
HAL Id: dumas-01528785
https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-01528785v1

Submitted on 29 May 2017

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

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

Mise en place d’un système cellulaire non infectieux
pour l’étude de la réplication du virus chikungunya

Alice Blosse

To cite this version:
Alice Blosse. Mise en place d’un système cellulaire non infectieux pour l’étude de la réplication du
virus chikungunya. Sciences pharmaceutiques. 2017. �dumas-01528785�

https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-01528785v1
https://hal.archives-ouvertes.fr


UNIVERSITE DE BORDEAUX 

U.F.R DES SCIENCES PHARMACEUTIQUES 

 
Année 2017             N° 20 

 

Thèse pour l’obtention du 

 DIPLÔME d’ETAT de DOCTEUR EN PHARMACIE 

 

Présentée et soutenue publiquement à Bordeaux le Mercredi 1
er

 février 2017 par 

Alice BLOSSE 

Née le 30 mars 1988 à Cognac (16) 

 

Tient lieu de  

MEMOIRE de DIPLÔME d’ETUDES SPECIALISEES DE 

BIOLOGIE MEDICALE 

 

Mise en place d’un système cellulaire non infectieux pour 

l’étude de la réplication du virus chikungunya 

 

 

Directeur de thèse 

M. VENTURA Michel, Directeur de recherche 

 

Jury 

Président : Mme DUBOIS Véronique, Professeur des Universités, Praticien Hospitalier 

Membres : Mme VILAIN-PARCE Alice, Assistante Hospitalo-Universitaire 

                  M. MALVY Denis, Professeur des Universités, Praticien Hospitalier               

                  M. VENTURA Michel, Directeur de recherche  

  



 



- 1 - 

 

Université de Bordeaux 

U.F.R DES SCIENCES PHARMACEUTIQUES 

 
Année 2017             N° 20 

 

Thèse pour l’obtention du 

 DIPLÔME d’ETAT de DOCTEUR EN PHARMACIE 

 

Présentée et soutenue publiquement à Bordeaux le Mercredi 1
er

 février 2017 par 

Alice BLOSSE 

Née le 30 mars 1988 à Cognac (16) 

 

Tient lieu de  

MEMOIRE de DIPLÔME d’ETUDES SPECIALISEES DE 

BIOLOGIE MEDICALE 

 

Mise en place d’un système cellulaire non infectieux pour 

l’étude de la réplication du virus chikungunya 

 

 

Directeur de thèse 

M. VENTURA Michel, Directeur de recherche 

 

Jury 

Président : Mme DUBOIS Véronique, Professeur des Universités, Praticien Hospitalier 

Membres : Mme VILAIN-PARCE Alice, Assistante Hospitalo-Universitaire 

                  M. MALVY Denis, Professeur des Universités, Praticien Hospitalier               

                  M. VENTURA Michel, Directeur de recherche  



- 2 - 

 

Remerciements  

 

Je tiens à remercier Madame le Professeur Véronique Dubois de me faire l’honneur 

de présider mon jury de thèse et pour son aide ainsi que ses conseils aussi bien dans certaines 

étapes de ce travail que dans mon internat de biologie médicale. Veuillez trouver ici 

l’expression de mon profond respect. 

Je remercie chaleureusement Monsieur Michel Ventura d’avoir accepté de diriger 

ma thèse d’exercice et pour son encadrement rigoureux tout au long de ce travail. Merci 

également pour sa disponibilité et ses multiples conseils. Ce fut un réel plaisir de travailler 

avec toi et je te souhaite une bonne continuation dans ta très proche « cessation d’activité ». 

Je remercie également Monsieur le Professeur Denis Malvy d’avoir accepté de faire 

partie de mon jury de thèse, pour le temps que vous aurez accordé à la lecture critique de ce 

travail ainsi que pour l’apport de vos riches connaissances dans le domaine des maladies 

infectieuses tropicales dont fait partie le chikungunya. Merci pour votre présence.  

Je remercie Madame Alice Vilain-Parcé d’avoir accepté de juger ce travail. Je garde 

un excellent souvenir de mon passage au laboratoire de virologie où tu as grandement 

participé à ma formation. Merci pour ton professionnalisme et ta bonne humeur.  

Ainsi je tiens à remercier Monsieur le Professeur Hervé Fleury et Madame le Professeur 

Marie-Edith Lafon pour le rôle majeur qu’ils ont joué dans le bon déroulement de mon 

parcours recherche. Je vous exprime ma gratitude pour avoir mis à disposition les moyens 

nécessaires du laboratoire m’ayant permis de mener à bien mon master recherche. Je vous 

remercie également pour les conseils précieux que vous m’avez donnés et qui m’ont guidés 

dans cette étape de mon internat.  

Je remercie l’équipe « Variabilité, réplication et mobilité des génomes viraux et bactériens » 

du laboratoire MFP pour leur accueil chaleureux et leur aide dans ce travail et notamment 

Chloé pour son aide dans la réalisation de mes premières manips.  

Je remercie les biologistes du CH de Marmande où je passe actuellement un excellent 

semestre. J’apprends énormément à vos côtés. Un grand merci pour votre disponibilité, 

sympathie et professionnalisme. Merci beaucoup à Marie, ma petite maman de la biologie 



- 3 - 

 

médicale, tu as joué un grand rôle dans ma formation, en tant qu’interne dans un premier 

temps puis maintenant en tant que biologiste titulaire au CH de Marmande.  

Un grand merci à tous les biologistes qui m’ont transmis leur savoir durant mon internat et 

permis je l’espère d’exercer ma profession dans les règles de l’art. Je vous adresse à tous mes 

remerciements les plus sincères.  

A mes parents, je ne saurai jamais assez vous remercier pour le soutien indéfectible que vous 

avez montré à mon égard tout au long de mon cursus et de ma vie. Sans vous je n’en serais 

bien évidemment pas là. Vous êtes formidables, merci pour tout. Une pensée bien 

évidemment à mes frangins, Baptiste et Nathan, sans qui je ne serais pas tout à fait la même 

personne. Merci d’être là. 

Ugo… impossible de transcrire tout ce que tu m’as apporté dans cette ultime étape ainsi qu’au 

cours de mes longues années d’étude. Sans toi je me serais surement un peu oubliée dans tout 

cela. Tout simplement merci de faire partie de ma vie.  

A ma choupie pour son amitié à toutes épreuves, pour tes encouragements dans les moments 

de doutes, de difficultés. Nos petits moments ensemble m’ont beaucoup ressourcé. A mes 

chiassounettes : les blondes et la brune ! Merci pour ces belles années de fac et pour tous les 

moments passés et futurs partagés ensemble. Si les distances qui nous séparent sont parfois 

grandes, je sais que nous restons et resterons proches au fond de nos cœurs.   

A mes co-internes devenus maintenant des amis, ils se reconnaîtront. A Julie pour nos séances 

footing, boxe, natation, badminton et peut être bientôt tennis… A Marine pour ton 

inconditionnel optimisme. Merci pour votre soutien, votre présence et les moments partagés.  

A Manu pour sa re lecture et ses conseils avisés. A Dorine et Gui pour nos « longues » soirées 

sources d’inspiration et de distraction intellectuelles !  

A tous les autres amis, relations et collègues que je ne mentionne pas et qui ont croisés mon 

chemin et chacun à leur manière contribués à mon épanouissement socioprofessionnel.  

Sincèrement Merci à tous ! 

 

  

  



- 4 - 

 

Table des matières 

 
Abréviations ...........................................................................................................................6 

Contexte .................................................................................................................................8 

Synthèse bibliographique ...................................................................................................... 10 

I. Le chikungunya : un problème actuel de santé publique ............................................. 10 

1. Distributions spatiales et temporelles du virus chikungunya ................................ 10 

2. Apparition de nouveaux foyers vectoriels ............................................................ 15 

3. Impacts sur la santé humaine et formes cliniques émergentes .............................. 21 

II. Le virus chikungunya ............................................................................................. 25 

1. Classification ...................................................................................................... 25 

2. Structure et Organisation génomique................................................................... 26 

3. Cycle viral .......................................................................................................... 33 

4. Modèles d’étude de la réplication disponibles ..................................................... 36 

Matériel et Méthodes ............................................................................................................ 38 

I. Matériel ..................................................................................................................... 38 

1. Plasmides utilisés ................................................................................................ 38 

2. Cellules ............................................................................................................... 40 

II. Méthodes ................................................................................................................ 40 

1. Restriction enzymatique ...................................................................................... 40 

2. Ligation .............................................................................................................. 40 

3. Transformation bactérienne par choc thermique .................................................. 41 

4. Extraction d’ADN plasmidique ........................................................................... 41 

5. Réaction de Polymérisation en Chaîne (PCR) ..................................................... 42 

6. Mutagénèse dirigée ............................................................................................. 43 

7. Séquençage nucléotidique ................................................................................... 44 

8. Préparation des ARN .......................................................................................... 45 

9. Transfection d’ARN............................................................................................ 46 



- 5 - 

 

10. Dosage de la Gaussia Luciférase ......................................................................... 47 

11. Cytométrie en flux .............................................................................................. 48 

12. Clonage cellulaire ............................................................................................... 48 

13. Extraction des acides nucléiques cellulaires ........................................................ 49 

Résultats ............................................................................................................................... 50 

I. Stratégie..................................................................................................................... 50 

1. La production du complexe de réplication ........................................................... 50 

2. Les minigénomes ................................................................................................ 51 

II. Etude de l’activité réplicative après intégration génomique des gènes codant les 

protéines NS ..................................................................................................................... 52 

1. Production des ARN minigénomes...................................................................... 52 

2. Etude de l’activité réplicative par les minigénomes ............................................. 53 

3. Analyse de l’expression des protéines NS ........................................................... 54 

III. Expression cellulaire des protéines NS par un ARN codant nsP1 à nsP4 ................. 57 

1. Production des ARN codant les protéines NS ...................................................... 57 

2. Etude de l’activité réplicative par les minigénomes ............................................. 58 

IV. Expression cellulaire des protéines NS par un réplicon du CHIKV ......................... 60 

1. Construction des réplicons du CHIKV ................................................................ 60 

2. Production des ARN réplicons ............................................................................ 68 

3. Expression des réplicons dans différents types cellulaires ................................... 69 

4. Sélection d’une lignée cellulaire Bhk-21 exprimant un réplicon du CHIKV ........ 73 

5. Isolement de clones cellulaires exprimant un réplicon du CHIKV ....................... 77 

Discussion et Perspectives .................................................................................................... 78 

Bibliographie ........................................................................................................................ 83 

 

  



6 

 

ABREVIATIONS 

% : pourcentage  

2A : autoprotéase du FMDV 

A : adénine 

Ae. : Aedes sp                                   
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Bhk-21: baby hamster kidney cell 

°C: degré Celsius  

(C) : protéine de capside 
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Cap: coiffe 7-méthylguanosine 
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cm : centimètre 

CMV Pr : promoteur du Cytomégalovirus 

CR : complexe de réplication 

CSE : conserved sequence element 

C-ter : carboxy-terminal 

CHIK : chikungunya (maladie) 

CHIKV : virus chikungunya 

ChikRép : réplicon du CHIKV 

ChikRép+ : expression du ChikRép 

DEPC: diéthyl pyrocarbonate 

DMEM: dulbecco’s modified eagle 

medium 

DMRIE-C: 1,2-dimyristyloxy-propyl-3-

diméthyl-hydroxy éthyl ammonium 

bromide 

E. coli: Escherichia coli 

ECP : effet cytopathogène 

ECSA : Est/Centre/Sud Afrique 

EDTA : éthylène diamine tétracétique 

 

 

 

 

 

 

EEEV : virus de l’encéphalite équine de 

l’Est 

EEOV : virus de l’encéphalite équine de 

l’Ouest 

EGFP: enhanced green fluorescent protein 

FMDV: foot and mouth disease virus  

FU: unité arbitraire de fluorescence  

G: guanine 

G418: généticine 

GLuc: Gaussia Luciférase 

Gly: glycine 

GTase : guanyltransférase 

h : heure 

HCl : acide chlorhydrique 

Huh7: human hepatocarcinoma cell line 

HygroR: hygromycine phosphotranférase 

IOL : lignée de l’Océan Indien 

(J) : région jonction 

J: jour 

kb: kilobase 

LB: lysogeny broth 

m/v : rapport masse/volume 

MAYV : virus Mayaro 

mg, µg, ng : milligramme, microgramme, 

nanogramme 

min : minute 

miniG(+) : minigénome polarité positive 

miniG(-) : minigénome polarité négative 

ml, µl : millilitre, microlitre 

M, mM, µM : molaire, milli molaire, 

micro molaire 

MTase : méthyltransferase 

NCT : non cytotoxique 

NeoR : aminoglycoside 

3’phosphotransférase 

NS : non structurale 

nsP : protéine non structurale ou gène 

codant une protéine non structurale 
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nt : nucléotides 

N-ter: amino-terminal 

NTPase: nucléoside triphosphatase 

ONNV: virus O’Nyong Nyong 

Opti-MEM: milieu essential minimum 

ORF: open reading frames 

pb: paire de bases 

PBS: phosphate buffered saline 

PCR: réaction de polymérisation en chaine 

pH : potentiel hydrogène 

poly(A): polyadénylée 

Pro: proline 

RdRp: ARN polymérase ARN dépendante 

RLU: unité arbitraire d’intensité lumineuse 

RNase: ribonucléase 

RRV : virus Ross River 

RT-PCR: PCR réverse transcriptase 

s : seconde 

S: svedberg 

Sg Pr : sous génomique promoteur 

SFV : Semliki Forest virus 

SINV : Sindbis virus 

SVF : sérum de veau fœtal 

T : temps ou base azotée thymine 

TAE : Tris-HCl acide acétique EDTA 

TE : Tris-HCl EDTA 

U : base azotée uracile 

UTR : région non traduite 

Val : valine 

VEEV : virus de l’encéphalique équine du 

Vénézuela 

Vero : lignée de cellules de rein de singe 

vert 

VHC : virus de l’hépatite C 

WT : sauvage 
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CONTEXTE 

 

Depuis ces dernières décennies, les maladies infectieuses émergentes ou ré-émergentes, en 

particulier celles ayant une étiologie virale, voient leur intérêt augmenter dans le domaine de 

la santé publique. Les arboviroses, maladies infectieuses résultant de la transmission d’un 

arbovirus (acronyme de l’anglais « arthropod-borne virus ») par un vecteur arthropode 

hématophage, en sont des exemples flagrants (Devaux 2012). En effet, ces arboviroses, 

différentes quant à leur symptomatologie et à leur épidémiologie, sont responsables de 

pathologies parfois sévères chez l’homme et les animaux et peuvent avoir des conséquences 

sanitaires et économiques importantes faisant des arbovirus un réel problème de santé 

publique. Parmi les 535 espèces d’arbovirus identifiées, près d’une centaine sont connues 

comme pathogènes pour l’homme et à l’origine d’épidémies humaines (Gubler 2002; Liang, 

Gao, et Gould 2015). Ces épidémies ont principalement été causées par des virus supposés 

être sous contrôle tels que les virus de la dengue, de l’encéphalite japonaise, de la fièvre 

jaune, ou bien par des virus ayant été introduits dans de nouvelles zones géographiques ou 

ayant élargi leur répartition territoriale initiale comme en témoigne la nouvelle vague 

épidémique due au virus zika (LimaCamara 2016). Un des exemples illustrant également ce 

phénomène est la rapide extension géographique, assez récente, du virus chikungunya 

(CHIKV) à des pays jusque-là indemnes, témoignant de sa capacité d’implantation et de 

dissémination et causant des épidémies d’une ampleur sans précédent dont notamment 

l’épidémie de l’île de La Réunion des années 2005-2006 ou encore l’épidémie sévissant 

depuis 2013-2014 dans les Caraïbes et les Amériques. C’est d’ailleurs à la suite de la vague 

épidémique de 2005-2006 que le terme « Chikungunya », utilisé pour désigner à la fois le 

virus et la maladie, a fait son apparition dans les dictionnaires de la langue française (éditions 

2007 du Petit Larousse et du Petit Robert). Ainsi, les récentes épidémies du 21
ème

 siècle ont 

révélé que, contrairement aux idées antérieures qui en faisaient une maladie infectieuse 

essentiellement bénigne, le chikungunya (CHIK) est en réalité capable d’entrainer une 

morbidité sévère, voire une mortalité, ainsi qu’une tendance à la chronicité des symptômes 

qui prolonge dans le temps son impact sur les populations atteintes (Morrison 2014). Ces 

données nouvelles ont attiré l’attention des pouvoirs publics et du monde médical, d’une part, 

sur la capacité du CHIKV à émerger dans de nouveaux territoires et, d’autre part, sur la 

sévérité de cette arbovirose lors de son émergence au sein de populations non immunes. Le 
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CHIK est ainsi considéré comme un problème majeur de santé publique aussi bien dans les 

régions tropicales que dans les régions tempérées, où l’implantation des moustiques vecteurs 

est en pleine expansion (Rougeron et al. 2015). 

Le CHIKV constitue donc un nouveau paradigme de la menace que représentent les 

arboviroses. En complément des mesures de surveillance entomologique, épidémiologique et 

de lutte anti-vectorielle, il parait donc nécessaire de mettre en place des programmes de 

recherche pour mieux appréhender la physiopathologie de la maladie, pour étudier les étapes 

du cycle viral et ainsi développer des stratégies antivirales et/ou vaccinales. A ce jour, peu de 

modèles cellulaires d’étude de la réplication virale du CHIKV sont disponibles, d’où le récent 

intérêt de l’équipe de recherche « Variabilité, réplication et mobilité des génomes viraux et 

bactériens » du laboratoire MFP (Microbiologie Fondamentale et Pathogénicité) pour cette 

thématique.  

Ainsi, cette thèse centrée sur le développement d’un outil d’exploration de la réplication 

virale du CHIKV, est constituée de deux parties : une synthèse bibliographique et un mémoire 

expérimental. Dans une première partie, le CHIKV et le contexte général actuel de la maladie 

du même nom sont exposés dans un résumé bibliographique. Puis dans une seconde partie, les 

travaux de recherche réalisés visant à mettre en place un modèle cellulaire non infectieux pour 

l’étude de la réplication du CHIKV sont présentés. L’ensemble des résultats obtenus lors de 

cette thèse est ensuite discuté dans le contexte des connaissances actuelles disponibles dans la 

littérature scientifique. Enfin, plusieurs perspectives de suite de ces travaux sont proposées.  
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

I. LE CHIKUNGUNYA : UN PROBLEME ACTUEL DE SANTE 

PUBLIQUE 

1. Distributions spatiales et temporelles du virus chikungunya 

Le CHIKV a été décrit par Robinson et isolé par Ross à partir de sérum de patients fébriles, 

pour la première fois en 1952, à l’occasion d’une épidémie rurale extensive qui sévissait sur le 

plateau Makondé dans la province de Newala au sud du Tanganyika (actuelle Tanzanie) 

(Robinson 1955; Lumsden 1955; Ross 1956). Néanmoins, des épidémies antérieures à 1952 

peuvent être imputées rétrospectivement au CHIKV aux vues des descriptions cliniques 

retrouvées dans la littérature décrivant notamment d’importantes douleurs articulaires 

(Halstead 2015). En particulier, certaines épidémies anciennes de fièvres, tels que les foyers 

américains des années 1827-1828, erronément étiquetées comme « dengue » sont compatibles 

avec le CHIK (Carey 1971; Nkoghe et al. 2012; Kuno 2015). 

