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Résumé

Le virus chikungunya (CHIKV) transmis par les moustiques Aedes aegypti et Aedes albo-

pictus constitue un problème majeur de santé publique. Depuis 2004, des épidémies de CHIKV 

ont été rapportées en Afrique, en Asie, dans les ı̂les de l’Océan Indien, et en Europe. Seule 

l’Amérique semblait épargnée malgré la présence de fortes densités de moustiques vecteurs et 

de multiples importations du virus dans le continent par des voyageurs de retour de pays où 

le virus circulait. Nous avons abordé le risque d’émergence du CHIKV en Amérique à partir 

d’une évaluation exhaustive de la compétence vectorielle en infectant 35 populations d’Ae. ae-

gypti et Ae. albopictus locaux avec différentes souches de CHIKV. Nous avons souligné que les 

populations d’Ae. aegypti et Ae. albopictus d’Amérique sont compétentes vis-à-vis du CHIKV 

avec un rôle prépondérant des glandes salivaires comme � filtre � de la transmission. De plus, 

le génotypage des moustiques par microsatellites a indiqué une forte différenciation génétique 

des populations d’Ae. albopictus d’Amérique et a permis l’identification d’un cluster génétique 

de populations d’Ae. albopictus se caractérisant par une compétence vectorielle faible vis-à-vis 

des souches de CHIKV de génotype Est-Centre-Sud-africain. En octobre 2013, les premiers cas 

de CHIKV sont signalés dans la Caräıbe qui deviendra le point de départ d’une épidémie cou-

vrant plus de 40 pays d’Amérique. Contre toute attente, le génotype asiatique de CHIKV est im-

pliqué dans l’épidémie alors que le génotype Est-Centre-Sud-africain est devenu prédominant 

après son émergence en 2004. Nous avons évalué la réceptivité de 11 populations d’Ae. aegypti et 

Ae. albopictus d’Amérique vis-à-vis de CHIKV de génotype asiatique et avons mis en évidence 

que les deux espèces étaient suffisamment compétentes pour assurer une large diffusion du vi-rus 

sur le continent. Par ailleurs, on note qu’Ae. albopictus était susceptible de faciliter la pro-

pagation du CHIKV vers les régions tempérées du continent et vraisemblablement, vers l’Eu-

rope. Néanmoins, la compétence vectorielle d’Ae. albopictus de France vis-à-vis de CHIKV asia-

tique est affectée négativement par des températures plus basses que celles habituellement ob-

servées dans les pays tropicaux.

Mot clés : Ae. aegypti, Ae. albopictus, chikungunya, Amériques, Europe, compétence vecto-

rielle
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Summary

Chikungunya virus (CHIKV) mainly transmitted by the mosquitoes Aedes aegypti and Aedes

albopictus, is a major public health problem. Since 2004, CHIKV epidemics have been reported

in Africa, Asia, the Indian Ocean Islands, and Europe. Only the Americas seemed spared de-

spite the high densities of mosquitoes and multiple introductions of the virus in the conti-

nent by travelers returning from countries where the virus was circulating. We have addressed

the risk of CHIKV emergence in the Americas from a comprehensive evaluation of vector com-

petence by infecting 35 local populations of Ae. aegypti and Ae. albopictus with different strains

of CHIKV. We showed that populations of Ae. aegypti and Ae. albopictus from the Ameri-

cas were susceptible to CHIKV, underlying the predominant role of salivary glands as a “fil-

ter” of transmission. In addition, genotyping of Ae. albopictus populations with microsatel-

lites indicated a high genetic differentiation of the species across America and allowed the iden-

tification of a genetic cluster grouping Ae. albopictus populations characterized by a low vec-

tor competence to transmit CHIKV strains belonging to the East-Central-South-African geno-

type. In October 2013, the first cases of CHIKV were reported in the Caribbean that will be-

come the starting point of an epidemic covering over 40 countries in the Americas. Against

all odds, the Asian CHIKV genotype was involved in the outbreak, while the East-Central-

South-African genotype was predominant after its emergence in 2004. We evaluated the sus-

ceptibility of 11 populations of Ae. aegypti and Ae. albopictus for an Asian CHIKV geno-

type and showed that the two species were competent enough to ensure wide dissemination of

the virus on the continent. Furthermore, we showed that Ae. albopictus was likely to facili-

tate the spread of CHIKV to temperate regions of the continent and possibly, to Europe. How-

ever, the vector competence of French Ae. albopictus for an Asian CHIKV genotype was neg-

atively affected by temperatures lower than those usually found in tropical countries.

Key words: Ae. aegypti, Ae. albopictus, chikungunya, Americas, Europe, vector competence
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Liste d’abréviations

% : Pourcentage

◦C : Degré Celsius

A : alanine

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNmt : ADN mitochondrial

Ae. : Aedes

ARN : Acide ribonucléique

ARNdb : ARN double brin

ARNi : ARN interference

ARNm : ARN messager

ARNss : ARN simple brin

BFV : le virus Barmah Forest

C6/36 : cellules d’Aedes albopictus

CHIK : chikungunya (maladie)

CHIKV : virus du chikungunya

DDT : dichlorodiphényltrichloroéthane

DEN : dengue (maladie)

DENV : virus de la dengue

DENV-1 : DENV sérotype 1

DENV-2 : DENV sérotype 2

DENV-3 : DENV sérotype 3

DENV-4 : DENV sérotype 4

DHF : dengue hémorragique

DSS : syndrome de choc de la dengue

ECSA : Est/Centre/Sud Afrique

EEEV : virus de l’encéphalite équine de l’est

EEOV : virus de l’encéphalite équine de l’ouest

G x G : interaction génotype x génotype

K : lysine

kb : kilobase

L : leucine

ln : logarithme népérien

MAYV : virus Mayaro

MgCl2 : Chlorure de magnésium

ml : Millilitres

mM : Millimolaire

nt : nucléotides

NTR : région non traduite

ONNV : virus O’nyong nyong

ORF : phase ouverte de lecture

PAHO : organisation panaméricaine de la santé

PBS : tampon phosphate salin

PCR : Réaction en châıne par polymérase

PFU : unité formant plage

Ph : potentiel hydrogène

pi : post-infection

Q : Glutamine

QTL : Locus de caractères quantitatifs

RRV : virus Ross River

RVFV : virus de la fièvre de la vallée du Rift

S : Svedberg

SINV : virus Sindbis

smRNA : petits ARN

SNP : Polymorphisme nucléotidique

sp. : espèce

spp. : espèces

SVF : sérum de veau fœtal

T : thréonine

V : valine

VEEV : virus de l’encéphalite équine de Vene-

zuela

Vero : lignée des cellules du rein de singe vert

WNV : virus West Nile

YFV : virus de la Fièvre Jaune

µl : Microlitres

µM : Micromolaire
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Introduction générale et objectifs

Si dès la plus haute Antiquité, la transmission de certaines maladies de l’animal à l’homme ne

faisait aucun doute, l’origine de ces maladies et la façon dont la transmission avait lieu restaient

un mystère. Dès le premier siècle, le savant romain Varron soupçonnait � de petits animaux que

les yeux ne peuvent voir � d’être à l’origine de diverses � pestilences � pour l’homme et les ani-

maux. Mais ce n’est qu’au XVIIIème siècle que la notion de contagium vivum est développée

(Blancou & Meslin 2000). Discerner le mode de transmission des agents pathogènes à l’ori-

gine de maladies s’est avéré être une tache bien plus difficile, surtout pour les virus transmis par

des arthropodes vecteurs (arbovirus), en raison de la petite taille de ces derniers et de la diffi-

culté de démontrer le rôle du vecteur dans la transmission. En 1881, le scientifique cubain Car-

los Juan Finlay a émis une hypothèse sur le rôle du moustique Aedes aegypti dans la transmis-

sion de la maladie virale � fièvre jaune �. Cette hypothèse a été confirmée plus tard en 1900

par le médecin américain Walter Reed, donnant lieu ainsi à l’identification du premier arbo-

virus (Blancou & Meslin 2000 ; Saluzzo 2009). Grâce à cette découverte et au concours

ultérieur de nombreux scientifiques, l’arbovirologie, science étudiant les arbovirus et les mala-

dies qu’ils provoquent (arboviroses), s’est considérablement développée au cours du siècle der-

nier. En effet, seulement six arbovirus étaient connus en 1930, et déjà en 1980, on en avait iden-

tifié 504 (Saluzzo & Dodet 1997).

Aujourd’hui les maladies à transmission vectorielle et notamment les arboviroses, figurent

parmi les principales causes de morbidité et de mortalité chez l’homme et les animaux (Weaver

& Reisen 2010). Parmi elles, plus d’une centaine sont transmises par les moustiques, proclamés

comme l’espèce animale la plus mortelle dans le monde (The deadliest animal in the world. Ka-

merow 2014). En effet, les moustiques transmettent des arboviroses telles que la dengue, qui af-

fecte plus de 100 millions de personnes chaque année (Guzman et al. 2010), ou encore le chikun-

gunya. Cette dernière, connue aussi comme la � maladie de l’homme courbé � en raison des ar-

thralgies persistantes et incapacitantes qu’elle provoque chez le patient, est causée par le vi-

rus du même nom essentiellement transmis par les moustiques Aedes aegypti et Aedes albopic-

tus. L’intensification des transports transcontinentaux de voyageurs et l’expansion de la distri-

bution géographique de ces deux vecteurs ont favorisé l’émergence et la ré-émergence du vi-

rus du chikungunya (CHIKV) dans le monde. En effet, depuis 2004, des épidémies ont été rap-

portées en Afrique (Peyrefitte et al. 2007), en Asie (AbuBakar et al. 2007 ; Yergolkar et
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al. 2006), dans les ı̂les de l’Océan Indien (Schuffenecker et al. 2006), et de façon surpre-

nante, en Europe (Grandadam et al. 2011 ; Rezza et al. 2007). Par ailleurs, cette circula-

tion du virus a été à l’origine de nombreux cas d’importation dans les Amériques (Gibney et

al. 2011), constituant ainsi une menace pour l’ensemble du continent.

Les premiers signalement d’arbovirus dans les Amériques datent du XVIème siècle (Bryant

et al. 2007). Aujourd’hui, des arbovirus tels que la fièvre jaune, le virus du Nil Occidental et

d’autres arbovirus causant des encéphalites, ou encore le virus de la dengue (DENV) y sont

présents et sont responsables des nombreux cas humains (Gubler 2002). En effet, 68% des

cas de dengue reportés dans le monde par l’Organisation Mondiale de la Santé entre 2000 et

2006 sont en Amérique, et en 30 ans, le nombre de cas a été multiplié par 4,6 (San Mart́ın

et al. 2010). De plus, une recrudescence des formes graves de la dengue, à savoir la dengue

hémorragique et le syndrome de choc, a été également constatée sur le continent américain

(Armstrong & Rico-Hesse 2001 ; Cologna et al. 2005 ; Rico-Hesse et al. 1997). Ceci

démontre la situation délicate des Amériques à l’égard du DENV, due notamment à la difficulté

de contrôler les taux d’infestation élevés des deux principaux moustiques vecteurs, Ae. aegypti

et Ae. albopictus. En effet, tous les pays des Amériques excepté le Canada ont reporté la présence

d’Ae. aegypti (Bracco et al. 2007), et Ae. albopictus est aujourd’hui présent dans au moins

19 pays d’Amérique (Carvalho et al. 2014).

Étant donné que le CHIKV partage les mêmes vecteurs que le DENV (Ae. aegypti et Ae. al-

bopictus), la question de l’émergence du CHIKV dans les Amériques est pertinente. Plusieurs

éléments indiquent que l’Amérique est une région propice à l’établissement du CHIKV : (i) la po-

pulation est immunologiquement näıve pour ce virus, (ii) les deux espèces vectrices du CHIKV

sont présentes à de fortes densités, coexistant également dans de nombreux territoires, (iii) les

cas importés sont rapportés durant les périodes où l’activité des moustiques est à leur maximum,

et (iv) les conditions environnementales dont notamment la température dans ces régions tro-

picales et subtropicales, sont favorables au développement des moustiques et à la réplication vi-

rale dans le vecteur (Bhatt et al. 2013 ; Gibney et al. 2011). Néanmoins, pour analyser fine-

ment le risque d’établissement du CHIKV dans les Amériques, une étape essentielle consiste à

définir le mécanisme de transmission du virus par les moustiques locaux. La compétence vecto-

rielle, définie comme la capacité du moustique à être infecté par l’agent pathogène et à le trans-

mettre à un nouvel hôte réceptif, est différente pour chaque couple moustique-virus, et peut va-
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rier selon les espèces de moustiques considérées ou entre des populations de moustiques appar-

tenant à la même espèce.

Malheureusement, à ce jour les données disponibles décrivant la réceptivité des moustiques

des Amériques vis-à-vis du CHIKV sont très parcellaires et concernent uniquement les mous-

tiques des États Unis et des Antilles Françaises (Girod et al. 2011 ; Reiskind et al. 2008 ; Ri-

chards et al. 2010). Dans le reste du continent, cette information est inexistante en rai-

son du manque d’infrastructures nécessaires pour effectuer ce genre d’évaluation ou de l’in-

terdiction de manipulation du CHIKV sur le continent. Cependant, connâıtre la réceptivité

des moustiques locaux vis-à-vis d’un virus donné contribue non seulement à l’identification des

� hot spots � à risque épidémique, mais permet aussi de mieux appréhender l’émergence du vi-

rus en choisissant une stratégie de lutte antivectorielle plus adéquate et efficace.

Cette thèse centrée sur la question de l’émergence du CHIKV dans les Amériques, est

constituée de deux parties : une synthèse bibliographique et un mémoire expérimental. La

synthèse bibliographique est organisée en trois chapitres : (i) le premier porte sur les arbovi-

rus, les facteurs modulant leur transmission vectorielle par les moustiques, et sur le contexte

épidémiologique du continent Américain à l’égard des arbovirus, (ii) le deuxième chapitre aborde

des généralités concernant le CHIKV et (iii) le troisième chapitre se concentre sur les mous-

tiques Ae. aegypti et Ae. albopictus, décrit le contexte épidémiologique des Amériques à l’égard

des moustiques vecteurs de CHIKV, et rappelle l’état de l’art des connaissances par rapport à

la variabilité génétique de ces moustiques sur le continent.

Le mémoire expérimental compte également trois chapitres qui répondent aux objectifs prin-

cipaux de cette thèse. Le premier chapitre s’inscrit dans le contexte épidémiologique particu-

lier des Amériques avant octobre 2013, date de la première émergence de CHIKV. L’objec-

tif a été d’évaluer le risque d’émergence du CHIKV sur le continent américain. Pour

cela, nous avons effectué une évaluation de la compétence vectorielle des populations d’Ae. ae-

gypti et Ae. albopictus issues de 10 pays d’Amérique continentale vis-à-vis de trois souches de

CHIKV appartenant à différents génotypes. A l’issue de ce travail, en décembre 2013, les pre-

miers cas du CHIKV ont été détectés sur l’Ile de Saint-Martin et le virus s’est rapidement

répandu dans le reste des Antilles Françaises. Curieusement, la souche à l’origine des cas ap-

partenait au génotype asiatique (Leparc-Goffart et al. 2014). L’intensification de la circu-

lation du virus dans les Caräıbes menace les régions infestées par les moustiques Ae. aegypti et
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Ae. albopictus à la fois en Amérique et en Europe. En effet, le nombre de cas de CHIKV im-

portés d’Amérique vers l’Europe a augmenté de manière significative depuis la détection des

premiers cas autochtones de CHIKV dans le Nouveau Monde (Paty et al. 2014). Ce contexte

épidémiologique particulier a motivé la deuxième partie de ma thèse qui vise à (i) compa-

rer la réceptivité de populations d’Ae. aegypti et Ae. albopictus des Amériques

vis-à-vis des souches de CHIKV de génotypes ECSA et asiatique, et (ii) évaluer

le risque de transmission locale du CHIKV dans d’autres régions d’Amérique

et en Europe. Pour cela, nous avons étudié la capacité des populations d’Ae. aegypti et

d’Ae. albopictus des Amériques et d’Europe (France) à transmettre la souche de CHIKV cir-

culant dans les Caräıbes. Par ailleurs, nous avons examiné la diversité génétique de la popu-

lation virale présente dans la salive des moustiques infectés et nous avons inclus le paramètre

� température � pour l’évaluation de la compétence vectorielle des populations de moustique

de régions tempérées (France). Enfin, le troisième chapitre a pour but l’étude de la varia-

bilité génétique des Ae. albopictus d’Amérique et d’analyser son éventuelle rela-

tion avec la compétence vectorielle vis-à-vis du CHIKV. Pour cela, nous avons uti-

lisé des marqueurs microsatellites récemment décrits pour Ae. albopictus (Manni et al. 2015).

Les résultats des deux premiers chapitres du mémoire expérimental ont fait l’objet de deux pu-

blications, l’une parue au � Journal of Virology � et l’autre acceptée dans le journal � Plos Ne-

glected Tropical Diseases �. La publication des résultats présentés dans le chapitre 3 est en

cours de préparation.

L’ensemble des résultats obtenus lors de cette thèse sont ensuite discutés dans le contexte

des connaissances actuelles en termes d’émergence et épidémiologie du CHIKV en Amérique et

dans le monde. Un regard approfondi est porté sur les barrières à la transmission virale chez

les moustiques, ainsi que sur les interactions entre le génotype du vecteur, le génotype du virus

et des facteurs environnementaux comme la température. Enfin, plusieurs perspectives de suite

de ces travaux et de développement de nouveaux sujets sont proposées.

6



Partie 1 : Synthèse
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Chapitre 1

Arbovirus et Transmission vectorielle

1.1 Les Arbovirus

Les arbovirus (de l’anglais Arthropod-Borne Virus) représentent un groupe de virus

différents d’un point de vue taxonomique mais partageant un cycle de transmission faisant in-

tervenir un hôte vertébré et un arthropode vecteur hématophage. La transmission horizon-

tale nécessitant la piqûre du vecteur pour que le virus soit transmis à l’hôte vertébré est le

mécanisme qui permet en premier lieu la maintenance et la circulation de ces virus dans la na-

ture. Deux autres mécanismes de transmission des arbovirus ont été également rapportés : la

transmission verticale et la transmission vénérienne. La transmission verticale implique le pas-

sage du virus d’une femelle infectée à sa progéniture. La transmission vénérienne, quant à elle,

a lieu lorsqu’un mâle infecté (i.e. progéniture mâle infectée par transmission verticale) trans-

met directement le virus à la femelle lors de l’accouplement (Weaver & Reisen 2010). Hor-

mis quelques rares exceptions, tous les arbovirus appartiennent à cinq familles de virus, à sa-

voir Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae, mais tous les virus ap-

partenant à ces familles ne sont pas des arbovirus (Gubler 2002). Les arbovirus sont tous

des virus à ARN à l’exception du virus de la peste porcine africaine de la famille des As-

farviridae qui est un virus à ADN. Avec un taux d’erreur variant entre 10−3 et 10−5 substitu-

tions par nucléotide, une population virale accumule environ une mutation par génome. Une po-

pulation virale ne peut donc pas être homogène sur le plan moléculaire et va de ce fait consti-

tuer une quasi-espèce (Domingo 1992). La réplication virale est supposée être différente dans

un hôte vertébré et dans un hôte invertébré. Le passage par un hôte suggère une sélection

spécifique fixée par ce dernier. Ainsi, l’alternance d’hôtes imposerait une sélection purifica-

trice où les variants porteurs de mutations bénéfiques pour un hôte et délétères pour l’autre se-

ront éliminées de la population virale. L’alternance d’hôtes tendra à limiter le taux d’évolution
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en imposant un compromis adaptatif (Strauss & Strauss 1994).

Parmi les arthropodes vecteurs, on trouve des insectes comme les moustiques, les

phlébotomes et les culicöıdes, mais aussi des arachnides tels que les tiques (Figure 1.1). Les

moustiques sont les vecteurs les plus importants d’un point de vue médical en raison du grand

nombre d’arbovirus qu’ils transmettent.

Figure 1 – Les groupes majeurs d’arthropodes vecteurs d’arboviroses. Adapté de Mellor (2000).

Les arbovirus constituent un problème de santé publique en raison des différentes maladies

ou arboviroses qu’ils provoquent. Ces arboviroses, différentes quant à leur symptomatologie et

épidémiologie, sont responsables des pathologies parfois sévères chez l’homme et les animaux

(i.e. fièvres hémorragiques), et peuvent avoir des conséquences sanitaires et économiques im-

portantes. Parmi les 534 arbovirus connus, environ 134 sont pathogènes pour l’homme. Comme

la plupart de ses vecteurs, les arbovirus sont essentiellement présents dans la zone intertropi-

cale (Gubler 2002).
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1.2 La capacité et la compétence vectorielles

1.2.1 Définitions

La transmission vectorielle d’un agent pathogène est un phénomène complexe fortement

dépendant des relations qui lient le pathogène, le vecteur et son hôte vertébré. Les relations entre

ces trois composants sont également influencées par l’environnement (Failloux et al. 1999). La

capacité vectorielle, définie comme l’efficacité du vecteur à transmettre un agent pathogène en

conditions naturelles, est un élément indispensable pour caractériser la dynamique d’un système

vectoriel donnée. Grâce à une modélisation mathématique proposée par Garrett-Jones &

Grab (1964), la quantification de la capacité vectorielle (C) est possible en utilisant la formule

suivante :

C =
ma2bpn

− ln p
(1.1)

Où :

– m → la densité des vecteurs par rapport à l’hôte vertébré

– a → la probabilité journalière qu’un vecteur pique l’hôte

– b → la proportion de vecteurs infectés

– p → la probabilité journalière de survie du vecteur

– n → la durée de la période d’incubation extrinsèque

– 1/-ln p→ la probabilité de survie du vecteur au-delà de la période d’incubation extrinsèque

Cette équation mathématique démontre que la capacité vectorielle dépend à la fois (i) de

facteurs extrinsèques tels que la disponibilité de l’hôte vertébré, de son état immunitaire, de

la température et la pluviométrie, de l’abondance de vecteurs et (ii) des facteurs intrinsèques

comme la longévité du vecteur, ses préférences trophiques, la fréquence des repas sanguins et en-

fin la compétence vectorielle (Figure 2). La compétence vectorielle est définie comme l’aptitude

intrinsèque d’un arthropode vecteur à ingérer, assurer la réplication et la transmission de l’agent

pathogène à un vertébré lors d’une piqûre (Hardy et al. 1983). Elle est dépendante de fac-
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teurs intrinsèques d’origine génétique qui contrôlent la réceptivité du vecteur pour l’agent pa-

thogène, et de facteurs extrinsèques comme la dose virale ingérée par le vecteur et la température

d’incubation des vecteurs après ingestion de l’agent pathogène.

Figure 2 – Facteurs influençant la capacité et la compétence vectorielles.

L’étude de la réceptivité des moustiques vis-à-vis de différents arbovirus a montré à plusieurs

reprises que la relation arbovirus/vecteur est très spécifique. En effet, des espèces différentes et

des populations d’une même espèce de moustiques ne présentent pas la même compétence vec-

torielle vis-à-vis d’un arbovirus donné (Weaver & Barrett 2004). Par exemple, les mous-

tiques Ae. aegypti et Ae. albopictus sont les vecteurs principaux du chikungunya (CHIKV)

alors que Culex pipiens est réfractaire à l’infection avec ce virus qui ne dissémine pas au-delà

du tube digestif chez ces moustiques (Talbalaghi et al. 2010 ; Vazeille et al. 2008). Un

des exemples le plus curieux est celui du virus O’nyong nyong (ONNV), un des rares arbo-

virus d’importance médicale pouvant être transmis par des moustiques du genre Anopheles

(Brault et al. 2004). En effet, les anophèles sont connus pour leur rôle dans la transmis-

sion du parasite responsable du paludisme des primates, mais ils sont réfractaires à une grande

partie des arbovirus d’importance médicale. Il est important de noter que le ONNV est phy-

logénetiquement très proche du CHIKV, pourtant les anophèles ne peuvent pas transmettre ce

dernier Alphavirus (Vanlandingham et al. 2005, 2006). Par ailleurs, de nombreuses études

ont mis en évidence des différences de réceptivité entre des populations de moustiques appar-

tenant à une même espèce vis-à-vis d’un arbovirus donné : CHIKV (Tesh et al. 1976), le vi-
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rus de la fièvre jaune (YFV) (Tabachnick et al. 1985), le virus de la dengue (DENV) (Gu-

bler & Rosen 1976), et le virus West-Nile (WNV) (Ciota & Kramer 2013).

Le génotype viral joue également un rôle important dans la compétence vectorielle. En effet,

il a été démontré que certaines populations d’Ae. aegypti sont plus réceptives aux souches de

DENV-2 originaires d’Asie du Sud-Est qu’aux souches américaines (Armstrong & Rico-

Hesse 2001). Des différences de compétence vectorielle ont été également mises en évidence

pour Ae. albopictus de Ta Prohm (Cambodge) vis-à-vis de souches de DENV-2 provenant

des Seychelles, du Cambodge et de Thäılande (Vazeille et al. 2003). Un des exemples le plus

surprenant est celui de l’adaptation du CHIKV au vecteur Ae. albopictus via un nouveau variant

viral détecté lors de l’épidémie de la Réunion en 2005-2006 (Schuffenecker et al. 2006). Un

seul changement d’acides aminés (alanine par valine) à la position 226 de la protéine d’enveloppe

viral E1 du CHIKV a favorisé la dissémination, la transmission et donc la compétence vectorielle

du variant viral E1-226V par rapport au variant E1-226A chez Ae. albopictus (Tsetsarkin

et al. 2007 ; Vazeille et al. 2007). Depuis l’épidémie de La Réunion, Ae. albopictus a été

impliqué comme vecteur principal dans de nombreuses épidémies de CHIKV (Kumar et al.

2011 ; Rezza et al. 2007). Cet exemple illustre l’importance de la contribution du génotype

viral dans la compétence vectorielle et comment un changement unique dans le génome du virus

peut entrainer des conséquences dans la transmission virale par le vecteur.

Par ailleurs, plusieurs études ont révélé que la structure génétique des populations de mous-

tiques pouvait conduire aussi à une structuration spatiale de la population virale (Chevillon

& Failloux 2003 ; Fansiri et al. 2013), suggérant ainsi que la compétence vectorielle n’était

pas seulement la résultante des effets additifs dus aux génotypes du virus et du vecteur, mais

dépendait également des interactions entre leurs deux génotypes (Figure 3) (Lambrechts et

al. 2009). Ainsi, la spécificité de la compétence vectorielle tient compte du génotype du vec-

teur, du génotype de l’agent pathogène et de leurs interactions. Ces interactions, aussi ap-

pelées interactions G x G, donnent lieu à une compétence vectorielle unique (Lambrechts et

al. 2009). Les mécanismes génétiques qui sous-tendent les différences de réceptivité à l’infec-

tion chez les moustiques restent très peu connus. Cependant, plusieurs études ont suggéré que la

réceptivité des Ae. aegypti vis-à-vis du DENV serait sous le contrôle de plusieurs QTL (Quan-

titative Trait Loci) localisés sur les chromosomes II et III de ce moustique (Bosio et al. 2000 ;

Fansiri et al. 2013).
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Figure 3 – Interactions génotype/génotype entre le virus de la dengue et Ae. aegypti. Les matrices
représentent des mesures expérimentales de trois indices de la compétence vectorielle pour chacune des
combinaisons possibles entre les trois familles de moustiques et les trois isolats de virus. Les valeurs
phénotypiques sont représentées par une échelle de gris dont les valeurs sont indiquées ci-dessus.
D’après Lambrechts (2011).

La flore bactérienne du moustique peut également moduler la compétence vectorielle. En

effet, il a été démontré que la réplication virale du CHIKV est plus faible chez les femelles Ae.

albopictus naturellement infectées par la bactérie endosymbionte Wolbachia sp. en comparaison

à celles traitées aux antibiotiques et donc dépourvues de cette bactérie (Mousson et al. 2010 ;

Zouache et al. 2012). L’exemple le plus saisissant est celui d’Aedes aegypti. Cette espèce est

naturellement dépourvue de Wolbachia. Deux lignées stables d’Ae. aegypti transfectées par

Wolbachia ont été obtenues, l’une infectée par la souche wMelPop de Drosophila melanogaster

(McMeniman et al. 2009) et l’autre infectée par la souche wAlbB d’Ae. albopictus (Xi et

al. 2005). La présence de ces souches bactériennes a eu pour effet, d’une part la diminution de

la durée de vie d’Ae. aegypti à l’état adulte de 61 à 27 jours (à 25◦C) (McMeniman et al.

2009) ainsi que l’inhibition du développement, la réplication et la dissémination des arbovirus

CHIKV et DENV, ou encore des parasites tels que Plasmodium gallinaceum ingérés par les

moustiques lors d’infections expérimentales (Moreira et al. 2009).

Comme exposé précédemment, la compétence vectorielle dépend également des facteurs

extrinsèques tels que la température. La température peut notamment agir sur les facteurs

intrinsèques en affectant la physiologie du vecteur, et par voie de conséquence, la transmission de

l’agent pathogène. En effet, plusieurs études ont démontré qu’une température élevée conduit à

une augmentation du taux d’infection et à une diminution de la période d’incubation extrinsèque
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(PIE). Cela a été mis en évidence pour le DENV (Watts et al. 1987), le RVFV (Brubaker

& Turell 1998), le WNV (Dohm & Turell 2001) et le CHIKV (Mourya et al. 2004). Plus

récemment, il a été démontré que certaines populations d’Ae. albopictus transmettent mieux

certaines souches de CHIKV à 20◦C qu’à 28◦C, alors que ce n’est pas le cas pour d’autres

populations d’Ae. albopictus infectées avec les mêmes souches virales (Figure 4). Ceci souligne

que la compétence vectorielle et notamment la capacité de transmission des agents pathogènes,

dépend de l’interaction tripartite entre le génotype moustique, celui du virus et la température.

Cette interaction est aussi connue comme interaction G x G x E (génotype x génotype x

environnement) (Zouache et al. 2014).

.

Figure 4 – Effet de la population de moustiques, la souche virale et de la température sur l’efficacité
de transmission (TE). TE correspond à la proportion de femelles présentant la salive infectée au
6ème jour après exposition à un repas de sang contenant du CHIKV. Les panneaux représentent
chaque population d’Ae. albopictus analysée : (a) des régions tempérées ; (b) des régions tropicales.
Dans chaque panneau, la TE moyenne est déterminé pour deux souches virales (indiqué sur l’axe des
abscisses) et deux régimes de température (ligne bleue : 20◦C ; ligne rouge : 28◦C). Les barres verticales
représentent les intervalles de confiance 95%. Adapté de Zouache et al. (2014).
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1.2.2 Transmission des arbovirus par les moustiques

La transmission d’un arbovirus par le moustique vecteur se déroule en plusieurs étapes

(Hardy et al. 1983 ; Mellor 2000) (Figure 5). Tout d’abord, le moustique s’infecte en

récupérant le virus par succion au cours d’un repas sanguin sur un hôte vertébré virémique.

Le virus présent dans le bol alimentaire se retrouve alors dans l’intestin moyen du vecteur.

À ce stade, le virus doit pénétrer dans les cellules épithéliales de l’intestin avant qu’il ne soit

altéré par les enzymes digestives ou que la membrane péritrophique, une structure à base de chi-

tine dont la synthèse est déclenchée par la prise du repas de sang, ne devienne imperméable et ne

sépare le bol alimentaire de l’épithélium digestif. Grâce à une reconnaissance spécifique par in-

teraction d’une protéine virale avec un récepteur présent à la surface de l’épithélium diges-

tif, le virus pénètre dans la cellule épithéliale par endocytose et s’y réplique. À ce jour, plu-

sieurs protéines pouvant jouer le rôle de récepteurs ont été identifiées pour le DENV, Sind-

bis (SINV) et le virus de l’encéphalite équine de Venezuela (VEEV). Néanmoins, la nature

des récepteurs d’une grande partie des arbovirus d’intérêt médical dont le CHIKV reste incon-

nue (Solignat et al. 2009). Après réplication, les virions néoformés doivent franchir la lame ba-

sale qui soutient l’épithélium digestif pour être ensuite libérés dans la cavité générale de l’in-

secte ou hémocèle où circule l’hémolymphe (liquide circulatoire des arthropodes).

Dans l’hémocèle, le virus est immergé dans un milieu riche en nutriments qui contient les cel-

lules immunitaires (réponse cellulaire) et les facteurs de la réponse humorale produits par les

hémocytes (granulocytes, oenocytoides, adipohémocytes, prohémocytes, thrombocytoides), les

cellules péricardiques et les corps gras. Les hémocytes interviennent dans la phagocytose et l’en-

capsulation des parasites et bactéries ; les granulocytes dans la phagocytose, les oenocytoides

dans l’encapsulation (Hillyer 2010). Néanmoins, aucune réponse antivirale exercée par les

hémocytes n’a été démontrée à ce jour. Parmi les principaux mécanismes de défense du mous-

tique face à une infection virale, les voies de signalisation Toll, JAK/STAT, Imd, ainsi que la

réponse par ARN interférence sont suggérées (Figure 6A). Les trois premières voies sont ac-

tivées par la reconnaissance des agents pathogènes au niveau des ‘Pattern Recognition Re-

ceptors’ et activent une cascade de kinases et/ou protéases, dont Toll, JAK et Imd (Hillyer

2010 ; Sanders et al. 2005 ; Xi et al. 2008). Ces derniers induisent la translocation de fac-

teurs de transcription dans le noyau (respectivement Rel 1, STAT et Rel 2) et l’expression d’ef-
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Figure 5 – Les différentes étapes du développement du virus dans le moustique vecteur. (1) Ingestion
d’un repas sanguin infectieux ; (2) Le virus infecte et se réplique dans les cellules épithéliales de
l’intestin moyen ; (3) Les virions bourgeonnent et sont libérés dans l’hémocèle ; (4) Le virus infecte
d’autres organes dont les glandes salivaires ; (5) Le virus est sécrété via la salive et un nouvel hôte
vertébré peut ainsi être infecté.

fecteurs antimicrobiens. La voie Toll semble préférentiellement activée lors d’infections à flavi-

virus alors que la voie Imd semble plus spécifique des alphavirus.

La voie interférence par ARN (ARNi), est quant à elle activée par la présence dans le cyto-

plasme de la cellule hôte d’ARN simple ou double brins de tailles variables, qui seront clivés en

petites molécules d’ARN de 13 à 30 nucléotides. Il faut noter que le cycle de réplication des arbo-

virus possédant un génome à ARN fait intervenir des intermédiaires de réplication double-brins

(ARNdb). Ainsi, l’ARN matrice reconnu peut être d’origine endogène ou exogène. Chaque classe

de � small RNA � (smRNA) sera prise en charge par des complexes ribonucléoprotéiques par-

ticuliers (RNP), qui réguleront de façon transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle l’expres-

sion d’un transcrit de séquence complémentaire au smRNA. Jusqu’à présent, trois voies de l’in-

terférence par l’ARN ont été identifiées : la voie des siRNA (small interfering RNA), la voie

des miRNA (micro RNA) et la voie des piRNA (PIWI-interacting RNA) (Figure 6B). Au cours

de la voie siRNA exogène, les ARNdb issus de la réplication virale sont clivés par Dicer-2
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Figure 6 – Principales voies de signalisation (A) et d’interférence par ARN (B) à l’origine de la
défense antivirale chez le moustique. Adapté de Campbell et al. (2008).

(Dcr-2) en v-siRNA (virus derived siRNA) de 21 nucléotides. Des hétérodimères Dcr-2/R2D2

se forment et prennent en charge un seul brin des siRNA dans le complexe multi-protéique

RISC (RNA-Induced Silencing Complex). L’activation de ce complexe entrâıne la dégradation

des cibles spécifiques des séquences d’ARN grâce à la protéine Argonaute-2 (Ago-2). Ainsi,

la voie des siRNA est déterminante pour contrôler la réplication des arbovirus. La voie des

miRNA nécessite l’intervention de la protéine Dcr1 qui va produire des ARN d’une taille va-
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riant entre 22 et 23 nucléotides. Les miRNA dérivent de la partie non-codante du génome de

la cellule, et sont pris en charge par Dcr1 et les protéines Loqs (Loquacious) ou par R3D1 as-

sociées à un complexe RNP. La protéine Ago1 va permettre le passage des miRNA sous la

forme simple brin intégré dans le complexe miRNP, qui assure la fixation du miRNA sur le

transcrit cible afin d’inhiber sa traduction. La troisième voie, faisant appel aux piRNA, est

indépendante des protéines Dicer et reconnâıt des ARN simple brin qui sont clivés en piRNA

de 24 à 30 nucléotides par des protéines de la famille Piwi. Cette voie des piRNA est im-

pliquée dans le contrôle de la réplication des alphavirus (Morazzani et al. 2012 ; Vodovar et

al. 2012) et des flavivirus (Hess et al. 2011) chez les moustiques. Au bilan, l’interférence ARN

joue un rôle prépondérant chez le moustique dans la lutte contre l’infection virale même si son

efficacité est limitée. Cette réponse antivirale n’élimine pas complètement le virus qui conti-

nue à se disséminer dans l’insecte.

En effet, une fois que le virus a atteint le système circulatoire, il peut se disséminer dans

différents tissus et organes comme le tissu musculaire, le tissu nerveux, le corps gras, les organes

reproducteurs et les glandes salivaires, le tropisme cellulaire du virus étant dépendant du couple

arbovirus/ moustique vecteur. Par exemple, le virus de la fièvre de la vallée du Rift (RVFV), le

WNV et le SINV ont un tropisme marqué vers les tissus musculaires viscéraux du moustique

(Bowers et al. 1995 ; Girard et al. 2004 ; Romoser et al. 1992), alors qu’il est rare d’y trouver

le DENV (Salazar et al. 2007). Quant au CHIKV, sa dissémination dans les différents tissus

peut être rapide et homogène (Vazeille et al. 2007). La présence du virus dans les ovaires et les

œufs peut favoriser sa transmission verticale (des femelles infectées aux œufs). Ce phénomène

plutôt rare permet à certains arbovirus (e.g. Phlebovirus, Flavivirus) de persister en absence

d’hôtes réceptifs et pendant les périodes sèches ou froides, où l’absence ou la faible densité de

moustiques défavorise la transmission horizontale (Lequime & Lambrechts 2014 ; Watts &

Eldridge 1975). Le virus présent dans les glandes salivaires assure la transmission horizontale

à un nouvel hôte vertébré par la salive émise lors de la piqûre de la femelle (Hardy et al.

1983 ; Weaver & Barrett 2004). Ainsi, le tube digestif du moustique et les glandes salivaires

constituent les deux principales barrières physiques à la transmission du virus par un moustique

(Beerntsen et al. 2000). La première pouvant bloquer l’arrivée du virus dans l’hémocèle et

sa dissémination, la deuxième pouvant empêcher la libération du virus avec la salive et par

conséquent, sa transmission à un nouvel hôte vertébré.
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L’infection virale est en général persistante chez la femelle capable d’infecter un hôte vertébré

après chaque piqûre. Ainsi, une fois infecté, le moustique pourra transmettre le virus pendant

toute sa vie. De plus, certains moustiques comme les Aedes aegypti effectuent des repas sanguins

multiples au cours du même cycle gonotrophique (temps s’écoulant entre le repas de sang et

la ponte), augmentant ainsi la probabilité et fréquence de la transmission horizontale des virus

(Harrington et al. 2014 ; Scott & Morrison 2014). Le temps qui s’écoule entre l’ingestion

du repas infectieux et le moment où le moustique devient apte à transmettre le virus présent

dans la salive, correspond à la période d’incubation extrinsèque (PIE). La PIE varie en fonction

de la dose du virus ingérée par le moustique, du génotype viral et du vecteur, et enfin des

facteurs externes tels que la nutrition des larves et la température (Hardy et al. 1983 ; Xiao

et al. 2014). Par exemple, il a été expérimentalement démontré que la PIE du CHIKV est

généralement de 2-3 jours chez les moustiques Ae. aegypti et Ae. albopictus (Dubrulle et

al. 2009 ; Vega-Rua et al. 2013), tandis que celle du DENV est généralement de 4-7 jours

chez les mêmes vecteurs (Salazar et al. 2007). Pour une transmission effective d’un agent

pathogène, la PIE doit être plus courte que la durée de vie du vecteur. Ainsi, la PIE est un

paramètre clé de la transmission vectorielle.

1.2.3 Évaluation de la compétence vectorielle

Comme précédemment exposé, la détermination de la compétence vectorielle est indispen-

sable pour évaluer finement le potentiel de transmission des arbovirus par les vecteurs. Étant

donné que la compétence vectorielle est � unique � et caractéristique à chaque combinai-

son moustique/virus (Lambrechts 2011 ; Lambrechts et al. 2005), définir les couples mous-

tique/virus les plus performants est essentiel pour l’analyse du risque épidémiologique. En ef-

fet, l’évaluation de la compétence vectorielle permet de prédire les risques épidémiologiques que

représente l’introduction d’un arbovirus dans un environnement où les populations de mous-

tiques locaux peuvent présenter une bonne réceptivité à l’infection virale. Ceci contribue à iden-

tifier les localités ayant besoin d’un renforcement de la surveillance épidémiologique (i.e. control

et isolement des cas importés). En même temps, l’évaluation de la compétence vectorielle per-

met de connâıtre la PIE d’un arbovirus donné chez le vecteur d’intérêt, ce qui apporte des

éléments indispensables pour la mise en place d’une lutte antivectorielle adaptée et le condi-

tionnement de la stratégie de surveillance épidémiologique.
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L’évaluation de la compétence vectorielle est effectuée en laboratoire en utilisant des in-

fections expérimentales. L’infection est réalisée suivant une adaptation du protocole décrit par

Vazeille et al. (2007). Tout d’abord, des milliers de moustiques de l’espèce et de la popu-

lation d’intérêt sont élevés sous des conditions contrôlées de nutriments, température, humi-

dité et photopériode, ce qui permet d’avoir une homogénéité dans la taille et un bon état

des individus. Pour chaque population de moustiques, des lots de 60 femelles âgées de 7 jours

sont isolés dans des bôıtes à fond amovible. Les femelles sont mises à jeun 24h avant l’in-

fection pour optimiser le taux de gorgement lors du repas artificiel qui a lieu dans un labo-

ratoire de sécurité de niveau 3 (L3). Le jour de l’infection expérimentale, un mélange infec-

tieux contenant du sang de lapin et une suspension virale de titre connu est proposé aux fe-

melles à l’aide de gorgeurs chauffants qui maintiennent la température à 37◦C, et des cap-

sules recouvertes d’une peau du poulet dégraissée ou d’intestin du porc (système Hemotek R©).

Au terme du repas, les femelles sont anesthésiées sur glace, et celles qui sont pleinement gorgées

sont conservées et transférées dans des boites en carton(Figure 7). Un coton imbibé d’une so-

lution d’eau sucrée à 10% est fourni pour l’alimentation des femelles pendant la durée de l’in-

cubation post-infection (pi).

Figure 7 – Protocole d’infection expérimentale de moustiques en laboratoire du niveau de sécurité
3. (A) Bôıte à fond amovible contenant les femelles de moustique. (B et C) Dispositif Hemotek R© de
gorgement artificiel. (C) Transfert des femelles gorgées dans des bôıtes en carton.

Les différentes étapes du développement de l’arbovirus dans le vecteur sont prises en compte
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pour l’évaluation de la compétence vectorielle. Dans nos expériences, nous évaluons principale-

ment les paramètres suivants :

– Taux d’infection : correspondant à la proportion de femelles présentant le tube digestif

infecté parmi les femelles analysées ayant survécu.

