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Résumé

Les arbovirus sont des virus transmis a I’'Homme et/ou a des animaux par des arthropodes
hématophages. lls sont importants en termes de santé publique:mais également d’un point de vue
économique. Au vu du nombre d’arbovirus déja identifiés et de leur grande variabilité génétique, il est
nécessaire, voire indispensable, d’avoir des outils ayant une grande flexibilité pour leur surveillance.
La circulation des arbovirus au sein d’une population animale peut se démontrer par recherche directe
du virus au sein de I’'hdte et/ou du vecteur ou par recherche indirecte du virus en mettant en évidence
une séroconversion chez I'hote vertébré.. Les virus.ont des grandes capacités d’adaptation qui leur
permettent d’émerger dans de.nouvelles zones géographiques et/ou de franchir les barriéres
d’especes. Au fil des décennies, la'surveillance des arbovirus a considérablement évolué grace a toutes
les technologiesinnovantes qui ont vu le jour. Les objectifs de cette revue sont de faire I'état de I'art
sur (i) les outils classiques pour la recherche directe ou indirecte des arbovirus, (ii) les outils de nouvelle
génération qui répondent au mieux aux attentes en termes de surveillance optimale des arbovirus et

(iii) les axes d"amélioration pour la surveillance des arbovirus.

Mots clés : arbovirus, arthropodes, surveillance, outils classiques, outils de nouvelle génération
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Abstract

Arboviruses are viruses transmitted to humans and/or animals by hematophagous arthropods. They
have a significant economic and public health impact. Given the number of arboviruses already
identified and their great genetic variability, it is essential to have highly flexible tools for their
monitoring. Arbovirus circulation within animal populations can be demonstrated by direct and/or
indirect screening of a specific virus within vertebrate hosts and/or arthropod vectors. Viruses have
great adaptive capacities that enable them to emerge into new geographic areas and/or cross species
barriers. Over the decades, arbovirus monitoring has considerably evolved due to innovations in
detection technologies. The objectives of this review are to list and assess the (i) current tools for direct
or indirect screening for arboviruses, (ii) new generation tools that best meet expectations in terms of

optimal arbovirus monitoring and (iii) potentials for improved arbovirus monitoring.

Key words: arboviruses, arthropods, monitoring, current tools, hew generation tools

Introduction

Les arbovirus (arthropod-borne viruses) sont des virus transmis a I’'Homme et/ou a des
animaux par des arthropodes hématophages [1]. Au moins 500 arbovirus ont été identifiés, la moitié
étant transmise par des moustiques, un tiers par des tiques et le reste essentiellement par des
phlébotomes et des moucherons piqueurs du genre Culicoides [2]. Les arbovirus peuvent étre
zoonotiques:ou épizootiques. Les signes cliniques d‘une arbovirose sont variables, allant de la simple
fievre, fatigue jusqu’a des signes cliniques plus séveres tels que des atteintes neurologiques ou des
fievres hémorragiques pouvant entrainer la mort. Ces virus sont importants en termes de santé
publique puisqu’ils sont responsables d’épidémies dans certaines régions du monde. Par exemple,
deux épidémies causées par deux virus transmis par des moustiques du genre Aedes, principalement
par Ae. albopictus et secondairement Ae. aegypti, ont marqué le début du 21°™ siécle : le virus Zika

(ZIKV) en 2015-2016 sur le continent américain [3] et le virus Chikungunya (CHIKV) en 2005-2007 dans
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I’océan Indien (ile de la Réunion, Inde, Malaisie, Sri Lanka) [4]. Les arbovirus ont également un impact
économique non négligeable notamment pour les élevages comme le virus de la fievre catarrhale ovine
(bluetongue virus, BTV), transmis par les moucherons du genre Culicoides, responsable de taux de
morbidité et de mortalité élevés dans les élevages ovins. L’épizootie due a la souche BTV de sérotype
8 (BTV-8) en Europe de 2006 a 2008 a eu un impact financier de I'ordre du milliard d’euros en France.
En plus de I'impact direct de la maladie, les échanges commerciaux d’animaux et de produits animaux

ont été bloqués [5].

Les arbovirus ont un cycle naturel qui implique des vecteurs arthropodes hématophages et des
hotes vertébrés. Leur transmission repose sur la compétence vectorielle de I'arthropode pour le virus.
En effet, I'arthropode doit étre capable d’acquérir le virus lors d’un repas:sanguin sur un héte infecté.
Le virus doit ensuite infecter les cellules du tractus digestif et disséminer au sein du vecteur jusqu’a
atteindre les glandes salivaires afin d’étre transmis a un nouvel héte lors d’un autre repas sanguin [6].
Il a été démontré que les arbovirus pouvaient établir une infection persistante au sein des arthropodes.
Ces derniers peuvent alors étre considérés comme des vecteurs viraux mais également comme des
réservoirs [7]. De plus, les arthropodes peuvent étre porteurs de plusieurs virus, des cas de co-
infections ayant déja été rapportés chez les moustiques notamment [8]. La répartition géographique
des arbovirus est donc a mettre en relation avec celle de leurs vecteurs pour lesquels des cartes de
distribution_sont généralement disponibles. En outre, le changement climatique et les activités
humaines. (déforestation, urbanisation, échanges internationaux...) ont (largement) contribué a
modifier I"écologie et la distribution des vecteurs et ainsi a engendrer de nouvelles émergences virales
[9-11]. De plus, au vu de I'intensification des échanges internationaux, le risque d’introduction de virus
dans de nouvelles aires géographiques n’est pas négligeable notamment par le biais d’importation de

vecteurs et/ou d’animaux infectés et amplificateurs (commerce légal ou illégal) [12].

Les arbovirus appartiennent a dix familles virales : Flaviviridae, Togaviridae, Asfarviridae,

Nairoviridae, Peribunyaviridae, Phenuiviridae, Nyamiviridae, Rhabdoviridae, Reoviridae et



75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

Orthomyxoviridae [2]. La plupart des arbovirus animaux sont des virus a ARN, sauf le virus de la peste
porcine africaine qui est un virus a ADN. Les virus a ARN ont un taux de mutation plus élevé que celui
des virus a ADN en raison d’'une absence d’activité de relecture de leur ARN polymérase ARN
dépendante pendant la réplication [13]. D’autres événements peuvent participer a leur variabilité
génétique comme des événements de recombinaisons, duplications de génes, réassortiments de
segments, etc. La population générée par la multiplication des virus dans une cellule est alors
hétérogene mais ceux-ci sont proches génétiquement. Il s’agit de quasi-espéces virales qui ont une
plasticité phénotypique importante et une grande capacité a s’adapter a_de nouveaux hotes et/ou
environnements [14]. En outre, ces virus sont soumis a des sélections compétitives et aléatoires. Les
pressions naturelles sont les plus efficaces pour la sélection des différents variants, notamment pour
I’élimination des mutations a large effet. Parmi elles, les goulots d’étranglement réduisent fortement
la variabilité génétique, et par conséquent, la taille.des populations générées[15]. Par exemple, le
franchissement de la barriére intestinale et des glandes salivaires du moustique, Culex taeniopus,
représente un goulot d’étranglement. qui impacte fortement la taille de la population du virus de
I’encéphalite équine de I'Est [16]..En 2005-2007, CHIKV, responsable de I’épidémie dans I'océan Indien,
présentait une mutation au niveaude la. glycoprotéine E1 entrainant une substitution d’acide aminé
(A226V) et permettant au virus d’infecter un autre vecteur, Aedes albopictus. Ce moustique a une

répartition géographique beaucoup plus large qu’Aedes aegypti, I'’habituel vecteur du CHIKV [17].