Depuis sa découverte, des cas sporadiques et des épidémies ont été rapportés dans différents 

pays d’Afrique subsaharienne, dans le sous-continent Indien et en Asie du Sud-Est (Giovanni 

Rezza 2014). En effet, entre 1960 et le début des années 2000, le virus a émergé ou ré-émergé 

dans différents pays d’Afrique tropicale : Afrique de l’Est (Tanzanie, Kenya, Ouganda, 

Burundi et Soudan), Afrique Australe (Zimbabwe, Afrique du Sud et Malawi), Afrique de 

l’Ouest (Sénégal, Guinée, Côte d’Ivoire, Bénin, Nigéria) et en Afrique Centrale (République 

Centrafricaine, Gabon et République Démocratique du Congo) (Moore et al. 1974; Pastorino 

et al. 2004; Powers et Logue 2007). En Asie, le virus a été isolé pour la première fois à 

Bangkok en Thaïlande en 1958 (Hammon, Rudnick, et Sather 1960) et a sévi par la suite en 

Asie du Sud-Est (Vietnam, Cambodge, Laos, Birmanie, Malaisie, Indonésie, et Philippines), 

ainsi que dans le sous-continent Indien (Inde, Bangladesh et Pakistan) (Powers et Logue 

2007). 

Les épidémies sont, en Asie comme en Afrique, limitées et n’ont jamais atteint l’ampleur de 

l’épidémie qui s’est déclarée au Kenya en 2004 et qui s’est traduite par une extension du virus 

en cause aux îles de l’Océan Indien.  
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Les analyses des séquences partielles du gène E1, codant une glycoprotéine d’enveloppe 

(Powers et al. 2000; Schuffenecker et al. 2006), ainsi que le séquençage de souches de 

CHIKV (Volk et al. 2010) ont permis l’identification de deux lignées distinctes de CHIKV au 

plan génotypique ; une regroupant tous les isolats d’Afrique de l’Ouest d’une part, et la 

seconde regroupant toutes les souches d’Afrique de l’Est / Centre / Sud (ECSA) ainsi que les 

souches d’Asie d’autre part. Au sein de cette seconde lignée, les souches asiatiques forment 

un génotype distinct de celui des souches ECSA (Figure 1) (Tsetsarkin, Chen, et Weaver 

2016). Ces analyses phylogénétiques corroborent l’hypothèse que le CHIKV est probablement 

originaire d’Afrique tropicale et a ensuite été importé en Asie du Sud. Ainsi, trois principaux 

groupes génétiques ou génotypes du CHIKV existent : (i) le groupe Ouest africain ; (ii) le 

groupe ECSA ; et (iii) le groupe asiatique. Jusqu’aux récentes épidémies de 2005 et 2013, ces 

clusters étaient corrélés avec la répartition géographique des souches virales (Figure 1 et 2) 

(Weaver et Lecuit 2015). 

Les années 2005-2007 ont été marquées par une circulation très intense du CHIKV dans la 

zone de l’Océan Indien et dans le sous-continent Indien (Figure 2) (Powers 2011). L’épidémie 

a débuté sur la côte Est de l’Afrique, dans les zones côtières du Kenya (Lamu), dès juillet 

2004 (Sergon et al. 2008), puis a diffusé aux Comores en janvier 2005 (Sergon et al. 2007) 

avant de s’étendre vers La Réunion ainsi que vers d’autres îles de l’Océan Indien (Île 

Maurice, Mayotte, Madagascar et Seychelles) (Philippe Renault et al. 2007; Sissoko et al. 

2008; Schuffenecker et al. 2006; Ratsitorahina et al. 2008; P. Renault et al. 2012). L’île de La 

Réunion a été sévèrement touchée avec près de 270 000 cas soit 1/3 de la population totale de 

l’île (taux d’attaque de 38%) et 258 décès (P. Renault et al. 2012; Josseran et al. 2006; 

Paganin et al. 2006). Les souches isolées lors des épidémies de CHIKV dans les îles de 

l’Océan Indien, désignées par le terme IOL (lignée de l’Océan Indien), forment un sous-

groupe au sein du génotype ECSA (Figure 1). Au cours de l’épidémie de La Réunion, le virus 

a rapidement subit une mutation :  E1 Ala226Val (Schuffenecker et al. 2006). Elle 

correspond à une substitution d’un acide aminé  Alanine par une Valine en position 226 de la 

glycoprotéine d’enveloppe E1. Cette microévolution génomique a été responsable de 

l’adaptation de la souche virale épidémique au principal vecteur local compétent de l’île, 

Aedes albopictus (Ae. albopictus), précédemment identifié comme vecteur mineur du CHIKV 

en raison de sa compétence vectorielle moindre (Tsetsarkin et al. 2007). En effet, il a été 

montré expérimentalement par différentes études que cette mutation s’accompagne d’une 

augmentation de l’efficacité de transmission du CHIKV par Ae. albopictus (Vazeille et al. 
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2007; Tsetsarkin et Weaver 2011; Tsetsarkin, Chen, Leal, et al. 2011; Arias-Goeta et al. 

2013).  

 

 

 

FIGURE 1 : Relations phylogénétiques entres différentes souches du virus chikungunya. 

Adapté de Tsetsarkin et al (2016). 

Les couleurs des branches donnent une indication sur les pays ou régions d’origine des souches du virus 

chikungunya (CHIKV). L’échelle indique la divergence nucléotidique des séquences analysées. Les souches 

portant la mutation E1-Ala226Val sont repérées par une surbrillance verte.  
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FIGURE 2 : Origine, propagation et distribution actuelle du virus chikungunya dans le monde. 

Adapté de Weaver et Lecuit (2015).  

La carte montre l’origine africaine des souches du virus chikungunya (CHIKV) et les modèles d’émergence et de 

propagation de la lignée asiatique et de la lignée de l’Océan Indien (appartenant au génotype Est/Centre/Sud 

Afrique (ECSA)) au cours des vagues épidémiques successives depuis les années 1950.   

 

L’extension rapide de l’aire de répartition de ces souches originaires d’Afrique, baptisées 

IOL, a ainsi atteint le sous-continent Indien (Inde, Pakistan, Sri Lanka, Birmanie) et l’Asie du 

Sud-Est (Malaisie, Singapour, Thaïlande, Indonésie, Cambodge) où elles ont été responsables 

de plusieurs épidémies explosives faisant près de 1,5 million de cas dans le sous-continent 

Indien (Saxena et al. 2006; Weaver et Forrester 2015; Mavalankar, Shastri, et Raman 2007; 

Lanciotti et Lambert 2016; Gilles Pialoux et al. 2007). Il semblerait que ces souches de 

CHIKV ECSA portant la substitution E1-Ala226Val remplacent progressivement le 

génotype asiatique dans les régions épidémiques d’Asie (Tsetsarkin, Chen, Sherman, et al. 

2011). Quant au génotype asiatique, la circulation récente des souches est plutôt sporadique 

en Asie, étant responsable des épidémies notamment en Malaisie en 2006, en Nouvelle 

Calédonie en 2011, en Chine en 2012 et aux Philippines en 2013 (AbuBakar et al. 2007; 

Dupont-Rouzeyrol et al. 2012; Kawashima et al. 2014). 

Enfin, ces vagues épidémiques des années 2005-2007 n’ont pas épargné le continent africain 

puisqu’une épidémie a sévi au Cameroun (2006) et au Gabon (2007) (Peyrefitte et al. 2007; 

Leroy et al. 2009). Des analyses phylogénétiques ont montré que les souches de CHIKV 

issues de ces deux épidémies proviennent de la lignée centrafricaine et sont donc distinctes 

des isolats des îles de l’Océan Indien. Néanmoins, contrairement aux souches originaires 

d’Afrique centrale, les souches isolées au Cameroun et au Gabon  possèdent la mutation E1-

Ala226Val. Cela implique une mutation adaptative indépendante en réponse à une exigence 
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similaire de transmission par Ae. albopictus (de Lamballerie et al. 2008). Ce phénomène de 

convergence évolutive illustre l’adaptation rapide du CHIKV à un nouvel environnement 

écologique afin de perpétuer son cycle évolutif.  

De manière concomitante, ces foyers épidémiques de CHIK ont conduit à l’importation du 

virus en Europe notamment en Belgique, en Italie et en France (Bottieau et al. 2009; Fusco et 

al. 2006; Receveur et al. 2010; Powers 2011). Ainsi en 2007, un voyageur infecté provenant 

du Kerala en Inde a été à l’origine de la première épidémie de CHIK en Europe (217 cas 

confirmés) qui a touché la province de Ravenne en Italie (Seyler et al. 2008; G. Rezza et al. 

2007). Cet épisode a mis en évidence le risque de transmission locale du virus, à partir de 

voyageurs infectés de retour de zones épidémiques, dans de nombreux pays du monde où des 

vecteurs potentiels du CHIKV sont présents, et ceci même dans des régions tempérées 

(Sambri et al. 2008; Vega-Rúa et al. 2015).  

C’est ainsi que fin 2013 le CHIKV s’est implanté sur le territoire américain jusque-là indemne 

de circulation locale de ce virus (Figure 2) (Tsetsarkin, Chen, Sherman, et al. 2011; Weaver et 

Forrester 2015). Depuis le premier cas autochtone de CHIK détecté en novembre 2013 sur 

l’île de Saint-Martin des Antilles françaises, le CHIKV s’est propagé dans 45 pays ou 

territoires des Caraïbes et du continent américain (Amérique du Sud, Amérique Centrale, 

Etats-Unis) (Leparc-Goffart et al. 2014). Fin août 2015, 1.7 million de cas étaient identifiés et 

270 décès constatés (http://www.cdc.gov/chikungunya/geo/index.html) (Petersen et Powers 

2016).  

Curieusement, le CHIKV qui circule dans la majorité de la région des Amériques appartient 

au génotype asiatique (Figure 1) et non pas au génotype qui sévissait dans l’Océan Indien à 

partir de 2005, suggérant ainsi une importation du virus depuis l’Asie (Leparc-Goffart et al. 

2014; Lanciotti et Lambert 2016). Néanmoins, certaines épidémies de CHIK en Amérique du 

Sud, comme au Brésil, mettent  en jeu une souche de CHIKV appartenant au génotype ECSA 

(Figures 1 et 2) et non pas au génotype asiatique circulant majoritairement sur le continent 

américain (Teixeira et al. 2015; Nunes et al. 2015).    

A ce jour, le CHIKV circule donc en Afrique subsaharienne et en Asie du Sud-Est depuis sa 

découverte. Il est ensuite apparu dans l’Océan Indien en 2005, puis s’est étendu aux 

Amériques à la fin 2013 et à l’Océanie en 2014 (Papouasie-Nouvelle-Guinée, Iles Samoa, Iles 

Cook, iles Marshall, Polynésie française, Kiribati, …) (Figure 3) (Aubry et al. 2015; Richard, 

Paoaafaite, et Cao-Lormeau 2016).  

http://www.cdc.gov/chikungunya/geo/index.html
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FIGURE 3 : Circulation du virus chikungunya dans le monde, bilan avril 2016. 

D’après https://www.cdc.gov/chikungunya/geo/ 

Pays et territoires où des cas de chikungunya (CHIK) ont été rapportés (depuis le 22 avril 2016). Cette 
représentation ne comprend pas les pays ou territoires où seuls des cas importés ont été documentés.  

 

La circulation récente du CHIKV en Amérique menace également les régions d’Europe où 

des moustiques vecteurs du CHIKV sont implantés. En effet, le nombre de cas de CHIK 

importés des Amériques vers l’Europe a augmenté de manière significative et notamment, en 

France métropolitaine. Le risque pour la France est particulièrement  élevé en raison des 

nombreux échanges avec ses territoires d’Outre Mer, comme en témoignent les 443 cas 

importés de CHIK recensés en 2014 (contre 2 cas importés recensés en 2013 sur la même 

période) (http://www.invs.sante.fr) (Paty et al. 2014). Le risque d’établissement d’un cycle de 

transmission autochtone en France métropolitaine comme dans d’autres régions tempérées 

d’Europe est bel et bien réel, d’autant que des cas récents de transmission locale ont déjà été 

observés (Dogan, Bunes, et Skarphédinsson 2013). 

 

2. Apparition de nouveaux foyers vectoriels 

Les arbovirus sont, comme leur nom l’indique, des virus transmis d’hôte en hôte par 

l’intermédiaire d’un vecteur arthropode hématophage. Dans le cas du CHIKV, les vecteurs 

arthropodes sont majoritairement des moustiques du genre Aedes (Thiberville et al. 2013; Lo 

Presti et al. 2014).  

https://www.cdc.gov/chikungunya/geo/
http://www.invs.sante.fr/
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Le CHIKV est endémique dans les régions tropicales et subtropicales d’Afrique et d’Asie du 

Sud-Est. En Afrique et d’après des études plus récentes en Asie, le virus se maintient 

principalement au sein d’un cycle selvatique enzootique où il est transmis notamment aux 

primates non-humains, considérés comme les principaux hôtes réservoir, par des moustiques 

sylvicoles zoo anthropophiles dont Ae. furcifer-taylori, Ae. luteocephalus et Ae. africanus 

(Wolfe et al. 2001; Apandi et al. 2009; Inoue et al. 2003; Diallo et al. 1999; Jupp et McIntosh 

1990). Cette circulation virale conduit occasionnellement à des infections humaines ainsi qu’à 

de petites épidémies en zones rurales (Tsetsarkin, Chen, Sherman, et al. 2011). Les migrations 

humaines sont surement à l’origine de l’introduction urbaine du CHIKV où les moustiques 

anthropophiles, Ae. aegypti et Ae. albopictus, permettent l’établissement d’un cycle de 

transmission où l’homme est le principal hôte amplificateur (Figure 4) (Tsetsarkin, Chen, 

Sherman, et al. 2011; Thiboutot et al. 2010; Madariaga, Ticona, et Resurrecion 2016). Ces 

vecteurs épidémiques, adaptés aux zones urbaines péri domestiques et piquant 

préférentiellement les hommes, jouent donc un rôle majeur dans les vagues d’épidémies 

urbaines sévissant dans diverses régions du monde. 

 

FIGURE 4 : Cycles de transmission du virus chikungunya. Adapté de Tsetsarkin et al (2011). 

Représentation schématique du cycle enzootique et du cycle épidémique/endémique de transmission du virus 

chikungunya (CHIKV). 
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 Aedes aegypti 

Ae. aegypti est originaire d’Afrique (Powers et Logue 2007). En Afrique, deux formes 

différenciées par des critères morphologiques et éco-ethologiques y sont présentes : (i) Ae. 

aegypti formosus, forme ancestrale sombre de préférences trophiques diverses (hommes et 

animaux), vit aussi bien en milieu forestier qu’urbain, les larves se développant dans des gîtes 

naturels et artificiels ; (ii) Ae. aegypti aegypti, forme plus claire dite domestique et strictement 

anthropophile, vit en milieu urbain, les larves se développant dans des gîtes larvaires 

artificiels (Christophe Paupy et al. 2010; Coffey, Failloux, et Weaver 2014).   

Le début de migration de cette espèce n’est pas connu. Il a été suggéré qu’en migrant du 

Centre vers les régions du Nord de l’Afrique, la forme Ae. aegypti formosus aurait évolué au 

contact de l’homme et aurait donné Ae. aegypti aegypti (Failloux et al. 2002). Du 15
ème

 au 

19
ème

 siècle, la traite des esclaves et les échanges maritimes auraient permis à Ae. aegypti 

aegypti d’envahir les Amériques, l’ensemble du bassin méditerranéen, l’Est et l’Ouest de 

l’Afrique (Tabachnick 1991; Lounibos 2002). Cependant, il aurait disparu du bassin 

méditerranéen à cause de l’épandage d’un insecticide, le dichloro-diphényl-trichloroéthane 

(DTT) lors de la lutte contre le paludisme pendant les années 1950-1960 (Gubler 1998). Au 

cours du 20
ème

 siècle, Ae. aegypti a été introduit en Asie depuis les Amériques (Tabachnick 

1991; Brown et al. 2014).  Le transport humain et de matériel pendant la deuxième guerre 

mondiale a également contribué à l’expansion de ce vecteur, notamment dans les îles de 

l’Océan Pacifique (Gubler 1998).  Aujourd’hui, Ae. aegypti est largement répandu dans le 

monde mais essentiellement présent dans les régions tropicales et subtropicales africaines, 

américaines, asiatiques et en Océanie (Figure 5) (Bracco et al. 2007; M. U. G. Kraemer et al. 

2015; M. U. Kraemer et al. 2016). 

 

FIGURE 5 : Distribution actuelle du moustique Aedes aegypti dans le monde.  

D’après Kraemer et al (2015). 
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 Aedes albopictus 

Ae. albopictus ou « moustique tigre » est originaire d’Asie où il a été décrit pour la première 

fois à Calcutta en Inde (Chan, Chan, et Ho 1971). Ce moustique a été longtemps négligé en 

tant que vecteur du CHIKV. Jusqu’aux années 2005-2006, Ae. aegypti était considéré comme 

le vecteur principal du CHIKV compte tenu de sa meilleure adaptabilité à l’environnement 

domestique en milieu urbain et de son caractère strictement anthropophile (Lambrechts, Scott, 

et Gubler 2010). Cependant, depuis l’épidémie de CHIKV qui a sévi dans l’Océan Indien, le 

moustique tigre, a été identifié comme un vecteur majeur du CHIKV dans de nombreuses 

épidémies sévissant dans des régions où ce dernier est effectivement présent notamment dans 

des régions tempérées où Ae. aegypti n’est à ce jour pas implanté (Gratz 2004; Schuffenecker 

et al. 2006; Enserink 2006; G. Rezza et al. 2007; Grandadam et al. 2011; Giovanni Rezza 

2014). C’est notamment Ae. albopictus qui a été responsable de l’épidémie italienne en 2007 

et des cas autochtones survenus dans le Sud de la France (Lo Presti et al. 2016). La 

compétence vectorielle accrue d’Ae. albopictus vis-à-vis des souches ECSA du CHIKV ayant 

acquis la mutation E1 Ala226Val étant la cause principale de ce changement de statut du 

vecteur (Schuffenecker et al. 2006; Vazeille et al. 2007; Tsetsarkin et al. 2007). 