– Taux d’infection disséminée : correspondant à la proportion des femelles avec

ailes/pattes ou tête infectées parmi les femelles ayant le tube digestif infecté. Ceci per-

met d’évaluer la capacité du virus à franchir la barrière du tube digestif du moustique et

de disséminer dans l’hémocèle.

– Efficacité de dissémination : correspondant à la proportion des femelles avec

ailes/pattes ou tête infectées parmi les femelles analysées ayant survécu.

– Taux de transmission : correspondant à la proportion des femelles présentant la salive

infectée parmi les femelles ayant assuré la dissémination virale (femelles avec la tête, les

pattes ou les ailes infectées).

– Efficacité de transmission : correspondant à la proportion de femelles présentant la

salive infectée parmi les femelles analysées ayant survécu.

Ainsi, le taux d’infection disséminée et l’efficacité de dissémination permettent d’évaluer la

capacité du virus à franchir la barrière du tube digestif du moustique et de disséminer au-delà,

tandis que le taux et l’efficacité de transmission indiquent que le virus a franchi l’ultime barrière

des glandes salivaires pour être libéré dans la salive du moustique. Par conséquent, le taux et

l’efficacité de transmission sont les principaux paramètres qui permettent l’évaluation du risque

épidémique associé à la transmission d’un virus donné par des moustiques locaux (transmission

autochtone).

Pour estimer le taux et l’efficacité de transmission, la salive des moustiques doit être

récupérée. La technique de collecte de salive pour déterminer la présence du virus est décrite

depuis 1966 (Hurlbut 1966). Plusieurs méthodes ont été par la suite développées, notam-

ment l’utilisation de tubes capillaires remplis de sang défibriné (Aitken 1977), d’huile d’im-

mersion (Colton et al. 2005), d’huile minérale ou de sérum de veau fœtal (Smith et al. 2005).

Dans notre laboratoire, la collecte de salive est réalisée suivant une adaptation du protocole

décrit par Dubrulle et al. (2009). Il s’agit d’une technique de salivation forcée : après avoir ôté

les ailes et les pâtes des femelles, le proboscis de chaque femelle est introduit dans un cône de

20 µL contenant du sérum de veau fœtal (SVF) (Figure 8). Après 30-45 min, le contenu du cône
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est transféré dans un tube Eppendorf contenant du milieu L-15 (Leibovitz). Lorsque tous les

échantillons ont été générés, leur statut infectieux ainsi que le nombre des particules virales in-

fectieuses est déterminé par titrage viral sur des cellules d’insectes (i.e. C6/36) ou de mam-

mifère (i.e. Vero).

Figure 8 – Technique de salivation forcée de moustiques. Les cônes de pipette contiennent 5 µL de
sérum de veau.

1.3 Les arbovirus en Amérique

Des nombreux arbovirus transmis par les moustiques circulent sur l’ensemble du continent

Américain (Figure 9). Dans ce chapitre, nous nous intéresserons notamment au virus de la fièvre

jaune, au virus West-Nile, à d’autres arbovirus causant des encéphalites et enfin, au virus de

la dengue.

Les premiers signalement d’arbovirus dans les Amériques datent du XVIème siècle (Bryant

et al. 2007). Le virus de la fièvre jaune (YFV), arbovirus probablement introduit dans le Nou-

veau Monde lors lors du commerce triangulaire, décimait chaque année des milliers des per-

sonnes en Amérique du Nord, en Amérique du Sud et dans la Caräıbe (Gubler 2002). La

première épidémie confirmée de fièvre jaune a eu lieu au Yucatan en 1648 (cité dans Po-

well & Tabachnick (2013)). Dès le XVIIème siècle, on recensa de nombreuses épidémies à

New York (1668), à Philadelphie, Charleston (1690) ou encore à la Nouvelle Orléans où la

fièvre jaune fut à l’origine de 11000 décès dans cette ville peuplée de 44000 habitants à l’époque
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Figure 9 – Carte non exhaustive des arbovirus présents en Amérique et dans le monde. Adapté de
Gubler (2002).

(1793). Avec l’urbanisation et le développement des grandes villes, ces épidémies s’amplifièrent,

et déjà vers la fin du XIXème siècle la fièvre jaune était considérée comme le fléau du conti-

nent américain ou la peste du Nouveau Monde (Saluzzo 2009). La campagne d’éradication du

moustique vecteur Ae. aegypti menée dans les années 50, ainsi que le développement d’un vac-

cin, ont contribué à éliminer les épidémies urbaines majeures provoquées par ce virus. Cepen-

dant, le virus circule toujours en Amérique dans des cycles enzootiques impliquant des mous-

tiques selvatiques tel que Hemagogus janthinomys et des primates non-humains. Le réservoir

sauvage est donc omniprésent et fait craindre le risque d’une urbanisation de la fièvre jaune

comme en témoigne l’épidémie urbaine de fièvre jaune qui a eu lieu au Paraguay en 2008 (Wea-

ver & Reisen 2010).

En Amérique, trois virus principaux sont à l’origine des encéphalites : le virus de l’encéphalite

équine de l’est (EEEV) découvert en 1831, le virus de l’encéphalite équine de l’ouest (EEOV)

découvert en 1964 et enfin, le virus de l’encéphalite équine du Venezuela (VEEV) découvert en

1935. Les encéphalites sont des arboviroses graves qui atteignent le système nerveux central.

Par conséquent, elles sont responsables des taux de mortalité les plus élevés pouvant aller
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jusqu’à 50-75% pour l’EEEV (Weaver & Reisen 2010). Actuellement les encéphalites sont

largement répandues dans les Amériques : le EEEV est retrouvé en Amérique du Nord, en

Amérique Centrale, en Amérique du Sud, dans la Caräıbe et dans la région côtière de l’Est

du Canada ; le EEOV est répandu en Amérique du Nord et en Amérique du Sud, mais il est

absent en Amérique Centrale. Enfin, le VEEV est présent du Nord de l’Argentine à la Floride

avec une très forte prévalence dans le Nord de l’Amérique du Sud. Les hôtes amplificateurs de

ces virus sont généralement les équidés (VEEV) et les oiseaux (EEEV, EEOV), et plusieurs

genres de moustiques (i.e. Aedes, Culex, Psorophora, Ochlerotatus) peuvent agir comme vecteurs

(Weaver & Reisen 2010).

Un autre arbovirus menaçant les Amériques est le virus de la fièvre du Nil Occidental ou

West Nile (WNV). Ce virus a été introduit à New York (États-Unis) en 1999 probablement à

partir d’Israël, comme en témoigne la similarité de séquences observée entre le génome du vi-

rus introduit aux États-Unis et celui qui a sévit en Israël en 1998. Quant à la souche israélienne,

elle semble y avoir été introduite par l’intermédiaire des oiseaux migrateurs venant d’Afrique.

Après son introduction aux États-Unis, le WNV a élargi son aire de distribution en atteignant

l’ensemble des États-Unis ainsi qu’une grande partie du continent américain, du Canada jus-

qu’en Argentine. Une des hypothèses expliquant cette expansion rapide du virus repose sur

un remplacement de la souche d’origine par une autre souche (WN02) possédant une muta-

tion dans une protéine de l’enveloppe virale. Des études ultérieures ont démontré que cette mu-

tation réduit la durée de la période d’incubation extrinsèque chez les moustiques vecteurs du

genre Culex, cet effet étant plus important à hautes températures. Dans la Caräıbe, la circula-

tion du WNV a été mise en évidence dans plusieurs territoires (i.e. Cuba, Porto Rico, la Guade-

loupe) par des sérologies effectuées chez des équidés et des oiseaux (Ciota & Kramer 2013).

La dengue est une arbovirose ancienne qui a été introduite dans les Amériques via la naviga-

tion et l’augmentation des échanges commerciaux entre les XVIIIème et XIXème siècles (Gubler

1998). Les premières épidémies de syndromes cliniques apparentés à la dengue ont été signalées

en 1635 en Martinique et Guadeloupe, et en 1699 au Panama (Brathwaite Dick et al. 2012).

Vers le XXème siècle, les épidémies causées par le virus de la dengue (DENV) étaient de grande

ampleur et avaient lieu périodiquement (Gubler 2002). Le développement du transport aérien

a conduit à la ré-colonisation et réintroduction du moustique Ae. aegypti dans de nombreux ter-

ritoires des Amériques suite à l’éradication des années 50, entrainant ainsi l’émergence de nou-
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velles épidémies de DENV au Brésil (Schatzmayr 2000), en Bolivie, au Paraguay, au Chili, en

Argentine (Vezzani & Carbajo 2008), à Cuba, Porto Rico, Guyane Française, et d’autres lo-

calités (Urdaneta-Marquez & Failloux 2011). Lors de ces épidémies, les quatre sérotypes

décrits pour le DENV (DENV-1 à DENV-4) ont envahi les Amériques entrainant une recru-

descence des épidémies et une aggravation des symptômes cliniques des patients atteints. Par

exemple, le DENV-3 a provoqué une épidémie majeure au Nicaragua et s’est établi au Mexique

et en Amérique Centrale en 1994. En 1977, le DENV-1 a été réintroduit en Jamäıque, Cuba,

Porto Rico, le Venezuela et s’est rapidement répandu dans la Caräıbe, le Mexique, l’Amérique

Centrale, l’Amérique du Nord, le Brésil et dans presque tous les pays de l’Amérique du Sud.

En 1981, une nouvelle souche de DENV-2 introduite à Cuba probablement à partir de l’Asie,

a été responsable de la première épidémie sévère de dengue hémorragique (DHF) et de syn-

drome de choc de dengue (DSS) dans les Amériques, avec 158 décès. Cette même souche, tou-

jours associée à une augmentation de sévérité des cas cliniques, a atteint d’autres pays comme le

Brésil. Enfin, en 1981, le DENV-4 a été détecté dans la Caräıbe est a également atteint de nom-

breux autres pays (Gubler 1998).

Aujourd’hui, la dengue est l’arbovirose la plus répandue au monde avec 50 à 100 millions

des personnes infectées chaque année et environ 1,4% de décès (Guzman et al. 2010). Les cas

de dengue rapportés entre 2000 et 2006 aux Amériques constituent 68% des cas recensés dans le

Figure 10 – Incidence moyenne de la dengue pour 100000 habitants par pays. Région des Amériques,
1980-2007. Adapté de San Mart́ın et al. (2010).
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monde par l’Organisation Mondiale de la Santé et en seulement 30 ans, ce nombre a augmenté

de 4,6 fois (de ∼ 1 million de cas dans les années 80 à ∼ 4,7 millions de 2000-2007) (Figure 10)

(San Mart́ın et al. 2010). En Amérique du Sud, le taux d’incidence a été de 650 cas par 100

000 habitants. Ceci démontre la faiblesse des activités de lutte antivectorielle dans la région,

ainsi que la grande réceptivité des moustiques vecteurs locaux vis-à-vis de cet arbovirus. Le

CHIKV partage les mêmes vecteurs que le DENV (les moustiques Ae. aegypti et Ae. albopictus).

Néanmoins, jusqu’en octobre 2013 et sur les 3 décennies précédentes, aucune transmission

autochtone du CHIKV n’avait été répertoriée sur le continent Américain (Halstead 2015).
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Chapitre 2

Le virus du chikungunya

2.1 Les alphavirus

Les alphavirus (genre Alphavirus, famille Togaviridae) constituent un groupe de 30 espèces

de virus enveloppés possédant une molécule d’ARN simple brin de polarité positive (King

et al. 2012). Un grand nombre de ces virus se caractérisent par leur capacité à provoquer

des épidémies explosives dans la population humaine, qui contribuent à la propagation du

virus vers de nouvelles régions non endémiques, devenant ainsi un problème majeur de santé

publique (Weaver & Reisen 2010). Bien que la majorité des espèces d’alphavirus ait été isolée

à partir de vertébrés et d’arthropodes terrestres, au moins deux alphavirus qui infectent des

hôtes vertébrés et des arthropodes vecteurs aquatiques (i.e. pou de l’éléphant de mer du sud)

ont été découverts (La Linn et al. 2001). Chez l’homme, l’infection par des alphavirus peut

entrâıner soit des encéphalites sévères potentiellement mortelles ou des arthralgies intenses,

débilitantes et souvent chroniques. Les premières études ont soutenu avec un certain succès que

les alphavirus du Nouveau Monde tels que le virus de l’encéphalite équine de l’ouest (EEOV), le

virus de l’encéphalite équine de l’Est (EEEV), et le virus de l’encéphalite équine du Venezuela

(VEEV) provoquent généralement une maladie encéphalitique, tandis que les alphavirus de

l’Ancien Monde, comme le CHIKV, le virus Ross River (RRV), le SINV et le virus ONNV sont

plutôt associés à des maladies arthritogèniques (Suhrbier et al. 2012) . Néanmoins, quelques

exceptions existent, comme par exemple le virus Mayaro (MAYV) qui est trouvé uniquement

dans les Amériques et provoque une maladie typiquement arthritogénique (Tesh et al. 1999).

Les alphavirus responsables de la plupart des arthralgies humaines sont : le virus Barmah Forest

(BFV), RRV, SINV, ONNV, MAYV et le CHIKV.
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2.2 Le virus du chikungunya

2.2.1 Cycle de réplication et organisation du génome

Le virus du chikungunya (CHIKV) est l’agent étiologique de la maladie qui porte son nom.

Le nom � chikungunya � dérive de la langue Makondé et signifie ‘qui se recourbe’, faisant

référence aux arthralgies parfois incapacitantes des patients infectés. Le CHIKV a été isolé

pour la première fois en Tanzanie en 1952 à partir du sérum d’un patient fébrile (Robinson

1955). Au début, l’épidémie a été imputée au virus de la dengue (DENV), mais les analyses

sérologiques et antigéniques démontrèrent qu’il s’agissait d’un alphavirus étroitement lié aux

virus Mayaro et Semliki Forest (Spence & Thomas 1959). La découverte du CHIKV a permis

de suggérer que certaines épidémies survenues dès la fin du XVIIIème siècle étaient dues à ce

virus et non pas à celui de la dengue (Powers & Logue 2007).

Le CHIKV appartient au genre Alphavirus, famille des Togaviridae. C’est un virus enve-

loppé de 60 à 70 nm de diamètre dont la capside de symétrie icosaédrique contient un ARN

monocaténaire positif linéaire de taille d’environ 11,8 kb. Le génome du CHIKV ressemble à

un ARNm eucaryote puisqu’il porte une coiffe en 5’ et une queue polyadénylée en 3’ (Po-

wers & Logue 2007). Chacune des deux extrémités présente des régions non traduites (NTR)

de 76 nt (nucléotides) (Solignat et al. 2009). À l’extrémité 3’, se trouvent des éléments de

séquences répétées conservées (RSE) qui régulent la synthèse de l’ARN (Pfeffer et al. 1998).

Plus précisément, l’organisation génomique générale des alphavirus est la suivante (Figure 11) :

(i) une coiffe en 5’ NTR ; (ii) un premier cadre de lecture (ORF) codant les protéines non structu-

rales nsP1 à nsP4 ; (iii) la région � jonction � (J) entre les deux régions codantes du génome qui

est constituée du domaine carboxy-terminal de la séquence codant les nsP et du promoteur lo-

calisé en 5’ de la séquence codant les protéines structurales ; (iv) la région subgénomique 26S co-

dant les glycoprotéines d’enveloppe (E1, E2, E3 et 6K) et la protéine de capside (C) ; et en-

fin (v) la queue polyA en 3’NTR (Solignat et al. 2009).

Chez le CHIKV, l’enveloppe virale est composée de 80 trimères formés à partir de l’assem-

blage d’hétérodimères des protéines E1/E2. La glycoprotéine E1 intervient dans la fusion mem-

branaire permettant l’entrée dans la cellule hôte grâce à son peptide de fusion, alors que la gly-
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Figure 11 – Organisation du génome du virus du chikungunya. D’après Chevillon et
al. (2008).

coprotéine E2 est impliquée dans la liaison aux récepteurs des cellules cibles et porte les sites an-

tigéniques principaux de la neutralisation virale. Le CHIKV se fixe à la cellule hôte grâce à la gly-

coprotéine d’enveloppe E2 au niveau de récepteurs encore non identifiés. Les laminines, les gly-

cosaminoglycanes, et les prohibitines ont été proposées comme récepteurs potentiels des al-

phavirus chez l’hôte vertébré (Klimstra et al. 2003 ; Wang et al. 1992). Ensuite, le virus

pénètre dans la cellule cible par endocytose grâce à des vésicules constituées de clathrine (De-

Tulleo & Kirchhausen 1998). Le pH acide au sein de l’endosome induit des changements

de conformation au niveau des hétérodimères E1/E2 qui forment l’enveloppe virale. Cela en-

traine l’exposition du peptide de fusion de la glycoprotéine E1 qui forme un pore dans la mem-

brane de l’endosome, libérant ainsi la nucléocapside dans le cytoplasme (Glomb-Reinmund

& Kielian 1998 ; Hammar et al. 2003). Pendant la réplication virale qui a lieu dans le cy-

toplasme de la cellule, les protéines non structurales sont exprimées sous forme de deux po-

lyprotéines ou précurseurs traduits à partir de l’ARN (+) génomique : le P1234 et le P123.

Le clivage de ces précurseurs donne lieu aux protéines nsP1, nsP2, nsP3 et nsP4 qui forment

le complexe de réplication. nsP1 est impliquée dans la synthèse d’un intermédiaire ARN(-) et

possède des propriétés guanyl-transférase et guanine-7-transférase. nsP2 permet le clivage de
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P1234 grâce à ses activités protéinase, hélicase et triphosphatase. nsP3 fait partie d’une unité

réplicase et nsP4 correspond à l’ARN polymérase ARN dépendante (RdRp) (Solignat et

al. 2009). L’intermédiaire ARN de polarité négative synthétisé par la protéine nsp1 du com-

plexe de réplication sert de matrice à la synthèse de l’ARN (+) génomique et à la trans-

cription de l’ARN (+) sous-génomique 26S à partir d’un promoteur interne. Cette molécule

d’ARN sous-génomique est traduite dans un précurseur structural C/pE2/6k/E1 dont le cli-

vage donne lieu à la protéine de la capside C et aux glycoprotéines E1 et E2. La protéine de cap-

side C possède trois domaines : (i) une région N-terminale qui jouerait un rôle dans l’assem-

blage des nucléocapsides, (ii) une région intermédiaire qui permet la liaison spécifique et l’encap-

sidation de l’ARN génomique, et (iii) une région C-terminale avec une activité sérine protéase

capable de cliver le polypeptide. Cette activité auto-protéolytique libère d’abord la capside

C qui s’associe à l’ARN viral pour former les nucléocapsides. Ensuite, le peptide pE2/6k/E1

migre dans le réticulum endoplasmique où il subit des modifications post-traductionnelles. Au

cours du transport vers la membrane plasmique, pE2 est clivé en E2 et E3 par une furine et

l’hétérodimère E1/E2 est formé. Les peptides E3 et 6k sont responsables du repliement cor-

rect des protéines pE2 et E1 respectivement, lors de la formation des hétérodimères E1/E2

(Strauss & Strauss 1994). La fin du cycle correspond à l’assemblage des virions et au bour-

geonnement à travers la membrane plasmique qui devient alors l’enveloppe virale (Chevillon

et al. 2008) (Figure 12).

2.2.2 Phylogénie, émergence et distribution mondiale

Le CHIKV serait apparu en Afrique il y a environ 500 ans et aurait été introduit en Asie

il y a 70 à 90 ans depuis l’Afrique de l’Est (Volk et al. 2010). Les analyses des séquences

partielles du gène E1, codant la glycoprotéine E1 (Powers & Logue 2007 ; Schuffenecker

et al. 2006), ainsi que le séquençage de 80 souches de CHIKV (Volk et al. 2010) ont permis de

différencier trois groupes génétiques ou phylogroupes : (i) le groupe Est/Centre/Sud Afrique

(ECSA) ; (ii) le groupe Ouest africain ; et (iii) le groupe asiatique (Figure 13). Malgré leur

proximité géographique, les deux génotypes africains restent indépendants d’un point de vue

génétique (Volk et al. 2010).

Depuis sa découverte en 1952 et jusqu’en 2012, le CHIKV a été isolé à de nombreuses
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Figure 12 – Cycle de réplication du chikungunya virus. Adapté de Schwartz & Albert (2010).

occasions, notamment en Afrique subsaharienne et en Asie du Sud et du Sud-Est (Table 1). 

En effet, entre 1960 et le début des années 2000, le virus a émergé ou ré-émergé dans différents 

pays d’Afrique tropicale : Afrique de l’Est (Tanzanie, Kenya, Ouganda, Burundi et Soudan), 

Afrique Australe (Zimbabwe, Afrique du Sud et Malawi), Afrique de l’Ouest (Sénégal, Guinée, 

Côte d’Ivoire, Bénin, Nigéria) et en Afrique Centrale (République Centrafricaine, Gabon et 

République Démocratique du Congo) (Diallo et al. 1999 ; Leroy et al. 2009 ; McCrae et al. 

1971 ; Moore et al. 1975 ; Pastorino et al. 2004 ; revues dans Powers & Logue 2007). En 

Asie, le virus a été isolé pour la première fois en Thäılande en 1958 et a sévi par la suite en Asie 

du Sud-Est (Vietnam, Cambodge, Laos, Thäılande, Birmanie, Malaisie, Indonésie et 

Philippines), ainsi que dans le sous-continent Indien (Inde, Bangladesh et Pakistan) (Carey et
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Figure 13 – Relations phylogénétiques entre 80 souches de CHIKV isolées lors des épidémies (1955-
2007). Adapté de Volk et al. (2010).

al. 1969 ; Powers & Logue 2007 ; Sarkar et al. 1965 ; Thaung et al. 1975).

Les épidémies les plus récentes de chikungunya datent de 2005. Suite à la réémergence

du CHIKV en Afrique de l’Est en 2004 au Kenya (Sergon et al. 2008), une épidémie sans

précédent a touché les ı̂les de l’Océan Indien entre 2005 et 2006, incluant les Comores, l’̂Ile

Maurice, Mayotte, Madagascar, les Seychelles et La Réunion (Ratsitorahina et al. 2008 ;

Schuffenecker et al. 2006 ; Sissoko et al. 2008). A la Réunion, plusieurs milliers de cas

ont été recensés avec un total de 266 000 personnes et 203 à 256 décès (Renault et al.

2007). Par ailleurs, des formes graves et mortelles de la maladie non décrites auparavant, ont

pu être observées au cours de ces émergences (Renault et al. 2008 ; Schuffenecker et

al. 2006). Les souches isolées lors des épidémies de CHIKV dans les ı̂les de l’Océan Indien

forment un groupe monophylétique au sein du génotype ECSA (Figure 13). Il est important

de noter qu’au cours de ces épidémies, une microévolution du virus s’est opérée. En effet, les

souches détectées chez les patients en début d’épidémie à la Réunion possédaient une alanine

en position 226 de la protéine d’enveloppe E1 (E1-226A), alors que vers la fin de l’épidémie,
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un nouveau variant viral présentant une alanine à cette même position (E1-226V) est devenu

majoritaire (Schuffenecker et al. 2006).

Table 1 – Principales épidémies de CHIKV (1952-2012). Modifié de Weaver (2014).

Date d’émergence Pays Génotype Vecteur impliqué

1952-1953 Tanzanie ECSA Ae. aegypti
1961–1963 Cambodge ND ND

1956, 1975–1977 Afrique du Sud ECSA
Pas d’Ae. aegypti
impliqué

1957, 1961–1962,
1971

Zimbawe ECSA
Pas d’Ae. aegypti
impliqué

1958, début 60 Thäılande Asiatique Ae. aegypti suspecté
1962–1965 Inde (Calcutta, Madras) Asiatique Ae. aegypti suspecté
1962–1964 Bangkok, Thäılande Asiatique Ae. aegypti
1966 Viet Nam ND ND
1969 Nigeria ND ND
1998 Selangor, Malaisie ND ND

1999–2000
République Démocratique du
Congo

ECSA ND

2004–2005 Côtes du Kenya, ı̂le Lamu IOL
Ae. aegypti dans l’̂ıle
Lamu

2005–2011
Comores, Île Maurice, La
Réunion

IOL Ae. albopictus

2005–2008 Inde, Sri Lanka IOL
Ae. aegypti et Ae.
albopictus

2006 Malaisie (Bagan Panchor) Asiatique ND

2006
Douala and Yaoundé,
Cameroun

ECSA Ae. africanus

2006–2007 Libreville, Gabon ECSA Ae. albopictus
2007 Italie (Emilie Romagne) ECSA Ae. albopictus
2007–2008 Tanzanie (Moshi) ND ND
2008 Thäılande IOL Ae. albopictus
2008 Rural Malaysia IOL Ae. albopictus
2008 Singapore IOL Ae. aegypti
2010 France (Fréjus) IOL Ae. albopictus
2010 Gabon (Ndangui) ND Ae. albopictus
2010 Chine (Guangdong) IOL Ae. albopictus
2011 Cambodge IOL ND
2012 Bhutan IOL ND

Dès 2006, le génotype ECSA a été introduit au Pakistan, au Sri Lanka, aux Maldives et en

Inde, où plus d’un million de personnes ont été atteintes (Saxena et al. 2006). Un fort taux

de mortalité a été observé en Inde, bien qu’aucun décès n’ait été directement attribué au virus

(Renault et al. 2008). Le continent africain n’a pas été épargné puisqu’une épidémie a sévi au

Cameroun (Peyrefitte et al. 2007), plus de 10 000 cas suspects ont été répertoriés au Gabon
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(Leroy et al. 2009) et les premiers cas de CHIKV ont été détectés au Congo (Kelvin 2011).

La détection des souches ECSA de CHIKV ayant la mutation E1-A226V lors de ces épidémies

suggèrent un phénomène de convergence évolutive (Kumar et al. 2008 ; Santhosh et al. 2009).

Par ailleurs, il semblerait que les souches du génotype ECSA portant la substitution E1-A226V

seraient en train de déplacer le génotype asiatique dans le sous-continent Indien et l’Asie du

Sud-Est (Tsetsarkin et al. 2011). En effet, depuis 2008, des souches de génotype ECSA ont

circulé en Asie du Sud-Est : en Malaisie, à Singapour, en Thäılande, en Indonésie, en Birmanie

et au Cambodge. Quant au génotype asiatique, la circulation récente des souches est plutôt

sporadique, étant responsable des épidémies notamment en Malaisie en 2006 (AbuBakar et

al. 2007), en Nouvelle Calédonie en 2011 (Alibert et al. 2011) et en Philippines en 2012, 2013

(Kawashima et al. 2014).

Ces épidémies récentes de chikungunya ont conduit à l’importation de souches ECSA de

CHIKV en Europe notamment en Belgique (Bottieau et al. 2009), en Italie (Fusco et al.

2006) et en France (Receveur et al. 2010). En 2007, un voyageur infecté provenant du Kerala

(Inde) a été à l’origine de la première épidémie de chikungunya en Europe (217 cas confirmés)

qui a touché la province de Ravenne, dans la région d’Emilie Romagne en Italie (Rezza et

al. 2007). En septembre 2010, l’importation du CHIKV par un voyageur infecté revenant du

Rajhastan (Inde) a été à l’origine des cas autochtones répertoriés dans le sud de la France

(département du Var) (Grandadam et al. 2011). Le vecteur Ae. albopictus, présent en Europe,

fut identifié comme vecteur responsable de l’épidémie en Italie (Bonilauri et al. 2008), ainsi

que des cas autochtones du sud de la France (Grandadam et al. 2011). De plus, il a été

démontré que la compétence vectorielle des Ae. albopictus européens est très importante vis-

à-vis des souches ECSA de CHIKV (Moutailler et al. 2009 ; Zouache et al. 2014) (Vega-

Rua et al. 2013, Annexe 1), indiquant ainsi que l’Europe n’est pas à l’abri d’épidémies liées

à des arbovirus jusqu’alors essentiellement � exotiques �. De nombreux cas de chikungunya

ont été également importés sur le continent américain et la Caräıbe : au Brésil (do Socorro

Souza et al. 2012), aux Etats-Unis (Gibney et al. 2011), en Martinique, en Guadeloupe et en

Guyane (Pan American Health Organization (PAHO) 2013), soulignant ainsi le risque

potentiel d’émergence de CHIKV sur le continent. Cependant, jusqu’en octobre 2013, aucune

transmission de CHIKV n’avait été décrite sur le continent américain (Figure 14) (Tsetsarkin

et al. 2011).
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Figure 14 – Distribution géographique du CHIKV et émergences récentes (2004-2011). D’après Tset-
sarkin et al. (2011).

2.2.3 Pathogenèse et tropisme cellulaire chez l’homme

Après l’inoculation du virus par un moustique infecté, la durée d’incubation du CHIKV chez

l’homme est de 2 à 4 jours (Figure 15). Les principaux symptômes de la maladie sont : fièvre,

arthralgies et éruptions cutanées. D’autres symptômes tels que troubles digestifs, céphalées,

douleurs rétro-orbitales, photophobie, myalgies, nausées et asthénie peuvent également être

associés à l’infection. Durant la phase aigüe de la maladie, qui peut durer jusqu’à 10 jours, la

quantité de virus dans le sang peut atteindre 108 particules virales/mL (Schwartz & Albert

2010). Les formes graves de la maladie, touchant surtout des sujets immunodéprimés, ont été

décrites en détail lors de l’épidémie de la Réunion (Schuffenecker et al. 2006). Ces formes

sévères correspondent à des arthralgies invalidantes, pouvant durer des mois voire des années

chez 30 à 40% des patients, des méningo-encéphalites (notamment chez le nouveau-né), et plus

rares, des hépatites, des insuffisances respiratoires et des hémorragies (Ernould et al. 2008).

La transmission verticale de la mère au nouveau-né est rare (0,25% des cas). Cependant, un

taux d’infection de 50% des nouveau-nés a été observé lorsque l’accouchement a lieu lors du

pic virémique chez la mère. De plus, une encéphalopathie sévère a été observée dans 50% des
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nouveau-nés infectés (Gérardin et al. 2008). Concernant la mortalité liée au CHIKV à la

Réunion, sur 300 000 infections, 237 décès ont été déclarés (Renault et al. 2007, 2008). Le

taux de patients asymptomatiques de CHIKV, estimé à 15% lors de l’épidémie de La Réunion

(Lemant et al. 2008), est plus faible par rapport à celui répertorié chez d’autres arbovirus

comme le DENV (∼ 75%) (Bhatt et al. 2013), ou encore le RVFV où la plupart des cas

humains sont asymptomatiques (Pourrut et al. 2010).

Figure 15 – Cinétique et pathogénèse du CHIKV chez l’homme. Adapté de Schwartz & Albert
(2010).

Des primates non-humains tel que Macaca fascicularis ont été utilisés comme modèle pour

étudier la pathogenèse liée au CHIKV ainsi que son tropisme cellulaire. Les manifestations

cliniques observées chez les macaques étaient semblables à celles qui caractérisent l’infection

chez l’homme, à savoir l’apparition de fièvre et d’éruptions cutanées. Lors de la phase aigüe

de l’infection, le virus cible particulièrement les tissus lymphöıdes, le foie, le système nerveux

central, les articulations et le muscle. Par ailleurs, ce sont surtout les macrophages, les cellules

dendritiques et les cellules épithéliales qui sont infectées. Les macrophages sont identifiés comme

le principal réservoir du virus lors des infections persistantes, ce qui expliquerait les rhumatismes

chroniques observés chez l’homme (Labadie et al. 2010).

Actuellement, il n’existe aucun médicament antiviral vraiment efficace contre le CHIKV.
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De nombreuses substances antivirales sont capables d’affecter voire d’inhiber la réplication du

CHIKV in vitro, mais leur effet in vivo est soit moins efficace, soit n’a pas été encore étudié

(Bettadapura et al. 2013). Ainsi, le traitement contre la maladie reste à ce jour sympto-

matique avec une utilisation privilégiée des analgésiques et anti-inflammatoires non stéröıdi-

ens (Powers & Logue 2007). En raison de la morbidité élevée et des arthralgies invalidantes

provoquées par l’infection, des recherches pour développer un vaccin ont été menées en utilisant

différentes approches (Bettadapura et al. 2013) : (i) vaccin à partir des souches de CHIKV

atténuées (Levitt et al. 1986), (ii) des vaccins chimériques contenant les protéines structurales

du CHIKV couplées à la structure globale d’un autre alphavirus (i.e. VEEV, EEEV, SINV)

(Wang et al. 2008 ; Weaver et al. 2012), (iii) des vaccins à ADN basés sur des séquences

consensus des gènes E1, E2 et C du CHIKV (Muthumani et al. 2008), et (iv) des virus-

like-particles (i.e. des particules virales sans génome) capables d’induire la production d’anti-

corps neutralisants chez les macaques (Akahata et al. 2010).

2.2.4 Cycle de transmission

Le CHIKV est essentiellement transmis par les moustiques du genre Aedes (Figure 16).

En Afrique, le virus se maintient au sein d’un cycle forestier où il est transmis aux pri-

mates non-humains (i.e. Cercopithecus aethiops, Erythrocebus patas, Galago senegalensis, Pa-

pio papio), écureuils (Xerus erythropus) et chauves-souris (Scotophillus sp.) par des mous-

tiques zooanthropophiles comme Ae. furcifer, Ae. taylori, Ae. luteocephalus, Ae. dalzieli, Ae. vit-

tatus et Ae. africanus (Diallo et al. 1999 ; Jupp & Mcintosh 1990 ; McCrae et al. 1971).

Épisodiquement, le CHIKV est à l’origine des épidémies dans des zones rurales ou urbaines. Au

cours des épidémies urbaines où l’homme est le principal hôte amplificateur, le virus est sur-

tout transmis par les moustiques anthropophiles, Ae. aegypti et Ae. albopictus. En Asie, le vi-

rus circule dans un cycle urbain impliquant les moustiques Ae. aegypti comme vecteur princi-

pal, et Ae. albopictus comme vecteur secondaire. Néanmoins, depuis l’émergence du chikungu-

nya dans les ı̂les de l’Océan Indien en 2004, le moustique Ae. albopictus a été identifié comme

un vecteur majeur du CHIKV de génotype ECSA dans la quasi-totalité des pays où le vi-

rus a émergé ou ré-émergé. La compétence vectorielle accrue d’Ae. albopictus vis-à-vis des

souches ECSA du CHIKV ayant la mutation E1-A226V étant la cause principale de ce chan-

gement de statut du vecteur (Schuffenecker et al. 2006 ; Tsetsarkin et al. 2007 ; Va-
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zeille et al. 2007).

Figure 16 – Cycles de transmission du CHIKV. Adapté de Tsetsarkin et
al. (2011).
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Chapitre 3

Les moustiques vecteurs, Aedes aegypti et Aedes albopictus

3.1 Classification taxonomique et biologie

Les moustiques sont des arthropodes appartenant à la classe des insectes, à l’ordre des

diptères et à la famille des Culicidae (Figure 17A). Cette famille regroupe des insectes possédant

des pièces buccales en forme de trompe rigide de type piqueur-suceur. Elle inclut, entre autres,

le genre Anopheles, vecteur des Plasmodium responsables du paludisme, le genre Culex, vecteur

d’arbovirus comme le virus West Nile et de parasites comme la filaire responsable de la filariose

de Bancroft, et le genre Aedes. Dans le genre Aedes, environ 800 espèces sont actuellement

répertoriées, avec plus de 750 espèces et sous-espèces réparties en 43 sous-genres (Mosquitoes

classification 2010, www.mosquitocatalog.org). Les moustiques Ae. aegypti et Ae. albopictus

(sous-genre Stegomyia) figurent parmi les espèces les plus anthropophiles du genre Aedes et

sont vecteurs naturels de nombreux arbovirus (i.e. DENV, YFV, CHIKV) (Annexe 2) (Gratz

2004 ; Paupy et al. 2009 ; Scott et al. 1993). Par conséquent, l’intérêt en santé publique d’Ae.

aegypti et d’Ae. albopictus est majeur. Ces deux espèces se distinguent notamment au stade

adulte par le dessin fait d’écailles blanches au niveau du scutum : chez Ae. aegypti, ce dessin

est en forme de lyre alors que chez Ae. albopictus, une bande longitudinale d’écailles claires est

présente au milieu du scutum (Figure 17B).

Le cycle de développement du moustique présente une phase aquatique avec des stades pré-

imaginaux (larves et nymphes), et une phase aérienne avec des stades imaginaux (moustique

adulte) (Figure 18). Les femelles du genre Aedes spp. pondent des œufs d’environ 0,5 mm

(100-400 en conditions naturelles) sur des supports solides à proximité immédiate de la surface

de l’eau. Ces œufs sont bruns, de forme ovale, sans flotteur et sont dits � quiescents � car ils

peuvent rester viables pendant plusieurs mois voire un an grâce à un chorion imperméable à
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Figure 17 – A. Classification taxonomique d’Aedes albopictus et Aedes aegypti. B. Femelles adultes
et scutum d’Ae. aegypti et Ae. albopictus.

base de chitine qui protège l’embryon de la dessiccation (Degallier et al. 1988 ; Hawley et

al. 1987 ; Russell et al. 2001). Un ou deux jours après leur mise en eau, les œufs éclosent

donnant des larves aquatiques. Le développement larvaire dure entre 7 et 12 jours et se divise en

quatre étapes successives (L1, L2, L3 et L4) séparées par des mues permettant l’augmentation

de taille, de 1 mm au 1er stade à 1 cm pour le 4ème stade. La durée des stades larvaires

est modulée par des conditions environnementales telles que la température, la disponibilité

des nutriments, la compétition inter- et intra-spécifique ou encore la prédation (Braks et

al. 2004 ; Kamimura et al. 2002). Les stades larvaires ont une morphologie semblable avec

des pièces buccales de type broyeur et un siphon respiratoire situé à l’extrémité de l’abdomen

(Figure 18B). La mue du stade L4 donne lieu au stade nymphal qui dure entre 1 et 5 jours.

La nymphe a une forme en virgule, avec un céphalothorax globuleux et un abdomen recourbé ;

elle ne se nourrit pas et respire grâce à deux trompettes respiratoires prothoraciques (Figure

18C) (Rodhain & Perez 1985). Pendant ce stade, une véritable métamorphose (appelée aussi

nymphose) permet au moustique de passer d’un mode de vie aquatique à un mode de vie aérien.

L’émergence de l’imago dure en moyenne 15 minutes. En général, les mâles émergent en premier.
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Ils se nourrissent exclusivement du nectar des fleurs, et ont une durée de vie plus courte, leur

but essentiel étant l’accouplement avec les femelles qui a lieu quelques jours après l’émergence

(Degallier et al. 1988). Dans la plupart des cas, les femelles ne s’accouplent qu’une seule

fois et stockent les spermatozöıdes dans leur spermathèque. Les femelles se nourrissent aussi

du nectar des fleurs, mais à chaque cycle gonotrophique qui dure de 2 à 4 jours, la femelle

prend au moins un repas sanguin sur un hôte vertébré (Scott et al. 1993). Au moment de

la piqûre, la femelle injecte à l’hôte vertébré des molécules antihémostatiques qui préviennent

l’agrégation plaquettaire, la vasoconstriction et la coagulation (James 1994). Ce repas de sang

assure un apport en protéines pour la maturation des œufs après leur fécondation. La longévité

des femelles peut aller d’une semaine à plusieurs mois (Rodhain & Perez 1985).

L’adulte peut mesurer entre 5 et 20 mm et comme pour le reste des insectes, son corps est

constitué d’une tête, un thorax et un abdomen (Figure 19A). Au niveau de la tête, on trouve

les pièces buccales de type piqueur-suceur et les organes sensoriels tels que les yeux composés

et les antennes. Chez le mâle, les antennes sont longues et � plumeuses � alors que chez les

femelles elles sont plutôt courtes et � glabres �. Le thorax est divisé en trois parties : pro,

méso et métathorax, chacune portant une paire de pattes. Le méso et le métathorax portent

respectivement une paire d’ailes membraneuses et une paire d’haltères (ailes atrophiées) qui

confèrent de la stabilité pendant le vol. L’abdomen est composé de dix segments dont les derniers

correspondent aux appendices génitaux. L’anatomie interne est caractérisée par un appareil

digestif qui occupe la plupart de la cavité générale du moustique, où le repas sanguin est digéré

chez les femelles (Figure 19B). Dans le thorax, se trouvent les deux glandes salivaires trilobées

qui secrètent la salive délivrée lors de la piqûre. La circulation, la respiration et l’excrétion sont

assurées respectivement par l’hémolymphe, le réseau de trachées avec les stigmates, et les tubes

de Malpighi. Le système nerveux, segmenté, est constitué d’un système nerveux central, de

ganglions nerveux et d’un cordon nerveux ventral. L’appareil génital comporte chez la femelle

deux ovaires et une spermathèque, et chez le mâle, deux testicules et une vésicule séminale

(Rodhain & Perez 1985).
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Figure 18 – En haut : Morphologie schématique des stades pré-imaginaux du genre Aedes : Œuf (A) ;
Larve (B) ; Nymphe (C). En bas : Cycle de développement du moustique.

3.2 Distribution, bio-écologie et importance médicale

3.2.1 Ae. aegypti

Aedes aegypti (Linné, 1762), vecteur principal de la fièvre jaune, du DENV, du CHIKV et de

nombreux autres arbovirus (Annexe 2), est un moustique d’origine africaine (Christophers

1960 ; Failloux et al. 2002 ; Gubler 1998 ; Powers & Logue 2007). En Afrique, deux formes

différenciées par des critères morphologiques et éco-éthologiques y sont présentes : (i) Ae. aegypti
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Figure 19 – Morphologie (A) et anatomie interne (B) d’une femelle de moustique.

formosus, forme ancestrale sombre de préférences trophiques diverses (homme et animaux), vit

aussi bien en milieu forestier qu’urbain, les larves se développant dans des ĝıtes naturels (creux

de rochers, trous d’arbres, aisselles des feuilles) et artificiels (récipients de stockage d’eau) ;

(ii) Ae. aegypti aegypti, forme plus claire dite domestique et strictement anthropophile, vit en

milieu urbain, les larves se développant dans des ĝıtes artificiels tels que les pneus usagés, les

pots de fleurs, ou les récipients utilisés par l’homme pour stocker l’eau (Paupy et al. 2010).

Ae. aegypti pique de préférence tôt le matin et au crépuscule, pouvant se nourrir sur plu-

sieurs hôtes au cours du même cycle gonotrophique. Quant aux formes pré-imaginales, Ae.

aegypti s’adapte aussi à des conditions climatiques extrêmes. En effet, il a été montré que

des larves pouvaient rester viables après congélation (Bliss & May Gill 1933), et que cer-
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taines populations se maintiennent dans des régions désertiques où la température peut at-

teindre 40◦C (Tyagi & Hiriyan 2004). En général, l’abondance d’Ae. aegypti est liée à des fac-

teurs abiotiques (i.e. température, humidité, photopériode, pluviométrie) et humains. En ef-

fet, des facteurs humains comme l’urbanisation incontrôlée, les problèmes socioéconomiques et

la carence d’infrastructures de santé publique, peuvent être à l’origine du maintien de ce mous-

tique avec des taux d’infestation élevés dans le milieu urbain des pays émergents et en voie de

développement.

Le début de migration de cette espèce n’est pas connu. Il a été suggéré qu’en migrant du

centre vers les régions du Nord de l’Afrique, la forme Ae. aegypti formosus aurait évoluée puis

se serait � différenciée � en Ae. aegypti aegypti au contact de l’homme (Failloux et al. 2002).

Du 15ème au 19ème siècle, la traite des esclaves et les échanges maritimes auraient permis

à Ae. aegypti aegypti d’envahir les Amériques, l’ensemble du bassin Méditerranéen, l’Est et

l’Ouest de l’Afrique (Lounibos 2002 ; Smith 1956 ; Tabachnick 1991). Cependant, il aurait

disparu du bassin méditerranéen à cause de l’épandage de DTT (dichloro-diphenyl-trichloro-

ethane) lors de la lutte contre le paludisme pendant les années 1950-1960 (Gubler 1998).