Lacirculation des arbovirus au sein d’une population animale peut se démontrer par recherche
directe duwirus'au sein de I’'hote et/ou du vecteur ou par recherche indirecte d’une infection passée
par le virus en mettant en évidence une séroconversion chez I’'hGte vertébré. La surveillance peut se
faire de différentes manieres en utilisant, par exemple, des animaux sentinelles. Afin d’identifier les
especes sentinelles, ces dernieres doivent étre fortement exposées a I'arbovirus concerné et
développer une séroconversion rapide lors de l'infection. Ces especes ne doivent, cependant, pas
participer au cycle de transmission. Leur séroconversion est un signe de premiére alerte. En Amérique

du Nord, les poules (Gallus gallus domesticus) sont utilisées comme sentinelles pour les virus West Nile
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(WNV) et de I'encéphalite équine de I'Est (EEEV) [18]. En Grece, la séroconversion des pigeons
domestiques (Columba livia) pour WNV a été démontrée avant les cas humains [19]. La surveillance
syndromique est également utile a la détection de signaux anormaux groupés dans I'espace et le
temps. La description de signes cliniques inhabituels par les vétérinaires et les professionnels de la
filiere animale peut étre une premiere indication d’une maladie émergente [20]. L'intérét de la
surveillance syndromique a été montré a posteriori pour plusieurs épidémies telles que‘celle de BTV-8
en Europe en 2006 [21] et de WNV en France en utilisant les signes neurologiques développés chez les
équidés [22]. Pour le virus Schmallenberg, la baisse de production laitiere a permis de mettre en
évidence la circulation du virus en Belgique et aux Pays-Bas [23]. L’analyse spatiale des.données issues
de la surveillance syndromique, la distribution des vecteurs et les données climatiques permettent par
la suite l'identification de zones hautement a risque pour des:maladies vectorielles et de prédire
d’éventuelles émergences [24]. Afin de prévenir |'apparition d’épidémies d’arbovirus, la surveillance
de ces derniers au sein de leurs vecteurs ou des populations animales réservoirs ou sentinelles est une
stratégie clé. La figure 1 schématise les différents processus qui peuvent étre a l'origine d’une
émergence virale ainsi que les moeyens mis.en ceuvre pour la surveillance des arbovirus. En Europe, la
surveillance des arbovirus est.active ou événementielle (anciennement dite passive). En Italie, par
exemple, la surveillance active des virus transmis par les moustiques (comme WNV) est faite par le
biais de collectes d’arthropodes et de sérums d’animaux sentinelles (poules, chevaux en particulier)
plusieurs fois durant la saison vectorielle (début juin a fin novembre)[25]. En France, la surveillance
est, quant a elle, événementielle. Des prélevements sont effectués sur des animaux ou individus
malades lorsqu’une épizootie ou épidémie est suspectée. En cas d’émergence suspectée ou avérée, la
surveillance active et la collecte d’arthropodes sont renforcées [25]. Pour les virus transmis par les
tiques, la surveillance s’inscrit dans des programmes de recherche avec des collectes qui ont lieu
seulement certaines années ou seulement sur certains territoires ou I'on suppose que le virus circule
afin de mesurer les prévalences de ces virus. La capture de tiques et hétes réservoirs (souvent les

rongeurs) demandent des efforts logistiques considérables en terme de temps de collecte et de moyen
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humain. De plus, la plupart des arbovirus sont des virus zoonotiques a déclaration obligatoire, cela
permet de référencer pour chaque pays : (1) le nombre de cas humains auprés des Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) ou de I'European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), (2)
le nombre de cas animaux aupres de I’Organisation mondiale de la santé animale (OIE) ou European
Food Safety Authority (EFSA). Les déclarations des aires de répartitions des principales espéces
d’arthropodes  vectrices d’arbovirus sont disponibles sur le site de vectornet

(https://vectornet.ecdc.europa.eu/).

Cycle naturel d’un Emergence Surveillance
arbovirus , |
* Virus
Variabilité génétique * Viades animaux sentinelles
/_\ - | Franchissement de barriere d’espece, . Syndrémique
v ¢élargissement de la gamme d’hotes | i opodes
/’ \ » Modélisation - Prédiction
/\‘ Changement de vecteur arthropode |
= Arthropodes . c
\ P ) . - Diagnostic direct
Modification de 1’écologie : .
. - Mise en ¢vidence de la
- Changement climatique . . . ,
circulation en temps réel d’un
Zone A Zone B Zone A, Zone B arbovirus
—
A A —> Diagnostic indirect

- Mise en évidence d’une
séroconversion - circulation en
temps réel et/ou antérieure

<Activités humaines
Zone A Zone B Zone A Zone B

A A

——
A': Arthropode 2
V : Vertébré n

Figure 1: Schema d'une émergence virale et des moyens mis en place pour la surveillance

La mise aupoint de techniques de dépistage performantes a grande échelle est une nécessité
pour optimiser la surveillance des arbovirus. Cette revue présente un état de I'art des techniques
établies pour la surveillance des arbovirus et les nouveaux outils disponibles. Ces derniers ont été
principalement utilisés pour la détection des virus transmis par les moustiques et tiques mais sont,
pour la plupart, applicables aux autres arthropodes. A noter que les techniques utilisées pour le

screening d’arthropodes sont le plus souvent applicables aux prélevements d’hdtes vertébrés.

Etat de I'art
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Outils classiques

Recherche directe du virus

L'isolement viral est une technique utilisée pour la recherche directe d’un arbovirus. Cette
méthode consiste a isoler et amplifier le virus, a partir d’un prélévement, en cerveau de souriceau ou
en embryon de poulet ou en culture cellulaire selon le virus recherché. Des techniques moléculaires
comme la reverse transcription - (RT-) polymerase chain reaction (PCR) et le séquencage sont ensuite
utilisées pour identifier le virus [26-29]. Cependant I'isolement viral est de moins en moins utilisé car
il est plus onéreux, nécessite des infrastructures de confinement de niveau.3 minimum pour la plupart
des arbovirus et du personnel formé. De plus cette technique-est fastidieuse et chronophage. Le
résultat est obtenu en général au bout de 7 jours minimum. L'isolement viral n’est pas une technique

a privilégier en cas d’épidémie ou une réponse rapide est.attendue.

Les examens de laboratoire doivent étre en lien avec les éléments cliniques et
épidémiologiques. La technique la plus utilisée lors de la recherche directe d’un virus est la (RT-)PCR
conventionnelle (en point final) s’appliquant sur une multitude d’échantillons : sang, liquide céphalo-
rachidien (LCR), salive, écouvillon nasal, organes (cerveau, foie, rate, cceur ...) et arthropodes. La nature
du préléevement dépend bien évidemment si le diagnostic est a faire ante ou post mortem. La (RT-)PCR
conventionnelle est tres couramment utilisée en laboratoire puisqu’elle est peu colteuse, facile a
réaliser et rapide. La technologie de PCR est actuellement I'outil de biologie moléculaire indispensable.
Il s’agit'd’'une technique, qui peut étre hautement sensible et spécifique, pour la détection des acides
nucléiques. La PCR consiste a amplifier de ’ADN in vitro et se déroule en trois étapes : dénaturation de
I’ADN par chauffage, hybridation des amorces sens et anti-sens aux extrémités de la séquence cible a
amplifier et une élongation assurée par une ADN polymérase. Ce cycle est répété jusqu’a 50 fois.
Toutefois, la PCR en point final a été, au fil des années, remplacée par la PCR en temps réel ou PCR
guantitative (gPCR) en laboratoire, plus fine et plus fiable. Au cours des dernieres décennies, la

technique PCR a évolué, au vu de son usage, et s’est étendue de fagon considérable contribuant au
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développement de la PCR en temps réel. Cette technique est devenue de plus en plus populaire et est
basée sur la détection et la quantification d’'un émetteur de fluorescence dont I'émission est
directement proportionnelle a la quantité d’amplicons, augmentant ainsi la sensibilité analytique. La
détection de I'amplicon peut se faire par le biais d’agents qui s’intercalent dans la double hélice
d’ADN (ex : SYBR Green I) ou par sondes fluorescentes. Parmi les sondes, plusieurs types existent :
hydrolyse de sondes (TagMan), hybridation de 2 sondes (HybProbes), balises moléculaires (Molecular

Beacons) et amorces scorpions (Scorpion primers) [30, 31].