La répartition de cette espèce se limitait encore au début du 20
ème

 siècle au sous-continent 

indien, à l’Asie et aux îles de l’Océan Indien (Gratz 2004). Au cours de ces trois dernières 

décennies, il s’est implanté sur les cinq continents aussi bien dans des zones tropicales que 

dans des zones tempérées contribuant à augmenter son importance vectorielle et son impact 

en santé humaine (Figure 6) (C. Paupy et al. 2009; Medlock et al. 2012; Bonizzoni et al. 2013; 

Waldock et al. 2013). Cette extension mondiale rapide et massive a été favorisée par les 

activités humaines en particulier les transports transcontinentaux comme l’illustre bien le 

commerce intercontinental des pneus qui  a été notamment responsable de l’introduction d’Ae. 

albopictus aux Etats-Unis en 1985 (Reiter et Sprenger 1987; Lounibos 2002). 
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FIGURE  6 : Propagation récente et distribution actuelle du moustique Aedes albopictus dans le 

monde. D’après Bonizzoni et al (2014) 

Carte indiquant les premiers enregistrements (importations interceptées, captures locales et populations 

endémiques documentées) d’Ae. albopictus par pays. A Madagascar, La Réunion et à Hawaii, Ae. albopictus a 

été introduit au cours des 18ème -19ème siècles ou au début du 20ème siècle.  

 

Ae. albopictus peut coloniser aussi bien des gîtes naturels que des gîtes artificiels (C. Paupy et 

al. 2009). La diversité de ces habitats larvaires permet d’expliquer l’abondance de cette 

espèce aussi bien dans les zones rurales que périurbaines. Ce moustique présente également 

des préférences trophiques diverses, piquant aussi bien l’homme que les animaux avec tout de 

même, si il a le choix, une préférence pour l’homme (Delatte et al. 2009). L’espèce peut donc 

établir le lien entre le cycle selvatique et le cycle urbain du CHIKV. Le danger 

d’établissement d’un cycle forestier existe notamment en Amérique en raison de la forte 

abondance d’animaux sauvages pouvant jouer le rôle de réservoir viral comme cela est le cas 

pour la fièvre jaune et la dengue (Coffey, Failloux, et Weaver 2014; Weaver 2014). 

Des études ont mis en évidence, au sein de l’espèce « albopictus », l’existence d’une forme 

tropicale et d’une forme tempérée (Hawley et al. 1987). En effet, à la différence d’Ae. aegypti, 

certaines populations d’Ae. albopictus sont capables de s’adapter aux températures froides 

allant jusqu’à -5°C, ses œufs pouvant alors entrer en diapause et ainsi passer la saison 

hivernale dans cet état de dormance pour ensuite éclore aux premières pluies du printemps 

(Simon et al. 2007; Manimunda et al. 2010; Thiberville et al. 2013; Shiferaw et al. 2015; 

Couderc et Lecuit 2015). Ae. albopictus peut ainsi coloniser des zones tempérées 

inaccessibles à Ae. aegypti.  
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La grande plasticité écologique de cette espèce lui confère son caractère invasif aussi bien en 

régions tropicales qu’en régions tempérées. Ae. albopictus a été détecté pour la première fois 

en Afrique (Nigéria) en 1991 (Savage et al. 1992), en Amérique en 1985 (Reiter et Sprenger 

1987), en Océanie en 1990 (Kay et al. 1990) et en Europe (Albanie) en 1979 (Adhami et 

Reiter 1998). Bien que l’espèce ait été identifiée pour la première fois en France en 

Normandie en 1999 (Schaffner et Karch 2000), ce n’est que depuis 2004 que le moustique 

tigre est implanté durablement en France métropolitaine et a commencé une colonisation 

progressive du pays jusqu’à atteindre actuellement une trentaine de départements (Figure 7) 

(Roche et al. 2015; Delaunay et al. 2009). Désormais Ae. albopictus est présent dans plus de 

20 pays d’Europe (Medlock et Leach 2015).   

 

FIGURE 7 : Départements et année d’implantation du vecteur Aedes albopictus en France 

métropolitaine. D’après http://www.invs.sante.fr. 

 

Le risque d’importation de cas de CHIK en France métropolitaine est d’autant plus élevé au 

vu de la situation épidémique dans les Départements Français d’Amérique en raison de 

l’importance des échanges entre ceux-ci et la France métropolitaine. Les conditions sont 

réunies pour une transmission autochtone du CHIKV : la population de France métropolitaine 

est immunologiquement susceptible au virus (Ng et Ojcius 2009); un vecteur compétent existe 

dans près d’une trentaine de départements, Ae. albopictus ; la probabilité d’une introduction 

du virus par des voyageurs venant de zones affectées est grande. Ce risque de transmission 

autochtone a été démontré dans le passé récent, dans le Sud de la France, où ont été identifiés 

http://www.invs.sante.fr/
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2 cas de CHIK autochtones en 2010 à Fréjus et 11 cas à Montpellier en 2014 (Grandadam et 

al. 2011; Tomasello et Schlagenhauf 2013; Delisle et al. 2015; Roiz et al. 2015). 

L’intensification des transports transcontinentaux de voyageurs et l’expansion de la 

distribution géographique de ces deux vecteurs ont ainsi favorisé l’émergence et la 

réémergence du CHIKV dans le monde. 

 

3. Impacts sur la santé humaine et formes cliniques émergentes 

Le CHIK est communément décrit comme une maladie infectieuse bénigne, d’évolution aiguë 

voir parfois chronique, souvent symptomatique (75 à 95% des cas) contrairement à la plupart 

des autres arboviroses telle que la dengue (25% des cas) (Jeandel, Josse, et Durand 2004; 

Gérardin et al. 2008; Bhatt et al. 2013; Morrison 2014; Queyriaux et al. 2008). Après une 

phase d’incubation silencieuse brève de 2 à 7 jours en moyenne (extrêmes : 1 à 12 jours), 

l’infection est marquée par un début brutal dont les principaux symptômes sont la triade 

clinique suivante : une fièvre (90 à 100% des cas), des éruptions cutanées (40 à 50% des cas) 

et des arthralgies (95 à 100% des cas) qui sont classiquement symétriques et touchent 

principalement les extrémités des membres (poignets, chevilles, phalanges,…) (Simon et al. 

2007; Manimunda et al. 2010; Thiberville et al. 2013; Shiferaw et al. 2015; Couderc et Lecuit 

2015). Ces douleurs articulaires typiques constituent le symptôme prédominant de la maladie 

(Waymouth, Zoutman, et Towheed 2013). Pouvant être sévères, elles sont bien souvent 

invalidantes et sont la cause d’une posture voutée à visée antalgique que prennent les malades. 

Cette allure est à l’origine même du nom de cette arbovirose : « chikungunya » venant du 

langage Makondé et signifiant « celui qui marche plié en deux » ou « celui qui marche 

courbé » (Deller et Russell 1968; Fourie et Morrison 1979). D’autres symptômes tels que des 

troubles digestifs, des céphalées, des douleurs rétro-orbitales, des photophobies, des myalgies, 

des nausées ou encore une asthénie peuvent être associés à la maladie, avec des fréquences 

variables selon les sujets atteints (McGill 1995; Powers et Logue 2007). L’évolution de la 

maladie est le plus souvent favorable, sans séquelle, avec une guérison qui survient 

généralement en 1 à 2 semaines (G. Pialoux, Gaüzère, et Strobel 2006; Burt et al. 2012). 

Néanmoins, la maladie peut évoluer vers une phase chronique marquée par des arthralgies 

récidivantes et/ou persistantes provoquant une incapacité pendant plusieurs mois voire 

plusieurs années (Brighton, Prozesky, et de la Harpe 1983; Volpe et al. 2006; Carmona, 

Shaikh, et Khalidi 2008; Lokireddy, Vemula, et Vadde 2008). Ces atteintes articulaires 
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chroniques représentent la complication à long terme la plus courante du CHIK (Waymouth, 

Zoutman, et Towheed 2013). Avant la survenue des récentes épidémies urbaines, ces 

complications invalidantes ne retenaient que peu l’attention du monde médical puisqu’elles 

étaient considérées comme anecdotiques compte tenu de leur faible prévalence. Ainsi, depuis 

son identification dans les années 1950 et jusqu’en 2005, l’infection à CHIKV est restée peu 

documentée et était considérée par le monde médical comme bénigne et non létale.  

L’importante épidémie des années 2005-2006 qui a affecté l’Océan Indien a permis de mettre 

en évidence des formes cliniques inhabituelles, jusque-là méconnues et a révélé la fréquence 

et le caractère persistant des séquelles articulaires à distance de l’épisode initial, constituant 

un problème majeur de santé publique (Borgherini et al. 2008; Sissoko et al. 2009). 

Confirmant des notions acquises au cours d’épidémies antérieures, ces manifestations 

articulaires chroniques sont apparues très handicapantes et prolongées dans de nombreux cas 

(Gilles Pialoux et al. 2007; Simon et al. 2007; Queyriaux et al. 2008). D’après les enquêtes 

épidémiologiques réalisées lors des récentes épidémies, la fréquence des atteintes articulaires 

chroniques semble très variable (Rodríguez-morales et al. 2016). Elle oscille entre 10 et 70% 

des cas après l’infection par le CHIKV avec présence d’une raideur ou d’une douleur 

articulaire persistante et/ou récidivante sur une période de 1 à 5 ans (Ali Ou Alla et Combe 

2011; Pineda et al. 2016). Le nombre d’individus présentant ces manifestations chroniques 

diminue avec le temps. Ainsi, 88 à 100% des individus seraient affectés au cours des 6 

premiers mois post infection contre 57% après 12 à 18 mois et 12% au bout de 3 à 5 ans 

(Brighton, Prozesky, et de la Harpe 1983; Simon et al. 2007; Sissoko et al. 2009; Win et al. 

2010). 

De plus, à côté des syndromes arthralgiques fébriles classiques en phase aiguë, de nouvelles 

formes d’expression de l’infection , jusqu’alors inconnues de la pratique médicale ou peu 

documentées, ont été décrites au décours de cette épidémie (Schuffenecker et al. 2006; 

Lemant et al. 2008). Elles surviennent principalement chez des sujets vulnérables (jeunes 

enfants, personnes âgées, patients présentant des facteurs de co-morbidités). Ces formes 

graves émergentes correspondent notamment à des manifestations neurologiques (méningo-

encéphalites, encéphalites, convulsions généralisées), cardiaques (myocardites, péricardites), 

hépatiques (hépatites fulminantes), hémorragiques (hémorragies digestives, purpura), 

cutanées (éruptions vésiculobulleuses) ou encore à des décompensations de pathologies 

chroniques préexistantes (Gilles Pialoux et al. 2007; Rajapakse, Rodrigo, et Rajapakse 2010). 

Bien que ces cas atypiques sévères soient rares, incidence estimée à 0.1% lors de l’épidémie 
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de La Réunion, le taux de létalité dans ces circonstances est élevé et avoisine les 10% 

(http://www.invs.sante.fr/beh/2008/38_39_40/) (Couderc et Lecuit 2015). Ces formes 

nouvelles pourraient trouver leur origine dans une modification du virus ou correspondre à 

des complications passées inaperçues au cours des épidémies antérieures. La comparaison des 

génomes viraux n’a, à ce jour, pas permis la mise en évidence d’une signature moléculaire 

associée aux formes sévères de la maladie (Torres et al. 2014). 

L’impact socio économique des ces épidémies urbaines massives du 21
ème

 siècle est donc 

majeur, d’autant qu’en parallèle de ces formes cliniques émergentes, des décès directement 

associés au CHIKV ont été recensés pour la première fois (Padbidri et Gnaneswar 1979; 

Philippe Renault et al. 2007; Mavalankar et al. 2008; Soumahoro et al. 2011; Torres et al. 

2014). La létalité dans la population générale en situation épidémique est estimée à 1 cas pour 

1000, avec une majorité des décès survenant chez des nouveau-nés, des personnes âgées et 

des sujets fragilisés  (http://www.invs.sante.fr/beh/2008/38_39_40/) (Josseran et al. 2006; 

Morens et Fauci 2014). Le CHIK apparait donc, au jour d’aujourd’hui, comme une maladie le 

plus souvent bénigne mais pouvant dans certains cas être associée à des manifestations 

sévères mettant en jeu le pronostic vital et nécessitant l’admission dans une unité de soins 

intensifs (Crosby et al. 2016). Ces connaissances nouvelles se sont vues confirmées lors des 

récentes épidémies sévissant dans les Caraïbes et dans les Amériques (Crosby et al. 2016; 

Torres et al. 2014). 

C’est également durant l’épidémie réunionnaise que la transmission verticale mère-enfant du 

CHIKV, non encore décrite dans la littérature, a été démontrée (Touret et al. 2006; Robillard 

et al. 2006). Bien que cette transmission materno-fœtale reste rare (prévalence estimée à 

0.25%), le taux d’infection observé des nouveau-nés atteint près de 50% lorsque 

l’accouchement a lieu au moment du pic virémique maternel (Lenglet et al. 2008; Gérardin et 

al. 2008). Les nouveau-nés infectés sont asymptomatiques à la naissance et un tableau 

clinique associant douleur, prostration, fièvre, éruptions cutanées et œdèmes des articulations 

distales apparait, après un délai moyen de 4 jours (Mbuyamba et al. 2008). L’infection par le 

CHIKV à proximité du terme de la grossesse s’accompagne donc d’un risque important de 

transmission mère-enfant avec une expression clinique grave chez le nouveau-né dans 50% 

des cas. Les formes néonatales sévères le plus souvent observées correspondent à des 

encéphalopathies pouvant être convulsives, parfois associées à des complications 

hémorragiques (http://www.invs.sante.fr/beh/2008/38_39_40/) (Ernould et al. 2008; Torres et 

al. 2016). Bien que la transmission verticale mère-enfant ait essentiellement été observée dans 

http://www.invs.sante.fr/beh/2008/38_39_40/
http://www.invs.sante.fr/beh/2008/38_39_40/
http://www.invs.sante.fr/beh/2008/38_39_40/


24 

 

un contexte de virémie maternelle intra-partum,  de rares cas de transmission précoce du 

CHIKV (avant la 16
ème

 semaine d’aménorrhée) ont été prouvés et l’imputabilité de l’infection 

virale dans les morts fœtales intra utérines constatées est fortement suspectée (Robillard et al. 

2006; Touret et al. 2006). 

 

De même que pour les formes cliniques atypiques, la transmission mère-enfant a été observée 

lors des récentes épidémies sévissant dans  les Caraïbes et dans les Amériques (Lyra et al. 

2016; Torres et al. 2016). 

Bien que les formes atypiques et l’existence d’une transmission materno-fœtale aient été 

documentées pour la première fois au cours de l’épidémie réunionnaise, il se pourrait qu’il ne 

s’agisse pas de formes réellement nouvelles. Les épidémies antérieures, survenues en Afrique 

et en Asie, où le recours aux soins et la surveillance épidémiologique sont limités, n’ont peut 

être pas permis de documenter ces manifestations peu spécifiques. En effet, certaines des 

manifestations atypiques citées ont précédemment été évoquées dans la littérature des années 

1960-1970 (Aikat 1966; Sarkar et al. 1965; Sudeep et Parashar 2008). 

L’ensemble des données collectées lors de ces récentes épidémies a permis d’alerter le monde 

médical sur la sévérité de cette arbovirose lors de son émergence dans une nouvelle zone 

géographique où la population est immunologiquement naïve (Philippe Renault et al. 2007; 

Ng et Ojcius 2009) d’autant qu’à ce jour il n’existe ni vaccin, ni traitement antiviral efficace 

disponible contre le CHIKV (Giovanni Rezza 2015; Peper et al. 2015). Ainsi, le traitement 

contre la maladie reste à ce jour symptomatique avec une utilisation privilégiée des 

analgésiques et anti-inflammatoires non stéroïdiens (Powers et Logue 2007; Abdelnabi, 

Neyts, et Delang 2015). 
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II. LE VIRUS CHIKUNGUNYA 
 

1. Classification 

Le CHIKV appartient au genre Alphavirus et à la famille des Togaviridae (Schmaljohn et 

McClain 1996; « ICTV Virus Taxonomy » 2016). La famille des Togaviridae comprend 

également le genre Rubivirus qui ne compte qu’une seule espèce,  le virus de la Rubéole 

(« ICTV Virus Taxonomy » 2016).  

Selon la classification de David Baltimore (1971), basée sur la composition de l’acide 

nucléique du génome viral ainsi que sur les étapes majeures de la réplication et de 

l’expression des génomes, les alphavirus appartiennent au groupe IV et possèdent donc un 

génome constitué d’une molécule d’ARN simple brin à polarité positive (Baltimore 1971; E. 

G. Strauss, Rice, et Strauss 1984). Bien que la majorité des espèces d’alphavirus ait été isolée 

à partir de vertébrés et d’arthropodes terrestres, il a été assez récemment identifié des 

alphavirus infectant des vertébrés aquatiques tels que des poissons (virus de la maladie du 

pancréas du saumon,  virus de la maladie du sommeil de la truite arc-en-ciel) ou des éléphants 

de mer australe (virus de l’éléphant de mer australe) (Weston et al. 1999; Villoing et al. 2000; 

La Linn et al. 2001). La présence de ces alphavirus « marins » dans des positions de base lors 

des études phylogénétiques suggère une origine  aquatique pour l’ensemble des membres de 

ce genre (Forrester et al. 2012). 

A ce jour, une quarantaine d’espèces d’alphavirus a été identifiée, certains virus ne sont pas 

pathogènes pour l’homme alors que d’autres le sont, donnant des tableaux cliniques mineurs à 

graves (Rupp et al. 2015).  Les alphavirus ont une très large distribution géographique, mais 

ils peuvent être répartis en deux groupes : les alphavirus de l’Ancien Monde et les alphavirus 

du Nouveau Monde (E. G. Strauss, Rice, et Strauss 1984). A ce jour, il est connu que les 

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

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

(VEEV) provoque généralement une maladie encéphalitique potentiellement mortelle ; tandis 

que les alphavirus de l’Ancien Monde, comme le CHIKV, le virus Ross River (RRV), le virus 

Sindbis (SINV), le virus O’Nyong Nyong (ONNV) et le virus Barmah Forest (BFV) sont 

plutôt associés à des arthrites fébriles pouvant être intenses, débilitantes et parfois chroniques 

(Suhrbier, Jaffar-Bandjee, et Gasque 2012). Néanmoins, quelques exceptions existent, comme 
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par exemple le virus Mayaro (MAYV) qui se trouve uniquement dans les Amériques et 

provoque une maladie typiquement arthritogénique (Tesh et al. 1999). Ainsi, les alphavirus 

responsables de la plupart des arthralgies humaines sont : le BFV, le RRV, le SINV, le 

ONNV, le MAYV et le CHIKV (G. Pialoux, Gaüzère, et Strobel 2006). Parmi l’ensemble des 

alphavirus, le CHIKV est considéré comme le pathogène humain le plus important en termes 

de morbidité et possiblement en termes de mortalité (Weaver et al. 2012). 

La transmission du CHIKV se fait presque essentiellement par l’intermédiaire de moustiques, 

vecteurs arthropodes, d’où son appartenance au groupe des arbovirus. Les arbovirus 

représentent un groupe de virus différents d’un point de vue taxonomique mais partageant un 

cycle de transmission faisant intervenir un hôte vertébré et un vecteur arthropode 

hématophage (Devaux 2012). Hormis quelques rares exceptions, les arbovirus appartiennent à 

quatre familles de virus, à savoir Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae et Reoviridae, mais 

tous les virus appartenant à ces familles ne sont pas des arbovirus (Gubler 2002; G. Pialoux, 

Gaüzère, et Strobel 2006). 