Au cours du XXème siècle, Ae. aegypti a été introduit en Asie depuis les Amériques (Brown

et al. 2013 ; Tabachnick 1991). Le transport humain et de matériel pendant la deuxième

guerre mondiale a également contribué à l’expansion d’Ae. aegypti, notamment dans les ı̂les de

l’Océan Pacifique (Gubler 1998). Aujourd’hui, Ae. aegypti est présent essentiellement dans

les régions tropicales et subtropicales (45 N- 35 S) africaines, américaines, asiatiques et en

Océanie (Bracco et al. 2007 ; Slosek 1986) (Figure 20). En Europe, Ae. aegypti est présent

sur l’̂ıle de Madère (Portugal) et dans le Sud-Est de la Russie et de la Georgie (Medlock et

al. 2015).

3.2.2 Ae. albopictus

L’espèce Ae. albopictus (Skuse, 1894) ou � moustique tigre � d’origine asiatique (Smith

1956) a été décrite pour la première fois à Calcutta en Inde. Ce moustique a été longtemps

négligé en tant que vecteur d’arboviroses humaines. Cependant, son importance médicale est

majeure puisqu’il est capable de transmettre 26 arbovirus de familles différentes (Annexe 2)

(Paupy et al. 2009). De plus, Ae. albopictus a été impliqué comme vecteur dans plusieurs
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Figure 20 – Distribution géographique mondiale d’Ae. aegypti et Ae. albopictus.

épidémies de DENV dans des pays où Ae. aegypti est absent (Gjenero-Margan et al. 2011),

et il est suspecté de maintenir la circulation du DENV dans certaines zones rurales (i.e. Bang-

kok) (Gratz 2004). Concernant le CHIKV, il a été impliqué en tant que vecteur principal dans

la plupart des épidémies depuis l’épisode de La Réunion (Grandadam et al. 2011 ; Gratz

2004 ; Rezza et al. 2007 ; Schuffenecker et al. 2006).

La répartition de cette espèce se limitait encore au début du XXème siècle au sous-continent

indien, à l’Asie et aux ı̂les de l’Océan Indien (Madagascar, ı̂le de La Réunion) (Gratz 2004).

C’est notamment par l’intermédiaire du commerce international qu’au cours des trois dernières

décennies, cette espèce s’est répandue sur les cinq continents aussi bien dans des zones tempérées

que tropicales (Figure 20) (Lounibos 2002). Aedes albopictus peut coloniser aussi bien des ĝıtes

naturels que des ĝıtes artificiels (Paupy et al. 2009). La diversité de ces habitats larvaires per-

met d’expliquer l’abondance de cette espèce aussi bien dans les zones rurales que péri-urbaines.

Ce moustique présente également des préférences trophiques diverses, piquant indifféremment

l’homme et les animaux (i.e. amphibiens, reptiles, oiseaux, mammifères) avec deux pics d’agres-

sivité, le matin à l’aube et le soir au crépuscule. Une étude récente a montré que lorsqu’il a le

choix, Ae. albopictus préfère l’homme à l’animal (Delatte et al. 2010). Des études sur la biolo-
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gie d’Ae. albopictus ont mis en lumière l’existence d’une forme tropicale et une forme tempérée

(Hawley et al. 1987). En effet, à la différence d’Ae. aegypti, certaines populations d’Ae. albopic-

tus des régions tempérées sont capables de s’adapter aux températures froides et leurs œufs de-

meurent viables à des températures basses, avoisinant 5◦C (Hawley et al. 1987). Les œufs

peuvent également rentrer en diapause facultative et ainsi passer la saison hivernale dans cet

état pour ensuite éclore aux premières pluies du printemps (Hanson & Craig 1994 ; Mori &

Oda 1981).

La grande plasticité écologique de cette espèce lui confère son caractère invasif aussi bien en

régions tropicales qu’en régions tempérées. Ae. albopictus a été détecté pour la première fois en

Afrique (Nigeria) en 1991 (Savage et al. 1992), en Amérique en 1983 (Reiter & Darsie 1984),

en Océanie en 1990 (Kay et al. 1990) et en Europe (Albanie) en 1979 (Adhami & Reiter

1998). Pour ce qui est de l’Europe, sa présence a été signalée de façon progressive : en Italie en

1991 (Dalla Pozza & Majori 1992), en Belgique en 2000 (Schaffner et al. 2004), en Suisse

en 2003 (Wymann et al. 2008), en Croatie en 2004 (Klobucar et al. 2006), en Espagne en

2004 (Aranda et al. 2006), aux Pays-Bas en 2005 (Scholte et al. 2008) et en France en 1999

(Schaffner & Karch 2000). Bien que l’espèce ait été identifiée pour la première fois en France

en Normandie en 1999 (Schaffner & Karch 2000), ce n’est que depuis 2004 (Delaunay et

al. 2009) que l’espèce s’est implanté durablement dans le sud-est de la France et a commencé

une colonisation progressive du pays jusqu’à atteindre 20 départements actuellement (Paty et

al. 2014). Désormais Ae. albopictus est présent dans plus de 20 pays Européens (Medlock et

al. 2015).

3.3 Principes de génétique des populations et mesures

de la variabilité génétique

La génétique des populations repose largement sur la construction de modèles

mathématiques. Les modèles de la génétique des populations visent à décrire la manière dont

les fréquences des gènes évoluent. Les pressions évolutives responsables de la modification de la

structure génétique des populations sont l’objet de la modélisation. La mutation qui représente

toute variation héréditaire de l’information génétique a un effet négligeable comparé à celui des
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autres pressions évolutives. En effet, le taux de mutation spontanée est très faible : de l’ordre

de 10−6 mutation par gène et par génération. La mutation représente la seule source de nou-

veauté génétique et une fois que l’allèle est apparu, sa fréquence dépendra des autres pres-

sions sélectives. La sélection s’exerce sur le phénotype dont l’expression est modulée par des fac-

teurs environnementaux. La migration quant à elle, représente tous les mouvements d’indivi-

dus entre des populations d’une même espèce. Ces mouvements tendent à homogénéiser les

fréquences alléliques. Au total, une population représente un groupe qui minimise le taux de

migration tout en gardant une certaine homogénéité. En l’absence d’autres formes de pres-

sion évolutive, les fréquences alléliques fluctuent au hasard : c’est la dérive génétique.

La génétique des populations a de nombreuses applications en entomologie médicale qui

demeurent essentielles pour la compréhension du rôle joué par les arthropodes vecteurs dans

l’épidémiologie des maladies, ainsi que pour l’élaboration des stratégies de contrôle. En effet,

elle permet (i) l’évaluation de la variabilité génétique des espèces vectrices et l’estimation de

leur capacité d’adaptation aux différentes pressions de sélection, (ii) la reconstruction d’une

histoire de colonisation via la détermination des relations phylogénétiques entre les populations

ou encore (iii) la détermination du degré d’isolement génétique des populations et la circulation

de gènes d’intérêt (i.e. gènes de résistance aux insecticides, gènes contrôlant la compétence

vectorielle, etc).

Ces multiples applications sont possibles grâce à l’étude de la distribution, de la fréquence,

et de l’évolution des gènes et de leurs allèles au sein des populations qui constituent les unités

principales à l’échelle desquelles interviennent les processus évolutifs (Wallace 1968). En ef-

fet, les individus d’une espèce ne se répartissent pas au hasard au sein de leur aire de distribu-

tion mais selon une structure spatiale liée, entre autres, à l’hétérogénéité du milieu. Les discon-

tinuités spatiales et temporelles des habitats dans lesquels évoluent les individus donnent lieu à

la structuration géographique des populations. Deux composantes interviennent dans la struc-

ture géographique (Roderick 1996) : la structure démographique et la structure génétique. La

structure démographique tient compte des processus qui influent sur le nombre et la répartition

des phénotypes (i.e. longévité, naissance, l’immigration, l’émigration), alors que la structure

génétique décrit la répartition de la variabilité génétique résultant des pressions évolutives à sa-

voir la migration, la sélection, les mutations, et/ou la dérive génétique. L’analyse de la struc-

ture génétique d’une population peut également mettre en lumière les processus démographiques
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auxquels elle est soumise. Deux paramètres sont nécessaires pour décrire la constitution ou

structure génétique des organismes diplöıdes dans les populations (Henry & Gouyon 1998) :

les fréquences génotypiques et les fréquences alléliques. Les fréquences génotypiques sont

les fréquences des différents génotypes au locus considéré. L’ensemble de ces fréquences donne

la structure génotypique de la population pour ce locus. Les fréquences alléliques (dites aussi

fréquences géniques) correspondent aux fréquences dans la population de différents allèles au lo-

cus considéré. Leur connaissance donne la structure allélique (ou génique) de la population.

Les fréquences des génotypes et des allèles sont liées par des relations formalisées par le

modèle de Hardy-Weinberg qui est la base de la génétique des populations. Ce modèle propose

que les gamètes s’associent au hasard (panmixie) dans des populations de taille infinie. Au

sein des populations dites en équilibre de Hardy-Weinberg, les fréquences des gènes ne sont

modifiées par aucune force ou pression évolutive (i.e. mutation, sélection, migration). Tout

écart par rapport à cet équilibre peut alors être analysé en fonction des modèles théoriques

élaborés et des facteurs influençant l’évolution de la population analysée. Parmi les facteurs

susceptibles de modifier la constitution génétique des populations, on peut citer : le mode

de reproduction, la migration, la dérive génétique, la mutation, la sélection ou encore l’effet

Wahlund 1

Les différentes populations d’une même espèce peuvent différer d’un point à l’autre de son

aire de répartition. Cette variation géographique peut porter sur des caractères morphologiques,

physiologiques, écologiques, chromosomiques ou encore sur les fréquences enzymatiques. La va-

riation peut être le fait d’une adaptabilité au milieu, ou encore résulter du simple fait du ha-

sard. La sélection naturelle et la dérive génétique favorisent la différenciation génétique : la

première étant dépendante du milieu alors que la seconde en est indépendante. Le flux génétique

est un facteur d’homogénéisation qui s’oppose aux effets de la sélection et de la dérive. Di-

vers mécanismes ont été proposés pour expliquer la structuration de l’espèce. Un des modèles

a trait à l’isolement géographique c’est-à-dire que la séparation de l’aire géographique d’une

espèce en deux zones par une barrière extrinsèque entrâıne la divergence génétique des deux

populations ainsi séparées. Les deux populations (appelées isolats) explorent des environne-

ments différents, d’où une action différente de la sélection. Les individus des deux popula-

1. Il a lieu lorsque deux ou plus sous-populations panmictiques avec des fréquences alléliques différentes se
mélangent. Cela entraine un écart à l’équilibre de Hardy Weinberg avec un déficit en hétérozygotes par rapport
aux fréquences attendues.
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tions acquièrent des différences génétiques qui sont par la suite transmises aux générations fu-

tures. Les isolats présentent donc une certaine différenciation génétique qui doit intervenir dans

les phénomènes de spéciation. Tout cela contribue à la structuration des populations en trois ni-

veaux hiérarchiques : celui de l’individu (I), celui de la sous-population à laquelle il appar-

tient (S) et enfin, celui de la population considérée dans son ensemble (T). L’hétérozygotie

génétique (proportion moyenne des individus hétérozygotes à un locus donné parmi les indi-

vidus de la population) peut être caractérisée à ces différents niveaux par les paramètres sui-

vants :

– HI : hétérozygotie observée d’un individu dans sa sous-population.

– HS : hétérozygotie attendue d’un individu dans une sous-population en la supposant en

équilibre de Hardy-Weinberg.

– HT : hétérozygotie attendue d’un individu dans la population globale en la supposant

en équilibre de Hardy-Weinberg (si toutes les sous-populations étaient regroupées en une

seule unité panmictique).

Ces valeurs d’hétérozygotie permettent le calcul des � statistiques F � qui décrivent la

répartition de la variabilité génétique au sein et entre les populations (Wright 1965). À chacun

de ces niveaux correspond un coefficient :

– L’indice FIS mesure la réduction éventuelle d’hétérozygotie des individus à l’intérieur

de leur sous-population par rapport à l’hétérozygotie attendue à l’équilibre de Hardy-

Weinberg. Si les sous-populations sont à l’équilibre de Hardy-Weinberg, FIS sera nul.

FIS =
HS −HI

HS

(3.1)

HS : Moyenne des Hs pour k sous-populations

Si FIS > 0 (déficit d’hétérozygotes : consanguinité, homogamie, sélection)

Si FIS < 0 (excès d’hétérozygotes : hétérogamie)

– L’indice FST mesure la réduction d’hétérozygotie dans une sous-population. FST sera

nul (absence de différenciation) si toutes les sous-populations ont la même constitution
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allélique. FST reflète l’action conjuguée de la dérive génétique qui diversifie les populations

et de la migration qui tend à les homogénéiser.

FST =
HT −HS

HT

(3.2)

Si FST > 0 (sous-populations avec fréquences alléliques différentes)

Enfin, la réduction d’hétérozygotie globale entre l’individu et la population globale théorique

est donnée par l’indice :

FIT =
HT −HI

HT

(3.3)

Les trois indices sont reliés entre eux par la relation :

(1− FIT ) = (1− FIS(1− FST )) (3.4)

L’étude de la structure génétique des populations et des flux géniques nécessite d’utiliser des

marqueurs neutres, soumis à une sélection suffisamment faible pour être négligée. La plus grande

difficulté en génétique des populations consiste à trouver des gènes marqueurs dont on puisse

évaluer la fréquence avec une résolution adaptée à l’échelle de l’étude (Avise 2004 ; Mas-Coma

& Bargues 2009). La première technique utilisée depuis 1960 consistait à l’étude du polymor-

phisme protéique (isoenzymes) par électrophorèse. Grâce au développement des techniques de

biologie moléculaire, l’accès à l’information au niveau de l’ADN a permis d’exploiter des por-

tions non codantes du génome. Ainsi, plusieurs techniques telles que les RAPD (Randomly Am-

plified Polymorphic DNA), RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphism), AFLP (Am-

plified Fragments Length Polymorphism), les marqueurs mitochondriaux et microsatellites ont

été développées.
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3.3.1 Les Marqueurs Microsatellites

Les microsatellites appelés également SSR (Simple Sequence Repeat), STR (Simple Tan-

dem Repeat), SSLP (Simple Sequence Length Polymorphism) ou Short VNTR (Short Va-

riable Number of Tandem Repeat) sont des répétitions en tandem de motifs mono-, di-, tri-

, et tétranucléotidique trouvées à différents locus des régions généralement non codantes (Han-

cock 1995). Ils sont très nombreux chez les eucaryotes (on y trouve tous les 10kb) et semblent

être distribués de manière aléatoire sur le génome (Tautz & Renz 1984). Les microsatel-

lites sont codominants, non épistatiques, multialléliques et évoluent de manière neutre vis-

à-vis de la sélection sans effet sur le phénotype de l’organisme. Le taux de mutation élevé

des séquences microsatellites est à l’origine de la variation du nombre de répétitions du mo-

tif de base. Deux types de mécanismes moléculaires pourraient être à l’origine du polymor-

phisme et de variation de taille du motif microsatellite : le glissement des brins lors des proces-

sus de réplication (Levinson & Gutman 1987) et la recombinaison par crossing-over inégaux

ou conversion génique (Smith 1976).

Étant donné que l’ajout ou la délétion de répétitions au sein du microsatellite est un

phénomène fréquent, sa taille peut alors évoluer très rapidement. Les microsatellites sont qua-

lifiés comme des marqueurs à évolution très rapide. Ainsi, ils permettent la détection d’une im-

portante variabilité génétique là où d’autres méthodes se sont montrées peu performantes. Ceci

constitue un avantage essentiel pour l’étude des populations récemment diversifiées. Bien que

possédant les caractéristiques requises pour une utilisation en génétique des populations, les mi-

crosatellites comme tout marqueur, présentent quelques inconvénients. Celui qui est le plus sou-

vent décrié est l’existence d’allèles nuls qui peut, dans certains cas, induire des erreurs d’esti-

mation des paramètres décrivant la structure des populations.

Les allèles nuls sont des allèles non amplifiés, et donc non détectables, en raison de muta-

tions au niveau du site d’appariement d’une ou des deux amorces qui diminuent ou empêchent

complètement la liaison de l’amorce lors de la PCR (Lehmann et al. 1996). En présence des

allèles nuls, les individus hétérozygotes apparaissent comme homozygotes. Il en résulte un excès

apparent d’homozygotes pour ce locus. La mise en évidence d’allèles nuls de manière simple

se fait en testant le déficit d’hétérozygotes sur plusieurs populations chacune a priori pan-

mictique. Le déficit systématique d’hétérozygotes, ainsi que la présence d’individus pour les-
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quels aucune amplification n’a lieu (homozygote pour l’allèle nul) informe de la probable exis-

tence d’allèles nuls pour ce locus. Plusieurs moyens permettent de s’affranchir de la présence

d’un allèle nul tels que le séquençage des régions flanquantes du motif microsatellite (Cal-

len et al. 1993) ou le choix de nouvelles amorces PCR (Lehmann et al. 1996).

3.4 Colonisation et variabilité génétique d’Ae. aegypti

et Ae. albopictus en Amérique

3.4.1 Ae. aegypti

Comme précédemment exposé, c’est par l’intermédiaire des échanges commerciaux et la

traite des esclaves que la forme anthropophile Ae. aegypti aegypti a probablement été intro-

duite dans le Nouveau Monde vers le XVIème siècle. Entre les siècles XVI et XVIII, l’espèce s’est

répandue tout au long du continent et déjà vers 1950, tous les pays des Amériques sauf le Canada

avaient rapporté la présence d’Ae. aegypti (Bracco et al. 2007 ; Tabachnick 1991). Cette in-

festation généralisée du continent par Ae. aegypti a résulté en une augmentation dramatique du

nombre de cas de fièvre jaune, maladie qui frappait le continent depuis le XVIIème siècle (Sa-

luzzo 2009). Face à cette situation, la PAHO (Pan American Health Organization) a entre-

pris d’éradiquer la fièvre jaune en Amérique dans les années 50. Cela a conduit au déclin des po-

pulations d’Ae. aegypti dans presque tout le continent dans les années 60, sauf au Suriname,

Guyane, Venezuela, Caräıbes et les États- Unis, où l’éradication n’a pas été atteinte notamment

à cause des moustiques résistants à l’insecticide DDT (Figure 21) (Schatzmayr 2000 ; Soper

1963). Malheureusement, en raison du manque de fonds et la découverte d’un moyen prophylac-

tique de lutte contre la fièvre jaune, la campagne d’éradication a été arrêtée depuis 1970. L’ex-

plosion des transports maritimes et aériens intercontinentaux ont conduit à une ré-infestation

des zones colonisées auparavant et à des nouvelles réintroductions de l’espèce (Bracco et

al. 2007 ; Gubler 1998). Depuis la ré-introduction d’Ae. aegypti au Brésil en 1975 (Schatz-

mayr 2000), tous les pays d’Amérique du Sud ont été ré-infestés : Bolivie en 1980 (Paupy et

al. 2012), Pérou en 1984 (Urdaneta-Marquez & Failloux 2011), le nord-est d’Argen-

tine en 1986 (Vezzani & Carbajo 2008), Uruguay en 1997 (Salvatella Agrello 1997) et
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le Chili dans les années 2000 (Bracco et al. 2007). En 1995, la répartition d’Ae. aegypti a at-

teint le même niveau qu’avant la campagne d’éradication (Gubler 1998).

Figure 21 – Statut de la campagne d’éradication d’Ae. aegypti vers 1961. Adapté de Soper (1963).

Au cours des 30 dernières années, la structure génétique des Ae. aegypti d’Amérique a

été étudiée en utilisant un large éventail de marqueurs génétiques allant des isoenzymes à

des marqueurs d’ADN (SNPs, microsatellites, nucléaires et ADNmt) (Urdaneta-Marquez

& Failloux 2011). Ainsi, l’origine africaine des populations d’Ae. aegypti en Amérique a

été confortée en utilisant des gènes codant des allozymes (Tabachnick & Powell 1979),

le gène codant la sous-unité 4 de la NADH déshydrogénase mitochondrial (ND4) (Bracco

et al. 2007), des gènes nucléaires ou encore des SNP (Brown et al. 2013). Ces études ont

également mis en lumière la réduction considérable de la variabilité génétique des Ae. aegypti
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lors de la campagne d’éradication, en raison du goulot d’étranglement initial, suivi par la

forte pression de sélection exercée par l’utilisation du DDT (Bracco et al. 2007 ; Brown et

al. 2013). En utilisant des isoenzymes, des différences génétiques importantes ont été observées

entre les populations d’Ae. aegypti du Sud-est et Sud-Ouest des Etats Unis (Tabachnick &

Powell 1979), ainsi qu’entre les différentes ı̂les des Caräıbes (Wallis et al. 1984). De plus,

certaines études basées sur des marqueurs mitochondriaux (ND4, ND5, CO1) et microsatellites

ont mis en évidence l’existence des multiples haplotypes et deux lignées génétiques principales

d’Ae. aegypti en Argentine (Dueñas et al. 2009), au Brésil (Bracco et al. 2007), au Pérou

(da Costa-da-Silva et al. 2005), au Venezuela (Herrera et al. 2006), en Bolivie (Paupy et

al. 2012) au Mexique et en Amérique Centrale (Gorrochotegui-Escalante et al. 2002). En

effet, les populations d’Ae. aegypti d’Amérique du Sud, des Caräıbes, du Nord-Est du Mexique

et du Texas se regroupent dans un premier clade proche des Ae. aegypti d’Afrique de l’Est tandis

que les moustiques provenant du Sud-Est des États Unis, du Brésil, du Venezuela et d’autres

localités des Amériques semblent plus liés aux moustiques d’Asie et d’Afrique de l’Ouest (Figure

22) (Bracco et al. 2007 ; Urdaneta-Marquez & Failloux 2011). Ces résultats suggèrent

la survenue de multiples réintroductions d’Ae. aegypti en Amérique à partir de sources diverses

avant et après l’arrêt de l’éradication. Deux scénarios possibles de recolonisation des Amériques

à partir de 1970 sont généralement proposés : le premier suggère la dispersion des moustiques

à partir des pays où l’éradication n’a jamais été atteinte (i.e. Venezuela, Suriname, Caräıbes,

États Unis), et le deuxième suggère la dispersion des Ae. aegypti qui ont survécu au programme

intensif de lutte antivectorielle dans des pays où on croyait le vecteur � éradiqué � (Bracco et

al. 2007).

3.4.2 Ae. albopictus

L’intensification des échanges commerciaux et notamment, le transport de pneus usagés,

aurait contribué à l’arrivée d’Ae. albopictus en Amérique (Reiter 1998). Le premier report

d’Ae. albopictus sur le continent date de 1983, où une femelle adulte aurait été identifiée au

Tennessee, États-Unis (Reiter & Darsie 1984). Puis, en 1985, le premier ĝıte larvaire d’Ae.

albopictus est découvert à Houston (Texas, États Unis) (Sprenger & Wuithiranyagool

1986). Les caractéristiques de cette forme tempérée d’Ae. albopictus trouvée aux États Unis (i.e.

sensibilité à la photopériode, résistance au froid), et l’importance des échanges commerciaux de
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Figure 22 – Phylogénie des Ae. aegypti basée sur des SNPs (arbre à gauche) et le séquençage des
gènes nucléaires (arbre à droite). Les populations d’Afrique de l’Est sont représentées en rouge, les
populations de d’Afrique de l’Ouest et Centrale en rose, les populations du Nouveau Monde en bleu
foncé et les populations d’Asie-Pacifique en bleu clair. Méthode : Neighbor joining avec bootstrap.
Tiré de Brown et al. (2013).

pneus avec le Japon font de ce pays la source probable d’introduction de l’espèce (Hawley et

al. 1987). Ae. albopictus s’est rapidement propagé du nord de l’Illinois jusqu’à Jacksonville

(Floride) grâce notamment aux échanges commerciaux et le transport routier. En deux ans, il

avait déjà colonisé environ 113 comtés à travers les États-Unis (Urbanski et al. 2010). Ae.

albopictus a alors atteint le Mexique (Matamoros), où les premiers moustiques ont été trouvés

en 1988 dans des pneus usagés (CDC 1989). En Amérique du Sud, la présence d’Ae. albopictus a

été répertoriée pour la première fois au Brésil en 1986 (Forattini 1986). Depuis, ce moustique

s’est répandu à travers le Brésil et d’autres pays d’Amérique du Sud tels que l’Argentine (1998),

la Colombie (1998), le Paraguay (1999), l’Uruguay (2003) et en Venezuela (2009) (Cuéllar-

jiménez et al. 2007 ; Navarro et al. 2013 ; Schweigmann et al. 2004). Dans la Caräıbe, la

présence d’Ae. albopictus a été répertoriée en République Dominicaine en 1993 (Pena et al.

2003), à Cuba en 1995 (Broche & Borja 1999), aux Iles Cäıman en 1997 (Reiter 1998) et

à Häıti en 2010 (Marquetti Fernández et al. 2012). En Amérique Centrale continentale, le
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moustique a été reporté au Honduras (Woodall J. 1995) et au Guatemala (Ogata & Lopez

Samayoa 1996) en 1995, au Salvador en 1996, au Panamá en 2002 (Cuéllar-jiménez et

al. 2007) et au Nicaragua en 2003 (Lugo et al. 2005).

In fine, Ae. albopictus est aujourd’hui présent dans au moins 19 pays d’Amérique (Figure

23). En Amérique du Sud, il est présent au Brésil, Paraguay, Colombie, Venezuela, Trinidad et le

nord-est d’Argentine. En Uruguay, quelques Ae. albopictus ont été détectés près de la frontière

brésilienne, mais la colonisation du pays par cette espèce n’est pas encore confirmée (Oliveira

et al. 2013). De même, la présence d’Ae. albopictus en Bolivie a été signalée par Benedict et

collaborateurs en 2007 (Benedict et al. 2007), mais cela n’a pas été ultérieurement confirmé

(Carvalho et al. 2014). Ae. albopictus est présent dans tous les pays d’Amérique Centrale

continentale (i.e. Panama, Costa Rica, Honduras, Nicaragua, Guatemala, El Salvador, Belize),

ainsi qu’en République Dominicaine, Cuba, Häıti, Barbados et les Iles Cäıman dans la Caräıbe.

Sa présence à Puerto Rico est également suspectée (Cook et al. 2006). En Amérique du Nord,

Ae. albopictus est présent au Mexique et aux États Unis (Carvalho et al. 2014).

Plusieurs marqueurs moléculaires ont été employés pour étudier la variabilité génétique

d’Ae. albopictus en Amérique et surtout pour essayer de retracer l’histoire de la colonisa-

tion du continent américain par cette espèce. D’abord, une étude basée sur l’analyse des isoen-

zymes a suggéré que les populations d’Amérique du Nord (Etats-Unis) et du Sud (Brésil) étaient

étroitement liées à des populations japonaises d’Ae. albopictus, suggérant ainsi une origine com-

mune de ces populations à partir du Japon (Kambhampati et al. 1991). Ceci a été confirmé

par la suite dans une autre étude (Urbanelli et al. 2000), qui a suggéré que les � popula-

tions tempérées � des États-Unis, le Japon et l’Italie forment un groupe génétique qui est dis-

tinct des populations tropicales asiatiques. Plus récemment, l’origine commune des popula-

tions d’Amérique du Nord et du Sud a été remise en question en utilisant des marqueurs mito-

chondriaux (Birungi & Munstermann 2002). En effet, les populations brésiliennes se sont

révélées plus proches génétiquement des populations tropicales d’Asie du Sud-Est que des po-

pulations asiatiques tempérées (Mousson et al. 2005). Des traits biologiques comme la dia-

pause hivernale présentée par les populations d’Amérique du Nord ne sont pas retrouvés dans

la majorité des populations brésiliennes (Hawley 1988 ; Lounibos et al. 2003), ce qui ren-

force plutôt l’hypothèse des origines différentes pour ces populations d’Ae. albopictus (Paupy

et al. 2009). Une grande partie des études génétiques révèlent le Brésil comme une grande
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Figure 23 – Histoire de la colonisation des Amériques par Ae. albopictus. Les chiffres entre parenthèses
indiquent la date d’introduction ou du premier report du moustique dans le pays. Adapté de Cuéllar-
jiménez et al. (2007) et Carvalho et al. (2014).

source d’importation d’Ae. albopictus vers les autres pays d’Amérique du Sud. Par exemple,

il a été démontré en utilisant le marqueur mitochondrial ND5 (sous-unité 5 de la NADH

déshydrogénase) que les Ae. albopictus présents en Colombie ont été probablement introduits

lors de deux occasions indépendantes à partir du Brésil, alors que l’introduction au Venezuela

a été faite indépendamment à partir du Brésil, des États-Unis ou de l’Asie du Sud-Est (Na-

varro et al. 2013). Néanmoins, de manière générale des niveaux faibles de variabilité génétique

sont trouvés entre les populations d’Ae. albopictus des Amériques avec l’utilisation des mar-

65



Les moustiques vecteurs, Aedes aegypti et Aedes albopictus

queurs mitochondriaux (i.e. ND5, CO1) et d’ADN ribosomal (i.e. 5.8S, 18S, 28S) (Maia et

al. 2009 ; Mousson et al. 2005 ; Rai 1991). Ceci est probablement du (i) au caractère récent

de l’introduction de l’espèce sur le continent américain et de son ultérieure invasion d’un point

de vue évolutif et (ii) au flux des gènes à grande échelle tout au long du continent via le com-

merce international, maritime et aérien (Mousson et al. 2005 ; Navarro et al. 2013 ; Rai

1991). Ainsi, malgré les multiples efforts menés pour étudier la variabilité génétique d’Ae. al-

bopictus dans les Amériques, l’histoire de la colonisation exacte du continent par le mous-

tique tigre reste encore à débattre.
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Chapitre 4

Risque potentiel d’émergence du virus chikungunya en Amérique

4.1 Contexte

L’intensification des transports transcontinentaux de voyageurs a contribué en partie à

étendre la distribution géographique des moustiques Ae. aegypti et Ae. albopictus et par voie

de conséquence, des agents pathogènes dont ils sont vecteurs comme le virus chikungunya

(CHIKV). Depuis 2004, des épidémies de chikungunya (CHIK) ont été rapportées en Afrique,

en Asie, dans les ı̂les de l’Océan Indien, et de façon plus inattendue, en Europe (Staples et

al. 2009). Seule l’Amérique semblait épargnée par ce virus, malgré la présence de fortes den-

sités de moustiques vecteurs et les multiples importations du virus dans le continent par l’in-

termédiaire de voyageurs infectés de retour des pays où le virus circulait. En effet, entre 1995 et

2009, 109 cas importés de CHIK ont été identifiés aux Etats-Unis dont 13 (12%) ont développé

une virémie suffisamment importante pour infecter les moustiques (Gibney et al. 2011). De

plus, suite à l’épidémie de La Réunion, 9 cas importés de CHIK ont été rapportés en 2006 dans

les Antilles Françaises (Pan American Health Organization (PAHO) 2007).

Plusieurs éléments indiquent que l’Amérique est une région propice à l’établissement du

CHIKV : (i) la population est immunologiquement näıve pour ce virus, (ii) les deux espèces

vectrices du CHIKV, Ae. aegypti et Ae. albopictus sont présentes à de fortes densités, coexis-

tant également dans de nombreux territoires, (iii) les cas importés sont rapportés durant les

périodes où l’activité des moustiques est à leur maximum, et (iv) les conditions environne-

mentales, notamment la température dans ces régions tropicales et subtropicales, sont favo-

rables au développement des moustiques et à la réplication virale dans le vecteur (Bhatt et

al. 2013 ; Gibney et al. 2011). Ainsi, la première partie de ma thèse vise à évaluer le risque

d’émergence du chikungunya sur le continent américain.
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Pour répondre à cette question, une étape essentielle consiste à déterminer l’efficacité de

transmission du virus par les moustiques locaux en évaluant leur compétence vectorielle. Comme

il a été expliqué dans l’introduction, la compétence vectorielle est un paramètre complexe qui

diffère pour chaque couple moustique – agent pathogène. Par conséquent, des populations de

moustiques appartenant à la même espèce peuvent avoir des compétences vectorielles différentes

vis-à-vis d’un agent pathogène donné. Avant cette étude, la compétence vectorielle des popu-

lations d’Ae. aegypti et Ae. albopictus des Amériques vis-à-vis du CHIKV n’est connue que de

façon parcellaire. En effet, les études réalisées ont été limitées aux moustiques des Etats-Unis

d’Amérique ou des Antilles Françaises ; leur compétence vectorielle a été généralement évaluée

en utilisant un seul isolat de CHIKV (Girod et al. 2011 ; Reiskind et al. 2008 ; Richards et

al. 2010).

4.2 Démarche Expérimentale

Afin d’évaluer d’une façon fine et exhaustive le risque d’émergence du CHIKV en Amérique,

nous avons effectué une évaluation de la compétence vectorielle des populations d’Ae. aegypti et

Ae. albopictus issues de 10 pays d’Amérique continentale vis-à-vis de trois souches de CHIKV

appartenant à différents génotypes. Pour cela, 35 populations de moustiques, soit 22 d’Ae. ae-

gypti et 13 d’Ae. albopictus ont été récoltées en 2012 à l’aide des pondoirs pièges dans des lo-

calités s’étendant des Etats-Unis à l’Argentine. Les moustiques ont été ultérieurement élevés

dans nos insectariums sous conditions contrôlées : température constante de 28◦C, 80% d’hu-

midité relative et une photopériode de 14h :10h. Les femelles âgées de 7 jours ont reçu par la

suite un repas artificiel en laboratoire L3. La veille de l’infection expérimentale, du sang de la-

pin est prélevé, centrifugé et lavé avec du tampon phosphate salin (PBS), afin d’éliminer la frac-

tion sérique du sang et garder uniquement les érythrocytes. Le jour de l’infection expérimentale,

un mélange infectieux de titre 107.5 PFU/mL est préparé avec 1,4 mL de sang de lapin préchauffé

dans un bain-marie à 37◦C, de l’ATP à 5 mM (Sigma-Aldrich) et 0,7 mL de suspension de

CHIKV. Le mélange infectieux de 2,1 mL est déposé dans une capsule recouverte d’une peau

du poulet dégraissée ou d’intestin du porc. Les capsules sont placées pendant 20 min sur les

bôıtes contenant les femelles qui ingèrent le sang infectieux en piquant au travers de la peau

qui recouvre la base de chaque capsule. Au terme du repas infectieux, les femelles pleine-
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ment gorgées ont été maintenues jusqu’au 10ème jour post-infection (pi) avec 80% d’humi-

dité et une température de 28◦C. Aux jours 7 and 10 pi, 30 femelles sont examinées par condi-

tion : (i) la tête de chaque femelle est analysée pour déterminer l’efficacité de dissémination cor-

respondant à la proportion de femelles avec têtes infectées parmi les femelles analysées et (ii) la

salive de chaque femelle est analysée pour définir l’efficacité de transmission qui correspond à

la proportion de femelles avec la salive infectée parmi les femelles analysées. Les têtes et les sa-

lives sont titrées sur cellules C6/36 (Vega-Rua et al. 2013, Annexe 1)

A priori, n’importe quel génotype du CHIKV peut être introduit en Amérique par des

voyageurs revenant de pays infectés. Il est donc indispensable de caractériser la capacité des

moustiques d’Amérique à transmettre différents génotypes de CHIKV en utilisant différentes

souches de ce virus, ce qui permet également d’identifier des réceptivités particulières vis-à-

vis d’un génotype déterminé. Ainsi, nous avons utilisé trois souches de CHIKV pour l’infec-

tion des moustiques : deux appartenant au génotype Est-Centre-Sud-Africain (ECSA) isolées

à La Réunion en 2005 (Schuffenecker et al. 2006) et une souche du génotype asiatique

isolée en 2011 en Nouvelle Calédonie (Dupont-Rouzeyrol et al. 2012). Les souches apparte-

nant au génotype ECSA différent seulement par une substitution à la position E1-226 : la souche

CHIKV 0621 présente une valine (E1-226V) alors que la souche CHIKV 115 présente une ala-

nine dans la même position (E1-226A). La souche CHIKV NC isolée en nouvelle Calédonie est

phylogénetiquement plus distante des deux premières souches, et présente une alanine en po-

sition 226 (E1-226A) et une thréonine en position 98 (E1-98T) (Dupont-Rouzeyrol et al.

2012). Les 35 populations de moustiques ont été infectées expérimentalement avec la souche

CHIKV 0621, 22 populations (9 Ae. albopictus et 13 Ae. aegypti) ont été infectées avec la souche

CHIKV 115 et 6 populations (3 Ae. albopictus et 3 Ae. aegypti) ont été infectées avec la souche

CHIKV NC. Les infections expérimentales avec l’isolat CHIKV 0621 ont été faites en prio-

rité en raison du risque élevé que cette souche représentait pour les Amériques au moment où

les expériences ont été réalisées (2012-2013). En effet, la majorité des épidémies des 5 dernières

années jusqu’à 2012-2013 étaient principalement liées aux souches de CHIKV ayant la substitu-

tion E1-A226V (Coffey et al. 2013 ; Grandadam et al. 2011 ; Rezza et al. 2007). Cette cir-

culation importante du virus augmente les risques d’importation des souches virales ayant la

substitution E1-226V en Amérique, comme en témoignent les nombreux cas d’importation de

CHIKV recensés sur ce continent (Gibney et al. 2011).
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4.3 Résultats

Les résultats obtenus ont fait l’objet d’une publication parue dans la revue � Journal of

Virology � : High Level of Vector Competence of Aedes aegypti and Aedes albopictus

from Ten American Countries as a Crucial Factor in the Spread of Chikungunya

Virus. DOI : 10.1128/JVI.00370-14.

4.4 Conclusions

Les populations d’Ae. aegypti et Ae. albopictus d’Amérique continentale ont montré une

efficacité de dissémination importante (∼100%) des trois isolats de CHIKV, quelle que soit

l’origine géographique de la population. Le virus arrive donc à franchir la barrière intestinale

de la quasi-totalité des moustiques examinés. Par contre, nous avons observé des différences

d’efficacité de transmission entre les populations d’Ae. aegypti et Ae. albopictus d’Amérique, ce

qui souligne le rôle clé des glandes salivaires pour moduler la transmission du CHIKV. Comme

il a été signalé dans l’introduction, la compétence vectorielle dépend fortement des interactions

G x G (génotype du moustique x génotype du virus) et des facteurs environnementaux tels que

la température, l’humidité ou encore la photopériode. Dans notre étude, nous avons soumis des

moustiques issus des différentes localités à un environnement contrôlé privilégiant l’évaluation

des interactions G x G indépendamment des conditions environnementales.

Ce travail montre pour la première fois que la majorité des populations d’Ae. aegypti et Ae.

albopictus d’Amérique continentale est capable de transmettre les trois isolats de CHIKV avec

des efficacités de transmission modérées (30% ≥ TE > 70%) à hautes (≥ 70%) au jour 7 pi,

soulignant ainsi le risque élevé d’établissement et de propagation du CHIKV en Amérique. En

effet, une fois le virus importé, il pourra être efficacement transmis par des moustiques locaux

quel que soit le génotype viral. Par ailleurs, la transmission virale pourrait avoir lieu assez

rapidement puisque des particules de CHIKV ont été retrouvées dans la salive des moustiques

à partir du 3ème jour pi. Ces résultats ont été malheureusement confortés avec la détection des

premiers cas de CHIK en octobre 2013 sur l’̂ıle de Saint-Martin (Cassadou et al. 2014).
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Article 1

[l]
High Level of Vector Competence of Aedes aegypti and Aedes al-

bopictus from Ten American Countries as a Crucial Factor in the

Spread of Chikungunya Virus

Vega-Rúa, A.

Institut Pasteur/Arboviruses and

Insect Vectors/Université Pierre et

Marie Curie

Zouache, K.

Institut Pasteur/Arboviruses and

Insect Vectors

Girod, R.

Institut Pasteur de la

Guyane/Unité d’Entomologie

Médicale

Failloux, A-B.

Institut Pasteur/Arboviruses and

Insect Vectors

Lourenço-de-Oliveira

Instituto Oswaldo

Cruz/Laboratório de

Transmissores de Hematozoários

Chikungunya virus (CHIKV) causes a major public health

problem. In 2004, CHIKV began an unprecedented global ex-

pansion and has been responsible for epidemics in Africa,

Asia, islands in the Indian Ocean region, and surprisingly,

in temperate regions, such as Europe. Intriguingly, no local

transmission of chikungunya virus (CHIKV) had been repor-

ted in the Americas until recently, despite the presence of vec-

tors and annually reported imported cases. Here, we asses-

sed the vector competence of 35 American Aedes aegypti and

Aedes albopictus mosquito populations for three CHIKV ge-

notypes. We also compared the number of viral particles of

different CHIKV strains in mosquito saliva at two different

times postinfection. Primarily, viral dissemination rates were

high for all mosquito populations irrespective of the tested

CHIKV isolate. In contrast, differences in transmission effi-

ciency (TE) were underlined in populations of both species

through the Americas, suggesting the role of salivary glands

in selecting CHIKV for highly efficient transmission. None-

theless, both mosquito species were capable of transmitting

all three CHIKV genotypes, and TE reached alarming rates

as high as 83.3% and 96.7% in A. aegypti and A. albopic-

tus populations, respectively. A. albopictus better transmit-

ted the epidemic mutant strain CHIKV 0621 of the East-

Central-South African (ECSA) genotype than did A. aegypti,

whereas the latter species was more capable of transmitting

the original ECSA CHIKV 115 strain and also the Asian ge-

notype CHIKV NC. Therefore, a high risk of establishment

and spread of CHIKV throughout the tropical, subtropical,

and even temperate regions of the Americas is more real.
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4.5 Article 1

Importance

Until recently, the Americas had never re-

ported chikungunya (CHIK) autochthonous

transmission despite its global expansion be-

ginning in 2004. Large regions of the conti-

nent are highly infested with Aedes aegypti

and Aedes albopictus mosquitoes, and mil-

lions of dengue (DEN) cases are annually

recorded. Indeed, DEN virus and CHIK virus

(CHIKV) share the same vectors. Due to a re-

cent CHIK outbreak affecting Caribbean is-

lands, the need for a Pan-American evalu-

ation of vector competence was compelling

as a key parameter in assessing the epidemic

risk. We demonstrated for the first time

that A. aegypti and A. albopictus populations

throughout the continent are highly compe-

tent to transmit CHIK irrespective of the

viral genotypes tested. The risk of CHIK

spreading throughout the tropical, subtropi-

cal, and even temperate regions of the Ameri-

cas is more than ever a reality. In light of our

results, local authorities should immediately

pursue and reinforce epidemiological and en-

tomological surveillance to avoid a severe epi-

demic.

Introduction

Chikungunya virus (CHIKV) is an al-

phavirus in the family Togaviridae that is

transmitted by mosquitoes, mainly Aedes ae-

gypti and Aedes albopictus within an urban

cycle. Since 2004, CHIKV has reemerged in

Indian Ocean islands and has caused severe

epidemics in several countries in tropical and

subtropical regions in Africa and Asia, as well

as in temperate Mediterranean areas in Eu-

rope (1).

Aedes aegypti is widespread in the Amer-

icas, where it is the only confirmed natu-

ral dengue virus (DENV) vector (2). Al-

though its geographical distribution is more

limited, A. albopictus is considered a poten-

tial vector in the Americas due to the high

level of vector competence of local popula-

tions for DENV (3, 4). More than 2 million

dengue (DEN) cases are annually reported

in the American continent each year (5).