La flexibilité de la PCR en temps réel offre plusieurs possibilités telles que les tests en multiplex.
Plusieurs agents pathogeénes sont testés en un seul essai sur un méme échantillon. Les méthodes
traditionnelles moléculaires ((RT-)PCR conventionnelle, PCR nichée, ...) utilisent beaucoup de réactifs
par réaction et sont mono-spécifiques : un seul agent pathogéne est testé a la fois. Certaines infections
virales ne peuvent étre discriminées en se basant seulement surles signes cliniques. ZIKV et CHIKV,
par exemple, sont responsables de signes. cliniques similaires chez 'Homme. De plus, plusieurs
arbovirus co-circulent et sont co-endémiques sur une méme zone géographique. Dans ces zones, des
tests qui identifient et quantifient rapidement plusieurs virus, sont nécessaires. Selon les techniques
déja mises en place, des tests dépistent entre deux et sept virus en une seule réaction. Ces méthodes
en multiplex sont«utiles pour. le diagnostic, le dépistage et la surveillance des arbovirus. Certains
laboratoires ont mis en place des (RT-)PCR multiplex permettant la détection simultanée de plusieurs
virus : CHIKV/DENV/ZIKV/YFV/WNV et ZIKV/DENV/CHIKV a partir de prélévements issus de patients,
ZIKV/Spondweni=(SPOV) sur des prélevements de patients et sur des moustiques collectés,
WNV/SLEV/Encéphalite équine de I'Ouest (WEEV) sur des pools de moustiques, etc [32-35]. La
spécificité de cette approche offre la possibilité d’identifier les différents génotypes d’'un méme virus
comme les six génotypes connus du virus CCHF [36]. Beaucoup de ces tests utilisent des sondes
TagMan. Les amorces et les sondes sont spécifiques au virus recherché. La conception de celles-ci est
fait sur des régions conservées du génome, limitant ainsi les réactions croisées avec d’autres virus du

méme ordre, famille ou genre si ces régions sont suffisamment variables entre les espéces virales.
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Cependant, la variabilité génétique des arbovirus est parfois problématique ; la grande spécificité des
amorces et sondes ne permettant pas de détecter des mutations génétiques subtiles. Un test multiplex
basé sur la technique de la (RT-)PCR permet I'identification de six genres viraux : Flavivirus, Alphavirus,
Nairovirus, Phlebovirus, Orthobunyavirus et Thogotovirus [37]. La technique a d’abord été mise au
point avec des cultures de virus produites en laboratoire, et son utilisation a été validée sur des
échantillons de moustiques collectés. Cet outil est un test « pan-arbovirus » qui détecte et identifie
des arbovirus connus dans une aire géographique et permet également la détection'de nouveaux virus
circulants. Des amorces universelles dégénérées sont utilisées pour reconnaitre le genre viral et le virus
est ensuite identifié grace a son profil HRM (High Resolution Melting). L’ utilisation d’intercalant est
nécessaire pour l'analyse du profil HRM, le « SYTO-9 saturating intercalating dye » a été utilisé pour
cette étude. La méthode a mis en évidence, au Kenya, la circulation du virus Wesselsbron, un flavivirus
transmis par les moustiques et responsable de fievre hémorragique chez I’'homme [37]. Le SYBR green
est également utilisable comme intercalant pourl’analyse du profil HRM [38]. Cependant, les appareils
ainsi que les réactifs permettant de faire des (RT=)PCR en temps réel représentent des investissements
co(teux (Prix appareil PCR en temps réel ~20-40k€). Tous les laboratoires ne peuvent pas avoir acces
a ces équipements. Une étude a mis au point un essai qui est un compromis entre les anciennes
méthodes de diagnostic. (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) et PCR conventionnelle) et les
techniques denouvelle génération (PCR en multiplex). Cette technique a été mise au point pour le
diagnostic simultané de trois arbovirus: les virus Getah, Tahyna et de I'encéphalite japonaise. Aprés
amplification, les produits de PCR sont purifiés, dénaturés et placés en plaque 96 puits recouverts avec
de I'avidine et des sondes spécifiques aux virus recherchés, marquées a I’'HRP (horseradish peroxidase).
La révélation se fait par ajout du substrat de 'enzyme et une lecture a 450 nm dans un lecteur de

plaque [39]. La sensibilité en multiplex est [égérement plus faible qu’en simplex.

La recherche directe d’un virus est parfois complexe, chez 'Homme ou I’animal. Lors d’une
infection a certains virus comme ZIKV et WNV, la phase de virémie est trés courte voire inexistante.

ZIKV est détecté dans le sang pendant la premiére semaine des signes cliniques mais la fenétre de
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détection est plus grande dans le sperme, le liquide amniotique, la salive et I'urine [40]. Pour les virus
neurotropes, le préléevement a privilégier est le LCR [41] ou I'encéphale en post-mortem [42]. Il est
donc important de prendre en considération le tropisme du virus recherché et la technique utilisée
pour le choix du prélevement. Cependant, un résultat négatif en (RT-)PCR ne signifie pas qu’il faut
écarter une infection virale. A cause d’une phase de virémie trés courte chez les hotes vertébrés, d’une
forte proportion de cas asymptomatiques et des difficultés a déterminer le jour exact du début des

signes cliniques, la recherche directe présente de nombreuses limites.

Recherche indirecte du virus

La recherche indirecte d’un arbovirus chez ’'Homme ou.l’animal se fait alors par la mise en
évidence d’anticorps neutralisants ou immunoglobuline M (IgM) et/ou immunoglobuline G (IgG)
spécifiques de I'arbovirus recherché. Lors d’une infection virale d'un vertébré, la premiére ligne de
défense est I'immunité innée. L'immunité adaptive se met, ensuite, en place pour assurer I’élimination
de 'agent pathogéne. Au cours de cette derniére,les:lgM apparaissent en premiers au bout de
qguelques jours apres l'infection et décroissent rapidement au fil des semaines voire des mois qui
suivent. Les IgG apparaissent quelques jours apreés celle des IgMet conférent une immunité a plus long
terme. Pour une infection a WNV, les IgM et les IgG apparaissent respectivement, en moyenne, 2 a 8
jours et 8 a 12 jours apres le début des signes cliniques [43]. Le sérodiagnostic a alors une fenétre de
détection plus grande, contrairement a la recherche directe de I'agent pathogéne. La visualisation des
infections aigués ou passées est alors possible et la circulation récente ou antérieure d’un arbovirus
est mise en. évidence Cependant, pour certaines infections virales, le développement d’une
séroconversion n’est pas systématique ou a longue durée [44, 45]. Il existe différentes techniques de
sérodiagnostic : ELISA, test de l'inhibition de I’'hémagglutination, immunofluorescence indirecte,
séroneutralisation virale (PRNT: plaque reduction neutralisation test, micro-VNT : micro-virus

neutralisation test), etc [46].
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Le test de I'inhibition de I’'hémagglutination (HIT) a trés souvent été utilisé pour la surveillance
sérologique des arbovirus. Le principe de cette technique repose sur la capacité des anticorps présents
dans le sérum a inhiber 'agrégation des érythrocytes induite par le virus [47]. Les avantages de cette
technique sont la rapidité de résultat (quelques heures), un co(t unitaire faible et son application a
des prélevements provenant de différentes especes animales. Cependant, I'HIT a ses limites puisqu’il
ne distingue pas les isotypes d’anticorps et ne date donc pas I'infection. De plus, des réactions croisées
surviennent au sein de certains sérocomplexes comme le sérocomplexe de I'encéphalite japonaise
comprenant les virus West Nile (WNV), de I'encéphalite japonaise (JEV), de I'encéphalite de Murray
Valley (MVEV), de I'encéphalite de Saint Louis (SLEV) et d'Usutu (USUV). La spécificité du test est donc
diminuée, puisque dans certaines zones, les virus sont co-endémiques [46]. Par conséquent, un
résultat positif avec I'HIT doit étre ensuite confirmé par séroneutralisation [46, 48]. Selon I'OIE, la
méthode sérologique de référence, la plus wspécifique, est la séroneutralisation qui
différencienotamment les infections dues a des virus appartenant a un méme sérocomplexe [49]. Le
principe de cette technique consiste a-mettre en évidence la présence d’anticorps neutralisants dans
le sérum d’un hote vertébré via-l'observation d’effets cytopathiques du virus sur une monocouche
cellulaire. Les anticorps neutralisantstinhibent une ou plusieurs étapes précoces du cycle viral
(attachement du virus ala cellule, endocytose, fusion avec la membrane). La séroneutralisation donne,
comme résultat, un taux d’anticorps neutralisants pour un virus donné au sein de I’h6te vertébré testé.
Cette technique est standard, spécifique et peut étre utilisée sur plusieurs espéces animales mais
certaines réactions croisées subsistent encore. La méthode présente les mémes désavantages que
I'isolement viral (technique longue, infrastructure de confinement de niveau 3 minimum) [43, 46]. De
ce fait, la séroneutralisation n’est pas un outil adéquat pour faire de la surveillance a grande échelle.
Enfin, un personnel formé est nécessaire pour réaliser cette technique car I'interprétation des résultats

est visuelle et subjective.