 

2.  Structure et Organisation génomique 

Le CHIKV est un petit virus enveloppé (toga : toge), sphérique de 60 à 70 nm de diamètre. Il 

possède une capside icosaédrique, composée de 240 copies de la protéine de capside (C), 

contenant une molécule unique d’ARN monocaténaire positif linéaire se composant d’environ 

11 800 nucléotides (nt), l’ensemble constitue la nucléocapside de 40 nm de diamètre (Khan et 

al. 2002). Cette dernière est entourée d’une bicouche lipidique issue de la membrane 

plasmique de la cellule hôte infectée. Cette enveloppe porte 80 trimères formés par 

l’assemblage d’hétérodimères des protéines  E1 et E2, soit 240 copies de chacune de ces 

glycoprotéines d’enveloppe (Cheng et al. 1995; Zhang et al. 2002).  

Le génome du CHIKV a été séquencé pour la première fois en 2002 par des chercheurs 

japonais à l’université de Nagasaki puis des souches prélevées sur des cas réunionnais et des 

cas caribéens ont elles aussi été intégralement séquencées (Schuffenecker et al. 2006; 

Arankalle et al. 2007; Stapleford et al. 2016). 

L’ARN génomique 49S (Svedberg) du CHIKV possède une structure type ARN messager 

(ARNm) eucaryote puisqu’il porte à son extrémité 5’ une coiffe (Cap ou 7-méthylguanosine) 

et une séquence polyadénylée en 3’ (queue polyA) (Powers et Logue 2007). Le génome viral 
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contient deux cadres ouverts de lecture (ORFs : open reading frames) encadrés par deux 

régions non traduites  appelées 5’UTR et 3’UTR (UTR : Un-Translated Regions) (Khan et al. 

2002). Le 5’ ORF (7425 nt) de l’ARN génomique est directement traduit en une polyprotéine 

qui sera clivée en quatre protéines non structurales (NS) (nsP1, nsP2, nsP3 et nsP4), ces 

dernières formeront le complexe de réplication (CR) du CHIKV. La polyprotéine issue du 

3’ORF (3735 nt) est constituée des cinq protéines structurales ((C), E1, E2, E3 et 6k). Cette 

polyprotéine structurale est traduite à partir d’un ARN sous génomique 26S, ce dernier serait 

synthétisé à partir d’un promoteur interne situé entre les gènes codant nsP4 et (C) (Levis, 

Schlesinger, et Huang 1990). L’ORF 5’ présente un codon stop (UGA) situé entre les gènes 

codant nsP3 et nsP4 (en position 5566-5568), il a pour conséquence la synthèse d’une 

moindre quantité de la protéine nsP4 (ARN polymérase ARN dépendante ou RdRp) par 

rapport aux autres protéines non structurales (Rupp et al. 2015).  Ce phénomène de régulation 

d’expression de la polymérase virale par un mécanisme de « lecture au travers » (« read-

through »), pouvant être appelé mécanisme d’échappement, est également observé chez 

d’autres alphavirus (Myles et al. 2006; Simpson et al. 1996). Bien que le rôle précis de la 

présence de ce codon stop dans le 5’ORF ne soit pas encore clairement connu, des études sur 

d’autres alphavirus semblent montrer sa probable implication dans la virulence et dans la 

pathogénicité de la souche virale (Tuittila et al. 2000; Myles et al. 2006).  

En résumé, l’organisation génomique générale du CHIKV est la suivante (Figure 8) : (i) une 

coiffe en 5’UTR ; (ii) un premier ORF codant les protéines non structurales nsP1 à nsP4 ; (iii) 

la région « jonction » (J) entre les deux régions codantes du génome constituée du domaine 

carboxy-terminal (C-ter) de la séquence codant les protéines NS et du promoteur interne 

localisé en 5’ de la séquence codant les protéines structurales ; (iv) la région subgénomique 

26S codant les protéines structurales à savoir les glycoprotéines d’enveloppe (E1, E2, E3 et 

6K) et la protéine de capside (C) ; et pour finir (v) la queue poly(A) en 3’UTR (Solignat et al. 

2009; Chevillon et al. 2008). 
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FIGURE 8  - Organisation du génome du virus chikungunya et produits des gènes 

correspondants. D’après Chevillon et al. (2008) 

 

 

 Régions non traduites 

Les régions 5’UTR et 3’UTR du génome du CHIKV sont composées respectivement de 76 et 

de 526 nt (Khan et al. 2002). Ces extrémités non codantes ont des rôles importants et 

diversifiés dans le cycle de vie du virus et influent notamment sur les aspects clés de la 

pathogenèse virale. Leurs différentes fonctions sont dues à leurs séquences linéaires et/ou à 

l’existence de structures secondaires et tertiaires telles que des structures en « épingle à 

cheveux » (J. H. Strauss et Strauss 1994). Ces éléments structuraux ainsi que la présence de 

séquences hautement conservées (CSE) semblent impliqués dans des interactions à la fois 

avec des protéines virales et des protéines de l’hôte favorisant ainsi la réplication et 

l’assemblage des ARN viraux (Hyde et al. 2015).   

La région coiffée 5’UTR contient notamment des CSE promotrices, des séquences 

régulatrices traductionnelles et des structures impliquées dans des mécanismes d’échappement 

à la réponse immunitaire innée (Hyde et al. 2015). Elle serait nécessaire à la fois pour la 
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synthèse des ARN intermédiaires de polarité négative et pour celle des ARN génomiques de 

polarité positive (I Frolov, Hardy, et Rice 2001). 

En ce qui concerne la région 3’ UTR poly(A), elle contient une CSE impliquée dans la 

réplication du virus ainsi que des sites de liaison jouant un rôle dans les interactions avec la 

voie des ARN interférents et déterminant le tropisme cellulaire, la gamme d’hôte et la 

pathogenèse (Hyde et al. 2015). En plus de ces CSE, le 3’UTR présente des séquences 

répétées permettant notamment l’ancrage de protéines cellulaires influençant la stabilité de 

l’ARN viral. C’est également au niveau du 3’UTR que le site interne de polyadénylation a été 

identifié (Khan et al. 2002).  

La fonction de certaines séquences conservées présentes au sein des régions non traduites 

reste encore obscure (Rupp et al. 2015). 

Entre les 2 ORF, une troisième région non traduite est présente, il s’agit de la zone de jonction 

(J) se composant de 68 nt. Cette région J est composée d’une CSE constituant le promoteur 

interne de l’ARN 26S. Ainsi, le rôle majeur de ce troisième UTR serait de permettre 

l’initiation de la synthèse de l’ARN sous-génomique 26S (Levis, Schlesinger, et Huang 1990). 

 

 Protéines non structurales (NS) 

 NsP1 

La protéine nsP1  est constituée de 535 acides aminés (aa) (Khan et al. 2002).  Deux fonctions 

majeures au cours du cycle réplicatif lui sont attribuées : (i) addition d’une coiffe Cap en 5’ 

des ARN génomiques et sous-génomiques nouvellement synthétisés grâce à ses activités 

guanyltransférase (GTase) et méthyltransférase (MTase) (Mi et al. 1989; Laakkonen et al. 

1994) ; (ii) interaction avec les membranes de l’hôte permettant ainsi l’ancrage du CR à la 

face cytoplasmique des membranes cellulaires (Ahola et al. 1999; Leung, Ng, et Chu 2011; 

Reid, Airo, et Hobman 2015). En plus de ces deux fonctions bien connues, il a été montré que 

nsP1 est nécessaire à l’étape d’initiation de la synthèse du brin d’ARN intermédiaire de 

polarité négative, le mécanisme d’action mis en jeu restant obscure (Hahn, Strauss, et Strauss 

1989; Y. F. Wang, Sawicki, et Sawicki 1991).   
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 NsP2 

Il s’agit de la protéine non structurale ayant la plus grande taille : 798 aa (Khan et al. 2002). 

La protéine nsP2 possède plusieurs activités enzymatiques et rôles connus dans le cycle viral. 

Le domaine amino-terminal (N-ter) contient une activité hélicase requise lors du déroulement 

du duplex d’ARN au cours de la réplication (Gomez de Cedrón et al. 1999). Le domaine N-ter 

contient également une activité nucléoside triphosphatase (NTPase). Cette activité NTPase est 

une étape préalable à l’action de nsP1 et est donc requise pour l’addition de la coiffe aux ARN 

viraux (Vasiljeva et al. 2000).  En ce qui concerne la région C-ter, elle contient un domaine 

enzymatique méthyltransférase (MTase) non fonctionnel probablement impliqué dans la 

régulation de la synthèse de l’ARN sous-génomique d’une part et dans le développement de 

l’effet cytopathogène (ECP) d’autre part (Mayuri et al. 2008). L’activité protéase de la 

protéine nsP2, portée par la région C-ter, est indispensable à la maturation de la polyprotéine 

non structurale initiale P1234 ainsi qu’à celle des formes de clivage intermédiaires 

successives (Jose, Snyder, et Kuhn 2009). La protéine nsP2 possède un signal de localisation 

nucléaire responsable de la présence de 50% de cette protéine dans le noyau cellulaire 

(Rikkonen, Peränen, et Kääriäinen 1992; Fros et al. 2013). Bien que le rôle exact de la 

localisation nucléaire de nsP2 reste inconnu, son implication dans la virulence des souches 

virales a précédemment été prouvée chez d’autres alphavirus de l’Ancien Monde (Gorchakov, 

Frolova, et Frolov 2005; Garmashova et al. 2007; Tamm, Merits, et Sarand 2008).  

 

 NsP3 

La protéine nsP3 (530 aa) (Khan et al. 2002) est une phosphoprotéine nécessaire à la synthèse 

des ARN viraux bien que ses fonctions précises au cours de la réplication restent à ce jour 

inconnues (Rupp et al. 2015).  Elle est constituée de trois domaines distincts. Le domaine N-

ter et le deuxième domaine sont des régions conservées au sein des alphavirus alors que le 

domaine C-ter présente une séquence hypervariable contenant des sites de phosphorylation 

(Rupp et al. 2015). La phosphorylation de nsP3 chez le SINV serait requise pour la synthèse 

efficace de l’ARN sous génomique 26S et de l’ARN intermédiaire de polarité négative, ainsi 

que pour la pathogénicité virale (Y. F. Wang, Sawicki, et Sawicki 1994; Vihinen et al. 2001). 

 

 NsP4 

La protéine nsP4 (611 aa) est la protéine virale la plus conservée au sein des alphavirus (Khan 

et al. 2002). Il s’agit de l’ARN polymérase ARN dépendante (RdRp) contenant le site 
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catalytique (motif GDD) dans sa région C-ter (Hahn, Strauss, et Strauss 1989). Il a également 

été suggéré que la protéine nsP4 jouerait un rôle clé, via sa région N-ter, dans l’interaction 

avec les autres protéines non structurales, notamment nsP1, pour la formation du CR ainsi 

qu’avec des protéines de l’hôte (Yukio Shirako, Strauss, et Strauss 2000). 

  

Chez de nombreux alphavirus, il a été montré la présence d’un codon stop opale (UGA) entre 

les gènes codant nsP3 et nsP4 (G. P. Li et Rice 1989; Y. Shirako et Strauss 1990). La 

« translecture » de ce codon, efficace dans 10 à 20% des évènements traductionnels, aboutit à 

la synthèse de la polyprotéine totale P1234 et par conséquent à la formation de la protéine 

nsP4 après clivage de la polyprotéine (G. Li et Rice 1993; Leung, Ng, et Chu 2011). La 

présence de ce codon opale régulerait la quantité de nsP4 traduite au cours du cycle réplicatif 

viral bien que son rôle précis ne soit pas complètement élucidé (Myles et al. 2006). Ainsi, la 

concentration cellulaire de la protéine nsP4 est inférieure à celle des autres protéines NS, ceci 

étant accentuée par une demi-vie plus faible (Jose, Snyder, et Kuhn 2009).   

 

 Protéines structurales 

 La protéine de capside (C) 

La protéine (C) (261 aa) est l’unique constituant de la capside qui est formée de 240 

exemplaires s’organisant selon une symétrie icosaédrique (Khan et al. 2002). Elle possède 

trois domaines : (i) une région N-ter qui jouerait un rôle dans l’assemblage des monomères de 

capside ; (ii) une région intermédiaire qui permet la liaison spécifique et l’encapsidation de 

l’ARN génomique viral ; et (iii) une région C-ter possédant une activité sérine protéase 

impliquée dans le clivage du précurseur polypepditique structural (Weiss et al. 1989; J. H. 

Strauss et Strauss 1994; K E Owen et Kuhn 1996). 

 

 La glycoprotéine E1 

La glycoprotéine transmembranaire E1 est une hémagglutinine composée de 435 aa (Khan et 

al. 2002). Elle intervient dans l’étape de fusion membranaire grâce à son peptide de fusion 

permettant ainsi la libération de la nucléocapside dans le cytoplasme de la cellule hôte 

(Simizu et al. 1984).  
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 Les glycoprotéines E2 et E3 

Le clivage protéolytique du précurseur pE2 libère les glycoprotéines E2 (423 aa) et E3 (64 aa) 

(Khan et al. 2002).   

La protéine transmembranaire E2 porte les sites antigéniques principaux de la neutralisation 

virale. Sa partie N-ter constitue l’ectodomaine qui est impliquée dans la liaison aux récepteurs 

des cellules cibles. La partie C-ter porte le domaine d’ancrage dans la bicouche lipidique 

(Pletnev et al. 2001). En aval du domaine transmembranaire, la protéine E2 possède un 

endodomaine cytoplasmique dont la fonction principale est la liaison à la nucléocapside 

permettant l’étape de l’assemblage des nouvelles particules virales (West et Brown 2006). Ce 

domaine intervient aussi dans l’intégration et la maturation des protéines structurales au 

niveau du réticulum endoplasmique (Lee, Ricker, et Brown 1994; Katherine E. Owen et Kuhn 

1997). 

La protéine E3 du CHIKV n’est pas associée aux virions mais est libérée par les cellules 

infectées (Simizu et al. 1984). On ne connaît pas précisément la fonction de cette protéine, 

mais comme pour SINV, E3 pourrait être impliquée dans le repliement et la formation des 

spicules de l’enveloppe virale (Parrott et al. 2009). Il a aussi était rapporté que cette 

glycoprotéine pourrait protéger les virus en formation lors des étapes d’assemblage et de 

bourgeonnement (Lum et Ng 2015). 

 

 La protéine 6k 

Le polypeptide hydrophobe 6k (61 aa) est associé à la particule virale et pourrait participer, en 

tant que protéine chaperonne, au repliement de la glycoprotéine E1 lors de la formation de 

l’hétérodimère E1/E2 (Khan et al. 2002). Cette protéine jouerait un rôle clé dans le processus 

de bourgeonnement de la particule virale ainsi que dans sa maturation notamment, de part sa 

capacité à former des canaux cationiques au sein de bicouches lipidiques (Simon et al. 2007; 

Thiberville et al. 2013).  

  

Les principales fonctions connues de l’ensemble des protéines virales du CHIKV sont 

récapitulées dans le Tableau 1.  
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TABLEAU 1 : Activités principales identifiées des protéines virales du CHIKV.  

 

MTase : Méthyltransférase ; GTase : Guanyltransférase ; NTPase : Nucléoside triphosphatase ; RdRp : ARN 

polymérase ARN dépendante ; NS : non structurales.  

 

3. Cycle viral 

Il est encore incomplètement connu et est déduit de ce que l’on sait des autres alphavirus. Le 

cycle viral des alphavirus se déroule dans le cytoplasme des cellules de l’hôte vertébré et du 

vecteur, il est similaire à celui observé au cours de la réplication des virus à ARN de polarité 

positive (ARN(+)) simple brin. 

Les principales étapes sont schématisées en Figure 9 (Schwartz et Albert 2010). 

 

 Mécanismes d’entrée dans la cellule hôte 

Le CHIKV se fixe à la cellule hôte grâce à la glycoprotéine d’enveloppe E2 au niveau de 

récepteurs encore non identifiés. En se basant sur la large gamme de types cellulaires 

susceptibles d’être infectés par le CHIKV, in vivo et in vitro, le récepteur cellulaire du 

CHIKV est probablement une molécule dont l’expression est ubiquitaire (van Duijl-Richter et 

al. 2015). Les laminines, les glycosaminoglycanes et les prohibitines ont été proposées 

comme récepteurs potentiels des alphavirus chez les hôtes vertébrés (K. S. Wang et al. 1992; 

Klimstra et al. 2003; Wintachai et al. 2012; Acharya et al. 2015) tandis que la sous-unité bêta 
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de l’adénosine triphosphate synthase a été proposée comme récepteur potentiel du CHIKV 

dans les cellules de moustiques (Fongsaran et al. 2014). Ensuite, le virus pénètre dans la 

cellule cible par endocytose grâce à des vésicules constituées de clathrine (DeTulleo et 

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

conformation au niveau des hétérodimères E1/E2 présents sur l’enveloppe virale. Cela 

entraine l’exposition du peptide de fusion de la glycoprotéine E1 qui forme un pore dans la 

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

Reinmund et Kielian 1998; Hammar et al. 2002; van Duijl-Richter et al. 2015). 

 

FIGURE 9 - Cycle de réplication du virus chikungunya. Adapté de Sachwartz & Albert (2010) 
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 Traduction et maturation des protéines virales 

Le génome viral est alors libéré dans le cytoplasme de la cellule cible où se déroule 

l’ensemble des étapes du cycle viral. La machinerie cellulaire traduit précocement l’ARN(+) 

génomique dont la Cap 5’ et la queue poly(A) sont nécessaires au processus traductionnel. 

Les protéines NS sont traduites majoritairement en un précurseur P123 et minoritairement en 

un précurseur P1234 par un mécanisme de « lecture au travers » du codon stop (« read-

through ») dont l’efficacité de translecture est de 10 à 20% (Leung, Ng, et Chu 2011). Les 

polyprotéines non structurales sont clivées séquentiellement en 3 ou 4 protéines NS par la 

protéase virale nsP2 (Jose, Snyder, et Kuhn 2009).  

 

 Réplication 

Le précurseur P123 s’associe à la protéine mature nsP4 et à des protéines cellulaires pour 

former un premier CR qui se fixe au niveau du 3’UTR de l’ARN(+) génomique et permet sa 

réplication en un ARN intermédiaire de polarité opposée ou ARN(-) (J. H. Strauss et Strauss 

1994).  Les protéines NS matures nsP1 à nsP4 constituent ensuite un second CR qui se fixe au 

niveau du complémentaire du 5’UTR et probablement au niveau de la région (J) de l’ARN(-) 

intermédiaire, permettant la synthèse de l’ARN(+) génomique 49S d’une part et celle de 

l’ARN 26S sous-génomique d’autre part (Ou et al. 1982; Levis, Schlesinger, et Huang 1990; 

J. H. Strauss et Strauss 1994; Solignat et al. 2009). Les deux extrémités virales non traduites, 

le 3’UTR sur le brin (+) et le complémentaire du 5’UTR pour le brin (-) servent donc 

d’ancrage au CR pour la réplication. L’ARN 26S est ensuite traduit en un précurseur 

polyprotéique structural (C-pE2-6k-E1) (Solignat et al. 2009).  