The most critical epidemiological situation is

that described for South America, which re-

ported more than 1.5 million dengue cases in

2013, with an incidence rate of more than

650 cases/100,000 inhabitants in the South

Cone alone (6). Such an epidemiological sce-

nario points to the weakness of mosquito con-

trol activities and the high receptivity to in-

troduction and spread of other arboviruses

transmitted by both mosquito species like

CHIKV in other parts of the continent (1,

7, 8). In fact, as CHIKV and DENV share

the same mosquito vector species, epidemic

waves caused by both viruses affect the same

regions, and human coinfections may occur

(9, 10). Moreover, the intensification of in-

tercontinental travel with recurrent returns

of dozens of viremic CHIKV cases from af-
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fected areas—which may bypass the surveil-

lance systems due to the clinical similari-

ties to other viruses circulating in the Ameri-

cas—exemplifies the vulnerability of this con-

tinent to CHIKV epidemics (11, 12). Indeed,

Brazil, Canada, the United States, French

Guiana, and the French West Indies (Guade-

loupe and Martinique) have reported several

imported cases of CHIKV since its reemer-

gence in 2004 (6, 13).

Intriguingly, until December 2013,

autochthonous CHIKV transmission had

never been reported in the Americas,

a continents in which all of the condi-

tions are apparently suitable for its estab-

lishment: (i) the Americas are a virgin conti-

nent for CHIKV, (ii) the main mosquito vec-

tors of CHIKV, A. aegypti and A. albopic-

tus, are present at high densities in most ar-

eas, (iii) imported cases are annually reported

in periods of high mosquito density and ac-

tivity, and (iv) temperature and environmen-

tal conditions of large tropical and subtropi-

cal zones are favorable to mosquito develop-

ment and activity as well as to viral repli-

cation in the vector (11, 14). In early De-

cember 2013, two laboratory-confirmed au-

tochthonous CHIKV cases were reported

in the French territory of Saint-Martin Is-

land in the Caribbean (6). Very rapidly,

an epidemic was established on the is-

land, with almost 2,030 clinical cases and

more than 765 confirmed cases, and sub-

sequently, some CHIKV cases were de-

tected in Martinique, Guadeloupe, Saint-

Barthelemy, and also French Guiana (15).

Therefore, CHIKV is progressively spread-

ing, putting at high epidemic risk the vast ar-

eas of the Americas infested with A. ae-

gypti and A. albopictus.

To achieve efficient transmission, numer-

ous factors regarding the invertebrate and the

vertebrate hosts, the virus, and the environ-

mental conditions must ideally converge (16).

Concerning the mosquito host, vector compe-

tence is considered to be unique and charac-

teristic for each virus-vector pair. Indeed dif-

ferences of vector competence can be found

between different populations belonging to a

single insect vector species (17). Vector com-

petence is a quantitative phenotypic param-

eter controlled by genetic characteristics of

both vector and virus, which in turn is influ-

enced by environmental conditions (18–20).

Mosquito vector competence to CHIKV and

DENV seems to be determined by genotype-

by-genotype interactions, in which successful

transmission depends on some specific com-

bination of mosquito and viral genetic char-

acteristics (21–26). CHIKV has four major

lineages: East-Central-South Africa (ECSA),

West Africa, Asian, and the Indian Ocean,

a monophyletic lineage descendant from the

ECSA group (27). The CHIKV lineages

have displayed distinct transmission efficien-

cies in mosquito vector species and popula-

tions (25, 28, 29). Throughout the 2005-2006

CHIKV epidemic in the Indian Ocean region,
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a CHIKV lineage strain harboring a substi-

tution of an alanine to valine at position 226

of the E1 envelope glycoprotein (E1-A226V)

was better transmitted by A. albopictus (22,

24). It was later shown that other positions in

the E2 glycoprotein exert epistatic effects on

the position E1-226V (23), and some substi-

tutions can block the adaptation of E1-226V

to A. albopictus. These epistatic interactions

are lineage specific.

Determination of vector competence of

mosquito populations is a key parameter in

evaluating the risk of CHIKV transmission

and spread. Given the alarming epidemiolog-

ical situation due to the very recent chikun-

gunya outbreak affecting the Caribbean is-

lands, the need for evaluation of the vector

competence of American mosquito popula-

tions is compelling. Until now, studies were

only limited to mosquitoes from the United

States and the French Caribbean (30–33).

With the aim of understanding the factors

that may influence CHIKV emergence in the

Americas and the risk of a CHIKV epidemic

spreading throughout the continent, we car-

ried out a comprehensive Pan-American eval-

uation of vector competence of 35 A. aegypti

and A. albopictus populations from 10 coun-

tries toward three CHIKV isolates belonging

to two distinct lineages.

Materials and Methods

Ethics statement. The Institut Pas-

teur animal facility has received accreditation

from the French Ministry of Agriculture to

perform experiments on live animals in com-

pliance of the French and European regula-

tions on care and protection of laboratory an-

imals. This study was approved by the In-

stitutional Animal Care and Use Committee

(IACUC) at the Institut Pasteur. No specific

permits were required for the described field

studies in locations that are not protected in

any way and did not involve endangered or

protected species.

Mosquitoes. Thirty-five mosquito pop-

ulations collected in 10 countries from North,

Central, and South America were used: 22

populations of A. aegypti and 13 of A. al-

bopictus (Fig. 24; Table 2). The mosquitoes

were field collected in 2012 with ovitraps (10

to 58 per collection site). The mosquito col-

lection sites were strategically chosen in order

to essentially represent the diverse climates,

environments, ecotopes, and dengue epidemi-

ological history across the American conti-

nent. The field-collected eggs were immersed

in water for hatching; larvae were split by 100

to 150 individuals per pan and fed with yeast

tablets. Emerging adults were maintained in

cages at 28 ± 1◦C with a 14-h-light/10-h-

dark cycle, 80% relative humidity, and sup-

plied with a 10% sucrose solution. The F1

generation was used for all infection assays.

Viral strains. Three CHIKV isolates be-

longing to two distinct lineages were used:

two CHIKV isolates from La Réunion and

one from New Caledonia. The isolates from
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Figure 24: Mosquito populations tested. The color code indicates localities where only A. aegypti
(red), only A. albopictus (blue), and both A. aegypti and A. albopictus (green) mosquitoes were
collected. TYS, Tyson, MO; VRB, Vero Beach, FL; MXC, Chiapas, Mexico; PAN, Panamá, Panama;
DEL, Delta Amacuro, Venezuela; TUM, Tumbes, Peru; PUM, Punchana, Peru; MAN, Manaus, Brazil;
STR, Santarém, Brazil; PNM, Parnamirim, Brazil; CAB, Campos Belos, Brazil; CPG, Campo Grande,
Brazil; JRB, Jurujuba, Brazil; PAQ, Paquetá, Brazil; VAZ, Vaz Lobo, Brazil; BEL, Belford Roxo,
Brazil; SAN, Santos, Brazil; BMA, Monteagudo, Bolivia; SDG, Salto del Guairá, Paraguay; ASU,
Asunción, Paraguay; SAL, Salto, Uruguay; MIA, Misiones, Argentina; ACO, Corrientes, Argentina;
BUE, Buenos Aires, Argentina.

La Réunion were the strains (i) CHIKV

05.115 (CHIKV 115) and (ii) CHIKV 06.21

(CHIKV 0621), both isolated in 2005 (34)

and provided by the French National Refer-

ence Center for Arboviruses at the Institut

Pasteur in Paris. The amino acid consensus

sequences of these strains differed by only a

single substitution: CHIKV 115 has an ala-

nine at position 226 of the E1 envelope gly-

coprotein (E1-226A), whereas CHIKV 0621

harbors a valine at the same position (E1-

226V). It has been shown the E1-A226V sub-

stitution is located in a region known to be in-

volved in viral entry via fusion with endoso-

mal membranes (35). Both strains have an

alanine at position 98 of the E1 glycopro-

tein (E1-98A) that has been shown to exert

no negative epistatic effects on position E1-

226; the position E1-98 is located at the base

of the fusion loop and presumably modulates

the kinetics of the pH-dependent conforma-

tional changes and fusion reaction in the en-

dosomal compartment (36). The viral titer

estimated by serial 10-fold dilutions on Vero
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cells was 109 PFU/ml for both CHIKV 115

and CHIKV 0621. Both strains were iso-

lated on A. albopictus C6/36 cells from hu-

man serum or viral stocks and were pro-

duced following three passages on A. albopic-

tus C6/36 cells and then harvested and stored

at -80◦C until used for the mosquito exper-

imental infection assays. The New Caledo-

nia CHIKV strain referenced as NC/2011-

568 (CHIKV NC), was isolated in 2011 (27,

37) and provided by the Institut Pasteur of

New Caledonia. Phylogenetic analysis using

the complete CHIKV NC genome nucleotide

sequence demonstrated that CHIKV NC be-

longs to the Asian lineage, displaying 98.1%

nucleotide identity to other isolates of the

Asian cluster of CHIKV phylogeny. The

CHIKV NC strain has an alanine at position

E1-226 (E1-226A) and a threonine at posi-

tion E1-98 (E1-98T). It has been shown that

in contrast with the ECSA genotype, the sub-

stitution E1-98T exerts a negative epistatic

interaction leading to blocking the ability

of Asian CHIKV strains to adapt to A. al-

bopictus via the E1-A226V substitution (24).

The whole genome sequence of CHIKV NC

is available in GenBank under accession no.

HE806461.

CHIKV NC 2nd passage was used for the

experimental infections of mosquitoes. The

titer of CHIKV NC stocks was 108.1 PFU/ml.

Mosquito oral infections. Five-to 7-

day-old females were fed on an infectious

blood meal containing 2 ml of washed rab-

bit erythrocytes and 1 ml of viral suspension

supplemented with a phagostimulant (ATP)

at a final concentration of 5 mM. The titer

of all performed infectious bloodmeals was

107.5 PFU/ml. Mosquito feeding was limited

to 50 min. After the infectious blood meal,

nonengorged females were discarded. Fully

engorged females were transferred in card-

board containers and maintained with 10%

sucrose at 28◦C± 1◦C. All 35 mosquito popu-

lations were challenged with the CHIKV 0621

strain (13 A. albopictus and 22 A. aegypti

populations), whereas 22 populations (9 A.

albopictus and 13 A. aegypti) were chal-

lenged with the CHIKV 115 strain and 6

populations (3 A. albopictus and 3 A. ae-

gypti) with CHIKV NC. Mosquito popula-

tions from the same location were simulta-

neously tested with the CHIKV 0621 and

CHIKV 115 strains.
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Dissemination and transmission

analysis. Batches of 30 mosquitoes of

each combination of mosquito popula-

tion and virus strain were analyzed at

days 7 and 10 postinfection (p.i.) for all

CHIKV strains tested. Days p.i. were de-

fined according to the kinetics of CHIKV dis-

semination and transmission efficien-

cies (DE and TE, respectively) in A. albopic-

tus mosquitoes from Paquetá, Rio de Janeiro,

Brazil (maximum at day 7 p.i. and slight de-

crease by day 10) (Fig. 25). To estimate vi-

ral dissemination, heads were removed from

mosquitoes and ground in 250 µl of Lei-

bovitz L15 medium (Invitrogen) supple-

mented with 2% fetal bovine serum (FBS)

for further inoculation onto A. albopic-

tus C6/36 cell culture in 96-well plates. Af-

ter incubation at 28◦C for 3 days, plates were

stained using hyperimmune ascetic fluid spe-

cific to CHIKV as the primary anti-

body. Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG

was used as the second antibody (Life Tech-

nologies).

To estimate viral transmission, saliva was

collected from individual mosquitoes as de-

scribed in reference 38. For collection, the

wings and legs were removed from each

mosquito and the proboscis was inserted into

a 20-µl tip containing 5 µl of FBS. After 45

min of salivation, FBS containing saliva was

expelled into 45 µl of Leibovitz L15 medium

for titration. One limitation of this technique

is that the volume of saliva delivered by fe-

males could not be estimated.

Dissemination efficiency (DE) corre-

sponds to the proportion of mosquitoes with

virus detected in heads among tested ones

(i.e., engorged mosquitoes which have sur-

vived until the day of examination). Trans-

mission efficiency corresponds to the pro-

portion of mosquitoes with virus in the

saliva among tested ones (i.e., surviving fe-

males, including females unable to dissem-

inate the virus and those able to dissem-

inate). The number of infectious parti-

cles per saliva sample was estimated by titra-

tion using a focus fluorescent assay on A. al-

bopictus C6/36 cells. Samples were se-

rially diluted and inoculated onto C6/36

cells in 96-well plates, following incuba-

tion at 28◦C for 3 days, and then the plates

were stained as explained above.

Statistical analysis. Statistical analy-

ses were performed with STATISTICA 8 soft-

ware (StatSoft, Inc., Tulsa, OK). The num-

bers of infectious particles in saliva were com-

pared using the Kruskal-Wallis test. Dis-

semination and transmission efficiencies were

compared using the chi-square test. Kruskal-

Wallis Z multiple-comparison test was used

to compare more than 5 dissemination and

transmission efficiency rates.

Results

DE. To measure the ability of American

A. aegypti and A. albopictus mosquitoes to

allow CHIKV to overcome the midgut barrier,
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Figure 25: Dissemination (A) and transmission (B) efficiencies of two CHIKV isolates and two clones
of the respective viral isolates in A. albopictus mosquitoes from Paquetá, Rio de Janeiro, Brazil. At
days 1, 2, 3, 7, and 10 after an infectious blood meal, mosquitoes were sacrificed, and heads and saliva
were collected for determination of their infectious status. Mosquito heads were individually ground in
250 µl Leibovitz L15 medium supplemented with 4% FBS, following inoculation onto an A. albopictus
C6/36 cell monolayer in 96-well plates and incubation at 28◦C for 3 days. Plates were fixed with 3.6%
formaldehyde, washed three times with PBS, and analyzed by indirect immunofluorescence assay
(IFA). For saliva collection, each mosquito had the wings and legs removed, and the proboscis was
inserted into a 20-µl tip containing 5 µl of FBS. After 45 min of salivation, FBS containing saliva was
expelled into 45 µl of Leibovitz L15 medium and inoculated onto an A. albopictus C6/36 cell monolayer
in 96-well plates. Plates were incubated and stained (IFA) as described in Materials and Methods.
Dissemination efficiency corresponds to the proportion of mosquito females with disseminated virus
in the head among the tested mosquitoes. Transmission efficiency corresponds to the proportion
of mosquitoes with infectious saliva among the tested mosquitoes. CHIKV 0621 is a strain isolated
from La Réunion (E1-226V substitution), CHIKV 115 is a strain isolated from La Réunion (E1-226A),
CHIKV 0621 (V) is a clone corresponding to a single virus isolated from CHIKV 0621, and CHIKV 115
(A) is a clone corresponding to a single virus isolated from CHIKV 115. Clones were provided by C.
Arias-Goeta, Institut Pasteur, Paris, France.

dissemination efficiency (DE) was assessed for

each pairing of mosquito population and virus

strain at days 7 and 10 p.i. (Tables 3 and 4).

All A. aegypti and A. albopictus popu-

lations showed similar DE values at days 7

and 10 p.i. for the three CHIKV isolates

(chisquare test, P > 0.05). For CHIKV 0621,

DE at day 7 p.i. ranged from 60% to 100%

83
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for A. albopictus and from 93.3% to 100% for

A. aegypti. For CHIKV 115, DE at day 7 var-

ied from 66.7% to 96.9% for A. albopictus and

from 96.6% to 100% for A. aegypti, while for

CHIKV NC, DE ranged from 90% to 96.7%

for A. albopictus and from 96.9% to 100% for

A. aegypti. The A. aegypti populations tested

displayed similar DE values of around 100%

for the three CHIKV isolates (chi-square test,

P > 0.05). Likewise, DE values obtained

for A. albopictus were extensively high, al-

though rates were significantly heterogeneous

for CHIKV 0621 (chi-square test, P < 0.05)

and CHIKV 115 (chi-square test, P < 0.05).

Thus, when comparing DE values for a given

virus between the two mosquito species sam-

pled in a same location, no significant differ-

ence was found, except for MXC in Mexico

when infected with CHIKV 0621 (chi-square

test, P < 0.05) and CHIKV 115 (chi-square

test, P < 0.05) and for VRB in the United

States when infected with CHIKV 115 (chi-

square test, P < 0.05). In these last three

cases, A. aegypti exhibited a higher DE than

A. albopictus collected in the same site what-

ever the viral strain. In addition, no differ-

ence was observed in DE values between the

three A. aegypti and A. albopictus popula-

tions challenged with the CHIKV NC isolate

(chi-square test, P > 0.05).

TE. In order to determine the ability

of American A. aegypti and A. albopictus

mosquitoes to sustain CHIKV transmission,

we assessed transmission efficiency (TE) at

days 7 and 10 p.i. Only TE values at day 7

p.i are presented in Fig. 26 and 27. (For TE

values at day 10 p.i., see supplemental mate-

rial in Annex 3). The TE values obtained for

A. aegypti and A. albopictus were highly het-

erogeneous and lower than the DE values.

When mosquitoes were exposed to

CHIKV 0621, TE values ranged from 13.3%

to 96.7% at day 7 p.i. and 6.7% to 85.2%

at day 10 p.i. A. albopictus better transmit-

ted CHIKV 0621 than A. aegypti at day 7

p.i. (mean ± confidence interval [CI], 44.7%

± 7.8% for A. aegypti and 55.8% ± 12.3%

for A. albopictus) and at day 10 p.i. (mean

± CI, 33.1% ± 6.2% for A. aegypti and

55.5% ± 12.0% for A. albopictus). Within the

same mosquito species, TE values were signif-

icantly different (chi-square test, P < 0.05) at

days 7 and 10 p.i. When considering each of

the 10 populations where the two species co-

exist (VRB, MXC, PAN, MAN, PNM, JRB,

PAQ, VAZ, BEL, and SAN), A. albopictus ex-

hibited a higher TE than A. aegypti when in-

fected with CHIKV 0621, except for the VRB

population from Florida (Fig. 26 and 27; see

Table A2 in the supplemental material; An-

nex 3).

When mosquitoes were infected with

CHIKV 115, TE values comprised between

11.1% and 82.1% at day 7 p.i. and 10% and

76.7% at day 10 p.i. A. aegypti better trans-

mitted CHIKV 115 than A. albopictus at day

7 p.i. (mean ± CI, 49.5% ± 10.3% for A. ae-

gypti and 49.5% ± 13.6% for A. albopictus).
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Table 3: Dissemination efficiency of three CHIKV isolates in 22 A. aegypti and 13 A. albopictus
populations from 10 American countries at day 7 post-infection.

Country
Mosquito

population
CHIKV 0621 CHIKV 115 CHIKV NC

AE AL AE AL AE AL

United States TYS ND 96.7% (30) ND 83.3%(30) ND ND
VRB 100% (30) 93.3% (30) 100% (18) 73.3%* (30) ND ND

Mexico MXC 96.7% (30) 73.3% (30)* 96.7% (30) 66.7% (30)* ND ND
Panama PAN 96.7% (30) 96.7% (30) 96.7% (30) 93.3% (30) 100% (30) 96.7% (30)
Venezuela DEL 100% (23) ND 100% (28) ND ND ND
Peru TUM 100% (30) ND ND ND ND ND

PUM 100% (30) ND 100% (29) ND ND ND
Brazil MAN 100% (30) 96.7% (30) ND 90.3% (31) 100% (30) 90% (30)

STR 100%(30) 100% (30) ND 88.4% (26) ND ND
PNM 100% (30) 93.3% (30) ND ND ND ND
CAB 100% (30) ND ND ND ND ND
CPG 100% (30) ND 100% (30) ND ND ND
JRB 100% (30) 100% (30) 100% (30) ND ND ND
PAQ 100% (30) 87.1% (31) 100% (30) 96.9% (29) ND ND
VAZ 100% (30) 91.3% (23) ND ND ND ND
BEL 100% (30) 90.9%(22) ND ND ND ND
SAN 93.3% (30) 100% (30) ND 87.5% (8) ND ND

Bolivia BMA 100% (30) ND 100% (30) ND ND ND
Paraguay SDG 100% (30) ND ND ND ND ND

ASU 100% (30) ND 96.7% (30) ND ND ND
Uruguay SAL 100% (30) ND 100% (30) ND ND ND
Argentina MIA ND 60% (30) ND 66.7% (26) ND 93.3% (30)

ACO 100% (30) ND 100% (30) ND ND ND
BUE 100% (30) ND 96.6% (29) ND 96.9% (33) ND

Dissemination efficiency corresponds to the proportion of mosquitoes with disseminated virus in heads
among tested ones. Numbers of analyzed mosquitoes are shown in parenthesis. AE: Aedes aegypti ;
AL: Aedes albopictus; Viral strains: CHIKV 0621 isolated from La Réunion (ECSA genotype, E1-226V
and E1-98A substitutions), CHIKV 115 isolated from La Réunion (ECSA genotype, E1-226A and E1-
98A substitutions) and CHIKV NC isolated from New Caledonia (Asian genotype, E1-226A and E1-
98T substitutions). Mosquito populations (from North to South): TYS Tyson (United States), VRB
Vero Beach (United States), MXC Chiapas (Mexico), PAN Panamá (Panama), DEL Delta Amacuro
(Venezuela), TUM Tumbes (Peru), PUM Punchana (Peru), MAN Manaus (Brazil), STR Santarém
(Brazil), PNM Parnamirim (Brazil), CAB Campos Belos (Brazil), CPG Campo Grande (Brazil),
JRB Jurujuba (Brazil), PAQ Paquetá (Brazil), VAZ Vaz Lobo (Brazil), BEL Belford Roxo (Brazil),
SAN Santos (Brazil), BMA Monteagudo (Bolivia), SDG Salto del Guairá (Paraguay), ASU Asuncion
(Paraguay), SAL Salto (Uruguay), MIA Misiones (Argentina), ACO Corrientes (Argentina), BUE
Buenos Aires (Argentina). ND: Not determined. * Statistical differences of DE between the two mosquito
species for a given virus (P<0.05)

Within the same mosquito species, TE values

were significantly different (chisquare test, P

< 0.05) at days 7 and 10 p.i. When consider-

ing each of the four populations where the two

species coexist (VRB, MXC, PAN, and PAQ),

one species did not present a clear-cut advan-

tage over the other to transmit CHIKV 115

(Fig. 26 and 27; see see Table A2 in the sup-

plemental material; Annex 3).

Interestingly, among the eight A. al-

bopictus populations simultaneously chal-

lenged with CHIKV 0621 and CHIKV 115,

four showed unexpected higher TE for

CHIKV 115 and one displayed equal rates

(Fig. 26; see Table A2 in the supplemen-

tal material; Annex 3). Remarkably, TE

rates were heterogeneous even between A.

albopictus populations geographically close,

i.e., from Rio de Janeiro, Brazil (JRB, PAQ,

BEL, and VAZ), when exposed to the same

CHIKV 0621 isolate (Fig. 26 and 27).
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Table 4: Dissemination efficiency of three CHIKV isolates in 22 A. aegypti and 13 A. albopictus
populations from 10 American countries at day 10 post-infection.

Country
Mosquito

population
CHIKV 0621 CHIKV 115 CHIKV NC

AE AL AE AL AE AL

United States TYS ND 93.3% (30) ND 63.6%(11) ND ND
VRB 100% (30) 85.7% (7)* ND 96.7% (30) ND ND

Mexico MXC 93.3% (30) 70.0% (30)* 100% (30) 53.3% (30)*** ND ND
Panama PAN 100% (30) 96.7% (30) 96.7% (30) 83.3% (30) 100% (30) 96.7% (30)
Venezuela DEL 100% (10) ND 100% (15) ND ND ND
Peru TUM 100% (30) ND ND ND ND ND

PUM 100% (29) ND 100% (30) ND ND ND
Brazil MAN 100% (30) 100% (36) ND 97.1% (34) 100% (30) 93.3% (30)

STR 100%(30) 100% (20) ND ND ND ND
PNM 100% (30) 90% (30) ND ND ND ND
CAB 100% (30) ND ND ND ND ND
CPG 100% (30) ND 100% (29) ND ND ND
JRB 100% (30) 100% (30) 100% (30) ND ND ND
PAQ 100% (30) 87.5% (32)* 100% (30) ND ND ND
VAZ 96.7% (30) 100% (32) ND ND ND ND
BEL 100% (30) 88.9%(27) ND ND ND ND
SAN 100% (29) 100% (30) ND ND ND ND

Bolivia BMA 100% (30) ND 100% (30) ND ND ND
Paraguay SDG 100% (30) ND ND ND ND ND

ASU 100% (30) ND 93.3% (30) ND ND ND
Uruguay SAL 100% (30) ND 100% (30) ND ND ND
Argentina MIA ND 93.3% (30) ND 80% (30) ND 96.7% (30)

ACO 100% (30) ND 96.7% (30) ND ND ND
BUE 96.7% (30) ND 100% (30) ND 90% (30) ND

Dissemination efficiency corresponds to the proportion of mosquitoes with disseminated virus in heads
among tested ones. Numbers of analyzed mosquitoes are shown in parenthesis. AE: Aedes aegypti; AL:
Aedes albopictus; Viral strains: CHIKV 0621 isolated from La Réunion (ECSA genotype, E1-226V and
E1-98A substitutions), CHIKV 115 isolated from La Réunion (ECSA genotype, E1-226A and E1-98A sub-
stitutions) and CHIKV NC isolated from New Caledonia (Asian genotype, E1-226A and E1-98T substi-
tutions). Mosquito populations (from North to South): TYS Tyson (United States), VRB Vero Beach
(United States), MXC Chiapas (Mexico), PAN Panamá (Panama), DEL Delta Amacuro (Venezuela),
TUM Tumbes (Peru), PUM Punchana (Peru), MAN Manaus (Brazil), STR Santarém (Brazil), PNM
Parnamirim (Brazil), CAB Campos Belos (Brazil), CPG Campo Grande (Brazil), JRB Jurujuba
(Brazil), PAQ Paquetá (Brazil), VAZ Vaz Lobo (Brazil), BEL Belford Roxo (Brazil), SAN Santos
(Brazil), BMA Monteagudo (Bolivia), SDG Salto del Guairá (Paraguay), ASU Asuncion (Paraguay),
SAL Salto (Uruguay), MIA Misiones (Argentina), ACO Corrientes (Argentina), BUE Buenos Aires (Ar-
gentina). ND: Not determined. * Statistical differences of DE between the two mosquito species for a
given virus: * (P<0.05); *** (P<0.001).

Finally, when mosquitoes were exposed to

the CHIKV NC strain, TE values varied from

30% to 83.3% at day 7 p.i. and from 26.7% to

53.3% at day 10 p.i. A. aegypti better trans-

mitted CHIKV NC than A. albopictus at day

7 p.i. (mean ± CI, 64.5% ± 20.7% for A.

aegypti and 48.9% ± 25.1% for A. albopic-

tus). Within the same mosquito species, TE

values were significantly different (chi-square

test, P < 0.05) at day 7 and not at day 10

p.i. (chisquare test, P > 0.05) (see Table A2

in the supplemental material; Annex 3). We

also found that 23% to 56% of mosquitoes

collected in temperate regions, A. albopic-

tus TYS (Tyson, MO) and A. aegypti SAL

(Salto, Uruguay) and BUE (Buenos Aires,

Argentina) were able to efficiently transmit

CHIKV 0621. Moreover, A. aegypti mosqui-

toes from the last two sites of the Southern

Cone were also competent to efficiently trans-

mit CHIKV 0115 and CHIKV NC at day 7

p.i., respectively (SAL, 70% for CHIKV 115;
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Risque potentiel d’émergence du virus chikungunya en Amérique

Figure 26: Transmission efficiency of three CHIKV isolates in 35 A. albopictus and A. aegypti popula-
tions from 10 American countries at day 7 post-infection. After an infectious blood meal, mosquitoes
were sacrificed and saliva was collected from individual mosquitoes and titrated by focus fluorescent as-
say on C6/36 A. albopictus cells to determine infectious status. Transmission efficiency corresponds to
the proportion of mosquitoes with infectious saliva among tested ones. Viral strains: CHIKV 0621 iso-
lated from La Réunion (ECSA genotype, E1-226V and E1-98A substitution), CHIKV 115 isolated from
La Réunion (ECSA genotype, E1-226A and E1-98A substitution) and CHIKV NC isolated from New
Caledonia (Asian genotype, E1-226A and E1-98T substitution). Mosquito populations (from North
to South): TYS Tyson (United States), VRB Vero Beach (United States), MXC Chiapas (Mexico),
PAN Panamá (Panama), DEL Delta Amacuro (Venezuela), TUM Tumbes (Peru), PUM Punchana
(Peru), MAN Manaus (Brazil), STR Santarém (Brazil), PNM Parnamirim (Brazil), CAB Cam-
pos Belos (Brazil), CPG Campo Grande (Brazil), JRB Jurujuba (Brazil), PAQ Paquetá (Brazil),
VAZ Vaz Lobo (Brazil), BEL Belford Roxo (Brazil), SAN Santos (Brazil), BMA Monteagudo (Bo-
livia), SDG Salto del Guairá (Paraguay), ASU Asuncion (Paraguay), SAL Salto (Uruguay), MIA
Misiones (Argentina), ACO Corrientes (Argentina), BUE Buenos Aires (Argentina). Error bars show
the confidence intervals (95%).

BUE, 48.3% for CHIKV 115 and 63.6% for

CHIKV NC).

Intensity of transmission. The inten-

sity of viral transmission can be calculated by

estimating the viral load in saliva collected

from mosquitoes. When infected with the

CHIKV 0621 isolate, the number of viral par-

ticles in saliva ranged from 0.4 to 4.4 log10

particles for A. albopictus and from 0.4 to

5.1 log10 particles for A. aegypti. Concern-

ing mosquitoes infected with the CHIKV 115

isolate, the number of viral infectious parti-

cles varied from 0.4 to 4.7 log10 for A. albopic-
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Figure 27: Transmission efficiency of CHIKV 0621 and CHIKV 115 isolates in 35 A. aegypti and A.
albopictus populations from 10 American countries at day 7 post-infection. Transmission efficiency
corresponds to the proportion of mosquitoes with infectious saliva among tested ones. Color-code
indicates different degrees of transmission efficiency (TE): yellow, mosquito strains with TE ≤ 30%
(low TE); pale-orange, strains with 30% < TE < 70% (moderated TE); red, strains with TE ≥
70% (high TE). Viral strains: CHIKV 0621 isolated from La Réunion (ECSA genotype, E1-226V
substitution) and CHIKV 115 isolated from La Réunion (ECSA genotype, E1-226A substitution.
Mosquito populations (from North to South): TYS Tyson (United States), VRB Vero Beach (United
States), MXC Chiapas (Mexico), PAN Panamá (Panama), DEL Delta Amacuro (Venezuela), TUM
Tumbes (Peru), PUM Punchana (Peru), MAN Manaus (Brazil), STR Santarém (Brazil), PNM
Parnamirim (Brazil), CAB Campos Belos (Brazil), CPG Campo Grande (Brazil), JRB Jurujuba
(Brazil), PAQ Paquetá (Brazil), VAZ Vaz Lobo (Brazil), BEL Belford Roxo (Brazil), SAN Santos
(Brazil), BMA Monteagudo (Bolivia), SDG Salto del Guairá (Paraguay), ASU Asuncion (Paraguay),
SAL Salto (Uruguay), MIA Misiones (Argentina), ACO Corrientes (Argentina), BUE Buenos Aires
(Argentina).

tus and from 0.4 to 5.0 log10 for A. aegypti.

For mosquitoes exposed to

CHIKV NC, the viral load in saliva ranged

from 0.4 to 2.9 log10 particles for A. albopictus

and from 0.4 to 4.2 log10 particles for A. ae-

gypti (Fig. 28). Viral loads of the three tested

CHIKV strains were equivalent in A. aegypti

populations, whereas A. albopictus displayed

a slightly lower titer when challenged with

CHIKV NC in comparison to CHIKV 0621

and CHIKV 115, both at day 7 p.i. Viral

loads were highly heterogeneous between in-
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dividuals belonging to the same population

and infected with a given viral strain, but

the means calculated for each mosquito pop-

ulation were roughly similar overall. Indeed,

when comparing viral loads in saliva between

mosquito strains for a given virus at days 7

and 10 p.i. (Fig. 28; see Fig. A1 in the

supplemental material; Annex 3), no signifi-

cant differences were found for either A. ae-

gypti or A. albopictus (Kruskal-Wallis test, P

> 0.05), except for A. albopictus challenged

with CHIKV 115.

Discussion

All 35 populations of A. aegypti and A. al-

bopictus mosquitoes collected throughout the

Americas were susceptible to CHIKV infec-

tion by all three tested genotypes. Thus,

temperate as well as tropical and subtropical

North, Central, and South American Aedes

mosquitoes are efficient CHIKV vectors. A.

albopictus better transmitted the epidemic

CHIKV 0621 strain isolated on La Réunion

Island in 2006 (34) than A. aegypti, whereas

the latter species was more capable at trans-

mitting the original strain,

CHIKV 115, both belonging to the ECSA

genotype (39). The Asian genotype repre-

sented by the CHIKV NC strain (27) was bet-

ter transmitted by A. aegypti, although it was

also efficiently transmitted by A. albopictus.

Most American Aedes mosquitoes

are highly susceptible to CHIKV. More

than 60% of mosquitoes per population were

able to disseminate CHIKV after crossing

the midgut barrier (i.e., entry in epithelial

cells, viral replication, and release of virions

from the midgut basal lamina). Thus, af-

ter being ingested with a blood meal pro-

vided at a titer of 107.5 PFU/ml, CHIKV suc-

ceeded in disseminating within the mosquito

hemocele, which is an essential prerequisite

for transmission. It has been shown that a

titer of 104 PFU/ml in monkeys was suf-

ficient to infect mosquitoes (40). CHIKV

transmission was highly heterogeneous in

American mosquitoes, ranging from 11.1%

to 96.7% at day 7 p.i. when considering

all CHIKV strains. It should be under-

lined that we are not able to provide a con-

trol of salivation, and we hypothesize that a

CHIKV-negative saliva sample did not corre-

spond to mosquitoes unable to salivate but to

mosquitoes delivering noninfected saliva. As

expected from previous studies (22, 24, 30,

41), A. albopictus better transmitted the epi-

demic strain CHIKV 0621 of the ECSA geno-

type than A. aegypti, even in cases where

both mosquito species cohabit. A. aegypti

transmitted preferentially CHIKV 115 and

also the Asian genotype CHIKV NC in ac-

cordance with previous findings (28). CHIKV

Asian strains have a particular E1-98T sub-

stitution that constrains CHIKV adaptation

to A. albopictus via E1-A226V mutation (24).

A. aegypti mosquitoes are more abundant in

the Americas than A. albopictus mosquitoes,

and the E1-98T substitution of CHIKV vi-

ral strains does not have a negative ef-
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Figure 28: Viral loads of three CHIKV isolates in saliva of A. albopictus and A. aegypti mosquitoes
from 35 populations from the Americas at day 7 postinfection. At day 7 after an infectious blood meal,
mosquitoes were sacrificed, and saliva was collected from individual mosquitoes and titrated by focus
fluorescent assay on A. albopictus C6/36 cells. The viral strains are as follows: CHIKV 0621 was iso-
lated from La Réunion (ECSA genotype, E1-226V and E1-98A substitutions), CHIKV 115 was iso-
lated from La Réunion (ECSA genotype, E1-226A and E1-98A substitutions), and CHIKV NC was iso-
lated from New Caledonia (Asian genotype, E1-226A and E1-98T substitutions). The mosquito pop-
ulations are as follows (from north to south): TYS, Tyson, United States; VRB, Vero Beach, United
states; MXC, Chiapas, Mexico; PAN, Panamá, Panama; DEL, Delta Amacuro, Venezuela; TUM,
Tumbes, Peru; PUM, Punchana, Peru; MAN, Manaus, Brazil; STR, Santarém, Brazil; PNM, Par-
namirim, Brazil; CAB, Campos Belos, Brazil; CPG, Campo Grande, Brazil; JRB, Jurujuba, Brazil;
PAQ, Paquetá, Brazil; VAZ, Vaz Lobo, Brazil; BEL, Belford Roxo, Brazil; SAN, Santos, Brazil;
BMA, Monteagudo, Bolivia; SDG, Salto del Guairá, Paraguay; ASU, Asunción, Paraguay; SAL,
Salto, Uruguay; MIA, Misiones, Argentina; ACO, Corrientes, Argentina; BUE, Buenos Aires, Ar-
gentina. Error bars refer to the standard error of the mean titer for each pairing of mosquito popula-
tion and virus strain.

fect on CHIKV interaction with A. aegypti.

Thus, CHIKV Asian strains together with

the CHIKV ECSA strains represent a real

danger to the Americas. Intriguingly, the

CHIKV strain isolated during the last out-

break in the Caribbean also belongs to the

Asian genotype (42) primarily transmitted in

the past by A. aegypti. Although the inten-

sity of transmission is highly variable between

mosquitoes, the mean numbers of viral parti-

cles delivered by mosquitoes were quite sim-

ilar for each combination of mosquito strain

and viral strain.
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Mosquitoes collected in tropical Latin

America, Panama, Venezuela, Brazil, Bolivia,

Paraguay, Argentina, and Uruguay showed

the highest transmission efficiency, with up

to 10,000 viral particles detected in mosquito

saliva. Interestingly, mosquitoes from the

main Brazilian city of Rio de Janeiro showed

high transmission efficiencies. For exam-

ple, 96.7% of A. albopictus JRB mosquitoes

were able to transmit CHIKV 0621 (see Ta-

ble A2 in the supplemental material; Annex

3). Moreover, the extrinsic incubation peri-

ods of CHIKV (i.e., the time necessary for the

virus to be detected in saliva ready for trans-

mission after being ingested with the blood

meal [43]), in both mosquito species are quite

short (38). Indeed, an A. albopictus popula-

tion from Rio de Janeiro (PAQ) was able to

transmit infectious viral particles as rapidly

as 2 days p.i. (Fig. 25). Therefore, the risk of

CHIKV establishment in densely populated

cities, such as Rio de Janeiro, hosting more

than 6 million people and infested by anthro-

pophilic Aedes mosquitoes, should be consid-

ered very high.

Mosquitoes from temperate regions

of the Americas are potentially capa-

ble of sustaining CHIKV transmission.

The ability of CHIKV to extend its natural

range of distribution to include temperate re-

gions was exemplified by the Italian outbreak

in 2007 and the French local, autochthonous

cases in 2010 (44, 45). In the Americas,

more than 100 imported CHIKV cases were

detected in the United States between 1995

and 2009 (11). Some of them developed a

viremia high enough to infect mosquitoes.

We found that 56.7% of A. albopictus TYS

mosquitoes from Tyson, MO, and 83.3% of A.

aegypti SAL mosquitoes from Salto, Uruguay,

were able to transmit CHIKV 0621 at day 7

p.i. (see Table A2 in the supplemental ma-

terial; Annex 3). Transmission efficiencies

were lower for A. aegypti BUE from Buenos

Aires, Argentina (i.e., 23.3%) (Fig. 26; see

Table A2), but were higher when infected

with the CHIKV NC Asian genotype (i.e.,

63.6%) (Fig. 26; see Table A2). There-

fore, the establishment of CHIKV in temper-

ate American countries is not simply a fic-

tion, even if less than 30% of both mosquito

species collected in the southern part of the

United States (VRB from Florida) were able

to transmit CHIKV 0621. It has been found

that A. albopictus mosquitoes from Florida

are more competent vectors of CHIKV than

A. aegypti (30–32). Outbreaks of DENV, also

transmitted by Aedes mosquitoes, have oc-

curred in Texas and Florida in the past few

years (46), reinforcing the risk of epidemics

due to imported arboviruses in the United

States. Local transmission of CHIKV could

be maintained if the virus is introduced in

the right place at the right time. Taken to-

gether, these findings underline the high vari-

ation of susceptibility to CHIKV of American

mosquitoes, calling for the inclusion of other

factors (biological and environmental) in as-

sessing potential risk of transmission (47).
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Moreover, the mosquitoes’ genetic structure

should be promptly investigated. Phyloge-

netic analysis of both mosquito species should

bring additional information on the coloniza-

tion history of A. aegypti and A. albopictus

in the different countries of the Americas (48,

49). A. aegypti was most likely introduced in

North America during the slave trade (50),

while A. albopictus was established in 1985 in

the United States (51), probably introduced

in shipments of used tires from Japan (52),

and in Brazil in 1986 (53), probably arriv-

ing from tropical Asia (52).

The fear becomes a reality. Still

absent until very recently, CHIKV was de-

tected for the first time in the Americas in

late December 2013. Currently, among the

2,030 suspected CHIKV cases from the is-

land of Saint-Martin in the Caribbean, more

than 765 were confirmed positive for CHIKV

by serology (15). The virus then spread to

neighboring islands: Saint-Barthelemy with

380 cases, Martinique with 3,940 cases, and

Guadeloupe with 1,460 cases. Until now, 10

autochthonous cases have been reported in

French Guiana, which maintains a daily air

link with the two other French Overseas Ter-

ritories of Guadeloupe and Martinique. We

previously showed that A. aegypti mosquitoes

from French Guiana and French West In-

dies were highly competent to disseminate

CHIKV and that mosquito populations col-

lected in dense housing environments exhib-

ited the highest susceptibility (34). Thus, the

risk of CHIKV spread and establishment is

real and should concern all areas in the Amer-

icas where the vector mosquitoes are present.

Cocirculation of CHIKV and DENV

could have great implication for human

health. Interestingly, DENV is still circulat-

ing in the Caribbean, together with CHIKV.

Cases of DENV-CHIKV coinfection in pa-

tients were first reported in 1967 (54), and

since the emergence of CHIKV, reports of

coinfections have been increasing (10, 55–63).

Both viruses are transmitted by the same

mosquito vectors, A. aegypti and A. albopic-

tus. Coinfection of a mosquito vector by two

viruses can occur after two successive infec-

tious blood meals taken from two different

viremic hosts or after a single blood meal

taken from a coinfected host. It has been

shown that CHIKV and DENV can be de-

livered together in one mosquito bite (64).

As coinfections are a quite common phe-

nomenon, consequences for the clinical pre-

sentation of the disease are expected. Fi-

nally, the assessment of vector competence

should be considered a prerequisite to bet-

ter evaluate the potential risk of CHIKV out-

breaks once the virus is introduced from re-

gions of endemicity. The numerous imported

CHIKV viremic cases presaged the potential

importance of this emerging arbovirus for the

Americas, where both mosquito species are

well established. In light of epidemics now

starting in the Caribbean, it remains impera-

tive to pursue and reinforce epidemiological
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and entomological surveillance actions and

control against mosquitoes of the species A.

aegypti and A. albopictus.
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Chapter 5

Propagation du virus chikungunya en Amérique et risque
d’introduction en Europe

5.1 Contexte

En Octobre 2013, les premiers cas autochtones du CHIK ont été signalés sur l’̂ıle de Saint-

Martin dans la Caräıbe. A ce jour, l’épidémie a atteint 43 pays du continent américain avec

plus d’un million de cas humains (http://www.cdc.gov/chikungunya/geo/americas.html).

La circulation importante du virus menace les régions infestées par Ae. aegypti et Ae. albopictus

à la fois en Amérique et en Europe. En effet, le nombre de cas de CHIK importés d’Amérique

vers l’Europe a augmenté de manière significative. La France est un des pays européen ayant

le risque le plus élevé en raison des nombreux échanges avec ses territoires d’Outre Mer. Ainsi,

entre mai et juillet 2014, 126 cas importés de CHIK en France ont été confirmés en laboratoire

(Paty et al. 2014).

