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Etude du role des phlébotomes dans la
circulation des phlebovirus dans la région de
Blida ; M’sila et Jijel.




Résumé

Les phlébotomes sont largement répartis dans le bassin méditerranéen. Par conséquent, les
populations humaines dans cette zone sont potentiellement exposées aux maladies transmises
par les phlébotomes, y compris celles causées parles Phlebovirus.

Alors qu'il existe des données substantielles dans les pays situés dans la partie nord du

Bassin méditerranéen, peu de données sont disponibles pour 1'Algérie concernant le role des
phlébotomes dans la transmission des Phlebovirus.

Dans cette étude, un total de 28 pools des phlébotomes ont été collectés dans trois régions
différentes d’Algérie ; a savoir Blida, M’sila et Jijel, aprés identification morphologique
I’espécela plus dominante est le Phlebotomus perniciosus.

L’analyse moléculaire a révélé qu'un pool contenait I’ARN viral correspondant a un virus du
complexe Sandy Fly Naples virus, le punique virus jamais décrit auparavant en Algérie. Plus
d’investigations sont nécessaires pour mieux caractériser cette souche virale sur le plan
phylogénique.

Mots clés : Phlébotome, Phlebovirus, Sandy Fly Naples virus, Punique virus



Summary

Sandflies are widely distributed in the Mediterranean basin. As a result, human populations in
this area are potentially exposed to sandfly-transmitted diseases, including those caused by
Phlebovirus.

While there is substantial data in the countries located in the northern part of the

Mediterranean Basin, few data are available for Algeria on the role of sandfly in Phlebovirus
transmission.

In this study, a total of 28 sandfly pools were collected in three different regions of Algeria;
namely Blida, M'sila and Jijel, after morphological identification the most dominant species is
Phlebotomus perniciosus.

Molecular analysis revealed that a pool contained viral RNA corresponding to a virus of the
Sandy Fly Naples virus complex, the Punique virus never described before in Algeria. More
investigations are needed to better characterize this viral strain phylogenetically.

Keyword: Sandfly, Phlebovirus, Sandy Fly Naples virus, Punique virus
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Abréviations

TOSV: TOSCANA Virus.

SFSV: Sandfly Fever Sicilian Virus.
SFNV: Sandfly Fever Napal Virus.
THEV : Virus de Tehran.

MASYV : virus de la mouche de Massilia.
SALV: Virus Salehabad.

ARBYV: Virus Arbia.

Gn et Ge : Glycoprotéines.

RT —PCR : Réal Time PCR.

TBE: Tris, Borate, EDTA.

CDC: Center for Disease Control.
Phlébo: Phlébotome.

PM: Poids Moléculaire.

UV : ultraviolets.

NC : Négatif contrdle.

PC : Positif contrdle.
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Introduction

Reportés pour la premiere fois en Algérie en 1912 par Foley et Leduc (1912), les
phlébotomes ont ¢été largement ¢étudiés en Algérie principalement les vecteurs de
leishmanioses. Les phlébotomes sont des insectes hématophages de la famille des
Psychodidae, I’ordre des Dipteres. Ils vivent dans les zones urbains et suburbaine souvent
proche des humains et animaux domestiques (Laurence et al., 2015). Ce sont des vecteurs
connus de parasites du genre Leishmania et de nombreux autres pathogénes tels que
Bartonellabacilliformis et les virus appartenant a trois genres Orbivirius (reoviridae),
Vesiculovirus (Rhabdoviridae) et en particulier ceux du genre Phlebovirus (Bunyaviridae) qui
causent des maladies chez les humains caractérisées par des méningites et céphalées suivant
I’espéce virale(Maureau et al., 2010; Es-Sette fet al., 2013, Depaquit et Léger., 2017 livre
entomologie medicale et vétérinaire).

Jusqu’a aujourd’hui, 24 especes de phlébotomes appartenant a deux genres
Phlebotomus et Sergentomyia ont été reportées en Algérie(Benallal et al., 2013).Parmi elles,
seulement cinq especes Phlebotomus papatasi, Ph. perniciousus, Ph. perfiliewi, Ph.
longicuspis and Ph. sergenti(Izri et al., 1990 ; Izri and Belazzoug, 1993 ; Boubidi et al.,
2010; Berdjane-Brouk et al. 2012) sont connues a transmettre le parasite Leishmania sp, ces
mémes espeéces ont été reportées a transmettre les arbovirus tels que Toscana virus (TOSV),
Sicilian virus (SFSV), Salehabad virus et Corfu virus et ils definientce qui s’appelle groupe
fievre a phlébotome ou fiévre a papataci ou aussi la fievre de trois jours (Izri et al.,
2006;Alwasouf, 2015).

Malgré que ces arbovirus sont classés parmi les plus important pathologies
infectieuses émergentes transmis par les phlébotomes (Gulber, 2001) le virus du West Nile
transmis par les moustiques Culexspreste aussi important en Algérie puisque plusieurs cas
humains sont signalés depuis 1995 (Boughermouh et al., 1995). Beaucoup d’efforts ont été
conduits seulement sur la leishmaniose et a notre connaissance peu de données sont
disponibles sur les fievres a phlébotomes. Toutes les précédentes études ont mis la lumiére sur
la circulation d’arbovirus transmis par les phlébotomes tels que la fieévre a phlébotome Naples
(SFNV) et la fievre a phlébotome Sicile(SFSV)(Izri et al., 2008; Moureau et al., 2010).Suite
a cela, (Alkan et al ;2015) a report¢é une nouvelle souche de virus transmise par les
phlébotomes dans la région de Tizi-Ouzou. D’autre part, une étude sérologique réalisée sur
les humains et les chiens dans la méme région a montré la présence d’IgG contre TOSV
prouvant une grande circulation de ce virus en Algérie et suggérant le chien pourrait étre un

réservoir potentiel de ce virus (Tahir et al., 2015)



Important a signaler, les virus transmis par les phlébotomes ne sont rencontrés qu’au
niveau du Nord d’Algérie puisque (Tesh et al ; 1976) n’a trouvé aucun virus ni a Tamanrasset
ni a Djanet deux régions de I’extréme sud Algérien.

Dans cette optique, une enquéte entomologique a été réalisée dans trois wilayas Blida,
Jijel et M’sila ou il y a la présence de cas de leishmaniose traduisant la forte présence des
phlébotomes afin de connaitre 1’extension du périmétre de circulation de ces virus en Algérie

et compléter la base de donnée.

Ce mémoire est organisé :

» Le chapitre I est une synthése bibliographique consacrée aux phlébotomes ;
morphologie ; Biologie et comportement des phlébotomes leur cycle de vie et la
répartition géographique dans le monde et en Algérie.

» Le chapitre II phlebovirus leur taxonomie ; structure et cycle de multiplication ;
épidémiologies et pathologie des phlebovirus.