Des études effectuées sur le SINV semblent montrer que les différentes étapes de la 

réplication de l’ARN viral seraient régulées par les protéolyses séquentielles des précurseurs 

protéiques non structuraux (Y. Shirako et Strauss 1994). 

 

 

 Assemblage et sortie des particules virales 

L’activité auto-protéolytique portée par la région C-ter de la protéine de capside (C)  libère la 

protéine mature (C) qui s’associe à l’ARN(+) génomique viral pour former les 

nucléocapsides. Le peptide pE2-6k-E1 migre ensuite dans le réticulum endoplasmique où il 

subit des modifications post-traductionnelles. Au cours du transport vers la membrane 
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plasmique, le précurseur pE2 est clivé en E2 et E3 par une furine et l’hétérodimère E1/E2 est 

formé. La fin du cycle correspond à l’assemblage des virions et au bourgeonnement à travers 

la membrane plasmique qui devient alors l’enveloppe virale sur laquelle sont ancrés les 

hétérodimères E2/E3 (Chevillon et al. 2008).  

 

4. Modèles d’étude de la réplication disponibles 

Plusieurs années ont été nécessaires entre la découverte du CHIKV et la possibilité d’en 

étudier son cycle réplicatif dans des modèles d’études cellulaires. En effet, il faudra attendre 

l’émergence de la sévère épidémie de CHIK de 2005-2006, première de cette envergure à 

frapper le territoire d’un pays économiquement développé, pour que des programmes de 

recherche visant à faire progresser rapidement les connaissances scientifiques sur le virus et la 

maladie soient initiés (Morrison 2014).  

Ainsi, de nombreux modèles d’étude de la réplication, in vivo et in vitro, utilisant des souches 

virales de CHIKV ont vu le jour au cours des années 2007-2008 (Sourisseau et al. 2007; 

Ozden et al. 2008; Couderc et al. 2008). Un inconvénient majeur à l’utilisation d’une souche 

virale infectieuse de CHIKV est l’obligation de réaliser les travaux de recherche en 

laboratoire de confinement de niveau 3. Pour pallier ce problème et étendre les recherches sur 

ce virus de classe 3 à un plus grand nombre d’équipes, il est possible d’utiliser des virus « bio-

sécurisés » c’est-à-dire des virus non infectieux (Sheehy et al. 2007). Ainsi, ce  n’est qu’en 

2011 que le premier réplicon du  CHIKV a été mis au point (Pohjala et al. 2011). 

Un réplicon est une molécule d’ARN(+), similaire à l’ARN viral, encadrée par les régions 

virales non traduites 5’UTR et 3’UTR mais où les gènes codant les protéines structurales sont 

remplacés par un gène rapporteur pouvant contenir un gène de sélection et/ou de détection 

(Figure 10-A). Le réplicon du CHIKV (ChikRép) n’est donc pas infectieux ; il est capable de 

se répliquer de manière autonome dans les cellules dans lesquelles il est transfecté du fait de 

la traduction des protéines NS permettant la synthèse du CR.  

Une autre possibilité, pour étudier la réplication du CHIKV sans utiliser une souche virale 

infectieuse, est l’utilisation des minigénomes. Ce modèle a été précédemment développé avec 

succès pour le virus de l’hépatite C (VHC) au laboratoire (Dumas et al. 2007). Un 

minigénome d’un virus à ARN(+) simple brin est une molécule d’ARN simple brin constituée 

du 5’UTR et du 3’UTR du génome viral qui encadrent un gène rapporteur (Figure 10-B). Il 

est ainsi destiné à se répliquer dans des cellules qui expriment le CR. Dans la mesure où 
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seules les régions 5’UTR et 3’UTR sont nécessaires à la reconnaissance par le CR, ce système 

est en théorie transposable à un autre virus à ARN(+) tel que le CHIKV. 

 

 

FIGURE 10 : Représentations schématiques des molécules d’ARN du réplicon du CHIKV (A) 

et du minigénome du CHIKV (B). 

UTR : région non traduite ; nsP : gène codant une protéine non structurale. 

 

Ainsi, l’objectif de ce travail est de mettre en place un outil cellulaire non infectieux 

permettant l’étude de la réplication du CHIKV. Pour cela, la stratégie envisagée est de 

développer d’une part une lignée cellulaire exprimant le CR du CHIKV, et d’autre part de 

construire un ARN rapporteur révélateur de l’activité réplicative, à savoir les minigénomes du 

CHIKV. En effet, le développement de ce modèle nécessite que le CR du CHIKV, 

indispensable à la réplication des minigénomes, soit présent dans les cellules au sein 

desquelles l’expression des minigénomes est suivie.  

Afin d’établir une lignée cellulaire exprimant le CR du CHIKV, trois approches différentes 

sont envisagées dans ce travail: (1) Intégration génomique des gènes codant les protéines NS 

dans une lignée cellulaire en vue d’une expression constitutive du CR ; (2) Expression 

transitoire du CR dans une lignée cellulaire par transfection d’un ARN subgénomique codant 

seulement les protéines NS virales ; (3) Expression du CR dans des cellules par un réplicon du 

CHIKV.  
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MATERIEL ET METHODES 

 

I. MATERIEL 

1. Plasmides utilisés 

Le plasmide pEX-5UTR-H2AE-3UTR contient la matrice ADN du minigénome dont le gène 

rapporteur (H2AE) est constitué de la séquence codant l’hygromycine phosphotransférase 

(HygroR, désignée par la lettre H), l’autoprotéase 2A du Foot and Mouth Disease Virus 

(FMDV) et l’Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP, désignée par la lettre E).  

Les plasmides utilisés pour la construction des plasmides pEX-ChikRép-DelStop, pEX-

ChikRép-WT, pEX-ChikRép-DelStop-NCT et pEX-ChikRép-WT-NCT (contenant les 

matrices ADN des différents réplicons du CHIKV) sont présentés dans le Tableau 2. Les 

étapes ayant permis leur synthèse sont détaillées dans la partie Résultats. 

Les séquences initiales des gènes du CHIKV utilisées dans ce travail (NS, Sg Pr, 5’UTR et 

3’UTR) ont été obtenues par synthèse de gène (Eurofins). Elles sont basées sur l’isolat 

LR2006_OPY1 (« Chikungunya Virus Strain LR2006_OPY1, Complete Genome » 2015). Il 

a néanmoins été effectué deux modifications au sein des séquences issues de cette souche 

réunionnaise. Premièrement, le codon stop (UGA) situé entre les gènes nsP3 et nsP4 a été 

initialement délété. Ainsi, la séquence correspondante NS obtenue par synthèse de gène a été 

désignée par le terme « NS-DelStop ». Deuxièmement, dans le but de réduire la cytotoxicité 

des réplicons sauvages du CHIKV, une substitution (Pro718Gly) a été initialement 

effectuée dans la séquence du gène nsP2. En effet, il a été précédemment montré que cette 

modification s’accompagnait d’une réduction de la cytotoxicité d’autres alphavirus apparentés 

au CHIKV tels que le SINV et le SFV (Simliki Forest Virus) (Dryga, Dryga, et Schlesinger 

1997; Ilya Frolov et al. 1999; Tamm, Merits, et Sarand 2008). De plus, l’équipe de Pohjala et 

al a montré qu’en l’absence de cette mutation, toutes les cellules transfectées avec les 

réplicons sauvages (Pro718) mourraient (Pohjala et al. 2011). 
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TABLEAU 2 : Plasmides utilisés pour la construction des réplicons du virus chikungunya. 

 

Les plasmides obtenus lors de ce travail apparaissent sur fond blanc. Les plasmides disponibles au laboratoire 

apparaissent sur fond gris. Les plasmides correspondants sont décrits dans la partie Résultats. 
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2. Cellules 

Différents types cellulaires ont été utilisés dans ce travail : (i) les cellules Huh7 issues d’un 

carcinome hépatocellulaire humain (Solignat et al. 2009) ; (ii) la lignée cellulaire Huh7 

hébergeant l’ADN codant les protéines NS, elle a été dénommée lignée Huh7/NS-DelStop ; 

(iii) les cellules épithéliales Vero issues de reins de singe vert (Higashi et al. 1967) et ; (iv) les 

cellules fibroblastes Bhk-21 issues de rein de bébé hamster syrien (Davis, Hodge, et Campbell 

1971). Ces cellules adhérentes ont été cultivées à 37 degré Celsius (°C) en présence de 5% de 

CO2. Le milieu de culture utilisé était constitué de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium), de gentamicine (50 µg/ml) et a été supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal 

(SVF).  

 

II. METHODES  

1. Restriction enzymatique  

Les clivages enzymatiques ont été réalisés, conformément aux recommandations du 

fournisseur, dans un volume final de 20 µl contenant le tampon recommandé et 1 µl                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

de chaque enzyme spécifiquement choisie en vu de la réalisation d’un clonage ou de la 

vérification d’un transformant d’intérêt. Après 1 heure (h) d’incubation à 37°C, les produits 

de digestion ont pu être purifiés et/ou analysés par électrophorèse sur gel d’agarose (1% 

masse/volume (m/v)) dans du tampon TAE (Tris HCl 40 mM - acide acétique 20 mM - EDTA 

1 mM - pH 8) avec révélation au BET (Bromure d’Ethidium).  

 

2. Ligation 

La réaction de ligation permet de lier l’insert et le vecteur. Elle a été réalisée dans un volume 

final de 20 µl, composé par un tampon de ligation, une quantité d’insert correspondant à un 

rapport d’un vecteur pour trois inserts et 1 µl de T4-DNA ligase (Promega). Les ligations ont 

ensuite été incubées une nuit à 16°C. 
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3. Transformation bactérienne par choc thermique 

L’objectif de la transformation bactérienne consiste à introduire le vecteur recombinant dans 

des bactéries afin de l’amplifier. Les produits de ligation ont donc été transformés dans 

Escherichia coli (E. coli) DH5 chimio-compétentes par choc thermique. Un volume de    

200 µl de suspension de E. coli DH5 compétentes préparées au laboratoire a été incubé avec 

10 µl de produit de ligation ou avec 5 µl de produit issu de la mutagénèse dirigée, pendant 20 

minutes (min) dans la glace, puis 90 secondes (s) à 42°C et enfin 2 min dans la glace. Les 

bactéries ont ensuite été remises en suspension dans 800 µl de milieu LB liquide (Lysogeny 

Broth ; yeast extract 0.5% (m/v), tryptone 1% (m/v), NaCl 0.5% (m/v), pH 7.5), puis incubées 

pour l’expression phénotypique (45 min à 37°C sous agitation). La sélection bactérienne a été 

effectuée sur boîte de LB Agar contenant de la kanamycine ou de l’ampicilline (50 µg/ml) 

selon le gène de sélection présent dans la construction plasmidique à sélectionner. La culture a 

été incubée pendant 16 à 18 h à 37°C.  

 

4. Extraction d’ADN plasmidique 

L’extraction de l’ADN plasmidique a été effectuée après amplification d’un clone d’intérêt 

dans 5 ml de milieu LB liquide durant la nuit, en présence de l’antibiotique de sélection, avec 

le kit NucleoSpin Plasmid® (Macherey-Nagel) selon les préconisations du fabricant. Les 

bactéries, sédimentées par centrifugation de la suspension bactérienne initialement préparée, 

ont été remises en suspension et l’ADN plasmidique a été libéré des cellules bactériennes par 

une lyse alcaline. Le lysat ainsi obtenu a été neutralisé par ajout d’un tampon créant des 

conditions propices à la fixation ultérieure de l’ADN plasmidique sur une colonne de silice. 

Les protéines, l’ADN génomique ainsi que les débris cellulaires ont été précipités par une 

étape de centrifugation puis ont été éliminés. Le surnageant contenant l’ADN plasmidique a 

été déposé sur une colonne. Les impuretés restantes ainsi que les nucléases ont été éliminées 

grâce à des étapes de lavage. L’ADN d’intérêt a finalement été élué dans du tampon TE (Tris 

HCl 10 mM – EDTA 1 mM - pH 8) puis conservé à -20°C.  
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5. Réaction de Polymérisation en Chaîne (PCR) 

La PCR permet d’amplifier une région spécifique d’une matrice ADN, grâce à trois étapes 

(dénaturation, hybridation puis élongation) répétées en boucle, afin d’en obtenir une quantité 

suffisante. Pour ce faire, l’ADN matrice a été mis en contact avec un couple d’amorces 

(amorces sens et anti-sens) complémentaire des séquences de l’ADN matrice encadrant la 

séquence à amplifier spécifiquement. Trois enzymes ADN polymérases « Hot Start » ont été 

utilisées selon l’objectif de la PCR : 

- La Phusion Hot Start Flex (BioLabs): Elle possède une activité exonucléase 3’5’  lui 

permettant de corriger les erreurs d’appariements de bases, ce qui lui confère un faible 

taux d’erreur. En raison, d’une part de sa haute fidélité, et d’autre part, de sa capacité à 

amplifier des fragments de grande taille (≥ 20 kb), elle a été choisie pour la 

préparation des matrices ADN destinées à être transcrites in vitro.  

 

- La PrimeSTAR GXL (Takara) : De même que la Phusion Hot Start Flex, elle possède 

une activité exonucléase 3’5’ (haute fidélité) et permet l’amplification de fragments 

de grande taille (≥ 30 kb). Elle a été utilisée pour la synthèse du pcDNA3-NS-WT et 

du pcDNA3-NS-DelStop-NCT par mutagénèse dirigée. 

 

- La GoTaq Flexi (Promega): Elle permet d’amplifier des fragments d’une taille allant 

jusqu’à 4 à 5 kb avec une fidélité moindre par rapport aux deux ADN polymérases 

précédentes car elle est dépourvue d’une activité exonucléase 3’5’. Cette enzyme 

n’a donc pas été choisie pour amplifier des séquences de gènes exprimables, mais elle 

a été utile pour le criblage de gènes d’intérêt. 

 

Les mélanges réactionnels ainsi que les paramètres des réactions d’amplification ont suivi les 

recommandations du fournisseur de l’ADN polymérase choisie. Les amorces utilisées pour les 

différentes PCR réalisées dans ce travail sont présentées en Tableau 3. L’amplification a été 

vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose (1% m/v) dans du tampon TAE suivie d’une 

révélation au BET.  
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TABLEAU 3 : Couples d’amorces utilisés pour les différentes réactions de polymérisation en 

chaîne réalisées. 

 

Les amorces utilisées pour la recherche des gènes codant les protéines non structurales sont sur fond bleu. Les 

amorces utilisées pour la préparation des matrices ADN à transcrire sont sur fond vert, le promoteur T7 et la 

queue polyadénylée (poly(A)) ajoutés figurent en gras. Les amorces utilisées pour la mutagénèse dirigée sont 

sur fond rouge, les mutations insérées figurent en gras soulignée.  

 

6. Mutagénèse dirigée 

La mutagénèse dirigée consiste à insérer une mutation au sein d’une matrice ADN double 

brin. Pour cela un couple d’amorces chevauchant a été construit afin que chacune d’elle porte 

la mutation à introduire (ici une insertion de 3 nt ou bien de 15 nt) et puisse s’apparier 

spécifiquement à la séquence cible de la matrice ADN. Le succès de la mutagénèse dirigée 

dépend du choix de ces amorces. En effet, une insertion supérieure à un nucléotide nécessite 

de longues amorces (> 20 nt). De plus, les nt à insérer, ne s’appariant donc pas à la matrice 

(mismatches), ne doivent pas se trouver sur les extrémités des amorces. Les couples 
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d’oligonucléotides utilisés dans ce travail sont présentés en Tableau 3. Ces amorces servent 

donc de point de départ à une ADN polymérase qui synthétise un ADN double brin portant la 

mutation présente dans les amorces. Ainsi, 300 ng d’ADN matriciel ont été amplifiés dans un 

volume final de 25 µl comprenant : le tampon PrimeSTAR GXL (Takara), les dNTP (0.2 µM 

de chaque), les amorces (1 µM de chaque), l’ADN polymérase PrimeSTAR GXL (0.625 U). 

Les conditions d’amplification étaient : 30 cycles de 10 s à 98°C, 5 s à 68°C, 13 min à 68°C 

puis 1 cycle de 13 min à 68°C. La dégradation de l’ADN matrice méthylé, issu de bactéries 

exprimant une méthylase, a été fait par traitement avec l’enzyme DpnI (10 U) pendant 1 h à 

37°C. Le produit (5 µl) a ensuite été transformé dans E. coli DH5 chimio-compétente par 

choc thermique. Les principales étapes d’une mutagénèse dirigée sont schématisées en Figure 

11.  

 

FIGURE 11: Représentation schématique des différentes étapes d’une mutagénèse dirigée. 

Le plasmide matrice est dessiné en bleu. Les plasmides nouvellement synthétisés sont dessinés en gris. La 

mutation à insérer, présente dans la séquence des amorces utilisées lors de la mutagénèse dirigée, est représentée 

par un trait de couleur rouge. La mutation insérée dans le plasmide nouvellement synthétisé est ensuite figurée 

par un rond de la même couleur (rouge).  

 

7. Séquençage nucléotidique 

Il a été réalisé à partir de produits de PCR purifiés (10 ng/µl) ou d’ADN plasmidique extrait 

(50-100 ng/µl) par la société Eurofins. Les constructions plasmidiques finales ont été vérifiées 

par un séquençage des régions clonées afin de s’assurer de leur exactitude. 
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8. Préparation des ARN 

 

 Obtention des matrices ADN 

Pour produire les ARN codant les protéines NS ainsi que les ARN des minigénomes et des 

réplicons, le promoteur T7 nécessaire à la transcription in vitro et la queue poly(A) (dans le 

cas de l’ARN codant les protéines NS, du minigénome de polarité positive (miniG(+)) et des 

réplicons) ont été préalablement introduits par PCR à partir des plasmides correspondants et 

grâce aux couples d’amorces adéquats (Tableau 3). Les produits de PCR ont été 

respectivement purifiés sur colonne Illustra MicroSpin® S-400 puis traités par extraction au 

phénol/chloroforme pour éliminer les ribonucléases (RNases) avant la transcription. Les 

matrices ADN ont été conservées à -20°C.  

 

 Transcription in vitro 

La transcription in vitro a été réalisée pendant 4 h à partir de 1 à 3 µg d’ADN matrice avec le 

kit MEGAscript® (Ambion). Les matrices ADN ont ensuite été digérées par la 

désoxyribonucléase pendant 15 min à 37°C. Après une extraction au phénol/chloroforme, les 

ARN ont été précipités dans 1 volume d’isopropanol et 1/10 volume d’acétate d’ammonium 

(5 M). Les ARN ont ensuite été lavés à l’éthanol 70% et repris dans 50 µl d’eau DEPC (eau 

traitée au DiEthyl PyroCarbonate). Les ARN obtenus ont été conservés à -80°C.  