Curieusement, la souche de CHIKV isolée à partir du premier cas autochtone sur l’Ile de

Saint-Martin, est phylogénetiquement proche des isolats qui ont circulé aux Philippines (2013)

et en Chine (2012), suggérant ainsi une importation du virus depuis l’Asie (Leparc-Goffart

et al. 2014). Le CHIKV qui circule actuellement dans la majorité des Amériques appartient donc

au génotype Asiatique et non pas au génotype ECSA qui sévissait dans l’Océan Indien en 2006

comme on pouvait s’y attendre. Ceci soulève la question suivante : pourquoi est-ce le génotype

asiatique du CHIKV qui a émergé en Amérique et non pas le ECSA, malgré l’importation

de ce dernier à plusieurs reprises sur le continent ? Bien que la compétence vectorielle des

moustiques en Amérique vis-à-vis de cette souche reste très peu documentée, la réponse à la

question énoncée peut probablement reposer sur une réceptivité plus grande des moustiques

des Amériques, et particulièrement ceux des Caräıbes vis-à-vis du génotype asiatique.

Autre fait curieux : jusqu’à présent seulement des moustiques Ae. aegypti ont été impliqués
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comme vecteur dans l’épidémie (Morrison 2014). Des études précédentes ont démontré que

le génotype asiatique de CHIKV est limité dans sa capacité d’adaptation à Ae. albopictus

(Tsetsarkin et al. 2011), conduisant à la spéculation que la propagation du CHIKV asiatique

peut être limitée seulement aux régions où Ae. aegypti est l’espèce dominante (Morrison

2014). Néanmoins, l’étude réalisée dans le chapitre 4 de cette thèse montre que les Ae. albopictus

d’Amérique peuvent transmettre avec une efficacité modérée la souche de génotype asiatique

CHIKV NC isolée en Nouvelle Calédonie en 2011(Dupont-Rouzeyrol et al. 2012). Bien que

la souche isolée en Nouvelle Calédonie ne soit pas identique à celle des Caräıbes (Leparc-

Goffart et al. 2014), il a été démontré que les populations d’Ae. albopictus d’Amérique

pouvaient aussi transmettre CHIKV NC (Vega-Rúa et al. 2014, article 1). Le rôle potentiel

des Ae. albopictus d’Amérique et d’Europe dans la transmission de la souche épidémique de

CHIKV de la Caräıbe doit être évalué, étant donné que cette espèce invasive de moustique

est présente dans 19 pays en Amérique et 20 pays européens. Pour préciser si un scénario

d’importation et d’établissement du CHIKV asiatique en Europe depuis les Amériques est

plausible, l’évaluation de la compétence vectorielle d’Ae. albopictus d’Europe est nécessaire.

Ce contexte épidémiologique particulier a motivé la deuxième partie de ma thèse qui vise

à (i) comparer la réceptivité de populations d’Ae. aegypti et Ae. albopictus des

Amériques vis-à-vis des souches de CHIKV de génotypes ECSA et asiatique, et

(ii) évaluer le risque de transmission locale du CHIKV dans d’autres régions

d’Amérique et en Europe en tenant compte des compétences vectorielles des Ae.

aegypti et Ae. albopictus locaux.

5.2 Démarche Expérimentale

Nous formulons l’hypothèse que dans les Amériques et notamment dans la Caräıbe, les mous-

tiques vecteurs du chikungunya ont une plus grande réceptivité vis-à-vis de souches de CHIKV

de génotype asiatique par rapport aux souches ECSA. Afin de vérifier cette hypothèse, nous

avons alors comparé la compétence vectorielle de populations d’Ae. aegypti et Ae. albopictus des

Amériques vis-à-vis des souches de CHIKV de genotypes ECSA et asiatique. Cette évaluation

nous permet également de comparer la compétence vectorielle des populations d’Ae. aegypti pro-

venant de localités où le CHIKV circule par rapport aux populations des localités où CHIKV

est absent. Ce dernier aspect va permettre d’aborder le deuxième objectif de ce travail qui re-
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pose sur l’évaluation du risque de transmission locale du CHIKV dans d’autres régions

d’Amérique et en Europe. Pour mieux répondre à cet objectif, nous évaluons en parallèle la

compétence vectorielle des populations d’Ae. albopictus d’Amérique et de France. Étant donné

que les populations d’Ae. albopictus de France sont capables de se développer dans des en-

vironnements propres au climat tempéré, nous avons entrepris d’évaluer la compétence vecto-

rielle de ces moustiques sous trois régimes de température différents, la température étant un fac-

teur entrant dans l’estimation des interactions G x G x T (génotype moustique x génotype pa-

thogène x température) (Zouache et al. 2014).

Ainsi, 11 populations de moustiques provenant des Caräıbes, d’Amérique continentale et

de France métropolitaine ont été utilisées : huit populations d’Ae. aegypti (États-Unis, Saint-

Martin, Les Saintes, Guadeloupe, Martinique, Guyane Française, Macapà, Rio de Janeiro) et

trois d’Ae. albopictus (États-Unis, Rio de Janeiro, France). Les moustiques ont été prélevés

sur le terrain en 2013 à l’aide de pondoirs-pièges (10-58 par site de collecte). L’élevage des

moustiques a été réalisé par la suite sous des conditions contrôlées comme décrit dans le chapitre

4 (paragraphe “Démarche expérimentale”). La génération F1 de moustiques a été utilisée pour

toutes les expériences sauf pour les Ae. aegypti de Saint-Martin (génération F3) et des États-

Unis (génération F10).

Les femelles âgées de 7 jours ont été infectées expérimentalement avec la souche

CHIKV 20235 (CHIKV SM ; génotype asiatique) isolée à partir du premier cas autochtone

de CHIKV sur l’ile de Saint-Martin (Leparc-Goffart et al. 2014), ainsi qu’avec la souche

CHIKV 0621 (CHIKV LR) de génotype ECSA (E1-226V) isolée lors de l’épidémie sur l’ile de

la Réunion en 2005 (Schuffenecker et al. 2006). Le titre des repas infectieux a été de 107

PFU/ml et chaque souche virale a été administrée séparément dans le repas. Au terme du re-

pas, les femelles pleinement gorgées ont été maintenues jusqu’au 7ème jour pi en incubateur sous

80% d’humidité et une température de 28◦C ± 0.1◦C, sauf pour les Ae. albopictus de France, qui

ont été incubés sous trois régimes de température différents : (i) température constante de 28◦C

± 0.1◦C, (ii) température constante de 20◦C ± 0.1◦C, et (iii) températures avec des fluctua-

tions journalières entre 17◦C ± 0.1◦C et 23◦C ± 0.1◦C (moyenne : 20◦C ± 0.1◦C) (Figure 29). La

température constante de 20◦C et le régime de température avec les fluctuations journalières au-

tour de 20◦C correspondent aux températures enregistrées lors de l’épidémie de CHIKV en Italie

en 2007, (Rezza et al. 2007 ; Tilston et al. 2009), et lors la détection des premiers cas autoch-

tones de CHIKV dans le sud-France en Septembre 2010 (http://www.meteociel.fr) (Gran-
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dadam et al. 2011).

Figure 29 – Représentation schématique des régimes de température utilisés pour l’incubation d’Ae.
albopictus de France après infection expérimentale avec le CHIKV. En rouge : température constante
de 28◦C ± 0.1◦C. En bleu : température constante de 20◦C ± 0.1◦C. En violet : températures avec
des fluctuations journalières entre 17◦C ± 0.1◦C et 23◦C ± 0.1◦C (moyenne : 20◦C ± 0.1◦C).

La salive de 20 femelles par condition a été récupérée aux jours 3, 5 et 7 pi, puis titrée

sur des cellules C6/36 pour évaluer l’efficacité de transmission, qui correspond à la proportion

de femelles avec la salive infectée parmi les femelles analysées. La salive a été récoltée aussi

le 2ème jour pi pour Ae. aegypti de Saint-Martin et pour Ae. albopictus de France, afin de

déterminer la période d’incubation extrinsèque de CHIKV SM (temps nécessaire au virus ingéré

pour atteindre les glandes salivaires prêt à être émis lors de la piqure à un nouvel hôte). Après

titrage, la salive des 20 femelles a été groupée par condition et chaque pool a été soumis à un

séquençage profond ou � Deep sequencing � dans le but d’analyser la diversité de la population

virale dans la salive des moustiques, ce qui peut donner des indications sur l’évolution du virus,

ainsi que sur l’adaptation du virus au vecteur.

5.3 Résultats

Les résultats obtenus font l’objet d’une publication acceptée dans la revue � Plos Neglec-

ted Tropical Diseases � : Chikungunya Virus Transmission Potential by Local Aedes

Mosquitoes in the Americas and Europe.
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5.4 Conclusions

Cette étude a révélé qu’Ae. aegypti de Saint-Martin transmet de façon similaire les souches

de CHIKV appartenant aux génotypes Asiatique et ECSA, ce qui démontre que les souches

de CHIKV du génotype ECSA auraient pu aussi être à l’origine de la première châıne de

transmission autochtone de CHIKV dans le Nouveau Monde. Par contre, nous avons observé

des différences de patterns de transmission des deux souches virales entre Ae. aegypti de la

Caräıbe et d’Amérique continentale. En outre, les expériences de � Deep sequencing � révèlent

que la population virale détectée dans la salive d’Ae. aegypti de Saint-Martin avait un nombre

plus élevé de mutations synonymes par rapport aux autres populations de moustiques, suggérant

que la souche CHIKV SM était probablement adaptée à Ae. aegypti de Saint-Martin. Enfin,

l’ensemble des résultats suggère rétrospectivement que l’émergence de CHIKV dans le Nouveau

Monde et la propagation rapide à travers les Caräıbes sont dues à un CHIKV SM naturellement

bien adapté à Ae. aegypti de l’̂ıle de Saint-Martin, ainsi qu’à la capacité des moustiques des

Antilles de transmettre des souches asiatiques de CHIKV.

Notre analyse du risque de propagation du CHIKV qui circule dans la Caräıbe révèle que

l’épidémie de CHIKV en cours dans les Amériques pourrait se propager rapidement à travers

les régions du continent où Ae. aegypti et Ae. albopictus sont présents, avec des conséquences

possibles pour les régions d’Europe infestées avec Ae. albopictus. En effet, les populations d’Ae.

aegypti des Amériques présentent des efficacités de transmission modérées voire importantes

(30%-70%) vis-à-vis du CHIKV SM, soulignant ainsi l’éventualité d’une propagation rapide vers

des localités où ce virus ne circule pas encore (e.g. Rio de Janeiro). De plus, les populations d’Ae.

albopictus des Amériques transmettent la souche CHIKV SM avec une efficacité comparable à

celle d’Ae. aegypti du même continent, ce qui souligne le rôle potentiel d’Ae. albopictus dans

la propagation de l’épidémie en cours dans les Amériques au delà des territoires où Ae. aegypti

est l’espèce dominante.

L’évaluation de la compétence vectorielle d’Ae. albopictus de Bar-sur-Loup (sud de la

France) a révélé que cette espèce de régions tempérées est capable de transmettre les deux

souches de CHIKV à 28◦C, ce qui souligne la possibilité d’émergence du CHIKV même en

Europe. Néanmoins, lorsque Ae. albopictus de Bar-sur-Loup est incubé à 20◦C après infec-

tion, température relevée lors la détection des premiers cas autochtones de CHIKV dans le
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Sud de la France en Septembre 2010, la compétence vectorielle vis-à-vis de CHIKV SM a di-

minué considérablement. En effet, le CHIKV SM a été détecté tardivement au jour 7 pi dans

10% des salives issues de moustiques incubés à une température constante, et dans 30% des sa-

lives pour les moustiques incubés avec à un régime de température soumis à des fluctuations

journalières autour de 20◦C. Ces résultats contrastent avec ceux obtenus par Zouache et al.

(2014), où Ae. albopictus de Bar sur Loup est capable de mieux transmettre le génotype ECSA

à 20◦C qu’à 28◦C. La détection des cinq cas autochtones de CHIKV de génotype ECSA (I.

Leparc-Goffart, communication personnelle, Octobre 2014) à Montpellier en fin Octobre 2014

(http://www.invs.sante.fr) conforte ce résultat. En effet, malgré les centaines de personnes

infectées par CHIKV rentrant en France de la Caräıbe, aucune transmission autochtone de ce vi-

rus n’a eu lieu. Il semblerait donc que les souches de CHIKV appartenant au génotype ECSA

soient les plus propices à émerger en France. Bien que le risque soit moindre par rapport aux

souches ECSA, les souches asiatiques de CHIKV pourraient aussi émerger en France dans les

périodes de forte activité des moustiques où les températures excèdent 20◦C (i.e. de juin à oc-

tobre).
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More than one million chikungunya cases have been reported

in the Americas since October 2013 when the Asian genotype

of chikungunya virus (CHIKV) has been imported by an in-

fected traveller returning from Asia. CHIKV is mainly trans-

mitted in urban areas by the domestic mosquitoes Aedes ae-

gypti and Aedes albopictus. In this study, we evaluate the po-

tential for the CHIKV circulating in the Caribbean to ini-

tiate outbreaks in Aedes-infested regions of continental Ame-

rica and Europe by assessing the ability of local mosquitoes to

experimentally transmit the virus. Mosquitoes were exposed

to a blood-meal containing the virus which must overcome se-

veral physical barriers to disseminate and infect various tis-

sues in the insect vector before being secreted in the mos-

quito saliva when biting a host. Here we found that most mos-

quito populations, Ae. aegypti and Ae. albopictus, transmit-

ted similarly the virus. When exposing Ae. albopictus from

Europe at a temperature of 20◦C after infection, we detect

a significant drop of CHIKV transmission potential. Our re-

sults suggest that the CHIKV outbreak in the Americas could

potentially spread throughout Ae. aegypti - and Ae. albopic-

tus-infested regions of the Americas however with a limited

risk of spillovers in Ae. albopictus-infested regions in Europe.

These data will be useful for adapting vector control strate-

gies and epidemiological surveillance.
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5.5 Article 2

Abstract

Background Chikungunya virus

(CHIKV), mainly transmitted in ur-

ban areas by the mosquitoes Aedes ae-

gypti and Aedes albopictus constitutes a ma-

jor public health problem. In late 2013,

CHIKV emerged on Saint-Martin Is-

land in the Caribbean and spread through-

out the region reaching more than 40 coun-

tries. Thus far, Ae. aegypti mosquitoes have

been implicated as the sole vector in the out-

breaks, leading to the hypothesis that

CHIKV spread could be limited only to re-

gions where this mosquito species is domi-

nant.

Methodology/Principal Findings We

determined the ability of local populations

of Ae. aegypti and Ae. albopictus from the

Americas and Europe to transmit the CHIKV

strain of the Asian genotype isolated from

Saint-Martin Island (CHIKV SM) during the

recent epidemic, and an East-Central-South

African (ECSA) genotype CHIKV strain iso-

lated from La Réunion Island (CHIKV LR)

as a well-characterized control virus. We

also evaluate the effect of temperature on

transmission of CHIKV SM by European

Ae. albopictus. We found that (i) Aedes

aegypti from Saint-Martin Island transmit

CHIKV SM and CHIKV LR with similar ef-

ficiency, (ii) Ae. aegypti from the Ameri-

cas display similar transmission efficiency for

CHIKV SM, (iii) American and European

populations of the alternative vector species

Ae. albopictus were as competent as Ae. ae-

gypti populations with respect to transmis-

sion of CHIKV SM and (iv) exposure of Eu-

ropean Ae. albopictus to low temperatures

(20◦C) significantly reduced the transmission

potential for CHIKV SM.

Conclusions/Significance CHIKV

strains belonging to the ECSA geno-

type could also have initiated local transmis-

sion in the new world. Additionally, the on-

going CHIKV outbreak in the Ameri-

cas could potentially spread throughout

Ae. aegypti - and Ae. albopictus-infested re-

gions of the Americas with possible im-

ported cases of CHIKV to Ae. albopic-

tus-infested regions in Europe. Colder tem-

peratures may decrease the local transmis-

sion of CHIKV SM by European Ae. albopic-

tus, potentially explaining the lack of au-

tochthonous transmission of CHIKV SM

in Europe despite the hundreds of im-

ported CHIKV cases returning from the

Caribbean.

Introduction

Chikungunya virus (CHIKV) is a

mosquito-borne alphavirus that causes an

acute febrile illness characterized by se-

vere arthralgia. International travel and the

global expansion of the two main CHIKV ur-

ban mosquito vectors, Aedes aegypti and
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Aedes albopictus, have enhanced the ability of

the virus to spread to new regions where en-

vironmental conditions are permissive for vi-

ral transmission. Phylogenetically, CHIKV

strains are classified into three distinct geno-

types: Asian, West African, and Cen-

tral/East/South African (ECSA). Over the

past decade, the ECSA genotype signifi-

cantly expanded its geographical range re-

sulting in epidemics throughout India,

Africa, Asia, and temperate Europe [1].

The ECSA genotype has also been repeat-

edly imported into the Americas, but au-

tochthonous transmission has not been de-

tected despite the ability of local vec-

tor species to transmit CHIKV [2,3]. Be-

tween 1995 and 2009, 109 imported CHIKV

cases were identified in the United States

alone, and among those, 13 (12%) de-

veloped a viremia high enough to in-

fect mosquitoes [4]. Following the La

Réunion epidemic in 2004, nine im-

ported CHIKV cases were reported dur-

ing 2006 in the French overseas depart-

ments of America [5].

In late 2013, the first locally-acquired

CHIKV infections in the Americas were

reported from Saint-Martin Island in the

Caribbean [6,7]. The virus successively

spread to other Ae. aegypti -infested islands.

At the time of writing, this epidemic has

caused more than 1,000,000 suspected cases

in 43 countries from the Americas [8], with

the potential for further spread to the rest

of the continent. Surprisingly, the CHIKV

strain responsible for this epidemic belongs to

the Asian genotype [6] and not to the ECSA

genotype as might have been predicted, based

upon the high numbers of imported cases re-

ported in recent years [4],[5]. Until now,

only Ae. aegypti mosquitoes have been impli-

cated in CHIKV transmission in the Amer-

icas [9]. Previous studies have suggested

that the Asian genotype of CHIKV is con-

strained in its ability to adapt to Ae. albopic-

tus via negative epistatic interactions of a sin-

gle residue (E1-98T) with the E1-A226V sub-

stitution [10], which could limit viral spread

to regions where this mosquito species is dom-

inant [9]. Nevertheless, the potential role of

Ae. albopictus as a vector in the Americas for

the currently circulating CHIKV strain must

also be considered. Indeed, Ae. albopictus is

present in at least 19 countries in the Amer-

icas [11], and have previously been shown

to experimentally transmit Asian strains of

CHIKV [3].

This recent CHIKV epidemic in the

Caribbean was also a threat for Europe. In

France, from May 2 through July 4, 2014,

the number of laboratory confirmed imported

cases of CHIKV was much higher (126 cases)

than in previous years [12]. This increase

could potentially enhance the risk of local

transmission in Ae. albopictus–infested Eu-

ropean regions. Since its first report in Al-

bania in 1979, Ae. albopictus has progres-

sively spread and today is found in 20 Euro-
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pean countries, causing a major public health

concern [13]. Previous autochthonous trans-

missions of CHIKV in Italy and in France

highlight the potential to establish transmis-

sion cycles involving temperate Ae. albopic-

tus populations [14,15]. Furthermore, sev-

eral studies revealed that European Ae. al-

bopictus transmit ECSA CHIKV strains effi-

ciently, at both 28◦C and at lower tempera-

tures [16,17].

Without a vaccine or specific treatment

available, the only strategy for control of

CHIKV outbreaks remains the suppression of

vector populations, the use of individual pro-

tections (e.g. repellents) and the reinforce-

ment of epidemiological surveillance in areas

at high epidemic risk. The determination of

vector competence in mosquito populations,

defined as the ability of the vector to ingest,

disseminate and transmit a pathogen, is es-

sential in evaluating the risk of CHIKV trans-

mission and spread into new areas as well as

to design appropriate control strategies. Ex-

amination of virus population diversity by

deep sequencing revealed strong bottlenecks

when CHIKV passes mosquito anatomical

barriers (midgut and salivary glands) lead-

ing to select variants with high epidemic po-

tential in mosquito saliva [18]. Vector com-

petence can be highly variable in natural

populations and is determined by genotype-

genotype interactions, in which successful

transmission depends on some specific com-

bination of mosquito and viral genetic char-

acteristics [19], under specific environmen-

tal conditions [20]. Ambient temperatures

and even daily fluctuations of temperature

play a key role in shaping mosquito vec-

tor competence for pathogens [21,22]. More-

over, it has been shown that the potential

of CHIKV transmission by Ae. albopictus

strongly depends on the three-way combina-

tion of mosquito population, virus strain and

temperature or Genotype x Genotype x En-

vironment (G x G x E) interactions [17]. Ad-

ditionally, knowledge about factors shaping

vector capacity corresponding to the ability of

a mosquito to act as a vector in the field (e.g.,

mosquito densities, mosquito trophic prefer-

ences, mosquito survival rate...) will be in-

formative for a more accurate appraisal of

CHIKV transmission. This study aims to

evaluate the potential for the Asian CHIKV

strain currently circulating in the Caribbean

to initiate outbreaks in other countries of the

Americas and to examine the effect of temper-

ature on viral transmission in temperate Eu-

rope.

Methods

Ethics Statement The Institut Pas-

teur animal facility has received accreditation

from the French Ministry of Agriculture to

perform experiments on live animals in com-

pliance with the French and European regu-

lations on care and protection of laboratory

animals. This study was approved by the In-

stitutional Animal Care and Use Committee

(IACUC) at the Institut Pasteur. No spe-
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cific permits were required for the described

field studies in locations which are not pro-

tected in any way and did not involve endan-

gered or protected species.

Mosquitoes

Eleven mosquito populations from

the Caribbean, continental America and

metropolitan France were used: eight popu-

lations of Ae. aegypti and three of Ae. al-

bopictus (Table 5). The mosquitoes were

field-collected in 2013 using ovitraps (10-58

per collection site). The field-collected eggs

were immersed in water for hatching; lar-

vae were reared at densities of 100-150 indi-

viduals per pan and fed with yeast tablets.

Emerged adults were identified accord-

ing to morphological criteria and main-

tained in cages at 28◦C ±1◦C with a

16h:8h light:dark cycle, 80% relative humid-

ity, and supplied with a 10% sucrose so-

lution. The F1 generation of mosquitoes

was used for all infection assays except for

Ae. aegypti from Saint-Martin (F3 genera-

tion) and from United States (F10 genera-

tion).

Viral strains

Two CHIKV isolates of different geno-

types were used: one CHIKV isolate from

Saint-Martin Island belonging to the Asian

lineage and one from La Réunion belonging

to the East-Central-South African lineage.

The isolate from La Réunion was the strain

CHIKV 0621 (CHIKV LR) isolated in 2005

[23], and provided by the French National

Reference Center for Arboviruses at the In-

stitut Pasteur in Paris. The CHIKV strain

from Saint-Martin was the CHIKV 20235

[6], isolated in 2013 from the serum of the

first confirmed CHIKV local case in the New

World. This strain was kindly provided by

the French National Reference Center for Ar-

boviruses in Marseille. The CHIKV 20235

(CHIKV SM) is phylogenetically related to

strains recently identified in Asia, i.e. China

(2012), and the Philippines (2013), most of

them sharing a specific four amino-acid dele-

tion in the nsp3 gene [6]. The consensus se-

quences of CHIKV LR and CHIKV SM di-

verge by ∼ 7 % at the amino-acid level includ-

ing two interesting changes at E1-226 (valine

for CHIKV LR and alanine for CHIKV SM)

[24] and E1-98 (alanine for CHIKV LR and

threonine for CHIKV SM) [10]. The residue

E1-98T exerts a negative epistatic interaction

which blocks the ability of Asian strains to

adapt to Ae. albopictus via the E1-A226V

substitution [10]. None of the CHIKV strains

harbor the E2 Ae. albopictus-adaptive muta-

tions (E2-K252Q, E2-L210Q, E2-K233Q) de-

scribed or predicted for CHIKV ECSA strains

[25]. Stocks of CHIKV LR were produced

following three passages on Ae. albopictus

C6/36 cells and CHIKV SM was obtained af-

ter two passages on Vero cells. Supernatants

were harvested and stored at -80◦C until used

for mosquito experimental infection assays.

Viral titers were determined by serial 10-fold

dilutions on Vero cells.
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Table 5: Mosquito populations used. Populations are listed according to their collection locality.

Mosquito
popula-
tion

Collection site Region Country Coordinates Mosquito
species
used

Climate

USA
Vero Beach,
Florida

North America United States 27◦35’N
80◦22’W

AL Subtropical

USA
Key West,
Florida

North America United States 24◦33’N
81◦46’W

AE Subtropical

RIO
Jurujuba, Rio
de Janeiro

South America Brazil 22◦55’S
43◦07’W

AE/AL Tropical

MACA Macapá, Amapá South America Brazil 0◦02’ N AE Tropical
51◦04’ W

SMAR Saint-Martin Caribbean France 18◦04’ N AE Tropical
63◦03’ W

SAIN Les Saintes, Caribbean France 15◦51’N AE Tropical
Guadeloupe 61◦34’ W

GUAD Abymes, Caribbean 16◦16’N AE Tropical
Guadeloupe France 61◦30’ W

MARTI Vauclin, Caribbean France 14◦34’ N AE Tropical
Martinica 60◦51’ W

CAYE Cayenne, South America France 4◦55’ N AE Tropical
French Guiana 52◦19’ W

FRA Bar sur Loup, Europe France 43◦42’ N AL Temperate
Metropolitan
France

6◦59’ E

AE: Ae. aegypti ; AL: Ae. albopictus.

Mosquito oral infections

Five to seven day-old female vectors were

fed on an infectious blood-meal containing

1.4 mL of washed rabbit erythrocytes and

700 L of viral suspension supplemented with

a phagostimulant (ATP) at a final concen-

tration of 5 mM. Four to six boxes of 60

mosquitoes were tested for each population.

All 11 mosquito populations were challenged

with CHIKV LR and CHIKV SM, each viral

strain was provided separately in the blood

meal. The titer of infectious blood-meals was

106.5 pfu/mL in agreement with viremia lev-

els detected in patients [26]. After the in-

fectious blood-meal, fully engorged females

were transferred to cardboard containers and

maintained with 10% sucrose at 28◦C ± 1◦C,

a 16h:8h light:dark cycle and 80% humidity.

Incubation temperature regimes

After infection, Ae. albopictus from Bar-

sur-Loup in southeastern France (FRA in Ta-

ble 5) were maintained in climatic chambers

(KB 53, Binder, Tuttlingen, Germany) with

a 16h:8h light:dark cycle under three differ-

ent temperature regimes: (i) a constant tem-

perature of 28◦C ± 0.1◦C, (ii) a constant

temperature of 20◦C±0.1◦C or (iii) at tem-

peratures displaying daily fluctuations be-

tween 17◦C±0.1◦C and 23◦C± 0.1◦C (aver-

age: 20◦C±0.1◦C). The constant tempera-

ture of 28◦C was chosen both because it serves

as a typical mean temperature in tropical re-

gions and because this temperature is com-

monly used in our vector competence assays

[3,27]. The constant temperature of 20◦C

and the temperature regime with daily fluc-

tuations around 20◦C were chosen as rep-

resentative of the low-temperature thresh-

old recorded during the Italian epidemic of

CHIKV between June and September 2007

[14,28] and in southeast France in Septem-
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ber 2010 (http://www.meteociel.fr) [15].

Transmission analysis

Batches of ∼ 20 mosquitoes of each com-

bination of mosquito population-virus strain

(and temperature regime for Ae. albopictus

from Bar-sur-Loup, FRA in Table 5) were an-

alyzed at days 3, 5 and 7 post-infection (pi)

for the two CHIKV strains tested. Time-

points were chosen based on the kinetics of

CHIKV transmission efficiency obtained with

mosquitoes from Rio de Janeiro, Brazil [3].

Additionally, mosquitoes from Saint-Martin

(Ae. aegypti, SMAR) and from Bar-sur-Loup

(Ae. albopictus, FRA) were also analyzed

at day 2 pi to estimate the extrinsic incu-

bation period [27]. To estimate viral trans-

mission, saliva was collected from individual

mosquitoes as described by Dubrulle and col-

leagues [27]. Briefly, wings and legs were re-

moved from each mosquito and the proboscis

was inserted into a 20 L tip containing 5 L

of Fetal Bovine Serum (FBS). After 30 min

of salivation, FBS containing saliva was ex-

pelled into 45 L of Leibovitz L15 medium for

further titration.

Transmission efficiency was determined by

the proportion of mosquitoes with virus in

the saliva among tested ones (i.e., surviving

females including females unable to dissemi-

nate the virus and those able to disseminate).

The number of infectious particles per saliva

was determined by titration using focus fluo-

rescent assay on C6/36 Ae. albopictus cells.

Saliva samples were serially diluted and inoc-

ulated onto C6/36 Ae. albopictus cell culture

in 96-well plates. After incubation at 28◦C for

three days, plates were stained using hyper-

immune ascetic fluid specific to CHIKV as

primary antibody. Alexa Fluor R© 488 goat

anti-mouse IgG was used as the second anti-

body (Life technologies TM). The lower de-

tection limit of an assay was 2 FFU/saliva.

Deep sequencing of saliva samples

About 20 saliva samples from each

mosquito population infected with

CHIKV SM were collected at day 7 pi,

pooled and deep sequenced. Before pool-

ing, saliva were diluted to obtain com-

parable numbers of CHIKV particles al-

lowing to have an appropriate repre-

sentation of the overall viral popula-

tion. Whole genome sequences (exclud-

ing the first 19 nucleotides of the 5’UTR, the

3’UTR and the 25 last nucleotides of the sec-

ond open reading frame) were determined

for pooled saliva using the Ion PGM Se-

quencer (Life Technologies) as described by

Rothberg and colleagues [29], and sequence

analysis was conducted using CLC Ge-

nomics Workbench 6 software. For deep se-

quencing, a set of four primer pairs (Ta-

ble A3; Annex 4) was used to gener-

ate amplicons with 3 L of nucleic acid ex-

tract and the Superscript III One-Step RT-

PCR Platinum TaqHifi kit (Life Technolo-

gies) according to manufacturer’s instruc-

tions using the following cycling parame-
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ters: 50◦C for 30 min, 94◦C for 2 min fol-

lowed by 45 cycles of 94◦C for 15 sec, 56◦C

for 30 sec and 68◦C for 4 min. PCR prod-

ucts were verified by gel electrophore-

sis, and amplicons were purified using Ami-

con Ultra – 0.5 mL 30K kit (Millipore) ac-

cording to the manufacturer’s instruc-

tions. For each sample, an equimolar mix

of all amplicons was used to build a li-

brary and produce the corresponding se-

quences for the Ion PGM Sequencer ac-

cording to the manufacturer’s instruc-

tions. The reads obtained were trimmed:

first using quality score and then by re-

moving the primers used for amplifica-

tion. Reads were mapped to the genome se-

quence of CHIKV SM produced follow-

ing two passages on Vero cells, which was

used as a reference. Mutation frequen-

cies (proportion of viral genomes with a spe-

cific mutation) at each position were calcu-

lated as the number of reads with the mu-

tation compared to the reference di-

vided by the total number of reads at

that site. Only substitutions with a mu-

tation frequency 5% were considered sig-

nificant for further analysis. The 5% cut-

off was considered in our NGS experimen-

tal protocol applied to CHIKV plasmid se-

quence to avoid any background minor vari-

ants due to the sequencing method.

Statistical analysis

All statistical tests were conducted using

the STATA software (StataCorp LP, Texas,

USA). P-values >0.05 were considered non-

significant. Frequencies were compared us-

ing Fisher’s exact test and sample distribu-

tions with the Kruskal-Wallis test. If mul-

tiple Fisher’s tests were applied to the same

data set, then the significance level for each

test was adjusted by the sequential Bonfer-

roni method to accommodate the multiple

tests.

Results

Aedes aegypti from Saint-Martin

Island transmit CHIKV SM and

CHIKV LR with similar efficiency

To characterize the ability of Ae. aegypti

from Saint-Martin to transmit CHIKV SM,

we evaluated transmission efficiencies and vi-

ral loads in saliva at days 2, 3, 5, and 7

pi. As a control, we also infected mosquitoes

with CHIKV LR. Our studies indicate that

CHIKV LR could be detected from day 2

pi (transmission efficiency: 10%; viral load:

0.8±0.5 log10) and CHIKV SM from day 3

pi (transmission efficiency: 35%; viral load:

1.5±0.9 log10) when provided in blood-meals

to Ae. aegypti SMAR from Saint-Martin. In

addition, we found that at a given day pi, no

significant difference in transmission efficien-

cies were detected between the two viruses,

CHIKV SM and CHIKV LR (P-value> 0.05)

(Figure 30A). When examining viral loads

in saliva, a similar pattern was obtained ex-

cept at day 5 pi where the distribution of vi-

ral loads in Ae. aegypti SMAR was signifi-
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cantly higher when infected with CHIKV SM

than with CHIKV LR (P-value < 0.05) (Fig-

ure 30B).

Aedes aegypti from the Americas

display similar and moderate transmis-

sion efficiency for CHIKV SM

To evaluate the risk of CHIKV spread

throughout the Americas, we compared

transmission efficiencies among Ae. aegypti

mosquitoes from localities in the Ameri-

cas. All mosquitoes were susceptible to

CHIKV SM (Figure 31A, 31B). At each day

pi, we did not find any significant difference

in transmission efficiencies between mosquito

populations (P-value > 0.05), except for

mosquitoes from French Guiana and Macapá

(P-value < 0.05). At day 3 pi, transmis-

sion efficiency was significantly reduced (∼
10%) in these populations (P-value < 0.05).

When examining mosquito susceptibilities to

CHIKV LR, no differences were found be-

tween mosquito populations except for Ae.

aegypti from Macapá which displayed low

transmission efficiencies not exceeding 25%

(P-value < 0.05) (Figure A2; Annex 4).

When examining viral loads, no significant

differences were detected regardless of pop-

ulation (P-value > 0.05) (Figures 31A, 31B).

No differences detected between Ae.

albopictus and Ae. aegypti from con-

tinental America in transmission effi-

ciency of CHIKV SM

To characterize the susceptibility of

the alternative vector Ae. albopictus to

CHIKV SM, we compared transmission effi-

ciencies and viral loads in saliva between Ae.

aegypti and Ae. albopictus collected from

two regions (Brazil and the United States).

CHIKV LR was used as a control. Both

mosquito species exhibited similar transmis-

sion efficiencies for CHIKV SM at each day

pi (P-value > 0.05) (Figure 32A). Ae. ae-

gypti was significantly more susceptible to

CHIKV LR than Ae. albopictus at day 3

pi for mosquitoes from Brazil, and at days

5 and 7 pi for mosquitoes from the United

States (Figure 32B). When comparing Ae. al-

bopictus transmission efficiencies between vi-

ral strains, differences were only observed for

Ae. albopictus from Rio de Janeiro at day

3 pi (47.06% for CHIKV LR versus 5% for

CHIKV SM). Overall, viral loads were simi-

lar (Figures 32C, 32D) except at day 7 pi for

mosquitoes from the United States infected

with CHIKV LR (Figure 32D).

Ae. albopictus from Southern

France transmit both CHIKV LR and

CHIKV SM at 28◦C, but CHIKV SM

transmission is significantly decreased

at 20◦C

To determine if temperate Ae. albopic-

tus were more susceptible to CHIKV SM

than to CHIKV LR, we evaluated transmis-

sion efficiencies and viral loads in saliva at

days 3, 5, and 7 pi (Figure 33A). We found

that transmission efficiency was significantly

higher with CHIKV LR at day 3 pi (P-value
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Figure 30: Transmission efficiencies (A) and viral loads (B) in saliva of Aedes aegypti from Saint-
Martin at different days after infection with CHIKV LR and CHIKV SM provided at a titer of 106.5

PFU/mL. Mosquitoes incubated at 28◦C were examined at days 2, 3, 5 and 7 to determine the
transmission efficiency and the number of viral particles in saliva. Transmission efficiency corresponds
to the proportion of mosquitoes with infectious saliva among the tested ones. An asterisk refers
to a significant difference (P-value < 0.05). Error bars represent the confidence interval (95%) for
transmission efficiencies, and the standard deviation for viral loads.

< 0.05), while no difference was found be-

tween viral strains at days 5 and 7 pi (P-value

> 0.05). Viral loads in saliva were not signif-

icantly different (P-value > 0.05) at any day

pi.

To define if transmission of CHIKV SM

was lowered at a colder temperature, we com-

pared transmission efficiencies and viral loads

in saliva at each day pi between temperate

Ae. albopictus incubated at 28◦C and at 20◦C

after oral infection. The virus was detected

from day 3 pi when mosquitoes were incu-

bated at 28◦C and only at day 7 pi when

incubated at 20◦C (Figure 33B). At day 7

pi, transmission efficiencies were significantly

higher at 28◦C (57.5%±7.9) than at 20◦C
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Figure 31: Transmission efficiencies (A) and viral loads (B) of CHIKV SM in saliva of Ae. aegypti
collected in the Caribbean (A) and the continental America (B). At days 3, 5 and 7 after an infectious
blood-meal, 20 mosquitoes per condition were sacrificed for saliva collection and saliva was titrated
on C6/36 Ae. albopictus cells. Transmission efficiency corresponds to the proportion of mosquitoes
with infectious saliva among the tested ones. Error bars represent the confidence interval (95%) for
transmission efficiencies, and the standard deviation for viral loads.

(10%±6.9) (P-value < 0.05) (Figure 33B).

When examining viral loads in saliva, we ob-

tained the same pattern with a higher viral

load detected in saliva of mosquitoes incu-

bated at 28◦C (1.7±0.8 log10) than at 20◦C

(0.7±0.3 log10) (Figure 33A, 33B). When

mosquitoes were incubated with daily fluc-

tuations of temperature with a mean value

of 20◦C, transmission efficiencies and viral

loads in Ae. albopictus saliva were slightly in-

creased (Figure 33B).

More viral genetic diversity of

CHIKV SM is observed after passage
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Figure 32: Susceptibility of Aedes aegypti compared to Aedes albopictus from the same locality when
infected with CHIKV SM and CHIKV LR and examined at different days after infection. Twenty
mosquitoes per condition were processed to determine the transmission efficiency (A and B) and the
viral load in saliva at days 3, 5 and 7 after an infectious blood-meal (C and D). Transmission efficiency
corresponds to the proportion (%) of mosquitoes with infectious saliva among the tested ones. An
asterisk refers to a significant difference (P-value < 0.05). Error bars represent the confidence interval
(95%) for transmission efficiencies, and the standard deviation for viral loads.

through Ae. aegypti from Saint-Martin

Using pools of saliva from each mosquito

populations, mutation frequencies were es-

timated from nucleotide polymorphisms at

each position of the viral genome using the

CHIKV SM produced on Vero cells as ref-

erence. Thirty-four nucleotide substitutions

(of frequency higher than 5%) were detected

throughout the viral genome: 25 in non-

structural genes, and nine in structural genes.

(Table 6). Notably, we did detect neither E1-

A226V nor E1-T98A substitutions, or other

described Ae. albopictus-adaptive mutations

in any pool of mosquito saliva. Overall, re-
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Figure 33: Effect of temperature on CHIKV transmission. Ae. albopictus from Bar-sur-Loup (France)
were infected with CHIKV LR and CHIKV SM and incubated at 28◦C (A). Mosquitoes infected
with CHIKV SM were also exposed at a constant temperature of 20◦C or at variable temperatures
mimicking daily fluctuations around an average of 20◦C (B). Transmission efficiencies and viral loads
in saliva were determined as previously described using 20 mosquitoes per condition. An asterisk
refers to a significant difference (P-value < 0.05). Error bars represent the confidence interval (95%)
for transmission efficiencies, and the standard deviation for viral loads.

sults were heterogeneous regardless of Ae. ae-

gypti or Ae. albopictus populations, with one

exception, Ae. aegypti SMAR from Saint-

Martin. While the number of mutations for

other mosquito populations ranged from 0 to

6 (median=3), we detected 13 mutations for

the Ae. aegypti SMAR. In addition, 62%

(8/13) of these mutations were synonymous

while the proportion of synonymous muta-

tions for other mosquito populations ranged

from 0% to 50% (median=17%). This specific

mutation pattern was also associated with a

particular distribution in the viral genome:

54% (7/13) of them were located in the struc-

tural genes (almost all of them were synony-

mous) representing 78% of the mutations de-

tected in this region. Only two other mu-

tations were detected in the structural genes

of the virus population from saliva of Ae. ae-

gypti MACA from Brazil. Saliva from Ae. ae-

gypti SAIN and Ae. albopictus USA were not

analyzed due to technical problems.

Discussion
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Table 6: Viral populations in the saliva of mosquitoes used. CHIKV SM produced after two passages
on Vero cells was used to infect mosquitoes and as reference genome.

Frequency of reads (%)
nt

position
nt

change
Gene aa change Aedes aegypti Aedes albopictus

SMAR GUAD MARTI CAYE MACA RIO USA RIO FRA

330 G → A nsP1 R85H 7.3
719 A → C nsP1 T215P 16.6 13.7
764 G → A nsP1 G230R 7.6
1195 A → T nsP1 Q373H 33.8
1359 T → C nsP1 T428I 6.3 9 15.8
1440 T → C nsP1 L455P 26.2
3309 A → G nsP2 Y543C 27.4 8.4
3424 C → T nsP2 - 18.3
3650 C → A nsP2 L657I 5.6
3790 G → A nsP2 I703M 90.9
4154 G → A nsP3 G27R 38.7
4264 T → C nsP3 - 9.4
4555 C → T nsP3 - 15.9
4876 C → T nsP3 - 5.3
5300 A → G nsP3 I409V 5.5
5439 T → C nsP3 A455V 91
5544 T → C nsP3 L490P 9.9
5633 C → T nsP3 R520stop 60.2 33.4 6.6 36.4 64 38.9

C → A - 12.8
5635 A → T nsP3 - 5.9
5878 A → C nsP4 - 8.1
6219 C → T nsP4 S189F 15.0
6460 T → G nsP4 - 5.4
7018 G → A nsP4 - 86.9
7331 A → G nsP4 T560A 83.3
7644 C → T capsid - 83.3
8832 T → C E2 - 7.7
8922 T → C E2 - 10.1
8940 C → T E2 - 9.4
9057 A → T E2 - 10
9952 C → A 6K L52M 10.1
10242 C → T E1 - 9.6
10365 C → T E1 - 10.2
10875 C → T E1 - 10

nt, nucleotide; aa, amino-acid; nt; SMAR corresponds to Saint-Martin; GUAD, Guadeloupe; MARTI,
Martinique; CAYE, Cayenne; MACA, Macapà; RIO, Rio de Janeiro; USA, United States; FRA, France.

In December 2013, local transmission of

CHIKV was reported on Saint-Martin Island

in the Caribbean [6]. Although multiple im-

ported cases of CHIKV had been reported in

the New World, epidemic spread of the virus

did not occur until approximately ten years

after its expansion from costal Kenya in 2004

[1]. Surprisingly, it was the Asian genotype

of CHIKV which caused this epidemic, as op-

posed to the more widespread ECSA geno-

type. Additionally, the mosquito Ae. ae-

gypti has been implicated as the main vec-

tor in this epidemic. Although this combi-

nation of mosquito and virus has been docu-

mented in sporadic outbreaks [30], our un-

derstanding of virus-vector interactions re-

mains limited. Here, we demonstrate that (i)

Ae. aegypti from Saint-Martin Island were

able to efficiently transmit both Asian and

ECSA genotype CHIKV strains isolated from

Saint-Martin and La Reunion respectively,

(ii) Aedes aegypti from the Americas display

similar and moderate transmission efficiency

for CHIKV SM, and (iii) Ae. albopictus from

the Americas were as competent as Ae. ae-

gypti in transmission of CHIKV SM. Taken

together, our findings highlight the poten-

tial for further spread of CHIKV within the

Americas as well as a potential role of Ae.

albopictus in this context. Additionally, our
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findings that European Ae. albopictus are ca-

pable of transmitting both CHIKV SM and

CHIKV LR raises concerns about the poten-

tial for future CHIKV epidemics in Europe.