» La partie pratique consacré a la présentation de la zone d’étude, les méthodes

d’échantillonnage des phlébotomes ; identification ; traitements des phlébotomes et
La recherche des phlebovirus par PCR et s€quencage par la suite résultats et discussions

» Enfin une conclusion et perspectives.
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Chapitre I : Les phlébotomes

Les phlébotomes appartiennent a :
Embranchement des Arthropodes

Classe des Insectes

Ordre des Diptéres

Sous-ordre des Nématoceres (antennes filiformes)
Famille des Psychodidae

Sous familles des Phlebotominae

Cette famille est devisée en 6 genres dont trois comportent des espeéces hématophages :
Phlebotomus ; Lutzomyia et Sergentomyia (Killick-Kendrick, 1999). Phlebotomus et
Lutzomyia sont vectrices de leishmanies et regroupent les espéces qui ont une préférence
trophique orientée vers les mammiféres. Sergentomyia dont les especes trés nombreuses dans
I’ancien monde se nourrissent sur les reptiles, les amphibiens et les oiseaux, piquent tres

rarement I’homme et ne sont jamais vecteurs (Moulinier, 2002).

I.2. Morphologie :
Le développement des phlébotomes comporte une métamorphose compléte (holométabole)
comprenant les stades : ceuf, larve, nymphe et imago (Ba, 1999).
a) (Euf : La femelle pond de 50 a 200 ceufs de forme ellipsoide, mesurant 0,3 mm a 0,4 mm
de long et 0,09 a 0,15 mm de large, de couleur blanc-jaunatre au moment de leur émission,

pigmentent rapidement en brun au contact de I’air (Ba, 1999).




b) Larves : La larve est de type éruciforme (Ba, 1999). Mesurant de 2 & 8 mm de longueur,
sont vermiformes, eucéphales. Elles sont dotées de pieces buccales broyeuses sur la capsule
céphalique et d’un tégument orné de petits tubercules portant chacun une soie épineuse. Les
segments abdominaux (de 1 a 7) sont munis de fausses pattes locomotrices et le segment
abdominal 9 est doté de deux paires de soies fortes, trés longues et foncées (Fig. 2A). (Baldet,
2004)

¢) Nymphe : Se caractérise par un céphalothorax distinct de I'abdomen ; elle mesure 3 mm de
longueur. (Baldet ,2004) (Fig. 2B).

La nymphe est inerte ou peu mobile, fixée par son extrémité postérieure au sol (Segyu 1951).

Elle ne s'alimente pas durant toute la durée de ce stade qui est de 6 a 15 jours (Baldet, 2004).
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Figure 2 : Photo de (A) : Larve et (B) : Nymphe de phlébotome.

d) ’imago : Les phlébotomes possédent un corps gréle et allongé, recouvert, ainsi que les

ailes, d’une fine pilosité (Fig.3).

Figure 3 : Morphologie du phlébotome femelle adulte (repas sanguin)
(Niang et al, 2000).



> La Téte:

Le cibarium est traversé par un épaississement chitineux en forme d’arc sur lequel viennent
s’insérer les muscles de la pompe salivaire. Parfois, on note en outre un deuxiéme
épaississement un peu plus postérieur : la plage pigmentée au niveau duquel existe en position
ventrale des dents plus ou moins développées (dents cibariales). Ces structures cibariales, sont
souvent utilisées pour la diagnose des especes et des genres. En arriere du cibarium se trouve
le pharynx (parfois appelé pompe cesophagienne) formé de trois plaques soudées une dorsale
et deux dorsoventrales (Fig. 4).
L’ensemble a une forme de bouteille allongée, a section triangulaire. La partie postérieure
renflée port intérieurement des ornements en relief plus ou moins marqués qui sont eux aussi
utilisés par les systématiciens.

Outre les pieces buccales, la téte porte deux gros yeux latéraux a facette et deux

antennes formées de 16 articles (Dedet, 1999).
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Figure 4: Photo de la téte d’un phlébotome(A): vue générale de la té€te sous microscope
optique ; (B): agrandissement du pharynx et du cibarium sous microscope optique (C):

schéma générale (Dedet, 1999 ; Niang et al, 2000).

» Le thorax:
Le prothorax est réduit et partiellement recouvert par le segment suivant, Le mésothorax est
trés développé. La répartition des soies a leur surface est d’un grand intérét pour la taxonomie
générique. Le sclérite mésanépisternal, qui porte un stigmate bien développé et I’insertion des
ailes, est a cet égard particulierement intéressant. Le métathorax est plus réduit. Il porte de
petits stigmates et la seconde paire d’ailes transformées en halteres. Les ailes sont lancéolées

et soutenues par sept nervures longitudinales et des nervures transverses, au repos les ailes
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sont dressées, formant entre elles un angle de 45°.Les pattes, qui posseédent un tarse a cinq

articles, sont longues et gréles. Elles sont garnies de soies et d’écailles (Dedet, 1999) (Fig. 5)
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Figure S: vue latérale du thorax sous microscope optique (Niang et al, 2000).

» L’Abdomen :
Il comporte dix segments dont sept non modifiés (portant chacun une paire de stigmates) et
trois transformés en segments génitaux.
Sternites et tergites sont séparés par des pleures membraneuses susceptibles de se dilater au

moment des repas (Dedet, 1999) (Fig. 6).

A B

Figure 6 : I’Abdomen d’un phlébotome (A) I’abdomen sous microscope optique (Niang et al,

2000); (B)schématisation de 1’abdomen (Dedet, 1999).



a) Femelle : Le huitiéme segment est rétracté sous le septieme, lui-méme plus petit que les
précédents, ne laissant dépasser sur la face ventrale que le sternite bilobé : valves
hypogyniales ou gonapophyses ventrales (Fig.7).

Le dixiéme segment porte I’anus et de part et d’autre les cerques, ou gonapophyses dorsales,
bien développés.

L’appareil génital interne comporte:

- Deux ovaires constitués d’ovarioles, chaque ovaire se termine par un court oviducte, les
deux oviductes se réunissant pour former un oviducte commun qui se jette dans le vagin.

- Deux spermathéques, formant une capsules chitineuses de morphologie variable prolongées
par des conduits individuels plus ou moins longs, et parfois d’un conduit commun, qui eux

aussi s’ouvrent sur le vagin (Dedet, 1999).
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Figure 7 : L extrémité postérieure de I’abdomen femelle sous microscope Optique

(Niang et al, 2000).

b) Male : Chez le male, les septiéme et huitieme segments sont réduits et les neuviéme et
dixieme sont totalement modifiés pour former 1’appareil copulateur ou génitalia (Dedet,
1999). La morphologie et I’ornementation de I’armature génitale externe du male sont trés

utilisées par les systématiciens.
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Figure 8 : Structure de 1’appareil génital male sous microscope optique, Vue latérale (Niang

et al, 2000).



1.3.Biologie et comportements des phlébotomes :

La durée de vie adulte est fonction de la température et de I’humidité. En effet plus les
températures sont basses, plus la durée de vie est élevée. De méme pour I’hygrométrie, plus
celle-ci est €levée, plus la durée de vie est élevée. En moyenne les femelles vivent de deux
semaines a deux mois. Les males ont une durée de vie plus bréve. Le nombre annuel de
générations dépend de la durée de la saison chaude ; plus celle-ci est longue, plus le cycle de
développement est court plus le nombre de génération est important.

Certaines especes sont attirées par la lumiere, le plus souvent de faible intensité. D’autres ne
manifestent que peu ou pas de phototropisme : c’est le cas notamment des Sergentomyia.
Certaines especes sont nettement endophliles. D’autres préférent 1’extérieur. Durant la journée

les phlébotomes se cachent dans des endroits retirés, sombres et relativement humides.

Les especes qui piquent I’homme sont généralement également zoophiles, ce qui explique le
role des phlébotomes dans la transmission de ces zoonoses que sont les Leishmanioses
(Dedet, 1999).