 

 Analyse de la qualité des ARN 

La taille, la concentration et l’intégrité des ARN transcrits ont été vérifiées sur puce (RNA 

6000 Nano) par électrophorèse capillaire (Agilent 2100 Bioanalyzer). L’électrophorèse est 

réalisée au sein des micro-canaux d’une puce remplie par un polymère et un intercalant 

fluorescent. Les molécules fluorescentes s’intercalent dans l’ARN chargé qui migre par 

gradient de voltage. Les données sont représentées sur un électrophorégramme et permettent 

d’évaluer la qualité des échantillons analysés (dégradation, quantité) ainsi que leur taille grâce 

à l’utilisation de marqueurs de tailles connues.  

 

 Ajout de la coiffe en 5’ 

Une coiffe 7-méthylguanosine (Cap) a été ajoutée in vitro en 5’ triphosphate des ARN codant 

les protéines NS, des ARN miniG(+) et des ARN réplicons à l’aide du kit ScriptCap®m7G 

Capping System (Cellscript) selon les préconisations du fabricant.  Les trois réactions 
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enzymatiques successives catalysant l’ajout de la coiffe sont représentées en Figure 12. La 

coiffe ainsi formée in vitro se compose donc d’une guanosine méthylée en position 7, reliée 

au premier nucléotide transcrit par une liaison 5’-5’ triphosphate. Ce procédé dénommé 

« capping », similaire à celui se déroulant au sein des cellules eucaryotes, améliore la stabilité 

et l’efficacité de traduction des ARN comparé aux ARN non cappés.  

Les ARN cappés ont été extraits au phénol/chloroforme puis précipités dans 2,5 volumes 

d’éthanol 100% et 1/10 volume de chlorure de sodium (5 M). Les ARN ont ensuite été lavés à 

l’éthanol 70% et repris dans 50 µl d’eau DEPC. La conservation des ARN se fait à -80°C.  

 

FIGURE 12 : Système enzymatique séquentiel ScriptCap®m7G.  

L’ajout in vitro de la coiffe Cap en 5’ des ARN transcrits est catalysé par trois réactions enzymatiques 

successives : 1) L’ARN triphosphatase clive l’extrémité 5’ triphosphate du nucléotide situé en position 5’ de 

l’ARN (pppN) formant ainsi une extrémité diphosphate (pp) ; 2) L’ARN guanyltransférase ajoute un GMP 

(guanosine monophosphate) à l’extrémité diphosphate du nucléotide en position 5’ de l’ARN ; 3) La guanine-7-

méthyltransférase catalyse la méthylation de l’azote en position 7 de la guanine en présence du cofacteur SAM 

(S-adénosyl-méthionine).  

 

9. Transfection d’ARN 

La veille de la transfection, les cellules ont été ensemencées soit dans une plaque de 24 puits à 

raison de 80 000 cellules par puits dans un volume final de 1 ml de milieu de culture, soit 

dans une flasque de 25 cm² à raison de 1 500 000 cellules dans un volume final de 5 ml de 

milieu de culture. Pour la transfection des cellules en plaque de 24 puits, 1 µg d’ARN a été 

incubé avec 2,5 µl de DMRIE-C dans 500 µl d’Opti-MEM (milieu essentiel minimum) 

pendant 30 min. Pour la transfection des cellules en flasque de 25 cm², 11 µg d’ARN ont été 
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incubés avec 20,1 µl de DMRIE-C dans 2 500 µl d’Opti-MEM pendant 30 min. Dans les deux 

conditions de transfection, les pseudo-liposomes ainsi formés ont ensuite été déposés sur les 

cellules (confluence d’environ 70 à 80%) préalablement lavées par du PBS (Phosphate Buffer 

Saline) et ont ainsi pu interagir avec les membranes cellulaires pour y faire pénétrer l’ARN. 

Après 4 h d’incubation, 500 µl ou 2500 µl de DMEM supplémentés avec 20% de SVF ont été 

ajoutés respectivement dans chaque puits, ou dans chaque flasque transfectés. Une sélection a 

ensuite été effectuée à 24 h ou à 48 h post transfection par l’agent de sélection adéquat à 

savoir la généticine (G418) à la concentration de 500 ng/mL (De Tomassi et al. 2002; 

Gonzalez et al. 2007; Chang et al. 2006). 

Le DMRIE-C, agent de transfection utilisé dans ce travail, est composé par un lipide 

cationique DMRIE (1,2-dimyristyloxy-propyl-3-dimethyl-hydroxy ethyl ammonium bromide) 

et du cholestérol. Pour un résultat optimal, la transfection a été réalisée dans un milieu de 

culture dépourvu de SVF, à savoir l’Opti-MEM. 

 

10. Dosage de la Gaussia Luciférase 

L’activité de la Gaussia Luciférase (GLuc) présente dans les surnageants de culture a été 

dosée par luminométrie sur 40 µl de surnageant auxquels ont été ajoutés 30 µl de substrat 

BioLux® GLuc dilué au 1/100. La luminescence a été mesurée grâce au Varioskan Flash 

(Thermo Scientific).  

La GLuc, luciférase présente chez un copépode marin (Gaussia princeps), catalyse une 

réaction de bioluminescence (Verhaegen et Christopoulos 2002; Tannous et al. 2005). Ainsi 

par décarboxylation oxydative de son substrat, le coelenterazine, la GLuc produit le 

coelenteramide ainsi qu’un signal lumineux (Figure 13) (Verhaegen et Christopoulos 2002; 

Wiles et al. 2005). La GLuc étant très majoritairement sécrétée, la luminescence mesurée dans 

le surnageant de culture cellulaire est proportionnelle à la quantité d’enzyme produite et par 

conséquent au niveau d’expression du gène correspondant.  
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FIGURE 13 : Réaction enzymatique catalysée par la Gaussia Luciférase.  

Adapté de Hadoock et al (2010) 

 

11. Cytométrie en flux 

Les cellules à analyser ont préalablement été lavées au PBS puis décollées avec une solution 

de trypsine pendant 3 min à 37°C. Cette dernière a ensuite été neutralisée par l’ajout de 

PBS/EDTA 2 mM/SVF 0.5%. L’analyse de chaque puits a finalement été réalisée grâce au 

cytomètre BD LSR Fortessa. Chaque cellule est analysée individuellement lors de son passage 

au sein de faisceaux lasers qui renseignent sur sa taille, sa forme, sa structure interne, sa 

granulométrie et son intensité de fluorescence émise par une protéine intracellulaire 

cytoplasmique, l’EGFP. 

 

12. Clonage cellulaire  

Les cellules à trier ont préalablement été lavées au PBS puis dissociées par ajout d’une 

solution de trypsine (incubation pendant 3 min à 37°C). La suspension cellulaire obtenue 

additionnée de 20 ml de PBS a été centrifugée. Après élimination du surnageant, le culot a été 

repris dans un mélange PBS/EDTA 2 mM/SVF 0,5%. Afin d’isoler physiquement les cellules 

les unes des autres, un tri cellulaire a été réalisé grâce au cytomètre en flux BD FACSAria 

afin que chaque cellule soit déposée dans un puits d’une plaque 96 puits contenant 200 µL de 

milieu de culture. Les cellules sont injectées dans un courant continu de tampon PBS. Une 

onde de vibration est appliquée sur le jet permettant ainsi la formation de gouttelettes, le débit 

étant réglé de façon à ce que chaque gouttelette ne contienne qu’une seule cellule.   
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13. Extraction des acides nucléiques cellulaires 

 

 ADN 

L’extraction de l’ADN total cellulaire a été réalisée avec le kit DNeasy® Tissue (Qiagen) en 

présence de RNase afin de n’extraire que l’ADN et selon les recommandations du fournisseur. 

L’échantillon cellulaire à extraire a initialement été lysé par la protéinase K puis l’ajout de 

tampons a permis d’obtenir des conditions optimales à la fixation de l’ADN total. Le lysat 

obtenu a été chargé sur la colonne d’extraction composée de silice. Une étape de 

centrifugation a permis la fixation sélective de l’ADN à la membrane tandis que les 

contaminants n’ont pas été retenus. Les contaminants résiduels ont été éliminés grâce à des 

étapes de lavage. L’ADN total extrait a finalement été élué dans du tampon TE puis conservé 

à -20°C. Les ADN extraits ont été quantifiés par mesure de la densité optique au NanoDrop 

2000 (Thermo Scientific).  

 

 ARN 

Les ARN totaux cellulaires ont été extraits à l’aide du Tri Reagent® (Molecular Research 

Center), mélange composé de phénol et de thiocyanate de guanidine. Après l’élimination du 

milieu de culture et un rinçage au PBS, 2,5 ml de Tri Reagent® ont été ajoutés aux cellules en 

culture (flasque de 25 cm²). La suspension cellulaire obtenue a ensuite été répartie dans deux 

tubes eppendorf. Après 5 min d’incubation à température ambiante,  200 µl de chloroforme 

ont été ajoutés dans chacun des tubes. Ces derniers ont été agités vigoureusement puis incubés 

pendant 3 min à température ambiante. L’étape de centrifugation a ensuite permis la 

séparation de la phase aqueuse contenant les ARN cellulaires. La phase supérieure a 

finalement été précipitée dans 1 volume d’isopropanol. Les ARN ont ensuite été lavés à 

l’éthanol 70% et repris dans 50 µl d’eau DEPC. Les ARN obtenus ont été conservés à -80°C. 

Une analyse de la qualité des ARN extraits a été  réalisée grâce à une électrophorèse capillaire 

(Agilent  2100  Bioanalyzer).  
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RESULTATS 

 

I. STRATEGIE 
 

L’objectif de ce travail vise à développer un modèle d’étude de la réplication du CHIKV. Il 

nécessite d’une part, l’obtention de cellules capables d’exprimer le CR (complexe de 

réplication), et d’autre part, le développement d’un ARN permettant de révéler l’activité 

réplicative : le minigénome. 

 

1. La production du complexe de réplication 

Récemment, notre équipe a créé une lignée cellulaire Huh7/NS-DelStop destinée à 

l’expression du CR. Elle a été obtenue par transfection de la séquence ADN des gènes codant 

nsP1 à nsP4 dans des cellules Huh7. Cette séquence, obtenue par synthèse de gène, est mutée 

du fait de la délétion du codon stop situé entre nsP3 et nsP4. En effet, l’objectif initial était 

d’obtenir une lignée cellulaire Huh7/NS-DelStop exprimant de façon constitutive le CR et 

d’optimiser la traduction de la polymérase virale du CHIKV, la nsP4.  

Afin de produire du CR viral, une deuxième stratégie a conjointement été conçue. Elle 

consiste à produire transitoirement le CR. Pour cela un ARN subgénomique, constitué des 

gènes nsP1 à nsP4 et donc codant les protéines NS, a été transfecté dans des cellules choisies.  

Enfin, une troisième approche visant à exprimer constitutivement  le CR du CHIKV au sein 

de cellules a en parallèle été testée dans ce travail. Pour cela un réplicon du CHIKV 

(ChikRép), ARN à réplication autonome, a été construit puis transfecté dans des cellules afin 

d’obtenir une lignée cellulaire (type cellulaire/ChikRép+) produisant les protéines NS virales 

et donc le CR.  
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2. Les minigénomes  

Afin de révéler l'activité réplicative, des minigénomes ont été développés. Les minigénomes 

sont des ARN qui codent ici l’EGFP, ce gène étant encadré par les séquences que l’on 

suppose être reconnues par le CR du CHIKV : le 5’UTR et le 3’UTR. Le minigénome, 

molécule d’ARN simple brin, peut être de polarité positive (miniG(+)) ou bien de polarité 

négative (miniG(-)) (Figure 14). Lors de la transfection d’un miniG(+), l’EGFP produite est 

issue de la traduction directe du miniG(+) transfecté. En présence du CR, le minigénome doit 

être répliqué, augmentant ainsi la quantité d’ARN et le niveau de traduction de l’EGFP. Pour 

mettre en évidence une activité réplicative, il est donc nécessaire d’identifier la part de 

fluorescence liée à cette réplication. La transfection de cellules sauvages permet d’évaluer le 

niveau de traduction lié à l’ARN transfecté. La transfection de cellules modifiée dans le but 

d’exprimer le CR viral, permet d’évaluer la traduction liée à l’ARN répliqué par différence. 

Or en pratique, l’augmentation d’un signal est plus aisément détectée lorsque que celui-ci est 

initialement faible voire nul. Ainsi, l’utilisation d’un ARN miniG(-) doit permettre de 

détecter, avec une sensibilité accrue, cette activité réplicative. En effet, pour que le gène 

rapporteur soit traduit et donc que l’EGFP soit produite, le miniG(-) doit être répliqué en un 

brin positif, via le CR, ce dernier pouvant alors être traduit par la machinerie de la cellule. 

Ainsi, lors de la transfection d’un miniG(-) en présence du CR, la détection d’une 

fluorescence significative met en évidence la réplication des minigénomes.  

 

 

FIGURE 14 : Représentations schématiques des ARN miniG(+) et miniG(-). 

Le gène rapporteur, encadré par les régions virales non traduites (UTR), est constitué de la séquence codant  

l’hygromycine phosphotransférase (HygroR), l’autoprotéase 2A du FMDV (Foot and Mouth Disease Virus) et 

l’EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein).  
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II. ETUDE DE L’ACTIVITE REPLICATIVE APRES 

INTEGRATION GENOMIQUE DES GENES CODANT LES 

PROTEINES NS  
 

Concernant cette première approche, l’objectif consiste à déceler une activité réplicative au 

sein de la lignée Huh7/NS-DelStop déjà disponible au laboratoire. Dans la mesure où il n’était 

pas possible de détecter la présence du CR viral, du fait de l’absence d’anticorps anti-nsP4 

disponibles sur le marché, l’activité réplicative a été recherchée en utilisant les minigénomes.  

 

 

1. Production des ARN minigénomes  

Les 2 matrices ADN, miniG(+) et miniG(-), ont été produites par PCR selon les conditions 

décrites dans le Matériel et Méthodes (section II-8) à partir du plasmide pEX-5UTR-H2AE-

3UTR dont la composition a été précédemment décrite (Matériel et Méthode, section I-1). 

Après transcription in vitro, la séquence ARN du miniG(-), à la différence de celle du 

miniG(+), n’a été ni 3’ polyadénylée ni 5’ coiffée étant donné que le miniG(-) ne sera pas 

directement traduit par la machinerie cellulaire. Néanmoins, après sa réplication en brin 

positif par le CR, il subira les modifications post transcriptionnelles in cellulo nécessaires à sa 

traduction, le « coiffage » étant assuré par les protéines nsP1 et nsP2 (Hyde et al. 2015). Les 

minigénomes ont ensuite été quantifiés puis la qualité des ARN a été vérifiée grâce au 

Bioanalyzer 2100 Agilent. Les électrophorégrammes des ARN miniG(+) et miniG(-), 

représentés en Figure 15, montrent un pic unique aux alentours de 2500 nt qui correspond à la 

taille attendue des minigénomes et montre l’absence de dégradation.  
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FIGURE 15 : Vérification de l’intégrité des ARN minigénomes. 

Electrophorégrammes des ARN des minigénomes de polarité positive (+) et de polarité négative (-) issus de 

l’analyse de 100 ng d’ARN par le Bioanalyzer 2100 Agilent. L’axe des abscisses correspond à la taille des ARN 

en nucléotides (nt) et l’axe des ordonnées à l’intensité de fluorescence en unité arbitraire (FU). Le niveau de 

fluorescence est directement proportionnel à la quantité d’ARN détectée. Le pic détecté à la taille de 25 nt 

correspond au contrôle interne et permet la validation de chaque puits analytique. 

 

 

2. Etude de l’activité réplicative par les minigénomes 

La lignée Huh7/NS-DelStop, sélectionnée au laboratoire pour avoir intégré les gènes codant 

les protéines NS, a été utilisée dans ce travail. En parallèle les cellules Huh7, dans lesquelles 

seule une activité traductionnelle du miniG(+) est possible, ont été utilisées comme témoins. 

Les cellules Huh7 et la lignée Huh7/NS-DelStop ont été transfectées d’une part avec le 

miniG(+) et, d’autre part, avec le miniG(-) puis elles ont été analysées par cytométrie en flux 

après 24 h et 72 h de culture.  

Concernant les cellules Huh7, la fluorescence issue de l’EGFP reflète le niveau de traduction 

de l’ARN des minigénomes. Les résultats obtenus concordent avec ce qui était attendu, le 

miniG(+) a été initialement traduit, alors que le miniG(-) ne l’a pas été (Figure 16-A). En 

effet, le pourcentage de cellules Huh7 fluorescentes, transfectées avec le miniG(+), a atteint 

49,8% à 24 h et 34,8% à 72 h alors que les cellules Huh7 transfectées avec le miniG(-) ne 

fluoresçaient ni à 24 h ni à 72 h (Figure 16-A). Ces premiers résultats ont permis de valider, 

d’une part la construction plasmidique pEX-5UTR-H2AE-3UTR à partir de laquelle les 

minigénomes ont été obtenus, et d’autre part, les différentes étapes de l’expérimentation 

(transcription in-vitro et transfection cellulaire). Pour les cellules Huh7 transfectées avec le 

miniG(+), une diminution du pourcentage de cellules fluorescentes a été observée entre 24 et 

72 h (Figure 16-A). L’ARN miniG(+) a en effet dû être dégradé par la cellule entre 24 et 72 h 
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post-tranfection conduisant à une baisse globale de la fluorescence, proportionnellement liée à 

la quantité d’ARN disponible pour la traduction.  

Concernant les cellules Huh7/NS-DelStop (Figure 16-B), les résultats obtenus ont été 

similaires à ceux observés pour les cellules Huh7 (pourcentage de cellules fluorescentes 

mesuré à 43,5% à 24 h et à 33.9 % à 72 h) avec le miniG(+), indiquant qu’aucune réplication 

n’est décelable. Les cellules Huh7/NS-DelStop transfectées avec le miniG(-) n’ont pas 

semblées émettre de fluorescence (pourcentage de cellules fluorescentes < 1), comme dans le 

cas des cellules Huh7. L’ARN miniG(-) n’a donc vraisemblablement pas été répliqué dans la 

lignée Huh7/NS-DelStop. Ce résultat devrait néanmoins être confirmé par la répétition de 

cette expérimentation. 

 

Figure 16 : Analyse en cytométrie en flux des cellules transfectées par les ARN minigénomes.  

Quatre vingt milles cellules Huh7 (A) ou Huh7/NS-DelStop (B) ont été transfectées (plaque 24 puits) avec1 µg 

de miniG(+) (en bleu) ou de miniG(-) (en rouge). Le pourcentage de fluorescence a été calculé à partir de trois 

transfections indépendantes pour le miniG(+). Seule une transfection en duplicate a été réalisée pour le miniG(-). 