First isolated in 1952 in Tanzania, CHIKV

dramatically expanded its geographic distri-

bution over the last decades, the first wave

spreading from Africa to India and South-

east Asia, and the second wave from the

coastal Kenya to the Indian Ocean region

[9]. In 2004, the ECSA genotype was re-

sponsible for the spread of CHIKV beyond its

traditional geographic distribution into many

tropical regions [31]. In addition, CHIKV

strains from the ECSA genotype have pre-

viously been identified in Europe: in Italy

in 2007 and France in 2010 [14,15]. A com-

mon theme for this second wave of expan-

sions is the role of Ae. albopictus as the

primary arthropod vector. This is due in

large part to a single amino-acid mutation

in the CHIKV E1 glycoprotein (E1-A226V)

which increased the vector competence of

Ae. albopictus approximately 50-fold com-

pared to the more traditional vector Ae. ae-

gypti [32,33]. Second-step Ae. albopictus-

adaptive mutations such as E2-K252Q and

E2-L210Q, detected in CHIKV isolated from

India in 2007 and 2009 respectively, may also

have contributed to the spread and rapid di-

versification of CHIKV lineages [34],10,24].

Our results contrast with previous findings

since we found that Ae. aegypti was more

susceptible to CHIKV LR than Ae. albopic-

tus at day 3 pi for mosquitoes from Brazil,

and at days 5 and 7 pi for mosquitoes from

the United States (Figure 32B). Geographi-

cally distant mosquito populations can cor-

respond to genetically differentiated popula-

tions presumably causing the differences ob-

served. While previous studies were mainly

based on field-collected mosquitoes [32] or

laboratory-adapted strains [33], our study re-

ports on transmission by detecting virus in

saliva of mosquitoes of the F1 generation.

While the ECSA genotype has continued

to spread throughout Southeast Asia [1], the

Asian genotype has affected limited regions in

the Pacific region with the virus progressing

in small jumps from East Asia to the Western

Pacific [30,35]. As early as 2007, the poten-

tial of CHIKV emergence in the Americas was

strengthened by human populations mostly

näıve to CHIKV combined with high densities

of competent Ae. aegypti and Ae. albopic-

tus vectors [1,3]. The threat became reality

in late 2013 with the detection of the first au-

tochthonous CHIKV cases on the Caribbean

island of Saint-Martin. The virus belonged

to the Asian genotype and was closely re-

lated to strains from East Asia (Philippines

and China) [6]. At the time of writing, lo-

cal transmission had been identified in 43

countries in the Americas with more than

1,000,000 cases reported (http://www.cdc.

gov/chikungunya/geo/index.html). The

mosquito Ae. aegypti has been identified as

the main vector in this epidemic, spreading
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the virus from Saint-Martin, throughout the

Caribbean. Here, we showed that Ae. ae-

gypti SMAR were able to efficiently transmit

both ECSA and Asian genotypes of CHIKV

at rates similar to Ae. aegypti from New

Caledonia [35]. Deep sequencing reveals that

this efficient transmission was not associated

with the emergence of viral populations har-

boring the E1-A1226V and/or the E1-T98A

in any Ae. aegypti or Ae. albopictus popula-

tion. Intriguingly, we found a large number

of synonymous mutations in the saliva of Ae.

aegypti SMAR seven days after oral challenge

with CHIKV SM (Table 6) while up to three

variants were identified in Ae. aegypti col-

lected from neighboring islands (Martinique

and Guadeloupe). This may suggest that bot-

tlenecks induced by mosquito internal bar-

riers (i.e midgut, salivary glands) were less

constraining for the CHIKV SM in Ae. ae-

gypti SMAR mosquitoes than in Ae. ae-

gypti from neighboring islands. It is tempting

to propose that CHIKV SM is naturally well

adapted to Ae. aegypti SMAR, and therefore

able to rapidly express a particular mutant

spectrum consisting of a majority of synony-

mous mutations. Thus, CHIKV emergence

and rapid spread through the Caribbean is

due to a CHIKV SM well adapted to Ae. ae-

gypti from Saint-Martin Island, and to the

ability of mosquitoes from the West Indies to

transmit Asian strains of CHIKV.

Similar to previous epidemics of other

vector-borne diseases, CHIKV has expanded

outside its traditional range of distribution

(and unusually, emerging in temperate re-

gions) following the worldwide expansion of

Ae. albopictus. This vector is an inva-

sive species currently found in temperate and

tropical regions [11,13]. Here, we found

that regardless of population origin, suscep-

tibility of Ae. albopictus from the Amer-

icas was similar for both the ECSA geno-

type (CHIKV LR) and the Asian genotype

(CHIKV SM) at days 5 and 7 pi. Differences

were only detected at day 3 pi where, sur-

prisingly, transmission by Ae. albopictus col-

lected from Rio de Janeiro (Brazil) was 10

times higher with CHIKV SM (∼ 50%) than

with CHIKV LR (∼ 5%) (Figure 32A, 32B),

corroborating the threat of CHIKV SM for

this country. However, temperate Ae. al-

bopictus exhibited the opposite pattern of

transmission: with CHIKV LR, transmission

efficiency remained high (∼ 50%) from day 3

pi while it reached a similar level only at day 5

pi with CHIKV SM (Figure 33A). Differences

on transmission efficiencies of CHIKV SM

and CHIKV LR observed between Ae. al-

bopictus from the Americas and Europe high-

light the need for further genetic analysis in

order to elucidate the phylogenetic relation-

ships for these mosquito populations.

Since ambient temperature plays a key

role in modulating mosquito vector compe-

tence for pathogens [21,22], we also incubated

temperate Ae. albopictus at lower tempera-

tures. When infected mosquitoes were incu-
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bated at 20◦C, corresponding to a mean tem-

perature recorded where local CHIKV trans-

mission was detected in Italy and in south-

east France [14,28], the virus was detected

very late at day 7 pi in mosquito saliva (trans-

mission efficiency, ∼ 10%). When mimick-

ing daily fluctuations of temperature around

the mean value of 20◦C, transmission effi-

ciency was slightly enhanced though no signif-

icant differences were observed (Figure 33B).

This result contrasts with our previous find-

ings where Ae. albopictus from southern

France transmitted the ECSA genotype bet-

ter at 20◦C compared to 28◦C [17]. This

was supported in late October 2014 with

the detection of 5 CHIKV autochthonous

cases in Montpellier, Southern France (url-

http://www.invs.sante.fr/). Viral isolates

from these patients belonged to the ECSA

genotype (Leparc-Goffart, personal commu-

nication). Despite the hundreds of in-

fected people returning to France from the

Caribbean during the summer and later [12],

no autochthonous transmission of the im-

ported Asian CHIKV genotype was detected,

supporting that transmission is strongly de-

pendent on the mosquito population genetics,

the viral genotype and environmental con-

ditions such as the temperature [17]. Ac-

cording to our results based mainly on vec-

tor competence, it is crucial for American

and European countries to be prepared for

more vector-borne disease epidemics. Vec-

tor control measures should be triggered very

quickly to prevent transmission of the virus

by local mosquitoes. With CHIKV LR and

CHIKV SM, only three days after infection

are needed to initiate an outbreak. Although

our results show differences in vector compe-

tence, other factors (mosquito densities, feed-

ing behavior, mosquito survival rate...) com-

posing the vector capacity, are needed to as-

sess more accurately the risk of CHIKV trans-

mission.
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Chapitre 6

Variabilité génétique d’Ae. albopictus en Amérique

6.1 Contexte

Dans les chapitres 4 et 5 de ce manuscrit, nous avons mis en évidence des différences de

compétence vectorielle vis-à-vis du CHIKV entre les populations d’Ae. aegypti et Ae. albopic-

tus des Amériques. Nous avons ainsi démontré que les populations d’Ae. aegypti et Ae. albopic-

tus de Chiapas (Mexique) et Vero Beach (Floride, Etats Unis) avaient une efficacité de trans-

mission (TE) beaucoup plus faible vis-à-vis de la souche CHIKV 0621 (<30%) que leurs ho-

mologues d’Amérique Centrale et Amérique du Sud (i.e. Ae. albopictus de Panama, Ae. ae-

gypti de Venezuela, Ae. aegypti et Ae. albopictus de Rio de Janeiro). Ces résultats ont été,

par la suite, confortés pour Ae. albopictus où pour la souche virale CHIKV 0621 (appelée

CHIKV LR dans l’article 2), les populations d’Ae. albopictus du Brésil présentaient des effi-

cacités de transmission supérieures (∼50-60%) à celles des populations d’Ae. albopictus des

Etats Unis (∼10%) (Figure 32, article 2). En ce qui concerne la souche CHIKV SM, les mous-

tiques Ae. aegypti de Macapà ont présenté des efficacités de transmission inférieures (TE ≤

30%) à celles des Ae. aegypti des Amériques (i.e. Rio de Janeiro, Guyane Française, Guade-

loupe, Martinique) (Figure 31, article 2). Ces expériences menées dans des conditions environ-

nementales et biologiques contrôlées (i.e. température, humidité, âge des femelles) permettent

de minimiser les variations de compétence vectorielle dues à ces paramètres extrinsèques. Ainsi,

les différences de compétence vectorielle précédemment présentées peuvent être principalement

dues aux différences génétiques entre les populations de moustiques, ce qui peut moduler forte-

ment les interactions de type G x G (génotype virus x génotype vecteur) et G x G x E (génotype

virus x génotype vecteur x environnement).

Comme présenté dans la synthèse bibliographique, plusieurs techniques et marqueurs

génétiques ont été utilisés afin d’étudier l’origine et la variabilité génétiques des populations

d’Ae. aegypti et Ae. albopictus des Amériques. Concernant Ae. aegypti, ces études ont notam-
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Variabilité génétique d’Ae. albopictus en Amérique

ment démontré l’origine africaine des populations d’Amérique et l’existence de plusieurs haplo-

types dans de nombreuses localités, suggérant ainsi l’occurrence de multiples réintroductions

d’Ae. aegypti en Amérique à partir de diverses sources, avant et après l’arrêt des traitements

insecticides visant l’éradication d’Ae. aegypti (Bracco et al. 2007 ; da Costa-da-Silva et

al. 2005). Ces multiples réintroductions complexifient considérablement la mise en évidence des

liens génétiques qui existent entre l’ensemble des populations du continent. En outre, la plu-

part des études ont pour but la caractérisation génétique d’Ae. aegypti à une échelle locale

qui peut s’étendre à l’échelle d’un pays et rarement à l’échelle d’un continent. A ce jour, les

connaissances sur les populations d’Ae. albopictus des Amériques reposent notamment sur l’ori-

gine différente des populations d’États-Unis et celles du Brésil (Birungi & Munstermann

2002 ; Mousson et al. 2005 ; Paupy et al. 2009), et l’établissement des liens phylogénétiques

entre quelques populations d’Amérique du Sud (i.e. Brésil, Venezuela, Colombie) (Navarro et

al. 2013). La colonisation récente du continent par ce moustique explique en partie le faible

nombre d’études génétiques concernant Ae. albopictus par rapport à celles visant Ae. aegypti.

L’utilisation des marqueurs mitochondriaux ou nucléaires a permis de dévoiler un faible ni-

veau de différenciation génétique entre les populations d’Ae. albopictus d’Amérique (Maia et

al. 2009 ; Mousson et al. 2005 ; Rai 1991), soulignant ainsi le besoin d’utiliser des marqueurs

plus polymorphes et discriminants pour l’étude de leur variabilité génétique.

Ainsi, la troisième partie de ma thèse vise à étudier la variabilité génétique des Ae. al-

bopictus d’Amérique à l’aide des marqueurs microsatellites. Pour cela, nous allons déterminer

les liens génétiques existants entre les populations d’Ae. albopictus d’Amérique et analyser

leur éventuelle relation avec les différences de compétence vectorielles vis-à-vis du

CHIKV mises en évidence dans les chapitres 4 et 5 de cette thèse. Nous avons donné une prio-

rité à l’analyse d’Ae. albopictus en raison des éléments précédemment exposés, notamment le

peu de données sur le sujet dans le contexte américain par rapport au moustique Ae. aegypti. Les

analyses et les données présentées dans ce chapitre constituent des résultats préliminaires ob-

tenus grâce à une collaboration avec le Département de Biologie et Biotechnologie de l’Univer-

sité de Pavie, Italie.
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6.2 Démarche expérimentale

Afin de caractériser génétiquement les populations d’Ae. albopictus d’Amérique,

nous avons utilisé 30 individus (∼15 mâles et 15 femelles) issus de 14 populations (Table 7).

Dix de ces populations ont été choisies parmi les populations d’Ae. albopictus utilisées pour

l’évaluation de la compétence vectorielle vis-à-vis du CHIKV du chapitre 4 (Table 2, article 1).

Les quatre populations restantes (ALPROV, BL, CONG, CAL) provenant d’autres continents

ont été incluses afin de les positionner par rapport aux populations des Amériques. La première

génération de moustiques (F1) a été utilisée sauf pour les Ae. albopictus de Manaus (F2) et

Calcutta (colonie du laboratoire). Étant donné le faible polymorphisme génétique observé chez

les Ae. albopictus en utilisant des marqueurs mitochondriaux comme le NADH déshydrogénase

5 ou ND5 (Maia et al. 2009 ; Mousson et al. 2005 ; Navarro et al. 2013), nous avons eu

recours aux marqueurs microsatellites récemment proposés pour la caractérisation génétique de

cette espèce de moustique (Manni et al. 2015).

Table 7 – Populations d’Ae. albopictus utilisées.

Population Lieu de collecte Pays Région Coordonnées

TYS Tyson États-Unis Amérique du Nord 38◦31’N 90◦33’W

VRB Vero Beach, Florida États-Unis Amérique du Nord 27◦35’N 80◦22’W

MXA Tapachula Mexique Amérique Centrale 14◦53’N 92◦15’W

PNA Colon Panama Amérique Centrale 09◦21’N 79◦53’W

MAN Manaus Brésil Amérique du Sud 03◦06’S 60◦03’W

STR Santarém Brésil Amérique du Sud 02◦25’S 54◦42’W

PNM Parnamirim Brésil Amérique du Sud 05◦54’S 35◦16’W

JRB Jurujuba Brésil Amérique du Sud 22◦55’S 43◦07’W

SAN Santos Brésil Amérique du Sud 23◦57’S 46◦20’W

MIA Misiones Argentine Amérique du Sud 25◦36’S 54◦34’W

BL Bar sur Loup France Europe 43◦42’ N 6◦59’ E

ALPROV Providence
La Réunion

(France)
Océan Indien 20◦53’ S 55◦27’ E

CONG Brazzaville Congo Afrique 4◦16’ S 15◦17’ E

CAL Calcutta Inde Asie 22◦34’ N 88◦21’ E

L’ADN total des moustiques a été extrait à l’aide du kit Nucleospin R© 96 Tissue (Macherey-

Nagel). Brièvement, les moustiques entiers ont été broyés individuellement dans des tubes avec
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des billes de verre (Dutscher) contenant 180 µL du tampon de lyse. Par la suite, 25 µL de

proteinase K ont été ajoutés au tampon et les moustiques ont été mis à incuber dans ce mélange

pendant au moins 6 h à 56◦C. Les homogénats ont été ensuite filtrés au travers de colonnes

auxquelles les acides nucléiques totaux vont se lier. Après trois lavages successifs, l’ADN est élué

dans 100 µL de tampon. Les 11 loci microsatellites utilisés (Table 8) ont été amplifiés par PCR

dans un thermocycleur Gene Amp R© PCR System 9700 (Applied Biosystems). Des amorces

sens et anti-sens encadrent chacun des microsatellites étudiés, l’amorce sens étant marquée

en position 5’ terminale avec l’un des marqueurs phosphoramidites fluorescents HEX ou FAM

(Table 8). Le milieu réactionnel (15 µL) de la PCR est composé de 50 ng d’ADN génomique,

1,5 µL du tampon PCR à 1X, 0,45 µL de MgCl2 à 1,5 mM, 0,4 µL de dNTP à 0,27 mM, 1 µL de

chaque amorce à 10 µM et 1 U de Taq polymérase (Invitrogen). Le programme d’amplification

utilisé a été le suivant : dénaturation initiale à 94◦C pendant 5 min ; 30 cycles de 30 sec à 94◦C,

30 sec d’élongation à 59◦C et 30 sec à 72◦C, suivi d’une extension finale à 72◦C pendant 7 min.

Des aliquots des produits PCR sont testés sur gel d’agarose à 1,5-2%. Les produits PCR ont été

dilués 10 fois dans l’eau distillée avant le génotypage des moustiques à l’aide d’un séquenceur

Table 8 – Loci microsatellites et amorces utilisés.

Locus Type1 Motif microsatellite Amorces (5’ → 3’)2

Aealbmic1 P (TC)10 F : [6FAM]ACCTTGCGTAGGATGACGAT
R : GCCATGATCACGAGCCTATT

Aealbmic2 I (GTT)5TGGAGTGAG(GTT)6 F : [6FAM]ACGATGCGTAACCATTCGAT
R : AACACCGCCGAATATGAAAC

Aealbmic3 (AAC)9 F : [HEX]ACCATACAGCCTGGAGTTCG
R : GGGGTTGTGTGAATTGTCGT

Aealbmic5 P (TGT)13 F : [HEX]AACCCATCGAACACAGAAGG
R : GTACGGTTGACTCGCTGTGA

Aealbmic6 I (GTT)3GCT(GTT)3 GGT(GTT)4 F : [HEX]GATGGTCCGTATTTGGGTTG
R : ATCTTCACTCATCCGCCATC

Aealbmic9 P (GAT)7 F : [HEX]GCGATGACAGTGGAACAAGA
R : GCTTGGCAGGGAACAAATTA

Aealbmic11 P (TGT)5 F : [6FAM]CTCTGCGTTCCGGTTCTATC
R : AGGCAACCTCTCGAATGAAA

Aealbmic14 I (CT)11T(CT)2 F : [6FAM]CAGAAGGTCTTGGATTCACTC
R : TTTCCAATTCGTTTCTGGTTC

Aealbmic15 P (GTT)7 F : [6FAM]GGAATGGTTCCCTGGCTAAT
: CCAACTCCGAAGAAGCCATA

Aealbmic16 P (CAT)7 F : [HEX]CACAACAACGAGAGTGTCGAA
R : CCGAGGGCAACACGATATAC

Aealbmic17 P (CAA)15 F : [HEX]TCACCACAACAAACGGAATC
R : AGAGTTTTGGGCGCAGTTTA

1Type de motif microsatellite (P : répétitions parfaites ; I : répétitions imparfaites).
2Les marqueurs phosphoramidites fluorescents (6FAM ou HEX) présents dans l’amorce sens sont
indiqués pour les 11 loci utilisés.
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à capillaires ABI3730XL (Applied Biosystems). Pour le génotypage, le milieu réactionnel est

composé de 10 µL de formamide déionisée, de 0,75 µL du marqueur de taille 500 ROX (Applied

Biosystems), et de 2 µL de produit PCR dilué.

Le traitement des données microsatellites se fait à l’aide du logiciel Gene Mapper V3.7

(Applied Biosystem) qui convertit les signaux de fluorescence en pics de tailles définies en

nombre de bases. Sur l’électrophorégramme, un pic (homozygote) ou deux pics (hétérozygotes)

peuvent être observés. Les tailles des pics obtenus ont été en accord avec les tailles attendues des

allèles en fonction du nombre de répétitions du motif de base et également en concordance avec

les tailles obtenues pour ces mêmes microsatellites chez d’autres populations d’Ae. albopictus

(Manni et al. 2015). Pour limiter d’éventuelles erreurs liées au génotypage, le programme

TANDEM (Matschiner & Salzburger 2009) a été utilisé pour l’estimation automatique

des tailles des variants microsatellites et leur classement.

6.2.1 Fréquences alléliques et écart à l’équilibre de Hardy-Weinberg

Dans une population à l’état d’équilibre de Hardy-Weinberg, les fréquences alléliques ne

changent pas d’une génération à l’autre et les fréquences à l’équilibre sont atteintes en une seule

génération de croisement au hasard. Nous teston l’hypothèse (H0) selon laquelle les populations

seraient à l’équilibre de Hardy-Weinberg. Si l’hypothèse H0 est rejetée, alors c’est l’hypothèse

alternative H1 � déficit en hétérozygotes � ou � excès en hétérozygotes � qui devrait être

acceptée. Le programme GENEPOP 4.7 (Rousset 2008) permet le calcul du paramètre FIS

qui représente le coefficient de consanguinité d’un individu provoqué par un écart à la panmixie.

Il mesure la réduction de l’hétérozygotie des individus à l’intérieur de leur sous-population. FIS

varie de –1 (excès d’hétérozygotes) à +1 (déficit en hétérozygotes). L’hétérozygotie dans ce cas

est la proportion moyenne de loci polymorphes parmi les loci du génome d’un individu.

6.2.2 Le déséquilibre de liaison

Quand des allèles de gènes différents s’associent au hasard, la fréquence d’un gamète portant

cette combinaison particulière d’allèles est égale au produit des fréquences des allèles. Les gènes

sont dits en équilibre de liaison. Dans le cas contraire, ils sont dits en déséquilibre d’association

gamétique ou déséquilibre de liaison. Ce déséquilibre peut être dû, outre à une liaison physique
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entre deux gènes, à la sélection naturelle ou à la dérive génétique. Les mesures de déséquilibre

de liaison quantifient l’écart entre les proportions haplotypiques observées et celles attendues

sous l’hypothèse d’indépendance entre allèles. Le déséquilibre de liaison Dij (Weir 1996), est

testé en utilisant le test exact de Fisher à l’aide du logiciel GENEPOP V4.7 (Rousset 2008).

6.2.3 Structuration génétique des populations

La structure génétique des populations est établie en estimant la différenciation génique.

Grace à une approximation du test exact de Fisher, il est possible de tester la distribution des

fréquences alléliques entre échantillons pour chaque locus et entre loci pour tous les échantillons.

Une série d’analyses peut être effectuée soit en considérant les échantillons indépendamment soit

après divers regroupements. Le programme FSTAT V.2.9.3.2 (Goudet 1995) permet le calcul

du paramètre FST (Weir & Cockerham 1984), correspondant à l’indice de différenciation qui

mesure la diminution de l’hétérozygotie d’une sous-population par rapport à la population totale

provoquée par la dérive génétique (dans ce cas précis, l’hétérozygotie correspond à la proportion

moyenne des individus hétérozygotes à un locus donné parmi les individus de la population).

FST mesure la différenciation entre les échantillons ; il varie de 0 (absence de différenciation) à 1

(différentiation totale). Le programme GENEPOP v 3.2. fournit la probabilité d’erreur associée

à l’hypothèse nulle (homogénéité de la distribution des fréquences alléliques).

Afin de déterminer le niveau de structuration des populations, nous avons utilisé les dis-

tances génétiques basées sur la proportion d’allèles partagés pour réaliser (i) une analyse en com-

posantes principales (ACP) avec le logiciel GenALEx (Peakall & Smouse 2012), et (ii) un

dendrogramme avec les logiciels Neighborn et Consense du package PHYLIP V3.696 (Fel-

senstein 1989), et le logiciel FigTree v 1.3.1(Rambaut 2009). Les distances génétiques ont

été calculées en utilisant 10000 permutations à l’aide du logiciel MSA V4.05 (Dieringer &

Schlötterer 2003). Nous avons également utilisé l’approche bayésienne décrite par Prit-

chard et al. (2000) à l’aide du logiciel STRUCTURE V2.3.2 (Pritchard 2010). Cette ap-

proche utilise l’individu comme unité et évalue si celui-ci appartient à un ou plusieurs � clus-

ters génétiques � (K) sans a priori en assumant une indépendance des fréquences alléliques. Pour

cela, des simulations ont été effectuées avec plusieurs valeurs de K allant de 1 au total des po-

pulations ou groupes analysés (14 dans notre cas). Nous avons effectué 10 répétitions pour

chaque valeur de K en fixant l’étape de � burn-in � à 100000 répétitions, suivies par 1000000
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réplications réalisées avec les méthodes de Monte-Carlo par châınes de Markov (MCMC). La

détermination de la valeur exacte de K se fait en utilisant le logarithme naturel de la vraisem-

blance des données Ln P (X / K) (Pritchard et al. 2000). Enfin, les logiciels CLUMPP (Ja-

kobsson & Rosenberg 2007) et DISTRUCT (Rosenberg 2004) ont été utilisés pour visua-

liser la répartition des clusters génétiques dans les populations.

6.2.4 Tests statistiques

L’analyse de variance de Kruskal-Wallis a été utilisée pour comparer l’efficacité de trans-

mission des moustiques en fonction du cluster génétique auquel ils appartiennent à l’aide du lo-

giciel STATISTICA c© 8.0 (StaSoft Inc 2013).

Le seuil de significativité de chaque test est ajusté en tenant compte du nombre de compa-

raisons selon la procédure séquentielle de Bonferroni (Holm 1979 ; Rice 1989).

6.3 Résultats

6.3.1 Variabilité génétique des populations d’Ae. albopictus

Nos résultats sont basés sur le génotypage de 420 individus issus de 14 populations en

utilisant 11 loci microsatellites. Tous les loci se sont révélés polymorphes avec des niveaux

de polymorphisme variables en fonction des populations et un nombre d’allèles allant de 3

(Aealbmic2) à 16 (Aealbmic3, Aealbmic5). Des allèles privés (“The average frequency of private

alleles in a partially isolated population”) qui présentent la particularité de n’être présents que

dans une seule population sont observés pour chacun des 11 loci microsatellites (Annexe 5).

6.3.2 Equilibre de Hardy-Weinberg

L’équilibre de Hardy-Weinberg a été testé pour chaque locus dans chaque population à l’aide

d’un test de probabilité. Pour 133 tests de probabilité effectués (pour chaque locus et chaque

population), 40 tests sont significatifs (P < 0,05). Si on teste l’équilibre de Hardy-Weinberg

(H0) en considérant que l’hypothèse alternative H1 est un déficit d’hétérozygotes, 27 tests

sont significatifs (P < 0,05). Si on considère l’ensemble des loci pour chaque population, 11

populations présentent un déficit en hétérozygotes (P < 0,05) (Table 9).
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6.3.3 Déséquilibre de liaison

Sur 555 combinaisons alléliques testées sur l’ensemble des 14 populations, aucune association

gamétique significative n’a été détectée.

6.3.4 Différenciation génétique

La différenciation génétique entre les populations d’Ae. albopictus a été examinée entre

paires d’échantillons (Annexe 6) et selon leur localisation géographique (Table 10). Dans tous les

cas, une forte différentiation génétique a été observée (P < 0,05). Quand on considère l’ensemble

des échantillons, la différenciation génétique a été révélée hautement significative (FST= 0,182 ;

P < 10−4). Quand on considère les échantillons récoltés en Amérique, la différenciation reste

hautement significative (FST= 0,183 ; P < 10−4), que les échantillons proviennent d’Amérique

du Nord (FST= 0,081 ; P < 10−4), Amérique Centrale (FST= 0,18 ; P < 10−4) ou d’Amérique

du Sud (FST= 0,157 ; P < 10−4). Par ailleurs, l’analyse des échantillons récoltés dans les régions

tempérées d’Amérique a révélé une forte différenciation (FST = 0,252 ; P < 10−4). Lorsqu’on

considère les échantillons des régions tropicales d’Amérique, la différenciation génétique reste

très élevée (FST = 0,168 ; P <10−4).

6.3.5 Structuration des populations

L’analyse en composantes principales à deux dimensions basée sur les distances génétiques

entre les populations d’Ae. albopictus, révèle l’existence de deux clusters bien définis : l’un re-

groupant la plupart de populations brésiliennes (PNM, SAN, STR, JRB) et celle de l’Argen-

tine (MIA), et l’autre regroupant les populations des États-Unis (VRB), du Mexique (MXA)

et du Panama (PNA). Ces deux clusters sont séparés par la première composante qui ex-

plique 32,66% de la variabilité génétique observée. Curieusement, les moustiques de Manaus

au Brésil (MAN) semblent plus similaires aux moustiques de La Réunion (ALPROV ; FST =

0,058) ou du Congo (CONG ; FST = 0,042) que du reste des populations brésiliennes (FST entre

0,105 à 0, 244) (Figure 34). Les moustiques de Bar-sur-Loup, semblent plus proches des Ae. al-

bopictus de Vero Beach (VRB ; FST = 0,084) et de La Réunion (ALPROV ; FST = 0,091).

L’approche bayésienne utilisée à l’aide du logiciel STRUCTURE pour des valeurs de K

variant entre 1-14 a permis de déterminer le nombre exact de clusters (K)(Pritchard et al.
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Variabilité génétique d’Ae. albopictus en Amérique

Figure 34 – Analyse en composantes principales de la distance génétique pour 11 loci microsatellites
chez les populations d’Ae. albopictus. MIA (Misiones, Argentine), JRB (Jurujuba, Rio de Janeiro,
Brésil), MAN (Manaus, Brésil), TYS (Tyson, Etats Unis), PNA (Colon, Panama), VRB (Vero Beach,
Floride, États Unis), SAN (Santos, Brésil), PNM (Parnamirim, Brésil), STR (Santarém, Brésil), BL
(Bar sur Loup, France), CAL (Calcutta, Inde), CONG (Congo), MXA (Chiapas, Mexique), ALPROV
(Providence, La Réunion).

2000, ,(Figure 35A)) . Ainsi, ces analyses ont suggéré l’existence de quatre clusters génétiques

(k=4) chez les populations d’Ae. albopictus utilisées (Figure 35B). Un de ces clusters regroupe

les populations des États-Unis (TYS, VRB), du Mexique (MXA) et du Panama (PNA), un autre

regroupe les populations d’Argentine (MIA) et du Brésil (JRB, SAN, STR, PNM) à l’exception

des Ae. albopictus de Manaus (MAN), et le troisième regroupe les populations d’Ae. albopictus

de Bar-sur-Loup (BL), Calcutta, (CAL) et La Réunion (ALPROV). La structuration des Ae.

albopictus de Congo (CONG) est plus semblable à celle des Ae. albopictus de Manaus qu’à celle

des autres populations.

Le dendrogramme réalisé en tenant compte de la proportion d’allèles partagés et en utilisant

la méthode Neighbor-Joining avec bootstrap (logiciels Neighborn, Consense et FigTree v 1.3.1),

est en accord avec les résultats précédents (Figure 36). En effet, nous constatons un clade bien

défini regroupant les populations de moustiques d’Argentine et du Brésil (à l’exception des

Ae. albopictus de Manaus), un clade regroupant les populations des États-Unis, du Mexique

et du Panama, et enfin un clade regroupant les Ae. albopictus du Congo et de Manaus. Les
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Figure 35 – (A) Estimation de la valeur de K à l’aide du logiciel STRUCTURE V2.3.2. (Pritchard et
al. 2000). (B) Représentation graphique des clusters génétiques (K=4) déterminés avec 11 marqueurs
microsatellites en utilisant les logiciels STRUCTURE V 2.3.2, CLUMPP et DISTRUCT. Le cluster 1
est représenté en jaune, le cluster deux en vert, le cluster 3 en bleu et le cluster 4 en rouge. Trente in-
dividus ont été analysés par population. MIA (Misiones, Argentine), JRB (Jurujuba, Rio de Janeiro,
Brésil), MAN (Manaus, Brésil), TYS (Tyson, Etats Unis), PNA (Panama), VRB (Vero Beach, Flo-
ride, États Unis), SAN (Santos, Brésil), PNM (Parnamirim, Brésil), STR (Santarém, Brésil), BL (Bar
sur Loup, France), CAL (Calcutta, Inde), CONG (Congo), MXA (Chiapas, Mexique), ALPROV (Pro-
vidence, La Réunion).

moustiques Ae. albopictus de Calcutta (utilisés comme outgroup) semblent plus proches des

Ae. albopictus de La Réunion.
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Figure 36 – Dendrogramme basé sur la proportion des allèles partagés entre les populations d’Ae. al-
bopictus d’Amérique. Méthode de construction : Neighbor joining avec bootstrap à l’aide des logi-
ciels Neighborn, Consense et FigTree v 1.3.1. MIA (Misiones, Argentine), JRB (Jurujuba, Rio de Ja-
neiro, Brésil), MAN (Manaus, Brésil), TYS (Tyson, Etats Unis), PNA (Panama), VRB (Vero Beach,
Floride, États Unis), SAN (Santos, Brésil), PNM (Parnamirim, Brésil), STR (Santarém, Brésil), BL
(Bar sur Loup, France), CAL (Calcutta, Inde), CONG (Congo), MXA (Chiapas, Mexique), ALPROV
(Providence, La Réunion). Seules les valeurs de bootstrap supérieures à 50 sont représentées.

6.3.6 Structure génétique des populations et Compétence vecto-

rielle

Afin d’analyser l’effet de différences génétiques observées sur la compétence vectorielle, et

notamment sur l’efficacité de transmission, nous avons regroupé les populations des Amériques

en tenant compte de deux clusters génétiques définis lors des analyses de la structuration

des populations des Ae. albopictus d’Amérique (Tableau 11). Ainsi, le cluster 1 regroupe les

populations des Etats-Unis (TYS, VRB), du Mexique (MXA) et du Panama (PNA), tandis que

le cluster 2 contient les populations d’Argentine (MIA) et le Brésil (JRB, SAN, STR et PNM)

à l’exception des Ae. albopictus de Manaus qui visiblement n’appartiennent pas à ce cluster

génétique (Figures 34-36).
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Table 11 – Regroupement génétique des populations pour les analyses de compétence vectorielle et
valeurs d’efficacité de transmission vis-à-vis de trois isolats de CHIKV.

Population Pays Région
Cluster

Génétique
TE TE TE

CHIKV 21 CHIKV 115 CHIKV NC

TYS États-Unis Amérique du Nord 1 56,7% (30) 50% (30) ND

VRB États-Unis Amérique du Nord 1 26,7% (30) 26,7%(30) ND

MXA Mexique Amérique Centrale 1 16,7% (30) 23,3% (30) ND
PNA Panama Amérique Centrale 1 83,3% (30) 33,3%(30) 73,3%(30)
STR Brésil Amérique du Sud 2 56,7% (30) 53,8% (26) ND
PNM Brésil Amérique du Sud 2 66,7% (30) ND ND
JRB Brésil Amérique du Sud 2 96,7% (30) ND ND
SAN Brésil Amérique du Sud 2 43,3% (30) 62,5% (8) ND
MIA Argentine Amérique du Sud 2 43,3% (30) 76,7% (30) 30% (30)

TE : Efficacité de transmission (proportion des femelles ayant la salive infectée sur le total des femelles ana-
lysées) le 7ème jour post-infection. CHIKV 21 : souche de CHIKV de génotype ECSA ayant la substitution
E1-226V. CHIKV 115 : souche de CHIKV de génotype ECSA ayant la substitution E1-226A. CHIK NC
souche génotype asiatique ayant la substitution E1-226A. Entre parenthèses, le nombre de moustiques ana-
lysés.

La différenciation génétique des neuf échantillons appartenant aux deux clusters décrits ci-

dessus (Table 12) est fortement significative (FST = 0,194 ; P < 10−4). Même si les valeurs

de FST sont plus faibles, la différenciation demeure significative quand on analyse les quatre

populations formant le cluster 1 (FST = 0,135 ; P < 10−4) et les 5 populations du cluster 2

(FST = 0,157 ; P < 10−4).

Les analyses statistiques effectuées montrent des efficacités de transmission significativement

différentes vis-à-vis du CHIKV entre les deux clusters des populations (Kruskal-Wallis : P

< 0.01). En effet, lorsqu’on considère les isolats CHIKV 21 (génotype ECSA, E1-226V) et

CHIKV 115 (génotype ECSA, E1-226A) utilisés dans l’article 1, l’efficacité de transmission est

plus élevée chez les moustiques appartenant au cluster 2 par rapport à ceux du cluster 1 (Test

de Kruskal-Wallis : P = 0,017 pour CHIKV 21 et P < 10−4 pour CHIKV 115) (Figure 37).

Cette comparaison entre clusters génétiques n’a pas été effectuée pour la souche CHIKV NC,

étant donné le faible nombre de populations testées. En ce qui concerne le nombre de particules

virales détectées dans la salive, les moustiques appartenant au cluster 2 ont un nombre supérieur

par rapport à ceux du cluster 1 (test de Kruskal-Wallis : P = 0,024) pour la souche CHIKV 21

et aucune différence n’a été trouvée pour la souche CHIKV 115 (test de Kruskal-Wallis : P >

0,05).
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Table 12 – Valeurs des indices de fixation FST pour les clusters génétiques d’Ae. albopictus
d’Amérique.

Locus Tous les échantillons Cluster 1 Cluster 2

N 9 4 5
Aealbmic1 0,117*** 0,141*** 0,088***
Aealbmic2 0,192*** 0,112*** 0,218***
Aealbmic3 0,131*** 0,083*** 0,097***
Aealbmic5 0,170*** 0,156*** 0,081***
Aealbmic6 0,195*** 0,131*** 0,216***
Aealbmic9 0,152*** -0,0001 0,145***
Aealbmic11 0,260*** 0,205*** 0,148***
Aealbmic14 0,331*** 0,068*** 0,216***
Aealbmic15 0,018**     -            0,015*
Aealbmic16 0,223*** 0,226*** 0,216***
Aealbmic17 0,141*** 0,101*** 0
Total loci 0,194*** 0,135*** 0,157***

Trente individus ont été analysés par population. Les astérisques in-
diquent des différences significatives pour P < 0.05 (*), P < 0.01 (**)
et P < 0.0001 (***).

Figure 37 – Efficacité de transmission (moyenne ± intervalle de confiance 95%) de clusters génétiques
d’Ae. albopictus d’Amérique vis-à-vis deux souches de CHIKV. Le cluster 1 regroupe des populations
des Etats-Unis, du Mexique et du Panama. Le cluster 2 regroupe des populations du Brésil et d’Ar-
gentine. Les astérisques indiquent des différences significatives pour une p-value inférieure à 0,05 (*)
et à 0,001 (***).

6.4 Conclusions

Dans ce chapitre, nous avons caractérisé la variabilité génétique et la structure génétique

des populations d’Ae. albopictus en Amérique. Pour toutes les populations en tenant compte

de l’ensemble des loci, des écarts à l’équilibre de Hardy-Weinberg ont été mis en évidence, prin-
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cipalement liés à un déficit en hétérozygotes (Table 9). Ces déficits en hétérozygotes peuvent

être dus à la présence d’allèles nuls ; ceux-ci représentent, en effet, une complication fréquente

dans l’interprétation des données microsatellites (Lehmann et al. 1996). Des mutations et

des délétions dans les séquences complémentaires des amorces PCR flanquant le microsatellite

peuvent inhiber l’amplification PCR. Par ailleurs, un déficit en hétérozygotes peut aussi s’ex-

pliquer par d’autres facteurs tels que la consanguinité ou la structuration des populations (ef-

fet Walhund). L’hypothèse de consanguinité peut être rejetée dans notre cas car des déficits se-

raient observés à tous les loci, ce qui n’est pas le cas dans notre étude. Les valeurs significa-

tives de FST peuvent donc être interprétées par un effet Walhund (échantillonnage de deux

pools géniques indépendants) dont l’origine reste à être déterminée.

Une forte différentiation génétique a été mise en évidence entre les populations d’Ae. al-

bopictus utilisées, quelque soit le niveau de regroupement régional analysé (Table 10, An-

nexe 6). Nous avons mis en évidence que les populations d’Ae. albopictus d’Amérique sont

structurées selon deux clusters principaux : l’un regroupant les populations d’Amérique Cen-

trale et du Nord, (cluster 1) et l’autre celles d’Amérique du Sud (cluster 2) (Figures 34-36).

Ceci suggère une divergence évolutive de ces deux groupes de populations, pouvant être liée

à l’origine différente des populations d’Ae. albopictus du Brésil et celles des États-Unis (Bi-

rungi & Munstermann 2002 ; Mousson et al. 2005). Curieusement, les Ae. albopictus de

Manaus ne font pas partie du cluster 2 en raison d’un polymorphisme génétique davantage

proche de celui des populations d’Asie et d’Afrique que des autres populations brésiliennes (Fi-

gures 34-36), ce qui est également conforté par les valeurs de FST (i.e. FST = 0,042 entre Ma-

naus et Congo vs FST = 0,244 entre Manaus et Santarém ; Annexe 6). Par ailleurs, de nom-

breux allèles privés ont été détectés ; la présence de ces allèles rares souligne la forte structura-

tion des populations d’Ae. albopictus.

Enfin, nous avons mis en évidence que les populations d’Ae. albopictus appartenant au clus-

ter génétique 1 qui regroupe les populations d’Amérique du Nord (i.e. États-Unis) et Amérique

Centrale, présentent des efficacités de transmission significativement inférieures à celles du

cluster 2 (i.e. Brésil) vis-à-vis des souches de CHIKV de génotype ECSA. Les différences de

compétence vectorielle présentées dans l’article 1 sont très probablement liées aux différences

génétiques entre Ae. albopictus d’Amérique. Ces différences génétiques sont le résultat d’his-

toires évolutives différentes au sein d’environnements contrastés. Cette différence de réceptivité

des populations peut avoir des implications importantes en termes d’émergence et de distribu-
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tion des génotypes de CHIKV sur le continent.
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Chapter 7

Discussion générale et perspectives

Aujourd’hui, nous sommes témoins d’une recrudescence des épidémies liées aux arbovi-

roses, et l’émergence de CHIKV en Amérique abordée dans cette thèse, en constitue un très

bon exemple. En effet, au cours de ces trois dernières années, le contexte épidémiologique des

Amériques à l’égard de ce virus a considérablement changé : avant octobre 2013, aucun cas

de transmission autochtone de CHIKV n’y avait été répertorié, alors qu’en avril 2015, le vi-

rus a déjà été responsable de 1,338,026 cas suspects rapportés dans au moins 49 pays et/ou ter-

ritoires (Figure 38) (Pan American Health Organization (PAHO) 2015).

Figure 38 – Contexte épidémiologique à l’égard du CHIKV dans les Amériques. Situation avant
octobre 2013 (gauche) et en avril 2015 (droite). Adapté de Tsetsarkin et al. (2011) et de Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) (2015).
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Cette émergence concorde avec les résultats obtenus dans l’article 1 présenté dans le mémoire

expérimental, où nous avons montré pour la première fois, que la majorité des populations de

moustiques des Amériques étaient capables de transmettre efficacement le CHIKV, soulignant

ainsi le risque que présente ce virus pour le continent. Nos résultats ont également démontré

que les moustiques d’Amérique continentale transmettent aussi bien des souches de CHIKV ap-

partenant au génotype ECSA que des souches du génotype asiatique comme celle isolée en Nou-

velle Calédonie en 2011 (Dupont-Rouzeyrol et al. 2012). Ce résultat a également été conforté

par l’émergence et la circulation inattendues de souches de CHIKV appartenant au génotype

asiatique sur le continent américain. En effet, malgré l’importation à plusieurs reprises de

souches de CHIKV de génotype ECSA dans les Amériques, la souche de CHIKV isolée à par-

tir du cas autochtone rapporté sur l’Ile de Saint-Martin (CHIKV SM) en décembre 2013 est

phylogénétiquement proche des isolats qui ont circulé en Indonésie (2007), en Chine (2012)

et aux Philippines (2013) (Leparc-Goffart et al. 2014). Par ailleurs, étant donné qu’au-

cune épidémie de CHIKV n’a été rapportée en Chine en 2013, il semblerait que l’importation

du virus en Amérique ait eu lieu à partir de l’Indonésie ou des Philippines où des épidémies

ont été observées en 2013 (Van Bortel et al. 2014). L’évaluation de la compétence vecto-

rielle des Ae. aegypti de Saint-Martin vis-à-vis des souches CHIKV LR (isolée sur l’̂ıle de La

Réunion ; génotype ECSA) et CHIKV SM (article 2), a mis en lumière des compétences vecto-

rielles comparables pour les deux souches. De plus, la période d’incubation extrinsèque du vi-

rus est plus courte pour les moustiques infectés avec la souche CHIKV LR (PIE= 2 jours) que

pour la souche CHIKV SM (PIE=3 jours). Ce résultat témoigne que des souches de CHIKV ap-

partenant au génotype ECSA auraient pu également être à l’origine des cas autochtones dans les

Amériques. Des résultats de compétence vectorielle similaires à ceux observés pour les Ae. ae-

gypti de Saint-Martin ont été obtenus pour les autres populations locales d’Ae. aegypti ana-

lysées dans la même étude, soulignant ainsi le risque potentiel d’émergence et d’expansion de

souches de génotype ECSA sur l’ensemble du continent américain.