Le repas sanguin est indispensable a la maturation des ceufs qui se développent au fur et a
mesure de la digestion. La copulation a lieu peu de temps aprés I’éclosion des adultes ou, pour
certaines especes, apres le premier repas sanguin. Mais d’autres copulations peuvent
intervenir au cours de la vie des femelles. La copulation dure une quinzaine de minutes et se
produit le matin ou le soir. La maturation des ceufs s’effectue en méme temps que la digestion
du sang et le nombre maximum est de 100 & 110. La ponte intervient 5 a 10 jours apres le
repas sanguin. foncé en 5-6 heures (Izri et al., 2006).

A 26-30°C, I’incubation de I’ceuf; La durée du développement embryonnaire dans des
conditions d’humidité appropriées dépend de la température. A la ponte les ceufs sont de
couleur blanchatre ou jaune clair qui vire au brun. La larve se nourrit de débris végétaux, subit
4 mues avant de donner une nymphe d’ou émerge le phlébotome adulte. Pendant la saison
estivale, les émergences d’insectes adultes ont lieu massivement et la densité des populations
de phlébotomes atteint son maximum. En saison froide, les phlébotomes hibernent a 1’état
d’ceuf ou de larve. La larve de premier stade qui sort de 1’ceuf mesure environ Imm. Au
quatriéme stade, elle atteint 3 2 4 mm. Le stimulus qui provoque 1’oviposition est le contact
avec une surface humide (Izri et al., 2006). Depuis 1’ceuf jusqu’au stade imaginal, le
développement dure 20 a 90 jours en fonction des conditions climatiques. Pendant la saison
estivale, les émergences d’insectes adultes ont lieu massivement et la densité des populations

de phlébotomes atteint son maximum. En saison froide, les phlébotomes hibernent a 1’ état



d’ceuf ou de larve. Leur cycle de développement comprend quatre formes larvaires et une
forme nymphale avec une métamorphose. Le développement est influencé par la température
et durant les saisons hivernales, les formes larvaires peuvent étre en phase de diapause

(Dolmatova et Demina, 1971).

I.4. Cycle de vie :
Dans les zones modérément chaudes, il existe chez le phlébotome, une phase de repos appelé
diapause, lorsque les conditions climatiques et écologiques deviennent défavorable et qui

coincide a la période hivernale (Fig. 9).

Ml / Adulve \ Femelle

M yrphie (Eufs el Larve

Figure 9 : Cycle biologique du phlébotome (Niang et al, 2000).



Tableau I : Clés d’identifications des phlébotomes.(Jérom ;1999).

Male Femelle

- Style portant 3ou4 épines - Spermathéque annelées.
- Coxite portant un lobe bazal garnie de Spermatheéque non annelées.

soies Paramere simples. - Téte de la spermatheéque portée par un
- Coxite portant un lobe bazal garni de long cou.

soies - Spermathéque asymétrique.
- Petit lobe bazal. - Spermathéque lisse
- Parameére avec processus accessoire - Spermatheéque plissé
- Parameére complexe. - Spermathéque longue et étroite.
- Paramére portant un crochet

accessoire.
- Pénis porteur d’une proéminance

subapicale.

L.5. Répartition géographique et écologique dans le monde :
Les phlébotomes sont largement répandus dans le monde partout ou régne une température
assez €levée pour leur permettre d’entrer en activité, au moins pendant une partie de 1’année.
Dans I’ancien monde (Asie Centrale, Afrique du Nord, de 1’Ouest et de I’Est, Proche et
Moyen Orient), on les trouve entre le 45° degré de latitude nord et le 40° degré de latitude
sud. A D’intérieur de ces limites, I’abondance des especes et des populations varie avec
I’altitude. Leurs terres d’¢€lection sont les zones tropicales et subtropicales (Dedet, 1999).
Les diverses especes ont des aires de répartition plus ou moins étendues et chaque région a sa
faune constituée d’un nombre plus ou moins grand d’espéces (Dedet et al, 1984).
A la répartition géographique des especes vient se superposer une répartition €écologique,
chaque type de paysage ayant ses phlébotomes. C’est ainsi qu’il y a des phlébotomes du
désert (souvent inféodés aux terriers des rongeurs), des phlébotomes de savane, des

phlébotomes de forét.

Et a I'intérieur de cette stratification écologique, il existe souvent une stratification micro

¢cologique.




Dans la forét amazonienne, les espeéces de la canopée ne sont pas les méme que celles que

I’on trouve pres du sol ; certains phlébotomes sont purement cavernicoles, etc. (Dedet, 1999).
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Figure 10 : Répartition géographique des phlébotomes dans le monde.

I.6. Les phlébotomes d’Algérie :

Signalés pour la premiere fois en Algérie en 1912 (Foley et Leduc). Les phlébotomes ont fait
I’objet de trés importants travaux menés a ’institut Pasteur d’Algérie, sous la direction de
Parrot et des fréres Sergent. Des découvertes capitales concernant tant leur systématique que
leur pouvoir pathogéne y ont été réalisées (Dedet et al, 1984).

En Algérie, la leishmaniose constitue un probléme de santé¢ public. Bellazoug (1991) in
Boudrissa et al (2006) a donn¢ la classification des 24 especes décrites en Algérie

(Tableau 1), 5 espeéces potentiellement vectrices existent : Phlebotomus perniciosus,
Phlebotomussergenti, Phlebotomus perfiliewi, Phlebotomus longicuspis, Phlebotomus

papatasi (tableau I1I) (Bitam, 2005).



Tableau II : Liste des Phlébotomes d’Algérie (D’aprés Bounamous, 2010).
Bellazoug (1991) in Boudrissa et a/ (2006)

Sous-famille des Phieboromiiae

Genre Phileboromus

Phlebotomus (Phlebotomus) papatasi
(Scopol1 . 1786)

Phlebotomus (Phlebotomus) bergeroti
(Parrot, 1934)(%)

Phlebotomus (Paraphlebotomus) alexandri
(Sinton. 1928)

Phlebotomus (Paraphlebotomus)chabaudi
(Croset, Abonnenc et Rioux, 1970)
Phlebotomus (Paraphlebotomus) kazeruni
(Theodor et Mesghali, 1964) (¥#)
Phlebotomus (Larroussius) ariasi
{(Tonnoir, 1921)

Phlebotomus {Larroussius) chadlii
(Raoux, Jununer et Gibily .1966)
Phlebotomus (Larroussius) perniciosus
(Newstead, 1911)

Phlebotomus (Larroussius) longicuspis
(Nitzulescu, 1911)

Phlebotomus (Larroussius) langeroni
(Nitzulescu. 1930)

Phlebotomus (Larroussius) perfiliewi
(Parrot . 1930)

Genre Sergentfomyia

Sergentomyia (Sergentomyia) minuta
(Alder et Theodor, 1927)
Sergentomyia (Sergentomyialfallax
(Parrot. 1921)

Sergentomyia (Sergentomyia)antennata
(Newstead, 1912)

Sergentomyia (Sergentomyia)schwetzi
(Alder, Theodor et Parrot, 1929) (¥)
Sergentomyia (Paivotomyia) africana
(Newstead, 1912)

Sergentomyia (Parrofomyia) eremitis
(Parrot et De Jolimére, 1945) (¥)
Sergentomyia (Grassomyia) dreyfissi
(Parrot, 1933)

Sergentomyia (Sintonius) clydei
(Sinton, 1928)

Sergentomyia (Sintonius) christophersi
(Sinton, 1927)

(*) Espéces exclusivement localisées au Sahara Central.

