) est un virus neurotrope principalement transmis par piqûre de moustique et 

dont le réservoir est constitué par la faune aviaire sauvage. Les souches circulant en Europe appartiennent à 

4 lignages génétiques différents à l’origine de nombreuses épidémies d’ampleur modérée à faible et 

limitées géographiquement, contrairement à ce qui a été observé en Amérique du Nord. En 1998 en Israël, 

une importante épidémie a a été associée pour la première fois à une forte mortalité de la faune aviaire 

sauvage. Le virus (souche IS-98-ST1, lignage 1a) a été isolé du cerveau d’une cigogne moribonde.  

L’objet de cette thèse a été de construire un clone infectieux de la souche IS-98-ST1 afin d’en explorer les 

propriétés de neuroinvasion et de pouvoir mettre en évidence les déterminants moléculaires de sa virulence. 

Le virus obtenu à partir de la construction clone infectieux s’est révélé posséder les mêmes propriétés 

biologiques que le virus parental, que ce soit in vitro sur cellules Vero ou in vivo sur souris sensibles ou 

résistantes ou encore sur l’embryon de poulet. L’embryon de poulet est présenté ici comme un nouveau 

modèle d’évaluation de la virulence du VWN. Un modèle cellulaire neuronale (lignée de neuroblastomes 

humains, SK-N-SH) est aussi évalué dans ce manuscrit.  

En conclusion, un nouvel outil de génétique inverse a été obtenu pour le VWN. Cet outil permettra de 

travailler sur l’impact de mutations ponctuelles, ou de modifications plus importantes touchant  un ou 

plusieurs gènes viraux sur la virulence du VWN, spécifiquement dans le contexte européen. 

Mots-clés: virus West Nile, clone infectieux, déterminants moléculaires, virulence 

 

 Summary 

West Nile virus (WNV) is a neurotropic virus mainly transmitted through mosquito bites. Wild birds 

represent the main reservoir hosts. Strains circulating in Europe belong to four lineages and have caused 

numerous but limited epidemics over the last few years. In 1998, an important outbreak associated to huge 

bird fatalities caused by a highly neuroinvasive strain (IS-98-ST1) took place in Israel. We aimed at 

producing a new infectious clone, based on the lineage 1a IS-98-ST1 WNV strain, for the characterization 

of its neuroinvasion properties as well as the molecular determinants of European WNV virulence. The 

growth kinetics of recombinant and parental WNV were similar in Vero cells. Moreover, the phenotypes of 

recombinant and parental WNV were indistinguishable in terms of viremia, viral load in the brain and 

mortality in susceptible and resistant mice. Finally, the pathobiology of the infectious clone was examined 

in embryonated chicken eggs, proposed as a new model for the evaluation of WNV virulence. The potential 

of human neuroblastoma cells (SK-N-SH) to discriminate between highly and mildly virulent WNV strains 

was assayed.  

In conclusion: a new molecular tool that is useful for the study of molecular determinants of WNV 

virulence has been generated. We take advantage of the high genetic stability of our one-piece infectious 

WNV cDNA clone to produce mutant viruses through the insertion of point mutations or the exchange of 

genetic fragments between WNV strains into the backbone of the IS-98-ST1 infectious clone. 

Key-words: West Nile virus, infectious clone, molecular determinants, virulence 
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