L’expansion de la souche CHIKV SM dans les Amériques va se poursuive ; les résultats

obtenus (article 2) attestent d’une compétence vectorielle importante des populations locales

de moustiques. En effet, la compétence vectorielle des Ae. aegypti issus des localités où des

épidémies importantes ont eu lieu (i.e. Martinique, 72520 cas suspects ; Guadeloupe, 81350 cas

suspects) (Pan American Health Organization (PAHO) 2015) vis-à-vis de CHIKV SM,

est comparable à celle de moustiques issus des localités où des cas n’ont toujours pas été

150



Discussion générale et perspectives

recensés (i.e. Rio de Janeiro). De plus, bien qu’Ae. aegypti soit le seul vecteur impliqué dans

la transmission du CHIKV sur le continent à ce jour (Coffey et al. 2014 ; Morrison 2014),

nos résultats montrent également le potentiel d’Ae. albopictus des Amériques à intervenir dans

la transmission. En effet, nous mettons en évidence pour la première fois que les populations

d’Ae. albopictus des Amériques (i.e. Etats Unis et Rio de Janeiro) sont capables de transmettre

la souche CHIKV SM avec une efficacité similaire aux populations d’Ae. aegypti, démontrant

ainsi le rôle potentiel de cette espèce dans la transmission autochtone du virus notamment

dans les régions tempérées du continent, où ce moustique est également présent. Ce résultat est

assez surprenant et inattendu, puisqu’il a été démontré que le génotype asiatique de CHIKV

est limité dans sa capacité d’adaptation à Ae. albopictus (Tsetsarkin et al. 2011), laissant

présager que la propagation du CHIKV asiatique peut être limitée seulement aux régions où

Ae. aegypti est l’espèce dominante (Morrison 2014 ; Weaver 2014). En effet, les souches

appartenant au génotype asiatique possèdent les mutations E1-226A et E1-86T, cette dernière

exerçant un effet épistatique négatif sur la position E1-226, conduisant à limiter l’adaptation du

virus à Ae. albopictus qui est favorisée par la substitution E1-A226V (Tsetsarkin et al. 2011).

De plus, aucune des mutations décrites (E1-A226V, E2-L210Q, E2-K252Q) ou prédites (E2-

K233Q) favorisant la transmission du CHIKV par Ae. albopictus (Tsetsarkin et al. 2014) n’a

été mise en évidence ni dans la souche CHIKV SM qui a été utilisé pour infecter les moustiques,

ni dans la salive des moustiques récoltées après infection avec cette même souche virale (article

2). Aussi, dans l’article 1 de cette thèse, nous avons trouvé qu’en accord avec la littérature,

les Ae. albopictus des Amériques transmettaient mieux la souche ECSA de CHIKV que les

Ae. aegypti issus d’une même localité (Figure 26, article 1). Il faut noter que ces résultats

contradictoires entre les deux articles peuvent être dus principalement aux différences entre les

souches virales de génotype asiatique utilisées : dans l’article 1, nous avons utilisé une souche

qui a émergé en Nouvelle Calédonie (Dupont-Rouzeyrol et al. 2012) alors que dans l’article

2, nous avons utilisé la souche de Saint-Martin, plus proche des souches circulant récemment

en Indonésie, Chine et les Philippines que de la souche de Nouvelle Calédonie (Coffey et

al. 2014 ; Leparc-Goffart et al. 2014).

La circulation du CHIKV en Amérique menace également les régions infestées par Ae. albo-

pictus en Europe. En effet, le nombre de cas de CHIKV importés des Amériques vers l’Eu-

rope a augmenté de manière significative et notamment, en France. En 2014, des cas im-

portés provenant des Amériques ont été rapportés en Italie (15), en Allemagne (207), en
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Espagne (242), en Suisse (98), aux Pays Bas (181), aux Canaries (3) et en France (http:

//www.chikungunya.net/). Le risque pour la France métropolitaine est particulièrement élevé

en raison des nombreux échanges avec ses territoires d’Outre Mer, comme en témoignent les 443

cas importés de CHIKV recensées en 2014 (http://www.chikungunya.net/). De plus,Ae. albo-

pictus est désormais présent dans 25 pays Européens (Medlock et al. 2015) dont la France où

cette espèce a déjà été rapportée dans 20 départements (Paty et al. 2014). En décembre 2010,

deux cas autochtones de CHIKV ont été recensés dans le Sud de la France (Fréjus). Des tra-

vaux précédents ont démontré que la compétence vectorielle d’Ae. albopictus de France vis-à-

vis des souches de CHIKV de génotype ECSA isolées des cas autochtones, est comparable à

celle des Ae. aegypti d’Inde, source de l’importation du cas à l’origine de la transmission au-

tochtone (Vega-Rua et al. 2013, , Annexe 1). Néanmoins, la compétence vectorielle d’Ae. al-

bopictus de France vis-à-vis des souches de CHIKV appartenant au génotype asiatique, notam-

ment celles circulant en Amérique, était encore méconnue.

Ainsi, nous avons également évalué dans l’article 2 de cette thèse la compétence vecto-

rielle d’Ae. albopictus du Sud de la France (Bar sur Loup) vis-à-vis de la souche CHIKV SM.

Étant donné que ces moustiques sont adaptés aux régions tempérées, nous avons déterminé la

compétence vectorielle après incubation des moustiques infectés à 28◦C (moyenne constante),

20◦C (moyenne constante), et 20◦C (avec fluctuations journalières). Cette étude a montré qu’à

28◦C, la compétence vectorielle d’Ae. albopictus de France était comparable à celle d’Ae. ae-

gypti et Ae. albopictus des Amériques avec une efficacité de transmission d’environ 60% et une

période d’incubation extrinsèque (PIE) de trois jours. En revanche, lorsque les moustiques sont

incubés à 20◦C, la compétence vectorielle d’Ae. albopictus de France vis-à-vis du CHIKV SM de-

venait particulièrement faible, avec une PIE de sept jours et seulement 10% d’efficacité de trans-

mission. L’incubation des moustiques à 20◦C avec des fluctuations journalières de température

a affecté positivement la compétence vectorielle, qui a été de 30% le 7ème jour pi. Ces résultats

montrent une fois de plus que la compétence vectorielle dépend des interactions tripartites

de type G x G x E (génotype du moustique x génotype du virus x environnement), où no-

tamment la température et ses fluctuations journalières jouent un rôle essentiel comme il a été

démontré pour Ae. aegypti et le DENV (Lambrechts 2011), pour Anopheles stephensi et Plas-

modium chabaudi (Paaijmans et al. 2010), pourAe. albopictus et le CHIKV (Zouache et al.

2014) et pour beaucoup d’autres couples pathogène-vecteur (Elliot et al. 2002 ; Lefèvre et

al. 2013). Aussi, ces résultats contrastent avec ceux obtenus pour la même population de mous-
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tiques infectés avec des souches de CHIKV de génotype ECSA. En effet, l’efficacité de transmis-

sion du CHIKV ECSA isolé à partir du cas autochtone rapporté en 2010 (2010-1909) est plus

importante à 20◦C qu’à 28◦C (Zouache et al. 2014). Curieusement, malgré les 449 cas d’im-

portation du CHIKV recensés en France en 2014 à partir des Amériques, les 11 cas autoch-

tones détectés en octobre 2014 à Montpellier (France) appartenaient au génotype ECSA et non

pas au génotype asiatique (Delisle et al. 2015). Ces évènements, en accord avec nos résultats,

suggèrent qu’à une température de 20◦C (températures moyennes oscillant autour de 20◦C entre

septembre et octobre dans le sud de la France), les souches CHIKV ECSA peuvent être avanta-

geusement transmises en France par les populations locales d’Ae. albopictus que les souches de

génotype asiatique, ces dernières étant probablement plus sensibles aux basses températures.

Des études portant sur la réplication de ces deux souches virales (CHIKV SM et CHIKV ECSA

isolée en 2014 en France) à différentes températures in vitro et in vivo chez le moustique se-

raient très utiles pour étayer ces hypothèses.

Les analyses de risque risque de transmission locale du CHIKV effectuées lors de cette thèse

reposent sur l’évaluation de la compétence vectorielle des moustiques locaux. Une grande par-

tie des prédictions énoncées à l’issue de ces travaux a été confortée par la suite, ce qui démontre

l’importance et la pertinence de ce type d’études. Néanmoins, comme il a été énoncé dans l’in-

troduction, la compétence vectorielle constitue une indication expérimentale de la transmis-

sion d’un agent pathogène par le vecteur, et celle-ci peut être très différente en conditions na-

turelles, en raison d’autres facteurs dont l’importance est manifeste dans l’estimation de la

capacité vectorielle tels que la disponibilité de l’hôte vertébré, l’abondance, la longévité et

les préférences trophiques du vecteur, ou encore le cortège bactérien, la nutrition et le sta-

tut immunitaire du vecteur (Lefèvre et al. 2013). Par exemple, si on tient compte unique-

ment des résultats de compétence vectorielle obtenus pour Ae. albopictus d’Amérique vis-à-

vis du CHIKV dans les deux articles de cette thèse, on pourrait croire que cette espèce sera im-

pliquée dans les épidémies de CHIKV sur le continent au même niveau que les Ae. aegypti. Ce-

pendant, comme c’est le cas pour le DENV (Gratz 2004 ; Vasilakis et al. 2011),Ae. albo-

pictus aura probablement un rôle secondaire dans la transmission du CHIKV dans le conti-

nent par rapport à Ae. aegypti, étant donné les niveaux d’infestation plus importants de ce der-

nier. Par contre, son rôle en tant que vecteur de CHIKV sur le continent ne doit pas être

négligé, étant donné que cette espèce présente dans les régions tempérées pourrait être le vec-

teur majeur là où Ae. aegypti est absent (i.e. Tyson aux Etats-Unis, Misiones en Argentine). De
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plus, à la différence d’Ae. aegypti, Ae. albopictus est un moustique péridomestique présentant

une préférence trophique à gamme d’hôtes plus large (i.e. singes, homme, bétail) et une plas-

ticité écologique plus étendue occupant aussi bien des ĝıtes artificiels que naturels (Paupy et

al. 2009). L’espèce peut donc établir le lien entre le cycle selvatique et le cycle urbain du

CHIKV en Amérique, où le danger d’établissement d’un cycle selvatique est important en rai-

son de la forte abondance d’animaux sauvages pouvant jouer le rôle de réservoir viral (e.g. pri-

mates non humains) (Coffey et al. 2014 ; Weaver 2014).

Les barrières physiologiques présentes dans le moustique constituent également un facteur

déterminant dans la compétence vectorielle. Par exemple, il a été démontré que la barrière in-

testinale joue un rôle prépondérant dans la sélection du variant E1-226V chezAe. albopictus

(Arias-Goeta et al. 2013). Pour cette raison, dans l’article 1, nous avons analysé des indica-

teurs de dissémination virale (têtes) et de transmission virale (salive), afin de caractériser le rôle

respectif de l’intestin moyen et des glandes salivaires dans la transmission du CHIKV par les

moustiques d’Amérique. Nous avons observé que les populations d’Ae. aegypti et Ae. albopic-

tus d’Amérique continentale présentaient une efficacité de dissémination importante (∼100%)

des trois isolats de CHIKV, démontrant ainsi que le virus arrive à franchir la barrière intes-

tinale dans la quasi-totalité des moustiques examinés. Par contre, nous avons observé des va-

leurs faibles d’efficacité de transmission (TE) chez certaines populations d’Ae. aegypti etAe.

albopictus d’Amérique continentale (i.e. Etats-Unis, Mexique) (Figures 26 et 27, article 1),

ce qui souligne le rôle clé des glandes salivaires pour moduler la transmission du CHIKV

dans ces populations. Afin de préciser le rôle des glandes salivaires, nous avons déterminé

ultérieurement le nombre de particules virales infectieuses présentes dans la tête de trois po-

pulations d’Ae. aegypti et d’Ae. albopictus se distinguant par des valeurs d’efficacité de trans-

mission très contrastées (Annexe 7). Le nombre de particules virales dans la tête a été simi-

laire chez ces populations de moustiques suggérant qu’aucune corrélation ne peut être établie

entre la charge virale détectée dans la tête du moustique et la présence de virus dans la sa-

live.

Le rôle des glandes salivaires dans la modulation de la transmission vectorielle des arbovi-

rus a été suggéré dans de nombreux travaux, soit en mettant en exergue les écarts entre les effi-

cacités de dissémination et de transmission, (Dubrulle et al. 2009 ; Oliveira et al. 2013 ; Va-

zeille et al. 2008 ; Vega-Rua et al. 2013 ; Zouache et al. 2014), soit par la mise en évidence

de goulots d’étranglements diminuant la diversité virale après passage par les glandes sali-
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vaires conduisant à la sélection de variants à potentiel épidémique élevé (Ciota et al. 2012 ;

Stapleford et al. 2014). C’est ainsi que nous avons utilisé l’approche � deep sequencing

� pour déterminer la diversité génétique de la population virale de la salive des moustiques

des Amériques dans l’article 2 de cette thèse. Nos résultats ont montré un plus grand nombre

de mutations synonymes dans les salives d’Ae. aegypti de Saint-Martin, suggérant une pres-

sion de sélection moins forte au niveau des barrières internes de ce moustique, ce qui pour-

rait signifier que CHIKV SM est naturellement � bien adapté � à ce vecteur.

Le passage du virus de l’hémocèle à la salive via les glandes salivaires comprend plusieurs

étapes : (i) franchissement de la lame basale de la glande salivaire, (ii) réplication dans les

cellules épithéliales de la glande salivaire, (iii) stockage dans la cavité apicale de chaque cellule

contenant la salive, et enfin (iv) la sortie des particules virales avec la salive délivrée lors de

la piqûre. Cependant, très peu d’études portent sur l’examen des glandes salivaires. En effet,

à ce jour, des aspects essentiels comme la réplication de certains arbovirus tels que le DENV

et le CHIKV dans les glandes salivaires des moustiques n’ont toujours pas été démontrés. Par

ailleurs, la seule étude de microscopie électronique effectuée sur la réplication du CHIKV dans

les glandes salivaires d’Ae. albopictus date de 1986 (Soekiman et al. 1986). Ainsi, connâıtre

l’étape qui limite en premier lieu la transmission d’un arbovirus à l’hôte par le moustique,

constitue une piste intéressante pour le blocage de la transmission vectorielle. L’utilisation

d’une approche combinant la microscopie électronique corrélative, la génétique inverse, et des

approches permettant d’évaluer et de quantifier la réplication virale dans ce compartiment

semble indispensable.

Le génotype du moustique joue également un rôle déterminant dans la compétence vecto-

rielle. En effet, dans les chapitres 4 et 5 du mémoire expérimental, nous avons mis en évidence

de différences d’efficacité de transmission (TE) importantes entre les populations d’Ae. aegypti

etAe. albopictus d’Amérique continentale vis-à-vis du CHIKV (Figures 26 et 27, article 1 ; Fi-

gures 31 et 32, article 2). Dans ces études, nous avons soumis les moustiques à un environ-

nement contrôlé, privilégiant ainsi l’évaluation des interactions G x G indépendamment des

conditions environnementales. Afin d’évaluer plus précisément l’effet du génotype de ces mous-

tiques sur la compétence vectorielle, nous avons procédé à la caractérisation de la variabi-

lité génétique de populations d’Ae. albopictus d’Amérique, à l’aide des marqueurs microsatel-

lites. Nous avons trouvé une différenciation importante entre les populations d’Ae. albopic-

tus d’Amérique utilisées, ainsi que la présence de deux clusters génétiques bien définis : le pre-
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mier regroupant les populations d’Amérique du Nord et d’Amérique Centrale, le deuxième re-

groupant les populations du Brésil et d’Argentine. Cette structuration des populations est vrai-

semblablement liée à l’origine différente des populations d’Amérique du Nord et d’Amérique

du Sud, ainsi qu’à leur différenciation ultérieure. En effet, de précédentes études génétiques ont

révélé que les populations d’Ae. albopictus d’Amérique du Nord étaient étroitement liées aux

populations tempérées du Japon (Kambhampati et al. 1991 ; Urbanelli et al. 2000), alors

que les populations d’Amérique du Sud et notamment du Brésil, étaient plus proches des po-

pulations tropicales provenant d’Asie du Sud-Est (Birungi & Munstermann 2002 ; Mous-

son et al. 2005). Les clusters obtenus sont en accord avec la littérature. Par exemple, en Argen-

tine Ae. albopictus a été trouvé pour la première fois près de la frontière avec le Brésil, et la dis-

tribution actuelle de l’espèce en Argentine suggère fortement l’importation du moustique à par-

tir de ce pays (Vezzani & Carbajo 2008). Le regroupement de populations des États-Unis,

du Mexique, et du Panama semble également plausible, étant donné l’expansion d’Ae. albopic-

tus des États-Unis vers le Mexique (CDC 1989). Par ailleurs, au cours de cette expansion, plu-

sieurs introductions du moustique dans la Caräıbe et en Amérique Centrale (Carvalho et

al. 2014 ; Cuéllar-jiménez et al. 2007) ont été rapportées. C’est ainsi qu’Ae. albopictus ar-

rive Panama et à Chiapas en 2002 (Casas-Mart́ınez & Torres-Estrada 2003 ; Miller &

Loaiza 2015). Néanmoins, en dehors des exemples précédemment mentionnés, nous n’avons pas

pu mettre en évidence de liens génétiques précis pour le reste de populations. Ceci est probable-

ment dû au polymorphisme et sensibilité élevés de nos marqueurs microsatellites qui semblent

plus adaptés pour des études à une échelle géographique plus faible (i.e. pays). Ainsi, l’uti-

lisation d’autres marqueurs génétiques moins polymorphes (i.e ADNmt) et d’autres popula-

tions d’Ae. albopictus est envisagée pour compléter cette étude.

Nous avons également comparé l’efficacité de transmission des populations d’Ae. albopic-

tus en tenant compte du cluster génétique auquel elles appartiennent, vis-à-vis de deux souches

de CHIKV de génotype ECSA qui différent uniquement par un acide aminé présent (alanine

ou valine) à la position E1-226 (Figure 37). Cette comparaison a révélé une réceptivité si-

gnificativement inférieure chez les populations appartenant au cluster 1 par rapport aux po-

pulations du cluster 2 et ceci, pour les deux souches virales. Ce résultat démontre que les

différences entre les génotypes des Ae. albopictus d’Amérique sont à l’origine des compétences

vectorielles contrastées que nous avons observées chez ces moustiques, ce qui peut avoir des im-

plications importantes en termes d’émergence et de diffusion des génotypes de CHIKV sur
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le continent. Il serait alors très intéressant d’explorer les populations d’Ae. albopictus appar-

tenant à ce cluster 1 dont la compétence vectorielle est faible vis-à-vis du CHIKV, en rai-

son de la barrière des glandes salivaires. Des études plus approfondies portant sur le pas-

sage du virus par les glandes salivaires chez ces populations peu compétentes, ainsi que la ca-

ractérisation des groupes de gènes à effets majeurs sur la transmission virale par ces mous-

tiques devraient être effectuées. Pour ce dernier aspect, la publication du génome annoté d’Ae.

albopictus sera déterminante.

Par ailleurs, nous avons analysé uniquement la variabilité génétique de populations d’Ae. al-

bopictus d’Amérique, mais il serait nécessaire d’étendre cette étude aux moustiques Ae. aegypti,

étant donné son rôle prépondérant comme vecteur dans les épidémies de CHIKV sur le conti-

nent. De plus, les différences de compétence vectorielle observées entre les populations d’Ae. ae-

gypti peuvent avoir une influence importante sur la distribution et l’épidémiologie du CHIKV

dans les Amériques. Par exemple, malgré les nombreux cas d’importations de souches de CHIKV

de génotype asiatique rapportés dans la localité Feira de Santana au Brésil, les souches de

CHIKV qui ont émergé en 2014 appartenaient au génotype ECSA, ce qui peut être dû, entre

autres facteurs, à une réceptivité accrue des Ae. aegypti de cette localité vis-à-vis des souches

ECSA par rapport aux souches asiatiques. En revanche, dans d’autres régions brésiliennes in-

festées par Ae. aegypti comme Oiapoque (Amapá), les souches virales isolées à partir des cas lo-

caux appartenaient au génotype asiatique (Teixeira et al. 2015). Ces observations soulignent

une compétence vectorielle d’Ae. aegypti compatible avec une émergence épidémique quel que

soit le génotype viral (ECSA ou asiatique).

En conclusion, les analyses de risque épidémique effectuées dans cette thèse ont été es-

sentielles pour l’identification des localités ayant besoin d’un renforcement de la surveillance

épidémiologique notamment en Amérique. Nous avons démontré que la compétence vectorielle

de la majorité des populations d’Ae. aegypti etAe. albopictus en Amérique est élevée vis-à-vis

de différentes souches de CHIKV, ainsi que le rôle potentiel d’Ae. albopictus dans la propa-

gation du CHIKV vers d’autres régions du continent et également, en Europe. Les différences

de compétence vectorielle d’une population de moustique vis-à-vis de différentes souches de

CHIKV mises en évidence dans cette thèse, reflètent l’importance de suivre en temps réel la cir-

culation des souches de CHIKV lors des épidémies en Amérique. Ceci permettrait l’identifica-

tion de tout événement micro-évolutif affectant le CHIKV pouvant entrainer des effets sur la pa-

thogénèse du virus ou sur la compétence vectorielle chez Ae. aegypti ouAe. albopictus. De plus,
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nous avons constaté des différences de compétence vectorielle dépendant de la température

chezAe. albopictus de France, ce qui reflète la nécessité de tenir compte des interactions G x

G x E (génotype x génotype x environnement), ainsi que d’étudier le rôle de paramètres tels

que la température, le microbiote ou l’alimentation du moustique sur la compétence vecto-

rielle. Nous avons également mis en évidence le rôle des glandes salivaires comme barrière phy-

siologique à la transmission virale, ce qui appelle à développer des études sur les mécanismes

impliqués dans le passage des arbovirus par les glandes salivaires. Enfin, nous avons montré

l’effet du génotype des Ae. albopictus d’Amérique sur la compétence vectorielle vis-à-vis du

CHIKV, grâce à l’identification d’un cluster génétique des populations d’Ae. albopictus se ca-

ractérisant par une compétence vectorielle faible vis-à-vis du CHIKV. Des études plus approfon-

dies sur ces populations � peu compétentes � seraient importantes pour la compréhension des

bases génétiques de la compétence vectorielle. L’émergence et la propagation rapide du CHIKV

en Amérique témoigne des grandes difficultés que rencontrent aujourd’hui les autorités sanitaires

pour contrôler ce virus notamment en termes de diagnostic, contrôle/isolement des cas d’impor-

tation, et le contrôle des vecteurs. Pour cette raison, la création de réseaux régionaux de suivi

et surveillance, ainsi que la réalisation d’études de recherche fondamentale portant sur les pers-

pectives préalablement exposées, s’avèrent indispensables pour prévenir et lutter contre de fu-

tures émergences.
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island of La Réunion. PLoS Medicine, 5, 0413–0423.

Gibney, K. B., Fischer, M., Prince, H. E., Kramer, L. D., George, K. S., Kosoy, O. L., et al.

(2011). Chikungunya fever in the United States: A fifteen year review of cases. Clinical

Infectious Diseases , 52, 121–126.

Girard, Y. A., Klingler, K. A. & Higgs, S. (2004). West Nile virus dissemination and tissue

tropisms in orally infected Culex pipiens quinquefasciatus. Vector borne and zoonotic dis-

eases (Larchmont, N.Y.), 4, 109–122.

Girod, R., Gaborit, P., Marrama, L., Etienne, M., Ramdini, C., Rakotoarivony, I., et al. (2011).

Viewpoint: High susceptibility to Chikungunya virus of Aedes aegypti from the French West

Indies and French Guiana. Tropical Medicine and International Health, 16, 134–139.

Gjenero-Margan, I., Aleraj, B., Krajcar, D., Lesnikar, V., Klobučar, a., Pem-Novosel, I., et al.
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Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 77, 727–731.

Renault, P., Josseran, L. & Pierre, V. (2008). Chikungunya-related fatality rates, Mauritius,

India, and Reunion Island. Emerging Infectious Diseases , 14, 1327.

169



Rezza, G., Nicoletti, L., Angelini, R., Romi, R., Finarelli, A., Panning, M., et al. (2007). Infec-

tion with chikungunya virus in Italy: an outbreak in a temperate region. Lancet , 370, 1840–

1846.

Rice, W. R. (1989). Analyzing Tables of Statistical Tests. Evolution, 43, 223–225.

Richards, S. L., Anderson, S. L. & Smartt, C. T. (2010). Vector competence of Florida

mosquitoes for chikungunya virus. Vector borne and zoonotic diseases (Larchmont, N.Y.),

35, 439–443.

Rico-Hesse, R, Harrison, L. M., Salas, R. A., Tovar, D, Nisalak, A, Ramos, C, et al. (1997).

Origins of dengue type 2 viruses associated with increased pathogenicity in the Americas.

Virology , 230, 244–251.

Robinson, M. C. (1955). An epidemic of virus disease in Southern Province, Tanganyika Ter-

ritory, in 1952-53. I. Clinical features. eng. Transactions of the Royal Society of Tropi-

cal Medicine and Hygiene, 49, 28–32.

Roderick, G. K. (1996). Geographic structure of insect populations: gene flow, phylogeography,

and their uses. Annual review of entomology , 41, 325–352.
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Stapleford, K. a., Coffey, L. L., Lay, S., Bordeŕıa, A. V., Duong, V., Isakov, O., et al. (2014).

Emergence and transmission of arbovirus evolutionary intermediates with epidemic poten-

tial. Cell Host and Microbe, 15, 706–716.

Staples, J. E., Breiman, R. F. & Powers, A. M. (2009). Chikungunya fever: an epidemiological

review of a re-emerging infectious disease. Clinical infectious diseases : an official publication

of the Infectious Diseases Society of America, 49, 942–948.

StaSoft Inc (2013). Statistica Data analysis software system,version 8.

Strauss, J. H. & Strauss, E. G. (1994). The alphaviruses: gene expression, replication, and evo-

lution. Microbiological reviews , 58, 491–562.

Suhrbier, A., Jaffar-Bandjee, M.-C. & Gasque, P. (2012). Arthritogenic alphaviruses—an

overview. Nature Reviews Rheumatology , 8, 420–429.

Tabachnick, W. J. (1991). The evolutionary relationships among arboviruses and the evolution-

ary relationships of their vectors provides a method for understanding vector-host interac-

tions. Journal of medical entomology , 28, 297–298.

Tabachnick, W. J. & Powell, J. R. (1979). A world-wide survey of genetic variation in the yellow

fever mosquito, Aedes aegypti. Genetical research, 34, 215–229.

Tabachnick, W. J., Wallis, G. P., Aitken, T. H., Miller, B. R., Amato, G. D., Lorenz, L, et al.

(1985). Oral infection of Aedes aegypti with yellow fever virus: geographic variation and

genetic considerations. The American journal of tropical medicine and hygiene, 34, 1219–

1224.

172



Talbalaghi, a., Moutailler, S., Vazeille, M. & Failloux, a. B. (2010). Are Aedes albopictus or

other mosquito species from northern Italy competent to sustain new arboviral outbreaks?

Medical and Veterinary Entomology , 24, 83–87.

Tautz, D. & Renz, M. (1984). Simple sequences are ubiquitous repetitive components of eu-

karyotic genomes. Nucleic Acids Research, 12, 4127–4138.

Teixeira, M., Andrade, A., da Conceição N Costa, M, Castro, J. S. M., Oliveira, F. L. S., Goes,

C, et al. (2015). East / Central / South African Genotype Chikungunya Virus, Brazil, 2014.

Emerging Infectious Diseases , 21, 906–907.

Tesh, R. B., Gubler, D. J. & Rosen, L (1976). Variation among geographic strains of Aedes

albopictus in susceptibility to infection with chikungunya virus. The American journal of

tropical medicine and hygiene, 25, 326–335.

Tesh, R. B., Watts, D. M., Russell, K. L., Damodaran, C, Calampa, C, Cabezas, C, et al. (1999).

Mayaro virus disease: an emerging mosquito-borne zoonosis in tropical South America.

Clinical infectious diseases : an official publication of the Infectious Diseases Society of

America, 28, 67–73.

Thaung, U, Ming, C. K., Swe, T & Thein, S (1975). Epidemiological features of dengue and

chikungunya infections in Burma. eng. The Southeast Asian journal of tropical medicine

and public health, 6, 276–283.

Tilston, N., Skelly, C. & Weinstein, P. (2009). Pan-European Chikungunya surveillance: de-

signing risk stratified surveillance zones. International journal of health geographics , 8, 1–

11.

Tsetsarkin, K. a., Vanlandingham, D. L., McGee, C. E. & Higgs, S. (2007). A single mutation

in Chikungunya virus affects vector specificity and epidemic potential. PLoS Pathogens , 3,

1895–1906.

Tsetsarkin, K. a., Chen, R., Sherman, M. B. & Weaver, S. C. (2011). Chikungunya virus: Evo-

lution and genetic determinants of emergence. Current Opinion in Virology , 1, 310–317.

Tsetsarkin, K. a., Chen, R., Yun, R., Rossi, S. L., Plante, K. S., Guerbois, M., et al. (2014).

Multi-peaked adaptive landscape for chikungunya virus evolution predicts continued fitness

optimization in Aedes albopictus mosquitoes. Nature communications , 5, 1–14.

Tyagi, B. K. & Hiriyan, J. (2004). Breeding of dengue vector Aedes aegypti (Linnaeus) in rural

Thar desert, north-western Rajasthan, India. Dengue Bulletin, 28, 220–222.

Urbanelli, S., Bellini, R., Carrieri, M., Sallicandro, P. & Celli, G. (2000). Population structure

of Aedes albopictus (Skuse): The mosquito which is colonizing Mediterranean countries.

Heredity , 84, 331–337.

Urbanski, J. M., Aruda, A. & Armbruster, P. (2010). A transcriptional element of the diapause

program in the Asian tiger mosquito, Aedes albopictus, identified by suppressive subtractive

hybridization. Journal of Insect Physiology , 56, 1147–1154.

Urdaneta-Marquez, L. & Failloux, A.-B. (2011). Population genetic structure of Aedes aegypti,

the principal vector of dengue viruses. Infection, genetics and evolution : journal of molecular

epidemiology and evolutionary genetics in infectious diseases , 11, 253–61.

Van Bortel, W., Dorleans, F., Rosine, J., Blateau, a., Rousseau, D., Matheus, S., et al. (2014).

Chikungunya outbreak in the Caribbean region, December 2013 to March 2014, and the

significance for Europe. Eurosurveillance, 19, 1–11.

173



Vanlandingham, D. L., Hong, C., Klingler, K., Tsetsarkin, K., McElroy, K. L., Powers, A. M.,

et al. (2005). Differential infectivities of O’nyong-nyong and chikungunya virus isolates in

Anopheles gambiae and Aedes aegypti mosquitoes. American Journal of Tropical Medicine

and Hygiene, 72, 616–621.

Vanlandingham, D. L., Tsetsarkin, K., Klingler, K. A., Hong, C., McElroy, K. L., Lehane, M. J.

& Higgs, S. (2006). Determinants of vector specificity of o’nyong nyong and chikungunya

viruses in Anopheles and Aedes mosquitoes. American Journal of Tropical Medicine and

Hygiene, 74, 663–669.

Vasilakis, N., Cardosa, J., Hanley, K. a., Holmes, E. C. & Weaver, S. C. (2011). Fever from the

forest: prospects for the continued emergence of sylvatic dengue virus and its impact on

public health. Nature reviews. Microbiology , 9, 532–541.

Vazeille, M., Rosen, L., Mousson, L. & Failloux, A. B. (2003). Low oral receptivity for dengue

type 2 viruses of Aedes albopictus from Southeast Asia compared with that of Aedes aegypti.

American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 68, 203–208.

Vazeille, M., Moutailler, S., Coudrier, D., Rousseaux, C., Khun, H., Huerre, M., et al. (2007).

Two Chikungunya isolates from the outbreak of La Reunion (Indian Ocean) exhibit different

patterns of infection in the mosquito, Aedes albopictus. PLoS ONE , 2.

Vazeille, M., Jeannin, C., Martin, E., Schaffner, F. & Failloux, A. B. (2008). Chikungunya: A

risk for Mediterranean countries? Acta Tropica, 105, 200–202.

Vega-Rua, A., Zouache, K., Caro, V., Diancourt, L., Delaunay, P., Grandadam, M. & Failloux,

A. B. (2013). High Efficiency of Temperate Aedes albopictus to Transmit Chikungunya and

Dengue Viruses in the Southeast of France. PLoS ONE , 8, 1–8.
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Abstract

Background: Since 2005, cases of chikungunya (CHIK) were caused by an unusual vector, Aedes albopictus. This mosquito,
present in Europe since 1979, has gained importance since its involvement in the first CHIK outbreak in Italy in 2007. The
species is capable of transmitting experimentally 26 arboviruses. However, the vectorial status of its temperate populations
has remained little investigated. In 2010, autochthonous cases of CHIK and dengue (DEN) were reported in southeastern
France. We evaluated the potential of a French population of Ae. albopictus in the transmission of both viruses.

Methodology and Principal Findings: We used two strains of each virus, CHIK and DEN: one strain was isolated from an
imported case, and one from an autochthonous case. We used as controls Aedes aegypti from India and Martinique, the
source of the imported cases of CHIK and DEN, respectively. We showed that Ae. albopictus from Cagnes-sur-Mer (AL-CSM)
was as efficient as the typical tropical vector Ae. aegypti from India to experimentally transmit both CHIK strains isolated
from patients in Fréjus, with around 35–67% of mosquitoes delivering up to 14 viral particles at day 3 post-infection (pi). The
unexpected finding came from the high efficiency of AL-CSM to transmit both strains of DENV-1 isolated from patients in
Nice. Almost 67% of Ae. albopictus AL-CSM which have ensured viral dissemination were able to transmit at day 9 pi when
less than 21% of the typical DEN vector Ae. aegypti from Martinique could achieve transmission.

Conclusions/Significance: Temperate Ae. albopictus behaves differently compared to its counterpart from tropical regions,
where recurrent epidemic outbreaks occur. Its potential responsibility for outbreaks in Europe should not be minimized.
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Introduction

In September 2010, a few cases of dengue (DEN) and

chikungunya (CHIK) were reported in the southeast of France

[1,2]. Patients did not move outside France during the preceding

weeks, suggesting an autochthonous transmission of both viruses

by the mosquito Aedes albopictus. This species, native to Southeast

Asia, has expanded all over the world during the past decades,

including to the south of Europe (reviewed in [3]). Since its first

report in Albania in 1979 [4], Ae. albopictus has been found in 20

European countries including France [5]. This mosquito was first

detected in 2004 in the city of Menton near the Italian border, and

has gained ground each year. It is now established in seven French

departments [6].

Ae. albopictus is able to transmit a large number of arboviruses

(reviewed in [7]). Laboratory viral challenges gave evidence of the

high efficiency of Ae. albopictus from Europe (Corsica and Italy) to

ensure dissemination of CHIK virus (CHIKV) and to a lesser

extent, DEN virus (DENV) [8,9]. However, its vectorial status in

temperate regions has been debatable for a long time until the first

European epidemic of CHIK in 2007 in Italy [10]. Its implication

as vector has been corroborated in 2010 with the detection of

CHIK and DEN cases in France and Croatia [1,2,11–13]. These

unexpected cases illustrate the risk for European countries of

arboviral outbreaks, supported by increasing numbers of viraemic

travelers returning from endemic tropical regions [14].

In September 2010, two autochthonous cases of DENV-

serotype 1 (DENV-1) were reported in Nice (southeastern France).
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Molecular genotyping revealed that DENV-1 strains were similar

to strains circulating in Martinique in 2010 [1]. At the same time,

50 km west of Nice, in Fréjus, two autochthonous cases of CHIK

were detected [11]. Viral genome sequences were identical to that

isolated from a traveler returning from India (Rajasthan) [2]. A

local transmission of both viruses has then been suspected as it

coincided with the occurrence of high densities of Ae. albopictus

[3,5]. The main aim of our study is to assess whether the

temperate counterpart of Ae. albopictus collected in southeastern

France shows a high ability to transmit CHIKV and DENV when

compared to Ae. aegypti, the typical vector of both viruses in tropical

endemic regions.

Materials and Methods

Ethics Statement
The Institut Pasteur animal facility has received accreditation

from the French Ministry of Agriculture to perform experiments

on live mice [see permit numbers at http://webcampus.pasteur.

fr/jcms/c_97619/agrements-des-animaleries] in appliance of the

French and European regulations on care and protection of the

Laboratory Animals. This study was approved by the Institutional

Animal Care and Use Committee (IACUC) at the Institut Pasteur.

No specific permits were required for the described field studies in

locations which are not protected in any way and did not involve

endangered or protected species.

Mosquitoes
Three colonies of Aedes mosquitoes were used: (i) Ae. albopictus

collected in 2007 in the city of Cagnes-sur-Mer (AL-CSM) in

southeast France; (ii) Ae. aegypti collected in 2010 in the district ‘‘Le

Robert’’ in the French overseas department of Martinique (AA-

Martinique); and (iii) Ae. aegypti from New-Delhi in India (AA-

India). All colonies were derived from field-collected eggs. After

hatching, larvae were split by 200 individuals per pan, fed with 1

yeast tablet dissolved in 1 liter of tap water. Emerging adults were

maintained in cages at 28uC61uC with a light:dark cycle of

16 h:8 h, 80% relative humidity, and were supplied with a 10%

sucrose solution. The F13 and F2 generations were respectively

used for AL-CSM and AA-Martinique. AA-India has been

maintained in laboratory since 1985.

Viral Strains
Four viral strains isolated from patients in Southeastern France

were used: CHIKV (2010–1630 and 2010–1909) and DENV-1

(2010–1806 and 2010–2025). CHIKV 2010–1630 and DENV

2010–2025 were isolated from imported cases returning respec-

tively from India and Martinique, whereas CHIKV 2010–1909

and DENV 2010–1806 were obtained from autochthonous cases

who have not traveled during the preceding months. Viral strains

were produced on African green monkey kidney Vero cells. The

2nd passage was used for experimental infections of mosquitoes.

Serial dilutions were used to determine the titer of viral stocks that

was expressed in plaque-forming units (PFU)/mL for CHIKV and

focus-forming units (FFU)/mL for DENV.

Viral Genome Sequencing and Phylogenetic Analyses
Viral genomic RNA was extracted from CHIKV grown once

on mosquito C6/36 cells. RT-PCR was performed using

SuperScript One-Step RT-PCR with platinum Taq (Invitrogen)

using primers targeting the complete genome [15]. Amplicons

sequencing reactions were performed by using Big Dye Termina-

tor v1.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems) and sequencing

was performed in ABI3730XL sequence analyzer (Applied

Biosystems). For sequence analysis, contig assembly and sequence

alignments were performed using program BioNumerics version

6.5 (Applied-Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium). For phyloge-

netic analysis, maximum-likelihood tree was constructed using

MEGA version 5 (www.megasoftware.net), based on the Tamura-

Nei model. Reliability of nodes was assessed by bootstrap

resampling with 1,000 replicates.

Mosquito Oral Infections
One-week-old females were fed on an infectious blood-meal

containing 2 mL of washed rabbit erythrocytes, 1 mL of viral

suspension supplemented with a phagostimulant (ATP) at a final

concentration of 5 mM. The titer of the blood-meal was

determined at 107.3 PFU/mL for CHIKV and 105.3 FFU/mL

for DENV. Fully engorged females were transferred in cardboard

containers and maintained with 10% sucrose at 2861uC.

Dissemination and Transmission Analysis
Batches of mosquitoes were analyzed at days 3, 6, 9 and 14 post-

infection (pi) for CHIKV [15] and at days 9 and 14 pi for DENV

[16].

To estimate the dissemination rate, heads were removed from

mosquitoes and ground in 500 mL of Leibovitz L15 medium

supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS). Obtained

homogenates were then filtered with a MilliporeH membrane

(0.22 mm) for further titration. To estimate transmission, saliva was

collected from individual mosquitoes as described in [17]. For

each mosquito, wings and legs were removed and the proboscis

was inserted into a 20 mL tip containing 5 mL of FBS. After

45 min, FBS containing saliva was expelled in 45 mL of Leibovitz

L15 medium (Invitrogen) for titration.

Disseminated infection rate corresponds to the proportion of

mosquitoes with infected head among tested ones. Transmission

rate represents the proportion of mosquitoes with infectious saliva

among mosquitoes able to disseminate the virus beyond the

midgut barrier. Ultimately, transmission efficiency corresponds to

the proportion of mosquitoes with virus in saliva among tested

ones (i.e., surviving females including females unable to dissem-

inate the virus and those able to disseminate).

Viral Titration of Mosquitoes
The number of infectious particles per saliva and per head

homogenates was estimated by focus fluorescent assay on C6/36

Ae. albopictus cells. Samples were serially diluted and inoculated into

C6/36 cells in 96-well plates. After incubation at 28uC for 3 days

(CHIKV) or 5 days (DENV), plates were stained using hyper-

immune ascetic fluid specific to CHIKV or DENV-1 as primary

antibody. A Fluorescein-conjugated goat anti-mouse was used as

the second antibody (Biorad).

Statistical Analysis
Statistical analyses were performed with Stata software

(StataCorp LP, Texas, and USA). The numbers of infectious

particles in saliva and/or head homogenates were compared using

Kruskal-Wallis test. Chi square test was used to compare

disseminated infection rate, transmission rate and vector compe-

tence for each mosquito/virus pairing.

Results

Ae. albopictus from France is Susceptible to CHIKV
To compare the susceptibility of Ae. albopictus from France (AL-

CSM) to CHIKV, Ae. aegypti from India (AA-India), where the

imported case was originated, was also orally infected with two

Vectorial Status of Aedes albopictus in France
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viral strains: (i) CHIKV 2010–1630 strain that circulated in India

in 2010 and (ii) CHIKV 2010–1909 strain isolated from a CHIK

autochthonous case from Fréjus. These two viral strains, whose

complete genome has been defined, differed only by one single-

nucleotide, and showed a 100% identity at the amino acid level.

As previously found [2], phylogenetic analysis based on complete

genomes confirmed that the two CHIKV strains belong to the

ECSA clade, in close relation with strains from India (Figure S1).

To measure the ability of mosquitoes to allow virus to overcome

the midgut barrier, disseminated infection rate (DIR) was assessed

at days 3, 6, 9 and 14 after the infectious blood-meal. DIR was

calculated for each pairing mosquito/virus. After infection with

CHIKV, DIR increased along with day pi to reach 100% at day

6 pi (Table 1), illustrating a high susceptibility of both mosquito

species to the two CHIKV strains. Slight decreases of DIR were

observed from day 6–9 pi to day 14 pi. When examining DIR

according to day pi, a significant difference was only found for AA-

India infected with CHIKV 2010-1909 (Chi square test: p,0.05).