(**)Spécimen rapporté de Mila (Nord-Est algérien) par Berchietal., (1986) et a I’extréme sud (Benallal et al, 2013).

En Algérie, les phlébotomes sont répartis sur tout le territoire national, de 1’étage humide
jusqu’a I’étage saharien (Dedetetal., 1984 ; Bellazoug, 1991 ; Berchi, 1990 ; Izri, et al,
1994) tableau (III)
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Tableau III: Répartition des phlébotomes en Algérie en fonction des étages bioclimatiques
(D’apres Dedet et al., 1984 ; Bellazoug, 1991).

Etage Etage Etage Etage Etage
Humide sub-humide semi-aride aride Saharien
Sergentomyia Sergentomyia Sergentomyia Sergentomyia Sergentomyia

minuia (*) minuta (*) mirnta minta minuta
Phlebotomus Phlebotomus Segentomyia Segentomyia Segentomyia
perniciosus Perniciosus fallax Jallax (*) Fallax
Phlebotomus Phlebotomus Phleboromus Sergentomyia Sergentomyia
ariasi Longeroni chabaudi antennata Christophersi
Phlebotomus Phlebotomus Phlebotomus Sercentomyia Sergentomyia
perfiliewi Perfiliewi perniciosus (*) drevfussi Dreyfussi
Phlebotomus Phlebotomus Phlebotomus | Paraphlebotomus | Phlebotomus
sergenti Sereenti longeroni alexandri Perfiliewi
Phlebotomus Phlebotomus Phlebotomus FPhlebotomus Phlebotomus
chadlii Chadlii perfiliewi Perniciosus Sergenti
Phlebotomus Phlebotomus Phlebotomus Phiebotomus Phlebotomus
longicuspis Longicuspis sergenti longeroni Chadlii
Phlebotomus Phlebotomus Phleboromus Fhlebotomus Phlebotomus
papatasi Papatasi chadlii perfiliewi Longicuspis
Phlebotomus Phlebotomus Phlebotomus
longicuspis sergenti Papatasi
Phlebotomus FPhlebotomus
papatasi chadlit
FPhlebotomus

longicuspis
Phlebotomus
papaiasi

(*) Espéce prédominante.
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Figure 11 : Les étages bioclimatiques en Algérie.
http : //journals.openedition.org/vertigo/docammexe/img/5375/img.2.jpg.
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Chapitre II : les Phlebovirus
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II.1. Taxonomie :

Les phlebovirus ont de petits génomes d'ARN tripartites qui codent un répertoire de 5-7
protéines. Ces quelques protéines accomplissent la tiche décourageante de reconnaitre et de
conditionner spécifiquement un complément tri-segment d'ARN génomique viral au milieu

d'une abondance de composants hotes.

La famille des Bunyaviridae comprend cinq genres, parmi lesquels 1'Orthobunyavirus, le
Phlebovirus, le Nairovirus, le Tospovirus et ['Hantavirus contiennent tous des especes
pathogénes pour les humains et les animaux.

Selon le huitiéme rapport du Comité international de taxonomie des virus, le genre
Phlebovirus peut étre subdivisé en neuf complexes antigéniques et comprend 37 virus
classifiés, avec 16 sérotypes supplémentaires considérés comme des membres provisoires du

genre. (Palacios G, 2014)

I1.2. Structure :

Morphologiquement les virus appartenant au genre Phlebovirus se présentent sous forme de
particules sphériques ou pléiomorphiques avec des projections d’une surface de 10 a 15 nm
correspondant aux glycoprotéines. (Chareel, 2014).

Ce sont des virus enveloppés de 80 a 120 nm de diametre, d'un génome d'ARN monocaténaire
de sens négatif, compos¢ de trois segments de différente taille. Le segment large (L) code
I'ARN polymérase dépendante de I'ARN, le segment moyen (M) code les glycoprotéines de
I'enveloppe virale GN et GC et le segment petit (S) code la protéine nucléocapside virale (N)

et une protéine non structurelle (Ns) (Liu et al, 2003; Xu et al., 2007)
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Figure 12: Structure du Phlebovirus.

I1.3. Epidémiologie des infections a Phlebovirus :

I1.3.1. Réservoir :
Aucun hote réservoir n'a été défini avec certitude pour les Phlebovirus. Concernant 1'infection
a TOSV, il est peu probable que les humains jouent ce rdle en raison de la virémie transitoire

survenant chez les patients infectés. (Arthropod-borne Depaquit,2010).

I1.3.2. Transmission :
Les connaissances actuelles suggerent que de nombreux Phlebovirus sont maintenus dans
leurs vecteurs arthropodes par transmission verticale (transovarienne) et que les hdtes
vertébrés jouent peu ou pas de rdle dans le cycle de maintenance de base de ces agents.
Ce mécanisme de maintenance a des implications écologiques importantes pour les
Phlebovirus, car il leur permet de persister pendant les périodes ou les vecteurs adultes sont
absents ou lorsque les hdtes vertébrés sensibles ne sont pas disponibles.
La transmission chez ’homme résulte d’un contact direct suite a une piqare d'un phlébotome.

(S. Alwassouf,2014)
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I1.3.3. Répartition géographique :
Les Phlebovirus occupent une vaste zone géographique du bassin méditerranéen a I'Afrique
du Nord et le Moyen-Orient a 1'Asie centrale, Dans plusieurs pays européens du bassin

méditerranéen, y compris I'Italie, la France, I'Espagne, le Portugal et Chypre.
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Figure 13 : Répartition géographique des Phlebovirus dans le monde (Alkan ;-2013).

I1.3.4. Données épidémiologiques :

Les Phlebovirus sont couramment détectés dans la région méditerranéenne. Les études
actuelles ont révélé une séroprévalence élevée parmi les populations apparemment saines dans
les 1les ioniennes, atteignant 51,7% a Corfou et 39% a Céphalonie, respectivement.

La séroprévalence observée dans sept des quinze préfectures du nord de la Gréce pour la
présence des IgG conte le TOSV est parmi les plus ¢élevées de toute la Méditerranée, avec une
prévalence respective de 26,2% en Espagne, de 20% a Chypre 17,8%,et en Ombrie, I'ltalie
¢tait de 16%. (Charrel RN Dis 2005).(Papa A, Andriotis2010)

Récemment, une circulation de TOSV a été signalée en Afrique du Nord (Maroc, Tunisie). En
Kabylie, en Algérie, une souche de TOSV a été isolée des phlébotomes. (S. Alwassouf ,2014)
Chez les animaux ; en Algérie deux études de séroprévalence basées sur la neutralisation du
TOSV chez des chiens ont montré des résultats comparables a ceux de la Tunisie et des
résultats plus élevés qu'en Turquie. A Kairouan, en Tunisie, 5,6% (11/147) des chiens ont été
infectés dans une zone ou les phlébotomes sont présents a haute densité et ou la leishmaniose

est endémique.(S. Alwassouf ,2014).
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I1.4. Pathologies des Phlebovirus

I1.4.1. Infection a virus Toscana :
Le virus de Toscana présente un fort neurotropisme, il affecte le systeme nerveux central,
c’est une cause majeure de méningite et d'encéphalite. Il est parmi les trois virus les plus
répandus des atteintes neurologiques d’origine virale. (Arthropod-borne Depaquit 2010).