Le test sérologique le plus utilisé, de nos jours, pour mettre en évidence la séroconversion est

le test ELISA, qui est un outil reproductible, rapide (résultat au bout de quelques heures) et peu
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co(teux. Trois techniques d’ELISA sont couramment utilisées : ELISA de compétition, ELISA I1gG indirect
et ELISA de capture ou MAC ELISA (capture des IgM). De plus, des kits commerciaux sont disponibles
et la technique est standardisée pour beaucoup d’arbovirus [43]. La technique ELISA est une technique
immuno-enzymatique qui met en évidence visuellement une réaction antigéne-anticorps. Une
réaction colorée est produite par l'action d’une enzyme sur son substrat, I'enzyme étant
préalablement couplée a I'anticorps de révélation. Cependant, les réactions croisées sont encore
problématiques avec ce type de test car la plupart repose sur I'utilisation d’anticorps.dirigés contre les
glycoprotéines d’enveloppe, trés immunogénes, pour les virus enveloppés. Afin'd’augmenter la
spécificité des tests ELISA, certains kits utilisent des anticorps plus spécifiques tels que ceux dirigés
contre la NS1 pour les flavivirus. De plus, la capture des IgM par MAC ELISA doitétre ensuite confirmée

par séroneutralisation d’aprés le CDC pour certains virus comme ZIKV et d’autres flavivirus [50].

La recherche simultanée de plusieurs arbovirus augmenterait I'efficacité de leur diagnostic et
par conséquent leur surveillance. Des tests sérologiques multiplex permettent en une seule fois de
visualiser la séroconversion pour un ou plusieurs.virus ou d’autres agents pathogenes. Les tests en
multiplex réduisent également les colts par réaction. Des outils ont notamment été développés.
Certains sérodiagnostics en multiplex reposent sur la technologie du Luminex®, qui est un systeme
micro-fluidique utilisant des billes sur lesquelles sont couplés des antigenes. Plusieurs billes portant
des antigenes différents peuvent étre utilisées en simultané. Les anticorps contenus dans le sérum
vont alors.se fixer sur ces antigenes. La révélation se fait par le biais d'un anticorps secondaire anti-
espece marquétet d’'un fluorochrome. Les avantages que cette technique apporte, par rapport a
d’autres techniques de sérodiagnostic comme le test ELISA ou la séroneutralisation, sont de tester la
réactivité d’un sérum face a plusieurs antigénes en un seul essai, un résultat rapide (un jour) et le non
recours a une infrastructure de confinement de niveau 3 ou 4 [51-53]. Toutefois, des réactions croisées
sont observées notamment pour les virus qui sont proches sur le plan antigénique comme les virus
Louping ill et Encéphalite a tique [43]. Enfin, cette technique nécessite des investissements initiaux

importants (achat de I'appareil : 40K€).
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Actuellement, les méthodes utilisées pour I'identification des virus reposent pour beaucoup sur
des techniques sérologiques comme les tests ELISA, la séroneutralisation ou des techniques
moléculaires (PCR en temps réel). Le développement de tests en multiplex (sérologique et
moléculaire), dans plusieurs laboratoires, a augmenté I'efficacité de la surveillance des arbovirus mais
cela reste insuffisant, seulement quelques virus étant testés a la fois. Le dépistage a grande échelle
reste limité avec ces techniques. Les techniques sérologiques montrent plus de limites dans la
surveillance des arbovirus. Elles sont applicables seulement sur des échantillonsde:sérum de qualité
issus de vertébrés supérieurs (non utilisable chez les arthropodes) et leur spécificité est parfois limitée
du fait des réactions croisées qui peuvent survenir avec des virus proches.d’un, point de vue
antigénique. Les techniques, décrites précédemment, sont toutes avec a priori. Les signes cliniques
sont variés et similaires chez les hotes vertébrés, y compris chez les humains. Les deux principaux
syndromes sont les atteintes neurologiques et les fievres hémorragiques. Les découvertes récentes de
nouveaux arbovirus au sein des familles virales Togaviridae, Flaviviridae et Bunyaviridae suggerent
gu’une partie des arbovirus n’a pas-encore été identifiée [54]. Ces découvertes démontrent la
nécessité d’avoir des techniques:.de dépistage rapides et performantes des arbovirus qui facilitent
I'identification et la mise en évidence de.nouveaux virus a partir d’échantillons de terrain. L'approche
moléculaire pour l'identification virale est alors indispensable et applicable a tout type d’échantillon
(Homme, animal, arthropode). Les outils classiques sont limités face a la grande variabilité et diversité

des arbovirus.

Outils de nouvelle génération

Afin d’optimiser la surveillance, il serait plus avantageux de pouvoir détecter les arbovirus au sein
de leur vecteur pour avoir une image en temps réel de la circulation des arbovirus. La prédiction du
risque d’émergence et/ou de ré-émergence, par conséquent d’épidémie, est ainsi plus efficace. La mise
en place des moyens de lutte et la gestion du risque d’épidémie seraient plus rapides et efficientes.

Cependant les prévalences des arbovirus dans leurs vecteurs arthropodes étant faibles (<1%), un trés
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grand nombre d’arthropodes doit étre collecté dans différents sites, puis identifié par des
entomologistes, rendant ces investigations a large échelle rares [55]. Les outils de nouvelle génération
répondent a plusieurs contraintes pour assurer l'efficacité de la surveillance des arbovirus.: ,
sensibilité et spécificité du test, rapidité, rentabilité, application sur différents types d’échantillons
(mammiferes/arthropodes) et/ou application directe sur le terrain, dépistage a trés large échelle voire
sans a priori.
(RT)-LAMP

Parmi toutes les innovations pour le diagnostic moléculaire des arbovirus; |la technologie LAMP
(Loop-mediated isothermal amplification) rassemble beaucoup d’avantages : rapidité du test, trés
faible colt, pas d’investissements initiaux colteux, grande spécificité, technigue facile a mettre en
ceuvre, etc. La technologie LAMP n’est pas récente, elle a'été mise au point en 2000 [56] mais ce n’est
gue depuis environ 10 ans qu’elle est utilisée pour la'détection des arbovirus. Cette technologie permet
de faire un diagnostic sensible et plus spécifique que la PCR conventionnelle en un temps trés court
(45 a 90 min) sans avoir a extraire les acides nucléiques au préalable. La sensibilité de la (RT)-LAMP est
supérieure a celle de la PCR conventionnelle et comparable a celle de la PCR en temps réel. La
sensibilité et la spécificité de la.technique pour chaque virus ciblé sont détaillées dans les différentes
études citées. La limite de détection de la (RT-) LAMP est de quelques copies de génome viral [56]. De
plus, les équipements nécessaires pour réaliser cette technique se résument a un bain marie, pouvant
étre portatif. Les techniques de PCR classique ou de PCR en temps réel demandent des équipements
sophistiqués nécessitant un investissement initial couteux et des maintenances régulieres. La
technique de (RT)-LAMP peut représenter un substituant de la PCR dans les laboratoires a faibles
moyens financiers et peut également étre utilisée directement sur le terrain. Le principe de la
technique repose sur I'activité de I’ADN polymérase | de la bactérie Bacillus stearothermophilus (Bst)
qui ne nécessite pas de variation des températures d’incubation pour I'amplification de la séquence
ADN cible. Le processus est isotherme avec une température de I'ordre de 60-65°C. Afin d’assurer la

spécificité, plusieurs amorces sont utilisées, en général 2 a 3 paires d’amorces : amorces externes,
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amorces internes et des amorces supplémentaires permettant une amplification cyclique a partir des
structures en boucle. Les différentes étapes du processus sont trés bien schématisées dans I'article de
T. Notomi et al., 2000 [56]. La conception des amorces se fait dans les régions les plus conservées des
génomes. L'alignement de différentes séquences d’un méme virus est nécessaire pour visualiser ces
régions conservées pour maximiser la spécificité du test. La révélation peut se faire de différentes
maniéres : a I'ceil nu grace a un indicateur de pH (changement de couleur du mélange réactionnel) ou
sous lampe UV avec I'utilisation d’un intercalant d’ADN, a la turbidité (lors de la précipitation du réactif
pyrophosphate de magnésium), ou par mesure de la fluorescence dans un fluorimeétre avec I'utilisation
d’unintercalant d’ADN [57-59]. La révélation a I'ceil nu a I'avantage d’étre gratuite car elle ne nécessite
pas d’équipement supplémentaire. La technique est également applicable sur'des ARN viraux en
utilisant une transcriptase inverse en début de réaction dans le méme mélange réactionnel que I’ADN
polymérase Bst [56].