No difference was found according to viral strains and mosquito

species (Chi square test: p.0.05).

The intensity of viral dissemination beyond the midgut barrier

can be evaluated by estimating the number of viral particles in

head homogenates (Figure 1). For Ae. albopictus AL-CSM, the

maximum number of CHIKV particles was reached at day 6 pi

with 5.760.7 log10 particles for CHIKV 2010-1630 (Figure 1A)

and at day 9 pi with 5.061.0 log10 particles for CHIKV 2010-

1909 (Figure 1B). For Ae. aegypti AA-India, the maximum viral load

was detected at day 9 pi with 6.160.4 log10 viral particles for

CHIKV 2010-1630 (Figure 1A) and at day 14 pi with 6.060.3

log10 viral particles for CHIKV 2010-1909 (Figure 1B). When

considering each viral strain, AA-India had a slightly higher

number of viral particles than AL-CSM at late days pi (Kruskal-

Wallis test: p,0.05). When considering each mosquito species,

both viral strains were disseminated with similar efficiencies

(Kruskal-Wallis test: p.0.05).

To describe the ability of mosquitoes to allow virus to reach the

salivary glands after replicating in different mosquito organs and to

be transmitted with the saliva delivered by females during blood-

feeding, transmission rate (TR) was assessed at days 3, 6, 9 and 14

after the infectious blood-meal. Viral detection in saliva revealed

that TR reached a maximum (around 70–80%) at day 6 pi

whatever the pairing mosquito/virus, and then declined gradually

until day 14 pi (Table 1). When examining mosquito species, a

slightly higher proportion of Ae. aegypti AA-India was able to

transmit CHIKV strains compared to Ae. albopictus AL-CSM. No

difference was found between the two viral strains (Chi square test:

p.0.05) except at day 9 for Ae. albopictus AL-CSM (Chi square test:

p,0.05). When examining TR according to day pi, no significant

difference was found except for Ae. albopictus AL-CSM infected

with both CHIKV strains (Chi square test: p,0.05).

The intensity of viral transmission can be calculated by

estimating the viral load in saliva collected from mosquitoes. As

expected, the number of CHIKV particles in saliva was lower than

particles estimated in head homogenates (Figure 2). Virus in saliva

was detected from day 3 pi and the number of viral particles did

not fluctuate significantly along with day pi (Kruskal-Wallis test:

p.0.05). For Ae. albopictus AL-CSM, the maximum number of

CHIKV particles in saliva was reached at day 6 pi with 1.660.8

log10 particles for CHIKV 2010-1630 (Figure 2A) and 1.660.5

log10 particles for CHIKV 2010-1909 (Figure 2B). For Ae. aegypti

AA-India, the maximum viral load in saliva was detected at day

9 pi with 1.560.8 log10 viral particles for CHIKV 2010-1630

(Figure 2A) and as soon as day 3 pi with 1.160.5 log10 viral

particles for CHIKV 2010-1909 (Figure 2B). Roughly, AL-CSM

delivered more viral particles than AA-India for both CHIKV

strains (Kruskal-Wallis test: p,0.05).

Ultimately, transmission efficiency (TE) was also defined by

estimating the proportion of mosquitoes with virus in saliva among

tested ones. When comparing TE between the two viral strains for

each mosquito species at a given day pi, no difference was found

(Chi square test: p.0.05) except at day 9 pi for Ae. albopictus AL-

CSM. When examining TE according to day pi for each pairing

mosquito/virus, significant difference was found (Chi square test:

p,0.05) except for Ae. aegypti AA-India infected with the imported

CHIKV strain (2010-1630).

These results suggest that a higher proportion of Ae. aegypti AA-

India was able to transmit both strains of CHIKV but with a lower

number of virus in saliva than for Ae. albopictus AL-CSM. The

imported CHIKV strain (2010–1630) as well as the autochthonous

CHIKV strain (2010–1909) behave similarly.

Ae. albopictus from France is Unexpectedly Highly
Susceptible to DENV
It is known that Ae. albopictus is an unusual vector of DENV

compared to the typical vector, Ae. aegypti. Therefore, to measure

the potential to transmit DENV of Ae. albopictus from France (AL-

CSM) compared to Ae. aegypti from Martinique (AA-Martinique)

where the imported case spent some times, mosquitoes were

Table 1. Disseminated infection rate, transmission rate and transmission efficiency to CHIKV strains of Ae. albopictus from France
(AL-CSM) and Ae. aegypti from India (AA-INDIA) at different days post-infection.

AA-India AL-CSM

Day pi CHIKV-1909{ CHIKV-1630{ CHIKV-1909{ CHIKV-1630{

DIR TR TE DIR TR TE DIR TR TE DIR TR TE

3 66.7 (15) 50 (10) 33.3 (15) 94.7 (19) 66.7 (18) 63.2 (19) 82.4 (17) 35.7 (14) 29.4 (17) 94.1 (17) 37.5 (16) 35.3 (17)

6 100 (23) 78.3 (23) 78.3 (23) 100 (19) 73.7 (19) 73.7 (19) 100 (19) 84.2 (19) 84.2 (19) 100 (18) 72.2 (18) 72.2 (18)

9 100 (20) 40 (20) 40 (20) 100 (20) 45 (20) 45 (20) 95 (20) 26.3 (19) 25 (20) 94.7 (19) 77.8 (18) 73.7 (19)

14 100 (22) 31.8 (22) 31.8 (22) 85 (20) 47.1 (17) 35 (20) 95.5 (22) 14.3 (21) 13.6 (22) 89.5 (19) 11.8 (17) 10.5 (19)

DIR: Disseminated infection rate corresponding to the proportion of mosquitoes with infected head among tested ones; TR: Transmission rate corresponding to the
proportion of mosquitoes with infectious saliva among mosquitoes able to disseminate the virus beyond the midgut barrier; TE: Transmission efficiency corresponding
to the proportion of mosquitoes with infectious saliva among tested ones; In parenthesis for DIR, number of mosquitoes analyzed; In parenthesis for TR, number of
mosquitoes able to disseminate the virus beyond the midgut; In parenthesis for TE, number of mosquitoes analyzed; { Strain isolated from a French autochthonous
case; { Strain isolated from a French imported case.
doi:10.1371/journal.pone.0059716.t001
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infected with two viral strains: (i) DENV-2025 strain that

circulated in Martinique in 2010 and (ii) DENV-1806 strain

isolated from a DEN autochthonous case from Nice in 2010.

Molecular analysis demonstrated that these two strains belonged

to the serotype 1, presenting similarities with strains circulating at

the same period in the French West Indies [1]. Complete genome

sequence of both DENV strains will be available in a near future

(Caro V, personal communication).

Disseminated infection rate (DIR), transmission rate (TR) and

transmission efficiency (TE) were assessed at days 9 and 14 after

the infectious blood-meal.

Dissemination of DENV in AA-Martinique after ingestion of

the infectious blood-meal was characterized by high values of DIR

from day 9 pi (, .70%) whereas in AL-CSM, DIR fluctuated

from 11.5 to 44.8% (Table 2). No difference was detected

according to the day pi (Chi square test: p.0.05) except for Ae.

albopictus AL-CSM infected with the imported DENV strain

(2010–2025). Whatever the DENV strain, Ae. aegypti AA-

Martinique showed higher values of DIR than Ae. albopictus AL-

CSM (Chi square test: p,0.05) (Table 2). Each mosquito

population disseminated equally the two DENV strains (Chi

square test: p.0.05).

In order to compare the intensity of viral dissemination, the

number of viral particles in head homogenates was estimated. The

maximum number of DENV particles was reached at day 14 pi

for each pairing mosquito/virus (Figure 3). Ae. aegypti AA-

Martinique disseminated more DENV particles than Ae. albopictus

AL-CSM (Kruskal-Wallis test: p,0.05). When comparing the two

Figure 1. Dissemination of CHIKV in Ae. albopictus from France
(AL-CSM) and Ae. aegypti from India (AA-India). At days 3, 6, 9,
and 14 after infection with an infectious blood-meal, mosquitoes were
sacrificed and heads were removed for viral titration. The number of
infectious particles per head homogenate was estimated by focus
fluorescent assay on C6/36 Ae. albopictus cells. Two viral strains were
tested: (A) CHIKV-1630 strain that circulated in India in 2010 and (B)
CHIKV-1909 strain isolated from a CHIKV autochthonous case from
Fréjus. Error bars refer to the standard error between different
mosquitoes.
doi:10.1371/journal.pone.0059716.g001

Figure 2. Transmission of CHIKV in saliva of Ae. albopictus from
France (AL-CSM) and Ae. aegypti from India (AA-India). At days 3,
6, 9, and 14 after infection with an infectious blood-meal, mosquitoes
were sacrificed and saliva was collected from individual mosquitoes and
titrated by focus fluorescent assay on C6/36 Ae. albopictus cells. Two
viral strains were tested: (A) CHIKV-1630 strain that circulated in India in
2010 and (B) CHIKV-1909 strain isolated from a CHIKV autochthonous
case from Fréjus. Error bars refer to the standard error between different
mosquitoes.
doi:10.1371/journal.pone.0059716.g002
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DENV strains for each mosquito strain, the number of viral

particles was roughly similar (Kruskal-Wallis test: p.0.05).

Viral transmission was examined by estimating TR for each

pairing mosquito/virus. TRs varied from 4% to 21.4% for Ae.

aegypti AA-Martinique and from 55.6% to 66.7% for Ae. albopictus

AL-CSM, with a decrease from day 9 to day 14 pi (Table 2).

Higher TRs were obtained for AL-CSM with both DENV strains

(Chi square test: p,0.05). No significant differences were found

between the two DENV strains for a given mosquito species (Chi

square test: p.0.05).

As observed with CHIKV, the number of DENV particles in

saliva was lower to that obtained in head homogenates (Figure 4).

For Ae. albopictus AL-CSM, the maximum of DENV particles was

reached at day 9 pi with 0.560.4 log10 particles for DENV 2010-

1806 (Figure 4A) and 0.460.4 log10 particles for DENV 2010–

2025 (Figure 4B). For Ae. aegypti AA-Martinique, viral loads were

also low: 0.1 log10 particles for DENV 2010-1806 (Figure 4A) and

0.660.9 log10 particles for DENV 2010–2025 (Figure 4B) at day

9 pi. AL-CSM and AA-Martinique delivered a number of DENV

particles comparable between DENV 2010-1806 and DENV

2010–2025 (Kruskal-Wallis test: p.0.05).

Finally, transmission efficiency (TE) was also defined for each

pairing mosquito/virus at different days pi. When examining TE

between the two viral strains for each mosquito species at a given

day pi, no difference was found (Chi square test: p.0.05). When

analyzing TE according to day pi for each pairing mosquito/virus,

no significant difference was found (Chi square test: p.0.05)

except for Ae. albopictus AL-CSM infected with the imported

DENV strain (2010–2025) at day 14 pi.

These results suggest that Ae. albopictus AL-CSM ensured a low

dissemination of DENV even if transmission rate was unexpect-

edly high. Its TR was high at day 14 pi when infected with the

imported DENV strain (2010–2025). Moreover, the typical vector

Ae. aegypti AA-Martinique achieved a high dissemination of both

DENV strains without being correlated with a high transmission.

AL-CSM presents the same features for dissemination and

transmission of the imported (DENV 2010–2025) as well as the

autochthonous (DENV 2010-1806) DENV strains.

Discussion

Taking advantage of intercontinental trading, Ae. albopictus,

native to southeast Asia, has extended its geographical range and

has brought into light the fear of emerging mosquito borne-

diseases. In France, the scare became reality in September 2010,

when autochthonous cases of CHIK and DEN were detected in

southeast of France, where Ae. albopictus has been established since

2004 [18]. Our results show that Ae. albopictus from Cagnes-sur-

Mer (AL-CSM) was as efficient as the typical tropical vector Ae.

aegypti to transmit both CHIKV and DENV.

Populations of Ae. albopictus are currently established on the

eastern Mediterranean coastline of France. Its capacity to lay cold-

resistant eggs has facilitated the colonization of new geographic

areas in northern latitudes (reviewed in [3]; [19]). In addition, its

preference for small artificial containers as breeding sites in

domestic environments has increased potential close contacts with

humans (reviewed in [7]). Ae. albopictus can reach high densities in

August-September as climatic conditions are favorable [18]. In

addition, travelers infected with CHIKV and DENV returning

from countries where these arboviruses are endemic or where

epidemics are taking place have been frequently reported in

Europe, including France [1,20]. These conditions together are

essential for the transmission of imported arboviruses to take place.

Our laboratory viral challenges were implemented in conditions

allowing optimal viral replication in tropical mosquito species: an

incubation temperature of 28uC and an incubation period (day 3

to day 14 for CHIKV and day 9 to day 14 pi for DENV) suitable

for CHIKV [17] and DENV infecting Ae. aegypti [21]. Exper-

imental infections were performed with blood-meals providing

viral titers compatible with viremia levels recorded in patients

[22,23]. Temperate populations such as AL-CSM are expected to

be disadvantaged in such conditions, but our results were not

consistent with these expectations. Several environmental factors

such as temperature may affect vector capacity by modifying

notably vector dynamics [24] and vector competence [25]. For

example, recent studies have shown that the incubation temper-

ature of immature stages alters susceptibility of Ae. albopictus for

CHIKV [26]. Although Ae. albopictus was already shown to be

susceptible to both viruses in the laboratory, its high vector

competence in optimal conditions compared to the typical vector

was quite surprising.

The analyzed CHIKV strain isolated in Fréjus from an

imported human case belongs to the ECSA clade and harbors

an alanine at the position E1-226. Based on our laboratory viral

challenges, we found that both CHIKV strains (autochthonous

and imported) were efficiently transmitted by Ae. albopictus AL-

CSM and Ae. aegypti AA-India with around 35–67% of mosquitoes

able to ensure viral dissemination delivering up to 14 viral particles

at day 3 pi. Using a similar titer of blood-meal (i.e., 107.5 PFU/

mL), we showed in a previous work that Ae. albopictus from La

Table 2. Disseminated infection rate, transmission rate and transmission efficiency to DENV strains of Ae. albopictus from France
(AL-CSM) and Ae. aegypti from Martinique (AA-Martinique) at two days post-infection.

AA-Martinique AL-CSM

Day
pi DENV-1806{ DENV-2025{ DENV-1806{ DENV-2025{

DIR TR TE DIR TR TE DIR TR TE DIR TR TE

9 86.4 (22) 21.1 (19) 18.2 (22) 68.4 (19) 15.4 (13) 10.5 (19) 12.5 (48) 66.7 (6) 8.3 (48) 11.5 (52) 66.7 (6) 7.7 (52)

14 96.2 (26) 4 (25) 3.8 (26) 84.2 (19) 12.5 (16) 10.5 (19) 28.1 (32) 55.6 (9) 15.6 (32) 44.8 (29) 61.5 (13) 27.6 (29)

DIR: Disseminated infection rate corresponding to the proportion of mosquitoes with infected head among tested ones; TR: Transmission rate corresponding to the
proportion of mosquitoes with infectious saliva among mosquitoes able to disseminate the virus beyond the midgut barrier; TE: Transmission efficiency corresponding
to the proportion of mosquitoes with infectious saliva among tested ones; In parenthesis for DIR, number of mosquitoes analyzed; In parenthesis for TR, number of
mosquitoes able to disseminate the virus beyond the midgut; In parenthesis for TE, number of mosquitoes analyzed;
{Strain isolated from a French autochthonous case;
{Strain isolated from a French imported case.
doi:10.1371/journal.pone.0059716.t002
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Reunion Island was very efficient to transmit CHIKV E1-226V

delivering around 11 viral particles at day 3 pi [17]. The

substitution E1-226A by E1-226V has been demonstrated to be

responsible of the improved transmission in Ae. albopictus [27,28].

Nevertheless, the pairing Ae. albopictus AL-CSM and CHIKV E1-

226A was found to be unexpectedly efficient. Ae. albopictus AL-

CSM is a temperate species experiencing low temperatures which

can express a higher competence to vector arboviruses [26].

Another substitution at position E2-211 with a threonine instead of

an isoleucine may increase the potential of CHIKV transmission

in Ae. albopictus when E1-226V is also present. The mutation E2-

I211T significantly increases infectivity of CHIKV for Ae. albopictus

when expressed together with the E1-226V mutation [29]. It was

suggested that this region of the E2 protein constitutes a cell-

receptor binding domain. Mutations might affect interactions of

the virus with putative receptor(s) present on midgut cells [30].

The detection of E2-211T in CHIKV isolates from France can

favor the E1-226V genotype to reach fixation after several rounds

of autochthonous transmission cycles involving Ae. albopictus. The

continuous circulation of CHIKV since its emergence in 2005 has

led to the selection of other mutations enhancing the effect of E1-

226V for transmission in Ae. albopictus [31]. In India, circulating

CHIKV genotypes belong to the newly introduced ECSA lineage

[2]. Two specific mutations, E1-K211E and E2-V264A, were

detected in CHIKV strains isolated from New-Delhi revealing the

emergence of a new signature in this clade [32]. Thus, other

positions in the CHIKV genome exert strong epistatic effects on

the E1-A226V substitution responsible for a significant increase in

Figure 3. Dissemination of DENV in Ae. albopictus from France
(AL-CSM) and Ae. aegypti from Martinique (AA-Martinique). At
days 9 and 14 after infection with an infectious blood-meal, mosquitoes
were sacrificed and heads were removed for viral titration. The number
of infectious particles per head homogenate was estimated by focus
fluorescent assay on C6/36 Ae. albopictus cells. Two viral strains were
tested: (A) DENV-2025 strain that circulated in Martinique in 2010 and
(B) DENV-1806 strain isolated from a DENV-1 autochthonous case from
Nice. Error bars refer to the standard error between different
mosquitoes.
doi:10.1371/journal.pone.0059716.g003

Figure 4. Transmission of DENV in saliva of Ae. albopictus from
France (AL-CSM) and Ae. aegypti from Martinique (AA-Martini-
que). At days 9 and 14 after infection with an infectious blood-meal
provided, mosquitoes were sacrificed and saliva was collected from
individual mosquitoes and titrated by focus fluorescent assay on C6/36
Ae. albopictus cells. Two viral strains were tested: (A) DENV-2025 strain
that circulated in Martinique in 2010 and (B) DENV-1806 strain isolated
from a DENV autochthonous case from Nice. Error bars refer to the
standard error between different mosquitoes.
doi:10.1371/journal.pone.0059716.g004
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CHIKV transmission by Ae. albopictus. These effects are lineage-

specific [29,31].

The Dengue 1 strain, isolated from a patient in Nice, originated

from Martinique in the French West Indies where an on-going

epidemic took place in 2010. The mosquito Ae. aegypti is the main

vector involved in most urban dengue outbreaks worldwide [33].

However, Ae. albopictus may act as a secondary vector [34]

although in a recent past, it was implicated in outbreaks in Hawaii

in 2001–2002 [35] and La Réunion Island in 2004 [36]. Ae. aegypti

populations from Martinique are highly competent to DENV [37].

Nevertheless, Ae. albopictus from Cagnes-sur-Mer was found to be

efficient in transmitting both strains of DENV-1 (autochthonous

and imported) isolated from patients in Nice. Almost 67% of Ae.

albopictus AL-CSM which have ensured viral dissemination were

able to transmit DENV at day 9 after the ingestion of the

infectious blood-meal. On the other side, only 21% of Ae. aegypti

AA-Martinique were able to deliver DENV. The high efficiency of

Ae. albopictus from Cagnes-sur-Mer to transmit DENV-1 is really

unusual and contrasts with its counterpart Ae. albopictus from

another Mediterranean country, Lebanon; it was capable to

transmit only at day 21 pi with 38% of mosquitoes delivering

1746455 viral particles [38].

For both viruses, viral dissemination from the midgut to

colonize organs bathed in the hemolymph was more efficient for

the typical vector, Ae. aegypti. Later, release of viral particles from

the salivary glands through saliva expectorated by the mosquito

was favored in Ae. albopictus. We hypothesized that viral replication

in midgut cells is essential to acquire enough infectivity for the

virus to be transmitted in an optimal way. A direct competition of

assays in vivo between the E1-226V and E1-226A variants

highlighted the selective role of the midgut barrier. Indeed, when

intrathoracically inoculated into the mosquito hemocele, CHIKV

bypasses the midgut cells and infect directly secondary organs such

as the salivary glands without any selection operating; the

transmission of the E1-226V variant by Ae. albopictus is no longer

favored (Arias-Goeta et al., unpublished data). Thus, this mutation

mainly occurs before the virus is released from midgut cells into

hemocele. The midgut plays a key role in enhanced transmission

of E1-226V in Ae. albopictus as suggested by previous findings

[27,28]. The E1-226A seems to adopt the same features in Ae.

albopictus AL-CSM. Similar studies should be initiated with DENV.

In addition, for each virus, genomes of both strains (autochthonous

and imported) are quite similar, suggesting that more autochtho-

nous transmission cycles involving native Ae. albopictus would be

necessary to generate more adapted viruses for an enhanced

transmission by this vector. Moreover, mosquitoes are persistently

infected and the mosquito innate immune responses play a key

role in controlling infection [39]. This would contribute to explain

decrease in dissemination and transmission efficiencies at late days

post-infection.

Autochthonous transmission of CHIK and DEN in continental

Europe is thus possible. While occurrence of CHIK outbreaks has

been proven possible in the past [40], the establishment of DEN

transmission in southeastern France or further spread in Europe

seems to be unexpected. Nevertheless, the high efficiency of Ae.

albopictus from Cagnes-sur-Mer to transmit both viruses in the

laboratory leads us to avoid underestimating Ae. albopictus from

temperate regions to sustain epidemic outbreaks. Environmental

conditions prevailing in the southeast of France are suitable

enough to sustain outbreaks during favorable seasons, as evidenced

by the Italian outbreak of CHIKV occurring in the province of

Ravenna at the same latitude than the French cities, Nice and

Fréjus.

Supporting Information
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Annexe 2





Table A1. Principaux alphavirus, flavivirus et bunyavirus pouvant être transmis par Ae. aegypti et Ae. albopictus 

Virus Aedes albopictus Aedes aegypti 

Isolement Compétence vectorielle Isolement Compétence vectorielle 
Infection Transmission Infection Transmission 

 Togaviridae 
    Alphavirus Chikungunya + + + + + + 
O'nyong nyong - ND ND - + ND 
Encéphalite équine 
vénézuélienne - + + - + + 
Encéphalite équine de l'est + + + - + + 
Encéphalite équine de l'ouest - + + - + ND 
Ross River - + + - + + 
Sindbis - + + - + + 
Mayaro - + + - + + 

 Flaviviridae 
   Flavivirus Dengue 1, 2, 3, 4 + + + + + + 

Fièvre jaune - + + + + + 
Encéphalite japonaise + + + - + + 
Encéphalite de Saint-Louis - + + - + + 
West-Nile + + + + + + 
Zika ND + + + + + 

 Bunyaviridae 
    Bunyavirus La Crosse + + + ND + + 

Phlebovirus Fièvre de la vallée du Rift ND + + ND + -

ND: non déterminé 
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Table A2. Transmission efficiency of Ae. albopictus and Ae. aegypti populations from the 
Americas at day 7 and 10 days after challenge with the three CHIKV isolates. 

Country Mosquito population Species Viral isolate Day 7 Day 10 

USA 

TYS AL CHIKV_0621 56.7% (30) 40% (30) 
CHIKV_115 50% (30) 27.3% (11) 

VRB 
AE CHIKV_0621 26.7% (30) 33.3% (30) 

CHIKV_115 11.1% (18) ND 

AL CHIKV_0621 26.7% (30) 14.3% (7) 
CHIKV_115 26.7% (30) 16.7% (30) 

Mexico MXC 
AE CHIKV_0621 13.3% (30) 6.7% (30) 

CHIKV_115 33.3% (30) 10% (30) 

AL CHIKV_0621 16.7% (30) 20% (30) 
CHIKV_115 23.3% (30) 23.3% (30) 

Panama PAN 

AE 
CHIKV_0621 33.3% (30) 20% (30) 
CHIKV_115 40% (30) 13.3% (30) 
CHIKV_NC 83.3% (30) 43.3% (30) 

AL 
CHIKV_0621 83.3% (30) 73.3% (30) 
CHIKV_115 33.3% (30) 76.7% (30) 
CHIKV_NC 73.3% (30) 46.7% (30) 

Venezuela DEL AE CHIKV_0621 78.3% (23) 70% (10) 
CHIKV_115 82.1% (28) 40% (15) 

Peru PUM AE CHIKV_0621 64.7% (17) 20.7% (29) 
CHIKV_115 52.6% (19) 23.3% (30) 

TUM AE CHIKV_0621 39.1% (23) 36.7% (30) 

Brazil 

MAN 
AE CHIKV_0621 53.3% (30) 16.7% (30) 

CHIKV_NC 46.7% (30) 40% (30) 

AL 
CHIKV_0621 73.3% (30) 69.4% (36) 
CHIKV_115 35.5% (31) 52.9% (34) 
CHIKV_NC 43.3% (30) 53.3% (30) 

STR 
AE CHIKV_0621 46.7% (30) 43.3% (30) 

AL CHIKV_0621 56.7% (30) 55% (20) 
CHIKV_115 53.8% (26) ND 

PNM AE CHIKV_0621 56.7% (30) 40% (30) 
AL CHIKV_0621 66.7% (30) 66.7% (30) 

CAB AE CHIKV_0621 56.6% (30) 23.3% (30) 

CPG AE CHIKV_0621 53.3% (30) 36.7% (30) 
CHIKV_115 46.6% (30) 27.6% (29) 

JRB AE CHIKV_0621 37.9% (29) 20% (30) 
CHIKV_115 40% (30) 40% (30) 

AL CHIKV_0621 96.7% (30) 76.7% (30) 

PAQ AE CHIKV_0621 46.7% (30) 46.7% (30) 
CHIKV_115 36.7% (30) 33.3% (30) 

AL CHIK 0621 50% (30) 73.3% (30) 
CHIKV_115 79.3% (29) ND 

VAZ AE CHIKV_0621 20% (30) 43.3% (30) 
AL CHIKV_0621 39.1% (23) 37.5% (32) 

BEL AE CHIKV_0621 30% (30) 33.3% (30) 
AL CHIKV_0621 72.7% (22) 85.2% (27) 

SAN 
AE CHIKV_0621 20% (30) 10.34% (29) 

AL CHIKV_0621 43.3% (30) 50% (30) 
CHIKV_115 62.5% (8) ND 

Bolivia BMA AE CHIKV_0621 60% (30) 36.7% (30) 
CHIKV_115 63.3% (30) 60% (30) 

Paraguay 
SDG AE CHIKV_0621 46.7% (30) 43.3% (30) 

ASU AE CHIKV_0621 60% (30) 46.7% (30) 
CHIKV_115 73.3% (30) 30% (30) 

Uruguay SAL AE CHIKV_0621 83.3% (30) 46.7% (30) 
CHIKV_115 70% (30) 43.3% (30) 

Argentina 

MIA AL 
CHIKV_0621 43.3% (30) 60% (30) 
CHIKV_115 76.7% (30) 40% (30) 
CHIKV_NC 30% (9/30) 46.7% (14/30) 

ACO AE CHIKV_0621 33.3% (10/30) 16.7% (5/30) 
CHIKV_115 46.7% (14/30) 10% (3/30) 

BUE AE 
CHIKV_0621 23.3% (7/30) 36.7% (11/30) 
CHIKV_115 48.3% (14/29) 10% (3/30) 
CHIKV_NC 63.6% (21/33) 26.7% (8/30) 

Transmission efficiency corresponds to the proportion of mosquitoes with infectious saliva among the tested ones. Numbers of analyzed 
mosquitoes are shown in parenthesis. AE: Aedes aegypti; AL: Aedes albopictus. Viral strains: CHIKV_0621 isolated from La Réunion 
(ECSA genotype, E1-226V and E1-98A substitutions), CHIKV_115 isolated from La Réunion (ECSA genotype, E1-226A and E1-98A 
substitutions) and CHIKV_NC isolated from New Caledonia (Asian genotype, E1-226A and E1-98T substitutions). Mosquito populations 
(from North to South): TYS Tyson (United States), VRB Vero Beach (United States), MXC Chiapas (Mexico), PAN Panamá (Panama), DEL 
Delta Amacuro (Venezuela), TUM Tumbes (Peru), PUM Punchana (Peru), MAN Manaus (Brazil), STR Santarém (Brazil), PNM 
Parnamirim (Brazil), CAB Campos Belos (Brazil), CPG Campo Grande (Brazil), JRB Jurujuba (Brazil), PAQ Paquetá (Brazil), VAZ Vaz 
Lobo (Brazil), BEL Belford Roxo (Brazil), SAN Santos (Brazil), BMA Monteagudo (Bolivia), SDG Salto del Guairá (Paraguay), ASU 
Asuncion (Paraguay), SAL Salto (Uruguay), MIA Misiones (Argentina), ACO Corrientes (Argentina), BUE Buenos Aires (Argentina). ND: 
Not determined. 



Figure A1. Viral loads of three CHIKV isolates in saliva of Ae. albopictus and Ae. aegypti 
mosquitoes from 35 populations from the Americas at day 10 post-infection. At day 10 
after an infectious blood-meal, mosquitoes were sacrificed and saliva was collected from 
individual mosquitoes and titrated by focus fluorescent assay on C6/36 Ae. albopictus cells. 
Viral strains: CHIKV_0621 isolated from La Réunion (ECSA genotype, E1-226V and E1-
98A substitution), CHIKV_115 isolated from La Réunion (ECSA genotype, E1-226A and E1-
98A substitution) and CHIKV_NC isolated from New Caledonia (Asian genotype, E1-226A 
and E1-98T substitution). Mosquito populations (from North to South): TYS Tyson (United 
States), VRB Vero Beach (United States), MXC Chiapas (Mexico), PAN Panamá (Panama), 
DEL Delta Amacuro (Venezuela), TUM Tumbes (Peru), PUM Punchana (Peru), MAN 
Manaus (Brazil), STR Santarém (Brazil), PNM Parnamirim (Brazil), CAB Campos Belos 
(Brazil), CPG Campo Grande (Brazil), JRB Jurujuba (Brazil), PAQ Paquetá (Brazil), VAZ 
Vaz Lobo (Brazil), BEL Belford Roxo (Brazil), SAN Santos (Brazil), BMA Monteagudo 
(Bolivia), SDG Salto del Guairá (Paraguay), ASU Asuncion (Paraguay), SAL Salto 
(Uruguay), MIA Misiones (Argentina), ACO Corrientes (Argentina), BUE Buenos Aires 
(Argentina). Error bars refer to the standard error of mean titer for each pairing mosquito 
population-virus strain. 
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Table A3. Set of primers used for the amplification and sequencing of CHIKV strains. 

Sequence (5’ to 3’) Forward/Reverse nt position 
ATGGCTGCGTGAGACACAC Forward 1 1 - 19 
TGGGACCACTGCCTATCATTTA Reverse 1 3162 - 3183 
GACCTTTGACACGTTCCAAA Forward 2 3079 - 3098 
 GAACCTATCCATTGGTACATC Reverse 2 6491 - 6511 
ACACACTACAGAATGTACTGGCA Forward 3 6243 - 6265 
CGTACATGAGTGACTRATCTTCCT Reverse 3 8893 - 8916 
CAGCACCGTGCACGATTACTGG Forward 4 8792804 - 8813 
 GCCTGCTAAACGACACGCAT Reverse 4 11277 - 11296 

Figure A2. Transmission efficiencies (A) and viral loads (B) of CHIKV_La Réunion in 
saliva of Ae. aegypti collected in the Caribbean (A) and the continental America (B). At 
days 3, 5 and 7 after an infectious blood-meal, 20 mosquitoes were sacrificed for saliva 
collection and saliva was titrated on C6/36 Ae. albopictus cells. Transmission efficiency 
corresponds to the proportion of mosquitoes with infectious saliva among the tested ones. 
Error bars represent the confidence interval (95%) for transmission efficiencies, and the 
standard deviation for viral loads. 
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Table A4. Fréquences alléliques de 11 loci microsatellites utilisés pour le génotypage d'Ae. albopictus. 

Locus Allèle MIA JRB MAN TYS PNA VRB SAN PNM STR BL CAL CONG MXA ALPROV 
Aealbmic1 102 0.117 0.083 0.000 0.000 0.083 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

106 0.650 0.600 0.983 0.567 0.517 0.867 0.900 0.931 0.783 0.867 0.450 0.690 0.883 0.983 
108 0.233 0.100 0.000 0.433 0.400 0.133 0.050 0.034 0.183 0.133 0.050 0.138 0.117 0.017 
110 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.172 0.000 0.000 
114 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.500 0.000 0.000 0.000 
116 0.000 0.217 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033 0.034 0.033 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

Aealbmic2 181 1.000 0.467 0.550 0.567 0.817 0.667 0.883 0.850 0.850 0.450 0.433 0.367 0.450 0.433 
184 0.000 0.050 0.433 0.250 0.100 0.183 0.033 0.000 0.050 0.383 0.550 0.633 0.550 0.567 
187 0.000 0.483 0.017 0.183 0.083 0.150 0.083 0.150 0.100 0.167 0.017 0.000 0.000 0.000 

Aealbmic3 191 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 
194 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.050 0.000 0.000 0.000 0.000 
197 0.417 0.000 0.067 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 0.067 0.017 0.000 0.183 
200 0.000 0.050 0.000 0.000 0.000 0.083 0.000 0.000 0.017 0.017 0.050 0.033 0.000 0.017 
203 0.367 0.533 0.367 0.167 0.467 0.117 0.533 0.250 0.267 0.083 0.200 0.417 0.100 0.067 
206 0.033 0.200 0.317 0.200 0.000 0.100 0.117 0.233 0.000 0.117 0.683 0.233 0.200 0.083 
209 0.183 0.133 0.183 0.433 0.533 0.517 0.283 0.267 0.233 0.433 0.000 0.000 0.700 0.267 
212 0.000 0.000 0.000 0.167 0.000 0.183 0.000 0.133 0.283 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 
215 0.000 0.083 0.017 0.000 0.000 0.000 0.067 0.000 0.167 0.033 0.000 0.000 0.000 0.050 
221 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.117 0.000 0.067 0.000 0.000 0.000 0.067 
224 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.133 0.000 0.000 0.000 0.167 
230 0.000 0.000 0.033 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.083 0.000 0.000 
233 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.083 
236 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 0.133 0.000 0.000 
251 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 



254 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.067 0.000 0.000 

Aealbmic5 135 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.133 0.000 0.000 0.000 0.000 
138 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
141 0.000 0.000 0.050 0.583 0.167 0.133 0.000 0.000 0.033 0.033 0.617 0.050 0.000 0.000 
159 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 
171 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.100 0.000 
174 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 
177 0.000 0.217 0.083 0.000 0.000 0.000 0.017 0.100 0.000 0.000 0.000 0.117 0.000 0.034 
180 0.167 0.117 0.117 0.000 0.000 0.167 0.233 0.000 0.250 0.383 0.217 0.033 0.117 0.345 
183 0.833 0.667 0.633 0.283 0.467 0.500 0.600 0.567 0.667 0.400 0.167 0.717 0.117 0.241 
186 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 0.033 0.000 0.000 0.033 0.276 
189 0.000 0.000 0.067 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033 0.033 0.103 
192 0.000 0.000 0.000 0.117 0.133 0.000 0.000 0.017 0.017 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 
195 0.000 0.000 0.033 0.000 0.233 0.117 0.000 0.283 0.000 0.000 0.000 0.050 0.383 0.000 
198 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 
204 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 
213 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.033 0.150 0.000 0.033 0.000 0.000 0.000 0.150 0.000 

Aealbmic6 238 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
241 0.000 0.033 0.017 0.000 0.083 0.133 0.183 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 
244 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.033 0.067 0.183 0.150 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 
247 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 
250 0.000 0.000 0.100 0.133 0.150 0.067 0.000 0.000 0.000 0.067 0.000 0.250 0.183 0.056 
253 0.850 0.550 0.583 0.867 0.433 0.583 0.050 0.450 0.317 0.783 0.431 0.600 0.383 0.537 
256 0.000 0.100 0.167 0.000 0.333 0.083 0.117 0.367 0.250 0.050 0.207 0.150 0.400 0.167 
259 0.150 0.300 0.133 0.000 0.000 0.083 0.583 0.000 0.283 0.067 0.362 0.000 0.000 0.241 



Aealbmic9 121 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.200 0.000 0.000 0.000 
123 0.000 0.033 0.050 0.000 0.000 0.000 0.000 0.050 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 0.000 
125 0.000 0.000 0.050 0.000 0.000 0.050 0.000 0.217 0.000 0.067 0.000 0.083 0.017 0.103 
127 0.783 0.817 0.333 0.500 0.550 0.550 0.667 0.517 0.450 0.400 0.583 0.133 0.583 0.448 
129 0.000 0.000 0.067 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.017 0.133 0.000 0.034 
131 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 0.000 0.000 0.017 0.150 0.133 0.000 0.190 
133 0.000 0.017 0.350 0.500 0.450 0.367 0.200 0.117 0.000 0.400 0.050 0.183 0.400 0.224 
135 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
137 0.100 0.067 0.133 0.000 0.000 0.000 0.017 0.050 0.000 0.083 0.000 0.067 0.000 0.000 
139 0.117 0.067 0.000 0.000 0.000 0.000 0.117 0.050 0.550 0.000 0.000 0.233 0.000 0.000 

Aealbmic11 195 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 
198 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 
204 0.000 0.200 0.150 0.067 0.000 0.017 0.117 0.083 0.000 0.017 0.000 0.200 0.317 0.000 
207 0.200 0.233 0.200 0.217 0.200 0.500 0.117 0.467 0.283 0.533 0.467 0.033 0.317 0.207 
210 0.017 0.000 0.367 0.167 0.800 0.283 0.000 0.200 0.000 0.133 0.017 0.533 0.317 0.207 
213 0.783 0.567 0.233 0.133 0.000 0.200 0.417 0.250 0.717 0.117 0.183 0.017 0.017 0.345 
216 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.200 0.117 0.000 0.000 
225 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.067 0.133 0.000 0.000 0.052 
228 0.000 0.000 0.033 0.417 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.133 0.000 0.100 0.000 0.172 
231 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.350 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 

Aealbmic14 142 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.117 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
148 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
150 0.733 0.700 0.867 0.967 0.850 0.817 0.567 0.500 0.100 0.250 0.967 0.933 1.000 0.815 
152 0.267 0.300 0.133 0.017 0.133 0.017 0.433 0.400 0.900 0.483 0.033 0.067 0.000 0.111 
154 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.019 
156 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.100 0.000 0.117 0.000 0.000 0.000 0.019 



158 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.067 0.000 0.000 0.000 0.037 
160 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.083 0.000 0.000 0.000 0.000 

Aealbmic15 225 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
228 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
231 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 
234 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.967 0.950 1.000 1.000 0.983 1.000 1.000 1.000 
237 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.050 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

Aealbmic16 211 0.000 0.000 0.000 0.050 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.017 0.000 0.000 0.050 
217 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.067 0.000 0.000 0.000 
220 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 0.000 
223 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
226 0.000 0.317 0.317 0.333 0.000 0.367 0.067 0.100 0.017 0.033 0.000 0.417 0.100 0.050 
229 0.000 0.000 0.033 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.100 0.000 0.000 
232 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.050 0.000 0.000 
235 0.000 0.233 0.100 0.183 0.000 0.117 0.117 0.000 0.067 0.217 0.317 0.050 0.450 0.067 
238 0.317 0.350 0.350 0.200 0.900 0.417 0.683 0.850 0.850 0.367 0.283 0.217 0.200 0.450 
241 0.000 0.000 0.033 0.200 0.100 0.067 0.000 0.050 0.000 0.150 0.050 0.017 0.117 0.033 
244 0.467 0.033 0.100 0.000 0.000 0.017 0.083 0.000 0.000 0.000 0.267 0.067 0.000 0.317 
247 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.217 0.000 0.050 0.000 0.000 
250 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.050 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.133 0.000 
253 0.000 0.067 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
259 0.217 0.000 0.067 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.067 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033 

Aealbmic17 139 0.000 0.000 0.000 0.033 0.100 0.033 0.000 0.033 0.000 0.000 0.000 0.000 0.259 0.033 
142 1.000 1.000 1.000 0.933 0.900 0.900 1.000 0.967 1.000 1.000 1.000 1.000 0.603 0.967 
145 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 0.067 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 



148 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.121 0.000 
Trente individus ont été analysés par population. MIA (Misiones, Argentine), JRB (Jurujuba, Rio de Janeiro, Brésil), MAN (Manaus, Brésil), TYS (Tyson, Etats 
Unis), PNA (Panama), VRB (Vero Beach, Floride, États Unis), SAN (Santos, Brésil), PNM (Parnamirim, Brésil), STR (Santarém, Brésil), BL (Bar sur Loup, 
France), CAL (Calcutta, Inde), CONG (Congo), MXA (Chiapas, Mexique), ALPROV (Providence, La Réunion). 
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Table A5. Valeurs des indices Fst entre paires de populations d'Ae. albopictus 

Population MIA JRB MAN TYS PNA VRB SAN PNM STR BL CAL CONG MXA ALPROV 
MIA 0,000 
JRB 0,139 0,000 
MAN 0,181 0,109 0,000 
TYS 0,253 0,181 0,121 0,000 
PNA 0,282 0,225 0,150 0,178 0,000 
VRB 0,184 0,117 0,049 0,081 0,116 0,000 
SAN 0,193 0,115 0,144 0,261 0,208 0,149 0,000 
PNM 0,195 0,131 0,105 0,210 0,133 0,085 0,116 0,000 
STR 0,232 0,191 0,244 0,334 0,293 0,232 0,133 0,132 0,000 
BL 0,225 0,155 0,104 0,146 0,202 0,084 0,183 0,118 0,191 0,000 
CAL 0,289 0,199 0,163 0,179 0,281 0,180 0,251 0,240 0,341 0,207 0,000 
CONG 0,265 0,175 0,042 0,155 0,193 0,131 0,242 0,197 0,313 0,175 0,202 0,000 
MXA 0,322 0,224 0,124 0,156 0,181 0,100 0,247 0,196 0,350 0,163 0,206 0,176 0,000 
ALPROV 0,189 0,153 0,058 0,150 0,193 0,081 0,159 0,139 0,237 0,091 0,150 0,127 0,125 0,000 
Trente individus ont été analysés par population. MIA (Misiones, Argentine), JRB (Jurujuba, Rio de Janeiro, Brésil), MAN (Manaus, Brésil), TYS (Tyson, Etats Unis), PNA 
(Panama), VRB (Vero Beach, Floride, États Unis), SAN (Santos, Brésil), PNM (Parnamirim, Brésil), STR (Santarém, Brésil), BL (Bar sur Loup, France), CAL (Calcutta, 
Inde), CONG (Congo), MXA (Chiapas, Mexique), ALPROV (Providence, La Réunion). Tous les valeurs sont statistiquement significatives pour P < 0.05. 
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Figure A3. Moyenne ± écart-type de l’efficacité de transmission (% des salives positives) et du 
nombre de particules virales trouvées dans la tête des Ae. aegypti (A) et Ae. albopictus (B) 
infectés oralement avec le CHIKV_21 (ECSA). VRB : Vero Beach (États-Unis) ; MXC : Chiapas 
(Mexique) ; DEL : Delta Amacuro (Venezuela) ; JRB: Rio de Janeiro (Brésil). *** Différences 
significatives (Test de Kruskal Wallis: P < 0.001) 
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