I1.4.2. Infection par le virus de la fievre de la vallée du Rift :
Chez I’homme, cette maladie est généralement asymptomatique, ou se traduit par un
syndrome pseudo grippale sans gravité, cependant dans 1a3% des cas des formes plus séveres
(Hépatite, fievre hémorragique, encéphalite) peuvent conduire a des séquelles importantes
chez les personnes atteintes et peuvent méme étre fatales.(Alrajhi et al., 2004).

I1.4.3 La fiévre a phlébotome : « Fi¢vre des trois jours »
C’est une maladie aigué, généralement bénigne qui dure quelques jours puis guérit
spontanément sans séquelles. (MolecularEpidemiology of phlebovirus- R.N. Charrel
2004).
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Partie pratique

J/
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Terrain de stage : La partie pratique de notre travail a été effectué¢ au niveau de I’institut
Pasteur d’Algérie pendant 03 mois.
- Laboratoire d’Eco-Epidémiologie parasitaire : identification des phlébotomes.
- Laboratoire des Arbovirus et des virus émergents : recherche des virus dans les
phlébotomes.
- La capture des phlébotomes a lieu dans les Wilaya de Blida ; M’sila et Jijel. Avec un

nombre total de 460 de phlébotomes capturées.

I. Objectif
L'objectif de notre étude est de détecter la présence des Phlebovirus dans les phlébotomes

capturé dans la région de Blida, Msila et Jijel.

II. Matériel

La liste des matériels utilisés pour cette étude est présente dans la partie annexe.

I1.1. Méthodes

I1.1.2.Zone d’étude
Plusieurs wilayas ont fait 1’objet de notre étude, deux qui se trouvent au nord a savoir la
Djebabra(36.581084°N, E003.263391°) une localité de la commune de Meftah wilaya de
Blida, la commune d’OuledMadi (N 35.61281°, E004.49739°) wilaya de M’Sila et la
commune de Chakfa (36.742210°N, E005.950590°) wilaya de Jijel.

Ces régions sont connus a abriter des cas de leishmaniose cutanée et viscérale, donc il y a une
grande présence de phlébotomes dans ces régions. D’autre part, la différence du climat entre
les régions est un facteur qui a favorisé ce choix pour voir un peu la diversité des virus
transmis par les phlébotomes dans des étages bioclimatique différents, puisque les deux
wilayas Blida et Jijel sont situées dans I’étage bioclimatique humide et M’sila dans 1’étage

bioclimatique semi-aride.
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Figure 14 : Les régions d’étude des captures des phlébotomes.

I1.1. 3. Facteurs climatiques
A M’Sila, I’été est court, caniculaire et sec ; ’hiver est long et frisquet ; et le climat est
dégagé dans l'ensemble tout au long de I'année. Au cours de l'année, la température varie

généralement de 3°C a 38 °C

Un climat tempéré chaud est présent a Jijel, Les précipitations sont plus importantes en hiver
qu'en été. Sur l'année, la température moyenne a Jijel est de 18.2 °C. Sur l'année, la
précipitation moyenne est de 814 mm.

Le climat y est chaud et tempéré, L'hiver a Meftah se caractérise par des précipitations bien
plus importantes qu'en été. La température moyenne annuelle a Meftah est de 17.7 °C. Sur

I'année, la précipitation moyenne est de 635 mm.

I1.2.1. Echantillonnage des phlébotomes :
La capture des phlébotomes a lieu durant la période allant fin de Juin jusqu’a début Aout.
Cette période chaude ou la densité des phlébotomes est importantes.
L’estimation de la densité, I’identification de la faune présente dans les sites
d’échantillonnage et la recherche de parasites et de virus nécessitent un échantillonnage des

phlébotomes qui se fait par différentes méthodes suivant le résultat attendu.
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» Capture des phlébotomes par piége huilée :

Ce mode de capture, basés sur les propriétés engluantes de 1’huile de ricin, a été utilisé en
U.R.S.S. par Valson (1932),Petrishcheva(1935), Latyshev et Kryukova (1941) et au Soudan.

Les pieges sont des feuilles de papiers sulfurisés de 20*20 cm, bien imprégnés sur les deux
faces par I’huile de ricin. Ces piéges sont déposé€s au niveau des écuries, les barbacanes,
I’entrée des terriers de rongeurs, anfractuosités d’arbres toutes places susceptible d’abriter des
phlébotomes et le lieu de capture est bien géo-localisé. Dans notre étude, ces piéges ont servi
comme sentinelle de début d’activité des phlébotomes afin de passer aux pieges lumineux

CDC.

Figure 15 : Capture des phlébotomes par pie¢ge huilée.

Apres au moins trois jours, les piéges sont récupérés et mis dans un sac en plastique bien
identifiés. Les phlébotomes capturés sont prélevés délicatement avec un pinceau puis
conservés dans l'alcool a 70° dans des petits flacons contenant un morceau de papier sur

lequel sont précisés au crayon noir : le numéro du piege, la localité, et la date du pié¢geage.

» Capture nocturne aux piéges lumineux de type CDC

- D’un moteur assurant le fonctionnement d’un petit ventilateur destiné a entretenir une
aspiration continue de faible intensité. Au-dessus du ventilateur se trouve une petite ampoule
de 0,3 A. Le tout est alimenté par quatre piles rondes de 1,5 Volt qui sont suffisantes pour
assurer un fonctionnement efficace pendant la totalité¢ de la nuit et prévenir ainsi la fuite des
phlébotomes capturés en maintenant la ventilation (Figl6).

L’ensemble moteur-ventilateur-lampe se trouve a I’intérieur d’un cylindre transparent en
matiere plastique .La partie supérieure du cylindre est recouverte d’un grillage métallique
empéchant la pénétration des insectes de grande taille. La partie inférieure est creusée d’une
gorge destinée a I’ajustement de la cage de recueil.

- Une cage recouverte d’un tissu a mailles tres serrées dont la partie supérieure vient s’adapter

a I’aide d’un élastique a la partie inférieure du cylindre.
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Un couvercle métallique tres aplati couvre le tout et protége 1’appareil de la pluie.

Figure 16: Pi¢ge lumineux, type CDC install¢ dans un abri des animaux
- Les pieges CDC sont installés avant le coucher de soleil, durant une nuitée, au crépuscule,
dans les abris des animaux (vaches et moutons) jusqu’a le matin tot.
- Le lendemain, la cage est détachée et soigneusement fermé, alors que le moteur fonctionne

toujours, en prenant soin d’éviter la fuite des insectes piégés.

I1.2.2. Identification des Phlébotomes :
Apres la récupération des pieges huilés et le tri des phlébotomes du reste des insectes, ces
derniers sont mis a éclaircir pendant deux heures dans la solution de potasse a 10%.Ensuite ils
subissent deux ringages a 1’eau distillée pendant lheure. Les bains sont changés toutes les
30minutes. Une incubation d’une heure minimale ou toute la nuit est nécessaire dans la
solution de Marc André avant de procéder a I’identification morphologique.
Chaque phlébotome est monté entre lame et lamelle avec une goutte de la solution de Marc

Andrée et identifié suivant les clés d’identification d’Abonnenc (1972) et de Dedet (1984).