 

3. Analyse de l’expression des protéines NS 

Les résultats précédents pouvant être dus à un défaut d’expression du CR, nous avons vérifié 

que l’intégration des gènes codant la polyprotéine  NS (nsP1 à nsP4) était effective dans cette 

lignée cellulaire. En effet les anticorps permettant la détection de l’expression du CR viral 

dans la lignée Huh7/NS-DelStop n’étant pas disponibles, seule la vérification de l’intégration 

de la séquence était possible. Nous avons donc analysé: (1) La séquence des gènes codant les 

protéines NS; (2) L’expression de ces gènes dans la lignée cellulaire étudiée.  

Le point (1) a en partie été vérifié à l’aide d’une PCR effectuée sur un extrait d’ADN 

cellulaire total (Huh7/NS-DelStop) et ciblant la région nsP4 (amorces Chik-NS4638_S et 
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Chik-NS6220_AS)). L’analyse des produits de PCR (Figure 17) a montré, qu’à minima, la fin 

de la séquence NS a effectivement été intégrée dans le génome cellulaire Huh7/NS-DelStop. 

Une PCR ciblant la totalité de la séquence NS a été réalisée mais n’a pas permis à ce jour 

l’amplification de la totalité de la séquence.  

Concernant le point (2), une PCR réverse transcriptase (RT-PCR) ciblant une partie du gène 

nsP4 (amorces Chik-NS6306_S et Chik-NS6757_AS) a été réalisée au laboratoire sur un 

extrait ARN de cette même lignée cellulaire. Les résultats ont montré la présence, au sein des 

cellules Huh7/NS-DelStop, d’un transcrit ARN nsP4 (Figure 18). Le promoteur CMV qui 

pilote l’expression des protéines nsP1 à nsP4 dans le plasmide transfecté (Tableau 2, 

pcDNA3-NS-DelStop) est donc vraisemblablement présent. D’après ces données les parties 5’ 

et 3’ de la séquence transfectée ont été intégrées, suggérant que l’intégralité des gènes nsP1 à 

nsP4 l’a également été. Il serait néanmoins pertinent de vérifier que la totalité de la séquence 

codant les protéines NS n’a subi ni délétion ni mutation. 

 

FIGURE 17 : Mise en évidence de l’intégration de l’extrémité 3’ de la séquence NS au sein de 

la lignée Huh7/NS-DelStop.  

Cinq µl du produit de PCR réalisée sur un extrait d’ADN total des cellules Huh7/NS-DelStop avec les amorces 

Chik-NS4638_S et Chik-NS6220_AS ont été déposés sur gel d’agarose (1% m/v) (puits A). La taille attendue de 

l’amplicon spécifique est de 1582 pb. Un témoin positif (T+) correspondant au pcDNA3-NS-DelStop et un 

témoin négatif (T-) correspondant à de l’eau ont parallèlement été amplifiés selon les mêmes conditions de PCR. 

Un marqueur de taille connue a été déposé en puits M.   
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Figure 18 : Mise en évidence d’un transcrit ARN nsP4 au sein de la lignée Huh7/NS-DelStop. 

Cinq µL des produits de la RT-PCR (amorces Chik-NS6306_S et Chik-NS6757_AS), réalisée en duplicate, sur 

un extrait ARN des cellules Huh7/NS-DelStop ont été déposés sur un gel d’agarose (1% m/v) (puits A et B). La 

taille attendue de l’amplicon spécifique est de 451 pb. Un témoin négatif, correspondant à la même RT-PCR 

réalisée sur un extrait ARN des cellules Huh7 non modifiées, a en parallèle été effectué en duplicate (puits C et 

D). Un marqueur de taille connue a été déposé en puits M.  

 

N’ayant pas pu démontrer la présence d’une activité réplicative dans la lignée cellulaire 

Huh7/NS-DelStop, une deuxième approche, visant à produire transitoirement in cellulo le CR 

du CHIKV, a donc été envisagée dans ce travail afin de poursuivre le développement d’un 

modèle réplicatif non infectieux du CHIKV. 
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III. EXPRESSION CELLULAIRE DES PROTEINES NS PAR 

UN ARN CODANT NSP1 A NSP4 
 

1. Production des ARN codant les protéines NS 

La matrice ADN codant les protéines NS a été obtenue par PCR à partir du plasmide 

pcDNA3-NS-DelStop (Tableau 2) et selon les conditions décrites dans le Matériel et 

Méthodes (section II-8). Ainsi, de même que son plasmide initial, la séquence NS obtenue 

présente la substitution Pro718Gly dans le gène nsP2 et est également dépourvue du codon 

stop situé entre nsP3 et nsP4. Après l’étape de transcription in vitro, la séquence ARN NS 

3’poly(A) obtenue a été 5’ coiffée. Elle peut ainsi être directement traduite par la machinerie 

cellulaire hôte. Les ARN NS synthétisés, dénommés ARN NS-DelStop, ont ensuite été 

quantifiés puis leur qualité a été vérifiée par électrophorèse capillaire grâce au Bioanalyzer 

2100 Agilent. L’électrophorégramme correspondant, représenté en Figure 19, montre un pic 

unique aux alentours de 7500 nt correspondant à la taille attendue de la séquence codant les 

protéines NS et atteste de l’absence de dégradation des ARN obtenus. Ce pic est conforme à 

ce qui est attendu pour des ARN de plus de 6 000 nt, limite de séparation de la puce Nano 

6 000. 

 

FIGURE 19 : Vérification de l’intégrité de l’ARN NS-DelStop. 

Electrophorégramme de l’ARN NS-DelStop issu de l’analyse de 100 ng d’ARN par le Bioanalyzer 2100 Agilent. 

L’axe des abscisses correspond à la taille des ARN en nucléotides (nt) et l’axe des ordonnées à l’intensité de 

fluorescence en unité arbitraire (FU). Le niveau de fluorescence est directement proportionnel à la quantité 

d’ARN détecté. Le pic détecté à la taille de 25 nt correspond au contrôle interne et permet la validation de 

chaque puits analytique.  
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2. Etude de l’activité réplicative par les minigénomes 

Les cellules Huh7 et les cellules Bhk-21 ont été utilisées dans cette approche.  

Lors d’une même transfection, ces deux types cellulaires ont été transfectés avec l’ARN 

subgénomique codant les protéines NS et avec l’ARN miniG(-). L’objectif consistait à 

détecter une activité réplicative dans les cellules ayant subi cette double transfection 

simultanée. Cette approche est basée sur le principe suivant : étant cappé et polyadénylé, 

l’ARN NS-DelStop transfecté peut, en théorie, être traduit par la machinerie cellulaire 

conduisant ainsi à la production de CR viral au sein des cellules doublement transfectées. Le 

CR viral ainsi produit pourrait alors assurer la réplication du miniG(-) et donc la production 

d’EGFP mise en évidence en cytométrie en flux. En parallèle à cette double transfection 

cellulaire, les cellules Huh7 et Bhk-21 ont été transfectées d’une part avec le miniG(+) et 

d’autre part avec le miniG(-). Trois conditions de transfections (ARN NS-DelStop associé au 

miniG(-) ; miniG(+) seul ou miniG(-) seul) ont donc été réalisées pour les deux types 

cellulaires étudiés.  Les cellules ont ensuite été analysées par cytométrie en flux après un 

temps (T) de 24 h et de 72 h de culture. Les résultats obtenus sont présentés en Figure 20.  

Dans le cas où seulement le miniG(+) ou seulement le miniG(-) a été transfecté, la 

fluorescence cellulaire reflète le niveau de traduction de l’ARN minigénome. Les résultats 

obtenus pour les deux types cellulaires concordent avec ce qui était attendu. Le miniG(+) a 

initialement été traduit (pourcentage de cellules Huh7 fluorescentes : 42% (T 24 h), 29% (T 

72 h) ; pourcentage de cellules Bhk-21 fluorescentes : 94% (T 24 h), 77% (T 72 h))  alors que 

le miniG(-) ne l’a pas été (pourcentage de cellules Huh7 et Bhk-21 fluorescentes ≤ 1) (Figure 

20). Ces données, en accord avec les résultats précédents présentés en Figure 16-A, ont 

permis de valider les conditions de l’expérimentation.  

De plus concernant les transfections réalisées avec le miniG(+), le pourcentage de cellules 

fluorescentes mesuré au T 24 h reflète le pourcentage de cellules efficacement transfectées. 

Le marqueur mesuré, l’EGFP, est codé par le gène correspond présent dans la construction 

des miniG(+). Si une cellule fluoresce cela signifie qu’elle produit de l’EGFP et par 

conséquent qu’elle a été correctement transfectée par l’ARN miniG(+). Ainsi les résultats 

obtenus ont montré que le type cellulaire Bhk-21 semblait plus efficacement transfecté que les 

cellules Huh7, ceci dans les conditions expérimentales décrites. En effet, le pourcentage de 

cellules Bhk-21 fluorescentes, transfectées avec le miniG(+), a atteint 94% à 24 h alors que 

celui des cellules Huh7 n’a atteint que 42%.  
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Dans le cas où l’ARN NS-DelStop a simultanément été transfecté avec le miniG(-), la 

fluorescence cellulaire reflète la présence d’une activité réplicative des miniG(-). Les résultats 

obtenus, similaires quel que soit le type cellulaire transfecté, ont montré une absence de 

fluorescence (pourcentage de cellules fluorescentes ≤ 1) (Figure 20). Ainsi, l’ARN miniG(-) 

transfecté simultanément avec l’ARN codant les protéines NS n’a vraisemblablement pas été 

répliqué.  

 

FIGURE 20 : Analyse en cytométrie en flux des cellules transfectées. 

Quatre vingt milles cellules Huh7 (A) ou Bhk-21 (B) ont été transfectées (plaque 24 puits) par 0.5 µg de 

miniG(+) (bleu) ou de miniG(-) (en rouge) ou bien par 0.5 µg d’ARN NS-DelStop associé à 0.5 µg de miniG(-) 

(en vert). Le pourcentage de cellules fluorescentes a été calculé à partir d’une transfection réalisée en duplicate 

pour les trois conditions précédemment décrites.  

 

 

 

Cette deuxième approche n’étant à priori pas concluante nous avons donc développé une 

troisième stratégie visant à exprimer le CR viral par l’intermédiaire d’un réplicon du CHIKV. 
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IV. EXPRESSION CELLULAIRE DES PROTEINES NS PAR 

UN REPLICON DU CHIKV 
 

1. Construction des réplicons du CHIKV 

 

 Construction du réplicon dépourvu du codon stop : ChikRép-DelStop 

La première étape de ce clonage a consisté à construire le plasmide pcDNA3-NS-

DelStop/GLuc-2A-NeoR à partir du pcDNA3-NS-DelStop et du pEX-GLuc-2A-NeoR 

(Tableau 2, Figure 21-A). Pour ce faire, un clivage de ces deux plasmides a été réalisé par les 

enzymes EcoRI et XhoI. Une troisième enzyme, SspI, a été ajoutée au mélange de restriction 

du pEX-GLuc-2A-NeoR afin de cliver la partie restante du pEX en un plus grand nombre de 

fragments et ainsi augmenter la probabilité de ligation de l’insert (GLuc-2A-NeoR) dans le 

plasmide vecteur pcDNA3-NS-DelStop. Cette approche a permis de se dispenser d’une étape 

de purification des fragments de restriction sur gel d’agarose. Après les étapes de restriction, 

de ligation et de transformation (réalisées conformément au Matériel et Méthodes, section II 1 

à 3), 18 clones bactériens ont été obtenus. Parmi ceux-là, 12 ont été testés par double 

restriction enzymatique (EcoRI + XhoI) afin de séparer l’insert GLuc-2A-NeoR (1 500 pb) du 

vecteur pcDNA3-NS-DelStop (12 786 pb) dans lequel il doit avoir été cloné. L’analyse des 12 

produits de restriction, représentée en Figure 22, montre que les clones 2 et 9 contiennent le 

plasmide d’intérêt pcDNA3-NS-DelStop/GLuc-2A-NeoR. Le clone 2 a été choisi pour la suite 

de ce travail. 

 



61 

 

 

FIGURE 21 : Représentation schématique des réactions de clonage réalisées pour la 

construction du pEX-ChikRép-DelStop. 

Les plasmides utilisés et obtenus dans ce travail sont représentés sous forme de cartes plasmidiques. Les sites de 

restrictions représentés ici correspondent à ceux utilisés pour les différents clonages. Les abréviations utilisées 

pour désigner les gènes d’intérêt sont définies dans le Tableau 2 de la partie Matériel et Méthodes (section I-1).  
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FIGURE 22 : Vérification de 12 clones obtenus lors du clonage du gène rapporteur Gluc-2A-

NeoR dans le pcDNA3-NS-DelStop. 

Dix µl de chaque produit de restriction ont été déposés dans chaque puits (numéroté de 1 à 12) sur gel d’agarose 

1% (m/v). Les puits 2 et 9 correspondent aux transformants d’intérêt. Le puits M correspondant au marqueur de 

taille. 

 

La seconde étape a consisté à cloner la séquence NS-DelStop/GLuc-2A-NeoR (issu du clone 

2) dans le pEX-Chik-5UTR-3UTR (Tableau 2, Figure 21-B). Le plasmide pEX-Chik-5UTR-

3UTR a été clivé par les enzymes BamHI et XbaI. En plus d’être clivé par les enzymes 

d’intérêt BamHI et SpeI (compatible avec XbaI), le plasmide pcDNA3-NS-DelStop/GLuc-

2A-NeoR a également été restreint par les enzymes SacI et SspI afin de limiter la probabilité 

de clonage dans le vecteur pEX d’un fragment autre que l’insert d’intérêt. La sélection des 

transformants d’intérêt a été effectuée par PCR sur 12 des 50 colonies obtenues en utilisant les 

amorces Chik-NS6306_S et Chik-NS6757_AS (ciblant nsP4). L’analyse des produits de PCR, 

représentée en Figure 23, montrent que 10 des clones testés contiennent le vecteur 

transformés (pEX-ChikRép-DelStop). Le clone 4 a été choisi pour la suite de ce travail. 
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FIGURE  23: Vérification de 12 clones obtenus lors du clonage de l’insert NS-DelStop/Gluc-

2A-NeoR dans le pEX-Chik-5UTR-3UTR. 

Dix µl des produits de PCR (amorces Chik-NS6306_S et Chik-NS6757_AS) ont été déposés par puits (numéroté 

de 1 à 12) sur gel d’agarose (1% m/v). La taille attendue de l’amplicon spécifique est de 500 pb. Un témoin 

positif (T+) correspondant au pcDNA3-NS-DelStop et un témoin négatif (T-) correspondant à de l’eau ont en 

parallèlement été amplifiés selon les mêmes conditions de PCR. 

 

 Construction du réplicon contenant le codon stop : ChikRép-WT 

Puisqu’il a été obtenu à partir du pcDNA3-NS-DelStop, le réplicon initialement construit dans 

ce travail (ChikRép-DelStop) est dépourvu du codon stop situé entre nsP3 et nsP4, 

normalement présent dans le génome viral sauvage (WT). Afin de se rapprocher de la 

séquence du génome sauvage, le codon STOP a été réintroduit dans la séquence ADN du 

réplicon ChikRép-DelStop. Dans un premier temps, le codon stop a été inséré par mutagénèse 

dirigée dans le pcDNA3-NS-DelStop entre les nt 5565 et 5566. Après les différentes étapes, 

détaillées dans le Matériel et Méthodes (section II-6), la région correspondant aux nt 4638-

6220 de la région NS (comprenant la mutation) a été amplifiée par PCR sur colonie (amorces 

Chik-NS4638_S et Chik-NS6220_AS), puis séquencée, sur 6 des clones obtenus. Le 

séquençage a montré qu’un tiers des clones était positif (2/6) puisqu’ils contenaient le codon 

stop TGA. L’ADN plasmidique pcDNA3-NS-WT d’un transformant d’intérêt a été extrait. 

Dans un second temps, la région NS correspondant aux nt 4203-5608 du pcDNA3-NS-WT a 

été clonée dans le pEX-ChikRép-DelStop à la place de la région analogue. Pour ce faire, ces 

plasmides ont été clivés par les enzymes PshAI et BstXI. Le plamide pEX-ChikRép-DelStop 

a également été restreint par SanDI afin d’augmenter la probabilité de ligation de l’insert 

d’intérêt dans le vecteur (Figure 24). Au final, 8 clones ont été choisis afin de vérifier, de la 
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même manière que précédemment, qu’ils contenaient bien la mutation recherchée. Les 

résultats du séquençage ont montré que 7 des 8 clones étaient positifs (87.5%). Un 

transformant d’intérêt a finalement été retenu afin d’en extraire l’ADN plasmidique pEX-

ChikRép-WT.  

 

FIGURE 24 : Représentation schématique de la réaction de clonage réalisée pour la 

construction du pEX-ChikRép-WT. 

Les plasmides utilisés et obtenus dans ce travail sont représentés sous  forme de cartes plasmidiques. Les sites de 

restrictions représentés ici correspondent à ceux utilisés pour la réaction de clonage. L’insertion du codon stop 

(TGA) effectuée par mutagénèse dirigée est représentée par un ovale rouge. Les abréviations utilisées pour 

désigner les gènes d’intérêt sont définies dans le Tableau 2 de la partie Matériel et Méthodes (section I-1). 
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 Construction des réplicons non cytotoxiques : ChikRép-NCT 

En plus des deux réplicons précédemment construits, deux autres réplicons du CHIKV ont été 

synthétisés. En effet, conformément aux travaux réalisés par l’équipe Pohjala et al, une 

insertion de 15 nt (GGG GAG GAA GGG AGU), soit 5 aa, a été effectuée au sein du gène 

nsP2 (entre les nt 647 et 648) afin de réduire l’ECP décrits pour les réplicons sauvages du 

CHIKV. Les réplicons portant cette modification sont désignés par le terme NCT pour « non-

cytotoxic ». Ainsi les deux réplicons suivants ont été construits : le ChikRép-DelStop-NCT et 

le ChikRép-WT-NCT (Tableau 2).  

Dans un premier temps, les 15 nt ont été insérés par mutagénèse dirigée dans le pcDNA3-NS-

DelStop, entre les nt 647 et 648, conformément aux différentes étapes détaillées dans le 

Matériel et Méthodes (section II-6). La région correspondant aux nt 3042-6220 de la séquence 

NS (comprenant la mutation NCT) a ensuite été amplifiée par PCR sur colonies (amorces 

Chik-NS3042_S et Chik-NS6220_AS) puis séquencée, sur 10 des clones obtenus. Les résultats 

du séquençage ont montré que 2 des 10 clones testés étaient positifs puisqu’ils contenaient 

l’insertion de 15 nt. L’ADN plasmidique pcDNA3-NS-DelStop-NCT d’un des deux 

transformants d’intérêt a été extrait.  

Dans un second temps, la région NS correspondant aux nt 919-5135 du pcDNA3-NS-

DelStop-NCT (contenant la mutation NCT) a été clonée d’une part dans le pEX-ChikRép-

DelStop et d’autre part dans le pEX-ChikRép-WT, à la place des régions correspondantes 

dans les deux cas (Figures 25 et 26). L’objectif était l’obtention des deux réplicons analogues 

dits NCT car contenant chacun l’insertion de 15 nt.  