L’'outil a été mis au point pour le diagnostic de plusieurs agents pathogénes, y compris des
arbovirus. Le développement du test pour le virus DENV a montré une bonne sensibilité a 95% et une
spécificité de 100% dans des échantillons .de patients. Les essais ont été conduits sur des cultures
virales mais également surdes échantillons sanguins provenant de patients infectés. Aucune réaction
croisée avec d’autres flavivirus n’a été détectée. La discrimination des 4 sérotypes de DENV est permise
[60]. Le diagnostic de ZIKV avec cette technique est également réalisable. Des essais ont été effectués
en utilisant un bain marie portatif, une révélation a I'ceil nu et en intégrant préalablement une étape
de libération des acides nucléiques avec une protéolyse alcaline. La méthode est en adéquation avec
une utilisation sur le terrain, dans des zones rurales endémiques sur différents types d’échantillon tels
que l'urine, la salive et le sérum. De plus, la RT-LAMP ZIKV développée lors de cette étude montre une
sensibilité et spécificité supérieure a celles retrouvées en PCR conventionnelle. La sensibilité du test
est 10 a 100 fois plus élevée et la spécificité est assurée par des amorces qui reconnaissent entre 6 et
8 cibles d’une séquence génétique. L'ADN polymérase Bst est tres efficace méme en présence

d’inhibiteurs de PCR en forte concentration dans des échantillons bruts. La technique est robuste et
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fiable. Son développement permet un diagnostic rapide et précoce facilitant par la suite la mise en
place des mesures sanitaires adéquates et des traitements appropriés aux patients dans les zones
endémiques [61]. La (RT)-LAMP est utilisable directement sur les arthropodes. Une étude, en Australie,
a mis au point la technique avec révélation par colorimétrie pour la détection et la surveillance de la
souche wMel de Wolbachia directement sur des populations de moustiques Ae. aegypti collectés sur
le terrain [62]. Il a été montré que la présence de wMel Wolbachia au sein des moustiques pouvait
réduire leur infection par les virus DENV, ZIKV, CHIKV, YFV et Mayaro. La sensibilité du test est
équivalente a celle retrouvée en PCR en temps réel, la technique de référence pour la détection de la
souche wMel de Wolbachia. La (RT)-LAMP est alors un bon candidat; peu onéreux, pour remplacer le
test en (RT-)PCR temps réel. Cependant la révélation par colorimétrie est visuelle et peut induire des
biais puisqu’elle est subjective. Des résultats douteux surviennent lorsque le changement de couleur
n’est pas franc mais leur fréquence reste tres faible. Dans cette étude, 1% des échantillons était
concerné [62]. La (RT)-LAMP a été mise au point pour d’autres arbovirus tels que JEV sur des cultures
virales, d’échantillons de patients (LCR), de cerveaux de chauve-souris et de selles [63, 64]. En
Californie, la surveillance efficace.de WNV, SLEV. et WEEV directement au sein de leurs moustiques
vecteurs est possible grace a'la (RT<)LAMP. Les amorces SLEV et WEEV développées dans cette étude
peuvent étre combinées et ont une trés grande spécificité et sensibilité [65]. La spécificité et la
sensibilité qu’offre la (RT-)LAMP est telle que la discrimination de différentes souches d’'un méme virus
est réalisable. L’équipe d’Hayasaka et al a mis au point la technique pour les 3 souches de TBEV
(European, Siberian, Far Eastern) sur des échantillons de souris infectées en laboratoire. Les auteurs
ont également montré que la technique est applicable sur du sang humain et des tiques en mélangeant
ces échantillons avec du virus. L'amplification du gene viral n’est pas inhibée dans ces deux types
d’échantillons [66].

La technique de la (RT)-LAMP présente beaucoup d’avantages tels que la rapidité de test, une
sensibilité et une spécificité équivalentes ou plus grandes qu’en PCR conventionnelle, un équipement

peu onéreux (bain marie), réalisable directement sur le terrain, etc. Néanmoins, la conception des
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amorces et des sondes implique la disponibilité de séquences en nombre suffisant afin d’affiner au
mieux la sensibilité et la spécificité de la méthode. La (RT-)LAMP permet le diagnostic d’'un nombre
tres limité de virus a la fois. Les tests de (RT-)LAMP serait a utiliser en ayant une idée du virus ou de la
famille virale a incriminer ou bien en ayant a disposition une série d’amorces différentes pour réaliser
les tests sur le terrain.
(RT-)PCR en temps réel a haut débit

Au vu du nombre élevé d’arbovirus pathogénes pour I’'Homme et les animaux; de co-infections
chez les arthropodes, des interactions entre agents pathogenes, de la diffusion des vecteurs suite a
I'intensification des échanges internationaux, ou encore de la modification des activités humaines et
le réchauffement climatique, des nouveaux outils d’investigation a haut débit.sont nécessaires voire
indispensables pour assurer au mieux la surveillance destarbovirus. La (RT-)PCR en temps réel a haut
débit semble étre la technique qui allie les avantages.des techniques multiplex et simplex : dépister
plusieurs virus en un seul essai et avoir une bonne'sensibilité et spécificité de test. La méthode haut
débit permet a la fois la surveillance des agents pathogénes les plus répandus et des « oubliés » ou
rares, directement chez le vecteur arthropode: Le volume total d’ADN et/ou d’ARN utilisés est tres
faible par échantillon (1,5 a2,7uL), ce qui est trés avantageux pour les échantillons d’arthropodes pour
lesquels habituellement. un faible volume d’ADN et/ou ARN est disponible. Afin de réaliser une
meilleure surveillance épidémiologique des agents pathogenes transmis par des arthropodes, il est
nécessaire de tester un maximum d’agents en une seule fois [67]. L'équipe de Michelet et al. a mis au
point un.outil moléculaire haut débit, s’appuyant sur la technologie de la (RT)PCR en temps réel pour
la détection des bactéries et parasites chez latique [68]. Cette derniére est le premier vecteur d’agents
pathogenes en Europe car elle peut transmettre une tres grande variété d’agents (bactéries, parasites
et virus) [69]. Dans I'étude, un systéme micro-fluidique (BioMark™ dynamic array system, Fluidigm)
est utilisé et permet de faire en une seule fois, respectivement, 2304 et 9216 réactions en utilisant des
puces 96.96 et 48.48 (nombre d’échantillons . nombre de cibles). Le volume réactionnel est trés faible

(énL, volume final par réaction individuelle) réduisant considérablement le co(t par réaction (0,30€).
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Les amorces et les sondes TagMan, utilisées dans cette étude, ont été congues pour chaque agent
pathogéne. Leur spécificité a d’abord été testée in silico en utilisant le logiciel Blast [67, 68]. La
sensibilité de la technique peut étre réduite du fait d’un faible volume réactionnel et d’ADN ou d’ARN
par échantillon. Afin de pallier cela, une étape de pré-amplification est préalablement effectuée avec
les mémes amorces utilisées ensuite pour la PCR en temps réel [68]. Cette technique a ensuite été
étendue aux virus transmis par les tiques [70], puis aux virus transmis par les moustiques [71]. Une
étude menée sur 18 135 nymphes d’Ixodes ricinus collectées dans 13 sitesceuropéens (France,
Royaume-Uni, Pays-Bas, Danemark et Suéde) avait pour but de tester la présence de 21 virus transmis
par les tiques et d’en estimer leur prévalence. Deux virus, Uukuniemi (UUKV) et.un Phlebovirus, ont
été détectés pour la premiére fois en Suéde et aux Pays Bas. Le virus Eyach (EYAV), appartenant a la
famille Reoviridae et au genre Coltivirus, a notamment été détecté lui aussi pour la premiére fois aux
Pays Bas. La prévalence de virus connus chez les populations de tique et responsables de problemes
sanitaires a été estimée [70]. De plus, grace a cet outil a haut débit, 64 virus transmis par les
moustiques peuvent étre testés/détectés sur un méme moustique ou pool de moustiques en une seule
fois. Une surveillance épidémiologique a été réalisée sur 17 958 moustiques collectés dans six pays
(Cambodge, Sénégal, Brésil, Guyane, Guadeloupe et Suriname), incluant des pays qui sont endémiques
pour certains arbovirus et d’autres qui ont connu des épidémies de ZIKV et de fievre jaune (yellow
fever virus, YEY). La technique a haut débit a détecté des virus endémiques (ZIKV, YFV) et un virus
inattendu, le virus Trivittatus (TVTV), un orthobunyavirus [71]. Les avantages de cet outil sont variés :
prix faible pariréaction (0,30€), rapidité (résultats au bout de 4 heures) et la modularité et la flexibilité
du systeme. Contrairement a d’autres tests ou les cibles sont fixes, grace a cet outil il est possible de
s’adapter a différentes situations épidémiologiques et des cibles peuvent étre facilement ajoutées [68,
70, 71]. La encore I'inconvénient principal réside dans le prix de I'appareil, i.e. 250k€.