I1.2.3.Traitement des Phlébotomes :
Apres identification, les phlébotomes capturés ont été poolés dans des tubes de 1,5ml, avec
une moyenne de 20 phlébotomes par tube, et par la suite broyés a 1’aide d’un broyeur

automatique « Retsch MM400 ».
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Tableau IV: Répartition des phlébotomes capturés par pool.

Région Identifiant du Tube Nombre de phlébotomes
Blida PhO1 Blida 20
Ph02 Blida 20
PhO03 Blida 20
Ph04 Blida 20
PhO5 Blida 20
PhO6 Blida 02
Ph07 Blida 07
M’sila PhO8 M’sila 30
Ph09 M’sila 38
Ph10 M’sila 25
Jijel Ph11 Jijel a Ph23 Jijel | 20

Ph : Numéro attribué au phlébotome.
> Broyage des phlébotomes :
Identifier un tube 1.5ml pour chaque échantillon et mettre de dans une bille stérile.
Ajouter 600ul du milieu de broyage.
Broyer les phlébotomes a une fréquence de 30cycles/ sec pendant 3min dans le
broyeur automatique.
Centrifuger les tubes a 7000 rpm pendant 10min.
Récupérer le surnageant et I’aliquoter en 3 tubes.
Conserver les aliquots a — 80°C.

LaP

I1.2.4. Recherche des Phlebovirus par PCR :

CR ou réaction d’amplification en Chain polymérase in vitro, permet d’amplifier

spécifiquement un fragment d’ADN de quelques centaines de paires de bases.

(Voi

r tableau V). Cette réaction enzymatique se déroule en plusieurs cycles successifs pour

donner a la fin un grand nombre de copies d’ADN identiques a notre fragment d’intérét, afin

de pouvoir le caractérisé. Pendant les cycles thermique, la polymérase utilise des nucléotides

libre

s disponibles dans le milieu réactionnel pour copier la séquence cible.(Mullis KB; 1987)
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Figure 18 : les étapes de la PCR.

» Extraction de ’acide nucléique :

Extraction d’ARN par le Kit QIAamp viral RNA (QIAGEN).

Identifier un tube 1.5ml pour chaque échantillon

Mettre 560 pl le tampon de lyse (contenant 5.6ul d’ARNc) dans chaque tube.
Rajouter 140ul d’échantillon a tester (surnagent de broyage).

Vortexer et incuber les tubes pendant 10 min a température ambiante.
Rajouter 560ul d’éthanol absolu dans chaque tube, puis Vortexer.

Déposer 630ul du mélange dans chaque colonne.

Centrifuger a 8000rpm pendant 1 min.

Transférer les colonnes dans des nouveaux tubes collecteurs, déposer a nouveau le

reste du mélange dans la colonne.
Centrifuger a 8000 rpm pendant 1 min.

Transférer les colonnes dans des nouveaux tubes collecteurs, déposer 500ul de tampon

de lavage « AWI ».

Centrifuger a 8000rpm pendant 1 min, Transférer les colonnes dans des nouveaux

tubes collecteurs.

Déposer 500ul de tampon de lavage« AW2», Centrifuger a 14000 rpm pendant 3 min.
Transférer les colonnes dans des nouveaux tubes collecteurs, Centrifuger a 8000 tpm

pendant 1 min.
Transférer les colonnes dans des tubes a 1.5ml.

Mettre 60ul de tampon d’élution AVE, Incuber 1 min a une température ambiante.

Centrifuger 1min a 8000 pm, Conserver I’extrait -80°C.
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> PCR nichée Phlebovirus:

Les amorces utilisées
Amorce sens Amorce anti sens
PCR consensus NPhlebo1+: NPhlebo1-:
2047ATGGARGGITTTGTIWSICIICC2069. 2600AARTTRCTIGWIGCYTTIARIGTIGC2575.
PCR nichée Phlébo | NPhlebo2+: NPhlebo2-:
2+/2- 2074WTICCIAAICCIYMSAARAT G2094. 2318TCYTCYTTRTTYTTRARRTARCC2296.
PCRnichée NPhlebo2+: ATos2-:
Phlébo2+/Atos 2- 2074WTICCIAAICCIYMSAARATG2094 . 22090RTGRAGCTGGAAKGGIGWIG2190.

Detection and Identification of Toscana Mar1’a-,et al

Tableau V: Tableau récapitulatif des amorces utilisées PCR Phlebovirus.

o Préparation du mix :

On prépare le mix pour la PCR consensus; on mit tout le mélange réactionnel de dans
contenant I’enzyme les amorces et les tampons. On mélange le tout apres on le répartit par
plusieurs tubes pour chaque tube on rajoute Sul d’échantillons a testé et on programme la
PCR selon le profit Thermique (Protocole détaillé voir annexe).

Le produit de la premiere PCR va subir une deuxiéme PCR; une PCR nichée avec
I’utilisation d’amorces internes pour augmenter la sensibilité et la spécificité de la technique.
Deux types d’amorces internes ont été utilisées, une paire qui cible les phlebovirus (amorces
Phlébo2+/2) et une autre qui cible spécifiquement le Toscana virus (amorce Phlébo2+/Atos2-)
cette derni¢re n’a été utilisée que pour les échantillons positifs pour la premiére PCR (Phlébo
2+/2-).

La révélation des produits des différentes PCR a été faite par la suite par migration sur gel

d’agarose.

o Migration éléctrophorétique et révélation :
- Préparer un gel d’agarose a 2% (dissoudre 2g de poudre d’agarose dans 100ml de
Tampon TBE 0.5X, avec 10ul de Syber Safe).
- Migrer les produits PCR en présence d’un marqueur de poids moléculaire, a 80Volt
pendant 45m.

- Lalecture et la révélation des fragments sous une plaque a lumiere UV.
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PCR La taille des fragments
PCR consensus 600pb
PCR semi nichée Phlébo 2+/2- 244pb
PCR semi nichée Phlébo 2+/Atos 2- 124pb

Tableau VI : Les tailles des fragments obtenus apreés PCR Phlebovirus.

> PCR Toscana virus :

Une PCR en temps réel a été par la suite effectuée sur les deux pools positifs afin de
confirmer les résultats de la PCR nichée Phlébo2+/Atos2-, vu que cette derniere manque

de sensibilité par rapport a la PCR en temps réel.

I1.2.5.Séquencage :

Un séquengage des deux pools « Ph5 Blida » et « Ph7 Blida » a été effectué

pour identifier avec précision les résultats de Phlebovirus obtenus avec la PCR.

26




I1I. Résultats et

discussions
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II1.1. Résultat de I’étude entomologique :

Deés I’apparition des premiers phlébotomes le mois de Juillet (au total 10), les pi¢ges huilés
ont ét¢ remplacés par les pieges lumineux CDC. Un total de 109 phlébotomes a été capturé
durant 3 nuitées au niveau de la commune de Meftah, ce qui fait un total de 7 pools, une
nuitée a M’Sila et a Jijel (3 pools et 18 pools respectivement).

Le retard enregistré cette année concernant le début et la fin des saisons (fin de printemps et le
début de I’été) et la persistance des pluies a considérablement affecté la capture des
phlébotomes et surtout leurs densités traduit par le nombre trés faible des phlébotomes
capturé que ce soit par le piege huilé ou lumineux CDC.

Parmi les 24 especes signalées en Algérie 07 ont été identifi¢ dans les sites d’étude (tableau
6). La dominance des males confirme le début d’émergence des phlébotomes puisque ces eux
qui sortent les premiers ce qui permet la maturation de leurs organes sexuelles avant que les

femelles émergent.

Tableau VII : les especes de phlébotomes capturés par pieges huilés a Meftah

Genre Sous genre Espéce 3 Q
Phlebotomus Larroussius Perniciosus 3 1
Longicuspis 1 /

Ariasi 1 /

Perfiliewi 1 1

Paraphlebotomus | Sergenti 1 /

Sergentomyia Sergentomyia Minuta 1 /
Total 8 2

Figurel9 : Photo original Phlebotomus sergenti. Méale sous microscope X 40G.
L’espece la plus dominante lors de cette étude est le Phlebotomus perniciosus, elle occupe un
trés vaste territoire géographique dans les régions méditerranéennes jusqu'a la lisiere

saharienne (Rioux et al, 1967).En Algérie, cette espéce se retrouve dans tous I’étages
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bioclimatique  humide et subhumide particuliecrement en grande Kabylie et dans le
constantinois.(Harrat et al. ; 1996 ; Djerbouh et al. ; 2005).

Les femelles capturées par pieges lumineux ont été directement analysées pour les régions de
Meftah et Jijel vu le nombre d’espece présente et la fragilité du virus par contre celles de
M’Sila toutes les femelles appartenaient a 1’espece Phlebotomus papatasi puisque une partie

des femelles capturées ont été identifiées et intégrées dans une autre étude.

II1.2. Résultat de I’étude virologie :

Dans la présente étude 28 pools de phlébotomes ont été analysés par différentes techniques de
biologie moléculaire (PCR nichée en point final, PCR en temps réel et séquencage).

Pour la PCR Phlebovirus ; sur les 28 pools testés, un seul pool était positif « Ph5 Blida » aux
stades consensus et nichée et un pool positif uniquement au stade consensus « Ph7 Blida »
(voir figure 19), ce qui veut dire présence d’un Phlebovirus dans le premier pool« Ph5
Blida », tandis que le résultat est douteux pour I’autre pool « Ph7 Blida » qui peut s’agir d’un
faible positif ou d’une modification génomique par mutation donc non amplifi¢ par la PCR

nichée.

Figure 20 : Migration des produits PCR phlebovirus sur gel d’agarose.
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Pour les deux PCR Toscana virus (PCR nichée Atos2- et RT-PCR Toscana virus) les deux
pools «Ph5 Blida et Ph7 Blida » sont revenus négatifs tous les deux (Voir figure 21)
¢liminant ainsi la possibilité¢ que le Phlebovirus détecté dans ces deux pools soit du Toscana

virus.

Figure 21 : Migration des produits PCR phlebovirus sur gel d’agarose.

Apres séquencage le Phlebovirus identifié dans le pool « Ph5 Blida » correspond au Punique
virus membre du groupe Naples, tandis qu’aucun résultat n’a été obtenu pour le « Ph7

Blida ».
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Tableau VIII : Récapitulatif des résultats de la recherche des Phlebovirus par PCR et

séquencage chez les phlébotomes capturés dans les régions de Blida, M’sila et Jijel.

Echantillon PCR Phlebovirus PCR Toscana Séquencage
PCR PCR nichée PCR nichée (temps réel)
Consensus Phlebovirus Toscana

Phl Blida Négatif Négatif / / /
Ph2 Blida Négatif Négatif / / /
Ph3 Blida Négatif Négatif / / /
Ph4 Blida Négatif Négatif / / /
Ph5 Blida Positif Positif Négatif Négatif Punique virus
Ph6 Blida Négatif Négatif / / /
Ph7 Blida Positif Négatif Négatif Négatif Aucun résultat
Ph8M’sila Négatif Négatif / / /
Ph9 M’sila Négatif Négatif / / /
Ph10 M’sila Négatif Négatif / / /
Ph1l Jijel Négatif Négatif / / /
Ph12 Jijel Négatif Négatif / / /
Ph13Jijel Négatif Négatif / / /
Ph14 Jijel Négatif Négatif / / /
Ph15 Jijel Négatif Négatif / / /
Ph16 Jijel Négatif Négatif / / /
Ph17 Jijel Négatif Négatif / / /
Ph18 Jijel Négatif Négatif / / /
Ph19 Jijel Négatif Négatif / / /
Ph20 Jijel Négatif Négatif / / /
Ph21 Jijel Négatif Négatif / / /
Ph22 Jijel Négatif Négatif / / /
Ph23 Jijel Négatif Négatif / / /
Ph24 Jijel Négatif Négatif / / /
Ph25 Jijel Négatif Négatif / / /
Ph26 Jijel Négatif Négatif / / /
Ph27Jijel Négatif Négatif / / /
Ph28 Jijel Négatif Négatif / / /
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La recherche des Phlebovirus dans les phlébotomes se fait pendant la période propice
pour la détection qui s’étale de mois de juillet ’jusqu’a la fin Aout en raison de la densité
importante des phlébotomes durant cette période. De plus, les données du le Laboratoire des
Arbovirus de I'I[PA montrent que tous les cas humains enregistrés en Algérie ont été
enregistrés durant cette période. Dans notre étude la période de collecte était limitée au mois
de juillet pour des raisons techniques (temps nécessaire pour les manipulations et date limite

du mémoire).

La présence des Phlebovirus dans la région d’Afrique du nord a été rapportée dans
plusieurs études, dont le but c’est de répertorier les espéces circulantes, leurs vecteurs
essentiels mais aussi de définir I’impact de ces virus sur la santé humaine et animale.

(Bahri O et al ;2011) ;(Es-Sette N,et al;2012) ;(Moureau G,et al ;2010).

Notre étude vient compléter les résultats déja obtenu dans différentes régions
d’Algérie (Kabylie, ouest...), dans la région du Kabylie (Tizi-Ouzou) le virus Toscana a été
1sol¢é a partir de phlébotomes (Alkan et al, 2015). D’autre phlebovirus ont été détecté tel que
le SESV-like détecté chez Ph. ariasi (Izri et al., 2008) et SFNV-like détecté Ph. papatasi male
(Moureau et al., 2010), par contre aucun virus n’a été reporté des régions du grand sud

comme la région de Tamanrasset et Djanet (Tesh et al ., 1976).

Pour la région de Blida, Un pool positif sur 7 (total de 109 phlébotomes capturés) est un tres
bon résultat, vu que les études ont montrées qu’il faut un grand nombre de pools pour pouvoir
trouver un positif, c’est le cas du travail fait dans la région de Draa El Mizan il a fallut plus de
200 pools et 21998 phlébotomes pour trouver un seul pool positif (Alkan et al., 2015), et c’est
ce qui explique la négativité des pools capturés dans les deux régions de Jijel et M’sila.
L’identification moléculaire du Phlebovirus dans le pool « Ph5 Blida » est le Punique virus
membre du complexe SFNV (sandyfly Naples virus) un virus jamais décrit en Algérie, il
s’agit donc d’une premiere découverte qui nécessite plus d’investigation sur le plan
phylogénique.