Les outils de PCR haut débit peuvent également étre utilisés pour une approche syndromique des
infections virales chez I’'Homme et I'animal. Un nouvel outil de diagnostic moléculaire de (RT-)PCR en

temps réel a haut débit s’appuyant sur la technologie LightCycler 1536® (Roche) a été récemment mis
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au point [72]. Chez les équidés, les affections nerveuses se classent au 4°™ rang des causes de
mortalité et représentent un impact sanitaire majeur pour la filiere équine [73]. Parmi les virus
responsables d’encéphalites équines, les deux tiers sont zoonotiques et/ou vectorisés par des
arthropodes. Le LightCycler 1536® permet la détection moléculaire d’ARN et d’ADN a haut débit. En
effet, 1536 réactions de (RT-)PCR sont faites en une fois sur une seule plaque. Le volume réactionnel
est faible (0,6 a 2uL), réduisant ainsi le colt (0,065€ / réaction). Il existe une grande flexibilité dans la
programmation. Il est par exemple possible de tester 32 cibles sur 48 échantillons.ou encore 1536
cibles sur un seul échantillon. Le produit du nombre de cibles et du nombre d’échantillons doit faire
un total de 1536 [74]. La mise au point de cet outil s’appuie sur les/études.de (RT-)PCR a haut débit
décrites précédemment. Au cours de cette étude, la méthode a permis; en unseul essai, de détecter
28 génomes viraux et la discrimination de certaines lignées ou génotypes viraux comme pour les
lignées 1 et 2 de WNV. La spécificité est correcte voiretres bonne selon les couples d’amorces et sonde
utilisés. Une sensibilité légerement plus faible a été:notée.en comparaison avec un outil de RT-PCR en
temps réel simplex. Cette diminution de sensibilité peut étre expliquée par la faible quantité utilisée
de matériel biologique avec le LightCycler 1536®. Afin de palier cela, une étape supplémentaire de pré-
amplification pourrait étre appliquée. .:.Dans cette étude, les échantillons testés étaient des souches
de références issues de culture cellulaire, d’ADN de synthése et des échantillons terrains (encéphale,
sang, liquide céphalo-rachidien, écouvillon nasal) pour lesquels I'étiologie infectieuse n’était pas
toujours.connue [72].

Enfin, les équipements nécessaires pour la réalisation de ces tests de (RT-)PCR en temps réel a
haut débit représentent des investissements initiaux conséquents. La conception des différentes
amorces et sondes implique, 13 aussi, que les séquences des agents pathogenes soient disponibles et
en nombre suffisant. Enfin, ces techniques nécessitent un personnel formé. Il s’agit de techniques de
pointe disponibles dans un nombre limité de laboratoires mais elles représentent un réel atout pour

les programmes de surveillance des arbovirus. Elles permettent un dépistage a large échelle, pouvant
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mettre en évidence des arbovirus émergents (nouveaux foyers d’animaux malades) et par conséquent
anticiper des décisions quant aux risques d’émergence dans de nouvelles aires géographiques.

Puces a ADN

La diversité et la variabilité des arbovirus représentent une difficulté de taille pour leur
détection et leur surveillance. Des puces a ADN ont été mises au point pour la détection des arbovirus
au sein des arthropodes, a partir de prélevements de mammiféere, etc. Le principe deda puce a ADN
repose sur I'hybridation par complémentarité entre un ADN a tester (cible) et des.fragments
nucléiques (sondes), fixés sur un support solide. Cette réaction permet la détection et I'identification
de laou les séquence(s) présentes dans I’échantillon, de maniére trés;spécifique.L’analyse se fait grace
a l'acquisition d’un signal de fluorescence émis. Les hybridations spécifiques sont ainsi localisées sur la
puce puisque la position des différentes sondes est connue [75]. Depuis le développement de la
premiere puce a ADN sur membrane, tout un éventail de puces a ADN différentes a été développé :
sur lame de verre, électronique, en milieu liquide, a-haute densité de billes et a haute densité [75, 76].
Les puces a ADN sont a 'interface entre un diagnostic avec a priori et un diagnostic sans a priori. Les
sondes immobilisées sur le support solide sont élaborées a partir des banques de données déja
connues et disponibles mais, du point de vue du manipulateur, le diagnostic est fait sans a priori. La
puce a ADN a tout a fait sa place en virologie. Elle a notamment permis la caractérisation du virus SARS-
CoV (severe acute respiratory syndrome-coronavirus) [77]. Elle permet, en outre, une approche
multiplexe avec.une part d’a priori moindre par rapport aux techniques décrites précédemment. Les
puces sont construites a partir des genres viraux et/ou d’arthropodes et plusieurs genres peuvent étre
ajoutés. Un prototype de puce a été élaboré a partir du géne de la protéine NS5 de 33 flavivirus, de
I’ARN ribosomique de 4 genres différents de moustiques et du gene du cytochrome b de 8 especes de
mammiféres. Les échantillons utilisés pour cette étude étaient des cultures de virus produites en
laboratoire, des moustiques infectés artificiellement avec 14 virus différents et du sang de mammiferes
non infectés (singe, mouton, vache, chien, poule, cochon, cheévre, cheval et homme). Le prototype a

identifié 13 flavivirus sur les 14 utilisés et différencié les 4 genres de moustiques (Aedes, Armigeres,
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Culex et Mansonia) et les mammiféres [78]. L'équipe de Grubaugh et al. a mis au point une puce a ADN
pour la détection et lidentification de virus appartenant aux genres Flavivirus, Alphavirus,
Orthobunyavirus et Phlebovirus. Pour cela, 3 genes de chaque genre viral ont été utilisés. Au total 12
groupes de sondes ont été concus, 3 pour chaque genre et des sous-groupes ont été constitués avec
des sondes plus spécifiques pour les différents clades de virus. Par exemple, pour les flavivirus, le gene
utilisé est celui de la NS5. Cet essai a été mené sur 20 flavivirus, 14 alphavirus, 6 phlebovirus et 12
orthobunyavirus. Les limites de détection de la puce ont été estimées en utilisant des moustiques
infectés au laboratoire avec WNV et les virus Sindbis et fievre de la vallée du Rift (Rift valley fever virus,
RVFV). . Tous les virus ont été détectés et la discrimination des virus proches, comme les différentes
lignées de JEV et DENV, a été permise grace a la grande spécificité de la puce. La sensibilité de la puce
semble légerement supérieure a celle de la PCR conventionnelle et de la PCR en temps réel. Cette
puce a ADN a été mise au point dans le but de faire.un dépistage a grande échelle dans un temps
réduit. Les auteurs ont testé, en une seule expérimentation, 1 445 moustiques de terrain collectés en

Thailande avec une sensibilité comparable aux autres techniques de PCR [79].

La puce a ADN répond a plusieurs besoins en termes de surveillance des arbovirus. La
technique est notamment rapide, spécifique, sensible, applicable directement sur des arthropodes et
permet le dépistage d’'un panel tres large de virus. Cependant, comme pour les autres techniques
décrites précédemment, sa limite réside dans la disposition des séquences génomiques indispensables
a la constitution des puces. L’identification de nouveau virus est donc possible mais difficile. Enfin, il
s’agit d’'une technologie de pointe et |la encore son acces est limité a certains laboratoires et son co(t

est conséquent.