Des résultats comparables ont été obtenus en Tunisie avec isolement de la souche Punique
virus a partir de phlébotomes (Punique virus, Elyes Zhioualet al ;2010)

ce qui suggere la possibilité de la circulation de cette souche via les phlébotomes dans cette

région du bassin méditerranéen.
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Pour le pool « Ph7 Blida » il peut s’agir d’un Phlebovirus faiblement titré qui devrait peut étre
testé par d’autres techniques ou autres moyens diagnostiques tel que la culture cellulaire pour

pouvoir trancher.

Le Volet humain n’a pas été traité dans notre étude, par contre les études déja faites ont
montré une circulation importante du Toscana virus dans la région de Draa El Mizan ou 45%
de la population testée par la technique de séroneutralisation ont contracté le virus 7OSV
(Alkan et al., 2015) , ce qui montre que ces sujets ont €t¢ en contact avec le virus au moins
une fois dans leurs vie. D’ou I’intérét de compléter ce travail par une investigation dans cette

région de Blida sur les deux volets humain et animal.
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IV. Conclusion et Perspectives
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Au terme de notre travail dans les trois régions a savoir Blida, M’sila et Jijel, les
résultats ont montré la présence de 5 especes. Phlebotomus perniciosus est classée au premier
rang pour les deux régions suivi par Ph. papatasi dans la région de M’sila une espece qui est
connu a ¢été inféodé au climat aride et semi aride. La détection moléculaire des Phlebovirus a
révélé dans la région de Blida la présence d’un virus décrit pour la premicre fois en Algérie, le

Punique virus. Tandis qu’elle s’est révélée négative pour les deux autres régions.

Une grande investigation devrait se faire sur cette souche avec tentative de 1’amplifier
sur lignée cellulaire et pouvoir faire les tests de neutralisations pour confirmer 1’identification,

mais aussi une étude de phylogénie pour mieux caractériser cette souche.

Notre travail n’est qu’un pas sur un long chemin a parcourir, des études
complémentaires dans la région de Meftah avec un échantillonnage de phlébotomes plus
important est nécessaire, une ¢tude de séroprévalence chez I’homme incluant les différentes
tranches d’age pour mieux estimer la circulation des Phlebovirus dans cette région. Un intérét
particulier devrait étre donné pour le réservoir animal qui une fois identifi¢ permettrai de
mieux comprendre le cycle du virus.

Enfin, une fois identifier les différents réservoirs potentiels de ces virus, on pourra

mieux adapter les mesures de luttes nécessaires.
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Annexes

Tableau: les Phleboviruspathogénes ou potentiellement pathogénes a ’Homme dans la

régionMéditerranéenne(Moriconiet al.,2017)

Famille Genre

Sérocomplexe

Espéces

Bunyaviridae | Phlebovirus

Sand flyfevernaples

Sandfly fever Naples virus (SFNV)
Toscana virus (TOSV)

Massilia virus (MASV)

Tehran virus (TEHYV)

Granada virus (GRYV)

Punique virus (PUNYV)

Fermo virus

Saddaguia virus (SADV) [d/ni]
Arrabidavirus

Zerdalivirus (ZERYV)

Salehabad

Salehabad virus (SALV)
Arbia virus (ARBYV)

Adria virus (ADRYV) [d/ni]
Alcube virus

Edirne virus [d/ni]

Adana virus (ADAV)
Medjerda Valley virus (MVYV)

Sandflyfeversicilian (ts)

Sandfly fever Sicilian virus (SFSV)
Cyprus virus (SFCV)

Turkey virus (SFTV)

Utique virus [d/ni]

Corfu (ts)

Corfou virus (CFUV)
Toros virus (TORV)
Sicilian-like virus
Girne 1 virus [d/ni]
Girne 2 virus [d/ni]
Olbia virus [d/ni]
Provencia virus [d/ni]

Karimabad

Karimabad virus (KARV)

(ts) sérocomplexetentatif

[d/ni] : détection moléculaire mais jamais isolé.
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Tableau matériels utilisés :

Appareillage Consommable et autre matériel

Partie - Piege lumineux CDC - Lames et lamelles
Entomologique - Loupe binoculaire - Huile de ricin

- Microscope photonique - Papier sulfurisé

- Piege lumineux CDC

Partie Virologie - PSM (poste de sécurité
microbiologique)
Centrifugeuse

- Vortex

- Balance de précise

- Réfrigérateur +4°C

- Congélateur -20°C et -80°C

- Thermocycleur

- Kit QIAamp Viral RNA
QIAGEN)

- Broyeur automatique

- Cuve électrophorese

- Séquenceur

- Bacaglace

- Portoir

- Micro-onde

- Séquenceur automatique

-Matériel Biologique : Positif

controle

» Technique d’éclaircissement des phlébotomes :
- L’alcool éthylique a 70°
- La solution aqueuse de potasse a10%(10g de KOH dans 50ml de 1’eau distill¢)
- Le liquide de Marc — Andr¢ : L’eau distillé 90ml, L’hydrate de chloral 120g,

L’acide acétique cristallisable 90ml
» Composition du milieu de Broyage des phlébotomes :

L-15+10% Sérum nouveau-né +10% Tryptose phosphate +1% Pénicilline

streptomycine +0,25% Amphotéricine B (Fungizone)
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PCR Phlebovirus

1- Tableau du mix PCR consensus :

Reéactifs Concentration | Concentration | Volume initiale
Initiale finale
Phlébol+ 20uM 0.8uM 0.8ul
Phlébol - 20uM 0.8uM 0.8ul
gScriptXlt one Step 10ul
RT-qPCRToughMix*
H20 34
Volume total 15ul
2- Tableau de programmethermique pour PCR consensus :
Programme Cycles
Température °C | Temps (h.m.s)
RT 45 00 :30:00
Dénaturation 94 00 :02 :00
Amplification 94 00 :00 :30 40
45 00 :01 :00
68 00 :00 :30
Elongation 68 00 :05 :00
Stockage 04 Infini
3- Tableau du mix PCR nichée phlébo -2 /+2:
Réactifs Concentration | Concentration Volume
initiale finale
Buffer 10x Ix Sul
Mgcl2 50Mm 2.5Mm 2.5ul
dNTP 10Mm 0.2Mm Tul
Phlébo2- 20uM 0.8uM 2ul
Phlébo2+ 20uM 0.8uM 2ul
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4- Tableau de programme Thermique pour PCRnichée phlébo -2/+2 :

Programme Cycles
Température °C Temps (h .m .s)
Dénaturation 94 00 :02 :00
Amplification 94 00 :00 :30 40
45 00 :02 :00
72 00:00 :30
Elongation 72 00 :05 :00
Stockage 04 Infini
5- Tableau du mix PCR nichée Atos 2 :
Réactifs Concentration Concentration Volume
initiale finale
Buffer 10x Ix Sul
Mgcl2 50Mm 1.5Mm 1.5ul
dNTP 10Mm 0.2Mm lul
Phlébo2+ 20uM 0.8uM 2ul
Atos 2- 20uM 0.8uM 2ul
Aplitad Gold 5U/ul 2.5U 0.5ul
H20 37ul
Total 49ul
6-Tableau de programme du Thermique pour PCR niché Atos 2.
Programme Cycles
Température °C Temps (h .m .s)
Dénaturation 94 00 :02 :00
Amplification 94 00:00 :30 40
45 00 :02 :00
72 00 :00 :30
Elongation 72 00 :05 :00
Stockage 04 Infini
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