NGS (Next Generation Sequencing — Séquencage de nouvelle génération)
Le choix des virus a détecter dépend des signes cliniques observés chez le patient et des
contextes épidémiologique et épidémique ou il se trouve. Des facteurs anthropiques (urbanisation,

déforestation, mondialisation : échanges internationauy, ...), climatiques (réchauffement climatique),
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biologiques (variabilité génétique des virus, ...) sont parfois a I'origine d’émergence d’arbovirus dans
de nouvelles aires géographiques. Les techniques moléculaires en multiplex et a haut débit testent un
grand nombre de virus mais ne mettent pas en évidence de nouveaux virus émergents non
caractérisés. Les techniques de séquencage a haut débit (NGS) sont utilisées pour faire du diagnostic
et de la surveillance sans a priori.

Durant la derniéere décennie, les techniques NGS ont révolutionné le séquencage traditionnel.
Elles ont notamment apporté, grace a la profondeur du séquencage, plus d’informations sur la
dynamique et I'’écologie des communautés microbiennes au sein des arthropodes [67]. Grace a leur
développement et a la haute résolution qu’elles offrent, comprendre la.complexité des espéces
microbiennes et des différentes souches qui peuvent étre trouvées dans un écosystéme est devenu
plus rapide et accessible. L'identification des différents composants d’un microbiote d’arthropode, par
exemple dans les tiques, est maintenant possible [80]..Des études sur les agents pathogenes transmis
par la tique ont montré que ces derniers étaient associés a d’autres agents pathogenes, mais
également a des symbiontes et commensaux [81]. Les méthodes de séquencage NGS les plus utilisées
sont I'lllumina et le pyroséquencage 454, appartenant aux techniques de séquencage de 2°m¢
génération. Ces deux technigques reposent sur un méme principe de séquengage par synthese. Le
principe de la technique lllumina repose sur la synthése du brin complémentaire d’ADN dénaturé en
phase solide (flow cell). LADN a séquencer est fragmenté puis immobilisé sur la flow cell par des
adaptateurs rajoutés aleurs extrémités. Une étape préalable de préparation de librairie est nécessaire
afin d’ajouter ces adaptateurs de séquencage. lls sont complémentaires aux oligonucléotides présents
sur la flow cell » et fixent les ADN. A chaque ajout d’un nucléotide complémentaire, une fluorescence
est émise. La mesure de cette derniere est ensuite enregistrée et la séquence est établie [82]. Le
pyroséquencage se déroule, quant a lui, en phase mobile. Les ADN amplifiés par PCR sont immobilisés
sur des billes. L'ajout d’un nucléotide complémentaire émet un signal chimioluminescent qui est
enregistré. La réaction de pyroséquencage fait intervenir la matrice d’ADN, des dNTP, I'ADN

polymérase, I’ATP sulfurylase, la luciférine, la luciférase et I'apyrase. Du pyrophosphate est libéré et



553

554

555

556

557

558

559

560

561

562

563

564

565

566

567

568

569

570

571

572

573

574

575

576

577

578

converti en ATP par I’ATP sulfurylase lors de I'incorporation d’'un dNTP complémentaire. Cet ATP agit
comme un catalyseur pour la luciférase qui convertit la luciférine en oxyluciférine, générant ainsi de la
lumiere [83]. Selon les plateformes utilisées pour les deux méthodes décrites précédemment, la
capacité de séquencage, la tailles des reads et le temps d’obtention different. La technique lllumina
offre une capacité de séquencage comprise entre 8 et 600 giga bases, la taille des reads entre 100 a
300 bases et le temps d’obtention d’'une séquence varie entre 14 et 27 jours. Le pyroséquencage, quant
a lui, a une capacité comprise entre 100 méga bases et 32 giga bases. La taille des reads est entre 100
et 700 bases et le temps d’obtention d’une séquence entre 4h et 7h. Pour |’analyse, I'alignement des
reads génere des séquences et leurs chevauchements sont appelés contigs. Une séquence compléete
est obtenue a partir de I'assemblage de ces contigs. Cependant, les techniques de séquencage NGS
conduisent a I'analyse d’un nombre important de petits fragments. La qualité du séquencage est
dépendante de la longueur et de la continuité des contigs et enfin de la profondeur du séquencage qui
déterminent le pourcentage de couverture de la séquence. Des trous dans les séquences obtenues
peuvent étre observés. L’analyse des séquences nécessitent des outils bio-informatiques performants,
adaptés a I'objectif de I'’étude et.un personnel formé en bio-informatique.

Ces techniques NGS ont déja fait leur preuve et mis en évidence la présence de certains virus
dans de nouvelles aires géographiques ainsi que la découverte de nouveaux virus émergents. EYAV a
notamment été mis en exergue au sein de tiques collectées en France dans les régions Alsace et
Ardennes lors d’une étude sur le virome de la tique la plus présente en Europe, Ixodes ricinus. Le
séquengage a été effectué avec le séquenceur lllumina HiSeq2000. Les contigs obtenus (395 pour les
échantillons d’Alsace et 150 pour ceux des Ardennes) ont révélé la présence de différents virus
appartenant a différents genres viraux tels que Nairovirus, Phlebovirus, Orthobunyavirus, Coltivirus,
Vesiculovirus, Sigmavirus, etc Parmi les contigs, 19 correspondaient aux 12 segments d’'un génome
viral appartenant au genre Coltivirus. EYAV a été isolé, a partir d’une tique, en cerveau de souriceau
Interferon-a,/8 receptor (IFNAR”") pour la premiére fois en France. Une prévalence pour ce virus de

0,35% a 5,26% a été observée au sein des tiques collectées selon leur stade (larves, nymphes et
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adultes). Cette étude a également mis en évidence la présence de deux nouveaux virus : un Nairovirus
et un Phlebovirus mais qui n‘ont pu étre isolés [84]. La technique de séquencage NGS haut débit
représente un outil moderne pour la surveillance des arbovirus au sein de leurs vecteurs arthropodes.
Elle peut étre combinée avec du barcoding moléculaire. Le procédé de metabarcoding a un champ
d’application tres large et peut étre notamment utilisé pour la surveillance des vecteurs arthropodes.
Le séquencage simultané d’un tres grand nombre d’échantillons est possible. L’équipe de Batovska et
al. a mis au point le metabarcoding pour la surveillance des moustiques et du virus Ress river (RRV) en
Australie. Dans cette étude, le metabarcoding identifie les 3 espéces de moustiques (collectés sur
terrain) utilisées pour I'étude : Aedes camptorhynchus, Anopheles annulipes et.Aedes notoscriptus.
L'identification des différentes espéces de moustiques et de RRV se base, respectivement, sur la sous-
unité | de la cytochrome c oxydase (COIl) et le gene de laglycoprotéine E2. Apres amplification de ces
génes d’intérét, des séquences barcodes sont ajoutées aux ADNc obtenus. Le séquencage a ensuite
été effectué avec un séquenceur MiSeq illumina. La:sensibilité de la technique est telle que RRV a été

détecté dans un pool contenant 1000 moustiques avec seulement un moustique infecté[85].

Les techniques NGS sont en perpétuelle évolution, la 3°™ génération de séquencage est
dorénavant disponible. Contrairement au séquencage de 2°™ génération, la 3™ génération ne
nécessite pas d’'étape d’amplification de I’ADN ou de I’ARN ou d’étape de rétro-transcription pour les
ARN. Il existe 3 technologies de séquencgage mises au point : via des nanopores par détection des bases
successives d’une molécules d’ADN (lecture directe), en temps réel avec synthése du brin d’ADN
complémentaire:par le biais d’'une polymérase et basée sur des techniques de microscopie [86]. Le
séquencage de 3°™ génération a déja sa place dans le domaine de la virologie. Il a notamment été
utilisé pour la surveillance du virus Ebola via la technologie du MinlON (séquengage par nanopores)
[87]. Son format aussi grand qu’une clé USB et sa lecture directe, sans étape de pré-amplification au
préalable, offrent la possibilité de I'utiliser directement sur le terrain. Le séquencgage se fait au niveau
de nanopores protéiques placés sur une membrane présentant une résistance électrique. Ces

nanopores sont traversés par un courant ionique. Lorsque des acides nucléiques passent dans le
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nanopore, ce courant est perturbé. La perturbation est caractéristique d’une base et la séquence est
établie a partir de son enregistrement [88]. Le MinlON est déja utilisé pour la surveillance de certains
arbovirus comme RRV. Ce virus a pu étre détecté et identifié a partir d’'un seul moustique infecté[89].
Le séquencgage haut débit a permis de faire un bond en avant en terme de surveillance des arbovirus.
Les 2°™e et 3™ générations de séquencage permettent en un temps record d’obtenir des séquences
de génomes complets a la fois de virus mais également d’ arthropodes. Les génomes complets de
beaucoup d’arthropodes vecteurs sont dorénavant disponibles sur des bases.de:données comme
VectorBase (https://www.vectorbase.org/) ou bien InsectBase [90]. De ce fait, "analyse de séquences
est plus rapide et optimisée, la différenciation entre séquences attendues ou‘non est possible, ce qui

permet de faire un tri plus rapide et de retirer les séquences « exogénes.» dans les analyses.



15 Tableau 1: Récapitulatif des différentes méthodes de diagnostic des arbovirus

Nombre d’agents Circulation en cours Prix par
Recherche , . Temps L. L.
. Méthodes de pathogeénes , . ou antérieure de ou . - . - réaction
directe ou . . . d’obtention Principaux avantages Principaux inconvénients .
. diagnostic recherchés par R des agents / Prix
indirecte .. . du résultat N .
expérimentation pathogénes appareil
g s e s . Chronophage, fastidieux, laboratoire
P . . , . Spécificité, sensibilité, technique de ., p- & ,
Séroneutralisation 1 <7 jours Antérieure référence confiné de niveau 3 ou 4, personnel formé, €/€
réactions croisées pour certains virus
Antérieure ou en Sensibilité, reproductibilité, analysesa . .
i ELISA 1 3-20h ’ . 4 Réactions croisées €€/€
Indirecte cours haut débit /
HIT 1 1-3h Antérieure Rapidité Réactions croisées €/€
Immuno-essai . - Sensibilité, spécificité (selon les . A .
. . 500 1jour Antérieure . \p . ( Investissement initial conséquent €€/€€
multiplex sur billes antigeneschoisis)
. 7 jours Spécificité, isolat viral disponible pour Chronophage, fastidieux, laboratoire
Isolement viral 1 X En cours P N P Pol ronopnag ) €/€
minimum une caractérisation de ses propriétés confiné de niveau 3 ou 4, personnel formé
RT-) PCR N { g i .
( ). 1 3a4h En cours Spécificité Personnel formé €€/€
conventionnelle
. Plus de 5 cibles . Spécificité, sensibilité, détection a large Investissement initial conséquent,
(RT-)PCR multiplex . 3a4h En-cours P C e & , q €€/€€
par puits spectre, rapidité personnel formé
Sensibilité, spécificité, rapidité, faible
R . colt, reproductibilité, équipement Disponibilité des séquences limités pour le
Direct (RT)-LAMP 1 45 a 90 min En cours . Pro . auip P S 5ed P €/€
Irecte simple, utilisable directement sur le design des amorces
terrain
RT-)PCR a haut 96 a 1536 selon N Spécificité, sensibilité, détection a tres Investissement initial conséquent,
(RT-)PCR: ! . 33%h En cours P e 1ed €/eee
débit I"appareil large spectre, rapidité personnel formé
\ S Spécificité, sensibilité, rapidité, Investissement initial conséquent,
Puce a ADN illimité 20-24h En cours p, L P , q EEE/€€E
détection a tres large spectre personnel formé
p e 8 4h a4 Diagnostic sans a priori, sensibilité, Investissement initial conséquent
Séquengage NGS illimité . En cours & . p e , q €EE[EEE
jours spécificité personnel formé
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Enjeux majeurs pour les prochaines décennies

Dans cette revue, les outils classiques et de nouvelle génération, utilisés pour la surveillance des
arbovirus, ont été décrits et sont applicables de maniere générale en virologie. Le tableau 1 les résume
et la figure 2 représente la prise en charge d’un échantillon selon sa nature. Au vu du nombre
d’arbovirus déja identifiés et de leur grande variabilité génétique, il est nécessaire voire indispensable
d’avoir des outils ayant une grande flexibilité pour leur surveillance. Les virus ont desgrandes capacités
d’adaptation qui leur permettent d’émerger dans de nouvelles zones géographiques et/ou de franchir
les barrieres d’espéces. Au fil des décennies, la surveillance des arbovirus.a considérablement évolué
grace a toutes les technologies innovantes qui ont vu le jour. Les techniques sont, aujourd’hui, plus
spécifiques, sensibles et rapides (figure 3). De plus, le colt par réaction est maintenant trés faible,
offrant la possibilité de tester un grand nombre d’échantillons. Certaines techniques sont directement
utilisables sur le terrain, d’autres permettent de balayer unéventail tres large d’arbovirus au sein d’un
seul arthropode ou encore de tester sans a priori.dans:le but de mettre en évidence de nouveaux
arbovirus émergents. Les techniques moléculaires sont, maintenant, tres performantes, les rendant
incontournables et indispensables pour la surveillance des arbovirus. Elles ont également I'avantage
d’étre utilisables directement sur les vecteurs arthropodes, permettant de prédire et d’alerter quant
a une éventuelle épidémie. Beaucoup de ces techniques ont été mises au point avec, comme matériel
biologique, des moustiques et des tiques mais elles sont applicables sur d’autres vecteurs tels que les

mouches du genre Culicoides et les phlébotomes.

Un acces aux techniques innovantes et rapides comme la LAMP pour tous les laboratoires, en
particulier dans les zones endémiques pour certains virus représentant des risques sanitaires
importants, améliorerait considérablement la rapidité de gestion des épidémies et permettrait, en
conséquence, de donner le traitement le plus approprié aux patients. Des kits commerciaux pour la
détection rapide de certains arbovirus existent déja sur le marché. Par exemple, le kit SD Bioline

Dengue Duo (Standard Diagnostics, Corée du Sud) permet, en une quinzaine de minutes, la détection
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simultanée du virus de la Dengue ainsi que les IgM et IgG associés. Ce test est un dosage immuno-
chromatographique, les échantillons qui peuvent étre utilisés sont le sang total, le sérum et le plasma
[91]. Malheureusement ces types de kits rapides adaptables au terrain, bien qu’ils soient tres utiles en
épidémiologie, ne détecteront pas un nouveau virus émergent.

Toutes les techniques de nouvelles générations ne sont malheureusement pas utilisées de
maniére uniforme sur I'’ensemble du globe. La standardisation de ces techniques dans dées laboratoires
de référence régionaux serait un avantage pour une surveillance plus efficace. Pour les technologies
de pointe telles que les PCR en multiplex, a haut débit ou bien de séquengage, il serait préférable de
privilégier des centres experts pour maintenir un niveau d’analyse suffisant..De plus, ces technologies
représentent des investissements initiaux colossaux pour certains laboratoires. .C’est pourquoi, il serait
recommandé d’identifier des lieux stratégiques ol la“surveillance est plus que nécessaire pour
implanter ces technologies via des plateformes et ainsi.optimiserle transport des échantillons collectés
sur le terrain. La plupart des arbovirus nécessitent:des structures de confinement de niveau 3 pour
étre manipulés. De ce fait le transport.d’échantillons potentiellement infectés représentent un risque
biologique important et ils doivent.étre congelés pour leur bonne conservation. Toutes les procédures
mises en place représentent.des colts importants et des charges de travail en plus. Ainsi, des
protocoles d’envoi d’échantillons doivent étre élaborés pour simplifier le transport de ces échantillons
vers les centres de référence. Un protocole a notamment été mis en place pour le transport
d’échantillons potentiellement infectés par le virus de la fievre aphteuse [92]. Le virus est alors inactivé
sur « un.dispositif d’écoulement latéral » apres un traitement a I’acide citrique a 0,2%. La détection et
le typage du virus apres cette inactivation sont toujours possibles. De ce fait, tous risques biologiques
sont écartés et les procédures d’envoi allégées [92]. Un autre systeme a été mis au point pour faciliter
le stockage et le transport d’ARN: la carte Flinders Technology Associates (FTA®). Les virus sont
inactivés et les ARN libérés sont fixés et préservés sur une matrice. L'utilisation de cette carte a

notamment été validée avec des moustiques infectés collectés sur le terrain [93]. Toutes ces
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améliorations de stockage, de transport et de préservation des échantillons augmentent également

I’efficacité de la surveillance des arbovirus.
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