 

 Réplicon ChikRép-DelStop-NCT 

Le plasmide pcDNA3-NS-DelStop-NCT a été clivé par les enzymes BamHI et BstXI mais 

également par l’enzyme SspI afin d’augmenter la spécificité du clonage. Pour cette même 

raison, en plus d’être restreint par BamHI et BstXI, le plasmide pEX-ChikRép-DelStop a été 

restreint par une troisième enzyme, KpnI (Figure 25). Après les étapes de ligation et de 

transformation bactérienne, 10 clones ont été choisis afin de vérifier de la même façon que 

précédemment (étapes de PCR sur colonie (Chik-NS3042_S, Chik-NS6220_AS) puis de 

séquençage) qu’ils contenaient bien la mutation NCT recherchée.  Les résultats obtenus ont 
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montré que la moitié des clones choisis était positive (5/10). Un transformant d’intérêt a 

finalement été retenu afin d’en extraire l’ADN plasmidique pEX-ChikRép-DelStop-NCT. 

 

FIGURE 25 : Représentation schématique de la réaction de clonage réalisée pour la 

construction du pEX-ChikRép-DelStop-NCT. 

Les plasmides utilisés et obtenus dans ce travail sont représentés sous forme de cartes plasmidiques. Les sites de 

restrictions représentés ici correspondent à ceux utilisés pour la réaction de clonage. La mutation NCT (non 

cytotoxique) insérée dans le gène nsP2 par mutagénèse dirigée est représentée par une flèche épaisse de 

couleur rouge. Les abréviations utilisées pour désigner les gènes d’intérêt sont définies dans le Tableau 2 de la 

partie Matériel et Méthodes (section I-1). 
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 Réplicon ChikRép-WT-NCT 

De façon similaire, les plasmides pcDNA3-NS-DelStop-NCT et pEX-ChikRép-WT ont été 

restreints par les enzymes BamHI et BstXI. Ils ont également été clivés par une troisième 

enzyme, SspI pour le pcDNA3-NS-DelStop-NCT et KpnI pour le pEX-ChikRép-WT afin 

d’augmenter la probabilité de ligation de l’insert d’intérêt dans le vecteur (Figure 26). Au 

final, 10 clones ont été sélectionnés pour contrôler de façon identique que ci-avant qu’ils 

possédaient effectivement la mutation NCT. Les résultats obtenus indiquaient également que 

la moitié des clones choisis était positive (5/10). Un transformant d’intérêt a alors été réservé 

pour l’étape d’extraction plasmidique pEX-ChikRép-WT-NCT.  

 

FIGURE 26 : Représentation schématique de la réaction de clonage réalisée pour la 

construction pEX-ChikRép-WT-NCT. 

Les plasmides utilisés et obtenus dans ce travail sont représentés sous forme de cartes plasmidiques. Les sites de 

restrictions représentés ici correspondent à ceux utilisés pour la réaction de clonage. Le codon stop (TGA) est 

matérialisé par un ovale rouge. La mutation NCT (non cytotoxique) insérée dans le gène nsP2 par mutagénèse 

dirigée est représentée par une flèche épaisse de couleur rouge. Les abréviations utilisées pour désigner les gènes 

d’intérêt sont définies dans le Tableau 2 de la partie Matériel et Méthodes (section I-1). 
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2. Production des ARN réplicons  

Les matrices ADN des quatre réplicons ont été produites par PCR puis transcrites (à partir de 

1 µg d’ADN matrice) selon les conditions décrites dans le Matériel et Méthodes (section II-8). 

La qualité des ARN correspondants a été vérifiée grâce au Bioanalyzer 2100 Agilent. Les 

électrophorégrammes, représentés en Figure 27, montrent un pic centré sur les tailles 

attendues de 9 410 nt pour le ChikRép-DelStop, de 9 413 nt pour le ChikRép-WT., de 9 425 

nt pour le ChikRép-DelStop-NCT et de 9 428 nt pour le ChikRép-WT-NCT. Ces pics sont 

conformes à ce qui est attendu pour des ARN de plus de 6 000 nt, limite de séparation de la 

puce Nano 6 000. 

 

 

FIGURE 27: Vérification de l’intégrité des ARN réplicons. 

Electrophorégrammes des ARN des réplicons ChikRép-DelStop, ChikRép-WT, ChikRép-DelStop-NCT et 

ChikRép-WT-NCT issus de l’analyse de 100 ng d’ARN par le Bioanalyzer 2100 Agilent. L’axe des abscisses 

correspond à la taille des ARN en nucléotides (nt) et l’axe des ordonnées à l’intensité de fluorescence en unité 

arbitraire (FU). Le niveau de fluorescence est directement proportionnel à la quantité d’ARN détectée. Le pic 

détecté à la taille de 25 nt correspond au contrôle interne et permet la validation de chaque puits analytique. 
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3. Expression des réplicons dans différents types cellulaires 

Afin d’obtenir une lignée cellulaire qui réplique constitutivement un réplicon du CHIKV, des 

cellules ont été transfectées avec un ARN réplicon. Les réplicons synthétisés contiennent dans 

leur structure le gène codant la Gaussia Luciférase (GLuc) (Figure 28). Il s’agit d’une enzyme 

catalysant une réaction de bioluminescence. Après traduction de la polyprotéine (GLuc-2A-

NeoR), la GLuc est clivée grâce l’autoprotéase 2A du FMDV. Elle est ainsi sécrétée dans le 

surnageant de culture, les mesures de sa luminescence indiquent le niveau d’expression des 

réplicons. Trois différents types cellulaires, disponibles au laboratoire et permissifs au 

CHIKV, ont été étudiés. Il s’agit des cellules Huh7, des cellules Vero et des cellules Bhk-21. 

Lors de deux expérimentations indépendantes, ces trois types cellulaires ont été transfectés, en 

duplicate pour chacun des quatre ARN réplicons, dans une plaque 24 puits.   

 

FIGURE 28 : Représentations schématiques des quatre réplicons construits. 

Les abréviations utilisées pour désigner les gènes d’intérêt sont définies dans le Tableau 2 de la partie Matériel et 

Méthodes (section I-1). 

 

Afin d’évaluer la fonctionnalité des constructions des réplicons, la production de GLuc a été 

mesurée dans les surnageants de culture au cours des trois premiers jours faisant suite aux 

transfections, c’est-à-dire à 24 h, 48 h et à 72 h post transfection. Les résultats obtenus pour 

l’ensemble des deux expérimentations ont montré que les quatre réplicons synthétisés ont 
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correctement été exprimés. En effet, une bioluminescence, et par conséquent de la GLuc, a été 

détectée dans les surnageants de culture, à minima à 24 h post transfection selon le type 

cellulaire transfecté (Figure 29). En effet, il a été défini qu’une intensité lumineuse supérieure 

à 6 000 RLU était considérée comme significative (les résultats de cette expérience ne sont 

pas présentés dans cette thèse). Ce constat nous a ainsi permis de valider les constructions 

réplicons effectuées. 

Des différences d’expression de la GLuc et, par conséquent des différences de réplication 

réplicons, ont néanmoins été observées en fonction du type cellulaire transfecté.  

Pour les cellules Huh7 et les cellules Vero, les cinétiques d’expression de la GLuc étaient 

semblables quel que soit le réplicon transfecté. L’expression de GLuc a été maximale à 24 h. 

Puis, après une stabilisation entre 24 et 48 h, elle a diminué à 72 h (Figures 29-A et 29-B). La 

diminution de la production de GLuc après 48 h pourrait correspondre à la dégradation des 

ARN réplicons dans les cellules transfectées non encore compensée par leur réplication.  

 

FIGURE 29 : Suivi de l’expression de la GLuc dans le surnageant des cellules Huh7 (A), des 

cellules Vero (B) et des cellules Bhk-21 (C) transfectées avec les réplicons. 

Quatre vingts milles cellules Huh7 (A), Vero (B) ou Bhk-21 (C) ont été transfectées (plaque 24 puits) par 1 µg 

d’ARN ChikRép-DelStop (bleu) ou ChikRép-WT (orange) ou ChikRép-DelStop-NCT (gris) ou ChikRép-WT-

NCT (jaune). L’activité de la GLuc a été quantifiée (Varioskan Flash) sur 30 µl de surnageant de culture 

prélevés à 24 h, 48 h et 72 h. Une valeur moyenne de cette activité a été calculée à partir des deux expériences 

indépendantes de transfection réalisées en duplicate pour chaque réplicon et chaque type cellulaire.  
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Pour les cellules Bhk-21, les cinétiques d’expression de la GLuc ont présenté des différences 

selon le type de réplicon transfecté. Pour l’analyse des résultats, les réplicons ont ainsi pu être 

séparés en deux groupes distincts. Les « réplicons NCT » d’une part, pour lesquels une 

expression relativement stable de GLuc a été observée entre 24 et 72 h (Figure 29-C), et les 

« réplicons non NCT » d’autre part, pour lesquels après une légère diminution entre 24 et     

48 h, l’expression de GLuc a considérablement augmenté à 72 h.  

A côté des nuances portant sur la cinétique d’expression des réplicons, les résultats obtenus 

ont également révélé des différences quant aux niveaux d’expression des réplicons selon le 

type cellulaire transfecté. D’une façon générale, quel que soit le type de réplicon transfecté, le 

niveau d’expression de la GLuc a atteint des valeurs plus élevées dans les cellules Bhk-21 que 

dans les cellules Huh7. Les cellules Vero ont été les cellules pour lesquelles les niveaux 

d’expression les plus faibles ont été observés, ceci dans les condit ions expérimentales 

choisies. 

Un parallèle peut être fait entre ces observations et les résultats obtenus lors de l’estimation 

des efficacités de transfection de ces trois types cellulaires. En effet, il a été montré 

précédemment que les cellules Bhk-21 semblaient être plus efficacement transfectées (94%) 

que les cellules Huh7 (42%), dans les conditions de l’expérimentation (Figure 20). Une 

analyse similaire a été effectuée avec les cellules Vero montrant une efficacité de transfection 

inférieure à celle qui a été obtenue pour les cellules Huh7 (33% vs 42%) (les résultats de cette 

expérience ne sont pas présentés dans cette thèse) et par conséquent également inférieure à 

celle des cellules Bhk-21. Il paraît ainsi logique qu’un type cellulaire ayant un rendement de 

transfection inférieur à un autre ait un niveau d’expression du matériel transfecté moindre.  

Lors de ces expérimentations de transfection, la cytotoxicité cellulaire a été appréciée par 

microscopie optique. Pour cela une estimation semi quantitative du pourcentage de 

confluence cellulaire de chacun des puits transfecté a été effectuée à 72 h post transfection. 

Rappelons que la veille des transfections, les confluences cellulaires étaient similaires et 

estimées entre 70 et 80 %. Pour un type cellulaire donné, les quatre réplicons semblaient avoir 

la même cytotoxicité, au moment de l’observation. Cependant, d’importantes différences de 

cytotoxicité ont été constatées entre les types cellulaires étudiés. Il a été observé une forte 

mortalité cellulaire des cellules Bhk-21 (confluence réduite à 20-30% à 72 h), une mortalité 

cellulaire modérée des cellules Huh7 (confluence réduite à 50-60 % à 72 h) alors que les 

cellules Vero n’ont pas semblé être affectées par l’ECP des réplicons. Ces résultats pourraient 
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être mis en confrontation avec le fait que les cellules Vero ont à priori été très peu transfectées 

par les réplicons dans les conditions expérimentales définies. Les constats réalisés sur l’ECP 

des réplicons selon le type cellulaire étudié n’ont cependant été qu’observationnels. Il aurait 

été pertinent de confirmer ces observations par une analyse quantitative de la mortalité 

cellulaire. Malheureusement cette approche n’a pas pu être réalisée dans nos conditions 

expérimentales.  

Du fait des résultats de ces premières séries de transfections cellulaires, il a été choisi de 

poursuivre les expériences de transfection des quatre réplicons avec le type cellulaire Bhk-21. 

En effet, les observations faites n’ont pas conduit à montrer qu’un des réplicons testés 

présentait un ECP moindre et par conséquent serait plus favorable à l’établissement d’une 

lignée cellulaire stable. De plus, malgré une importante cytotoxicité apparente, les cellules 

Bhk-21 semblaient être le type cellulaire testé le plus efficacement transfecté par les réplicons 

du CHIKV avec des niveaux d’expression de ces derniers parmi les plus importants (Tableau 

4).  

TABLEAU 4 : Synthèse comparative des résultats de transfection selon le type cellulaire étudié. 

 

Trois types cellulaires ont été étudiés : les cellules Huh7, les cellules Vero et les cellules Bhk-21. L’efficacité de 

transfection a été estimée par mesure en cytométrie en flux du pourcentage de cellules fluorescentes (EGFP 

positive). Pour cela, la veille, les cellules étudiées ont été transfectées avec les ARN miniG(+) en plaque 24 puits 

selon le protocole de transfection précédemment détaillé (Matériel et Méthode, section II-9 et Résultats, section 

III-2). La cytotoxicité a été appréciée grâce au  niveau de confluence cellulaire observé 72 h post transfection des 

réplicons. La notation utilisée est la suivante : (-) absence de cytotoxicité apparente (confluence maximale de 

100%) ; (+) cytotoxicité modérée (confluence de 50 à 60%) et (++) cytotoxicité importante (confluence de 20 à 

30%). L’intensité d’expression des réplicons a été évaluée grâce aux mesures des intensités lumineuses 

(proportionnelles à la quantité de GLuc). La notation utilisée est la suivante: (-/+) pour des niveaux d’expression 

faible à nul ; (+) pour des niveaux d’expression moyens et (+/++) pour des niveaux d’expression moyens à 

élevés.     
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4. Sélection d’une lignée cellulaire Bhk-21 exprimant un réplicon du 

CHIKV 

Les cellules Bhk-21 ont pour les raisons précédemment évoquées été choisies pour le 

développement d’une lignée cellulaire stable exprimant un réplicon du CHIKV, lignée dite 

« Réplicon positive » (ChikRép+). Différentes conditions de transfection (quantités d’ARN et 

volumes de DMRIE-C) ont ainsi été testées, en plaque 24 puits, afin de déterminer les 

conditions optimales pour la transfection des réplicons dans ce type cellulaire. L’objectif était 

de travailler dans des conditions propices à l’obtention d’une lignée cellulaire ChikRép+. 

Pour cela le pourcentage de cellules transfectées devait être proche de 100% tout en réduisant 

l’effet cytotoxique initial causé par cette manipulation cellulaire. En effet, le réplicon du 

CHIKV étant lui-même cytotoxique, les travaux réalisés par l’équipe de Pohjala et al (Pohjala 

et al. 2011) indiquent qu’il est nécessaire de transfecter  au minimum 1 x 10
5
 cellules pour 

obtenir un clone ChikRép+ viable. Ainsi, la transfection de 800 ng de matériel ARN et 

l’utilisation de 2.1 µl de DMRIE-C (les autres paramètres restant identiques) ont été définies 

comme étant les conditions de transfection optimales pour les cellules Bhk-21 en plaque 24 

puits (les résultats de cette expérience ne sont pas présentés dans cette thèse). Afin 

d’augmenter la probabilité d’obtention d’un clone cellulaire ChikRép+, les transfections 

cellulaires ont été effectuées en flasque de 25 cm² ensemencées à raison de 1.5 x 10
6
 cellules 

par flasque dans un volume final de 5 mL. Les quantités d’ARN réplicons transfectées ainsi 

que les volumes de DMRIE-C utilisés sont restés conformes à ceux définis pour travailler 

dans des conditions décrites comme étant optimales.  Les quatre réplicons ont ainsi été 

transfectés, chaque type dans une flasque différente. En parallèle, un ARN témoin (VHC) ne 

comportant pas le gène codant la GLuc, a également été transfecté dans une cinquième 

flasque, servant d’expérimentation témoin. Les cellules Bhk-21 transfectées, ont ensuite été 

sélectionnées 48 h post transfection (J2) en présence de G418 (500 ng/µL) grâce au gène de 

résistance (NeoR) présent dans la séquence des réplicons (Figure 28). Les cellules transfectées 

ont été entretenues régulièrement par changement du milieu de culture et/ou ajout de l’agent 

de sélection. De même, les cinq flasques ont assidûment été observées microscopiquement  et 

macroscopiquement à l’œil nu. Les principaux éléments considérés et appréciés de façon 

semi-quantitative étaient : la confluence cellulaire, la mortalité cellulaire, l’apparition de 

clones cellulaires ainsi que l’estimation de leur quantité. L’ensemble des observations 

effectuées est rassemblé dans le Tableau 5. Des prélèvements de surnageant des milieux de 

culture des cinq flasques ont été effectués à J9 et J13 post transfection afin de s’assurer de la 
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présence d’une expression des réplicons dans les cellules en sélection. Les résultats des 

intensités lumineuses mesurées sont présentés dans le Tableau 5. La GLuc étant une protéine 

très stable, les milieux de culture ont été changés la veille de la réalisation des prélèvements 

des surnageants afin de ne mesurer que la production de GLuc par les cellules viables le jour 

choisi.  

Suite à la transfection de l’ARN témoin, le taux de mortalité des cellules Bhk-21 a  

rapidement atteint son maximum. Ainsi, après l’initiation du traitement au G418 (J2), la 

cytotoxicité a atteint son maximum dès J5 où la totalité des cellules de la flasque avait 

disparu. Le G418 étant un antibiotique toxique pour les cellules eucaryotes, ce résultat n’est 

pas apparu comme surprenant et a permis de vérifier la sensibilité des cellules étudiées à cet 

agent de sélection. Cela est à mettre en parallèle avec les observations qui ont été réalisées à 

J5 pour les quatre autres flasques. Malgré une importante mortalité cellulaire, les cellules 

transfectées avec les réplicons semblaient continuer à se diviser et donc résister à l’agent de 

sélection permettant ainsi l’obtention d’une confluence de 100% à J5. Ces résultats ont 

confirmé que les cellules transfectées avec les réplicons exprimaient effectivement le gène de 

résistance (NeoR) au G418 permettant ainsi leur sélection par cet agent. En effet, si leur 

résistance était secondaire à l’acquisition d’une mutation spontanée leur conférant une 

moindre sensibilité au G418, des résultats comparables auraient été observés en termes de 

mortalité cellulaire dans la flasque témoin.  

Les mesures de l’activité de la GLuc effectuées à J9 et J13 ont confirmé que les réplicons 

étaient effectivement exprimés au sein des cellules dans lesquelles ils ont été transfectés. 

Alors qu’une expression de GLuc a été détectée dans les quatre flasques expérimentales 

(intensité lumineuse > 10 000 RLU), l’activité mesurée dans le surnageant de la flasque 

témoin (< 6 000 RLU) a été considérée comme non significative. Compte tenu de l’absence 

de cellules viables, la flasque témoin a été éliminée à J13.  
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TABLEAU 5 : Observations des cellules Bhk-21, au cours du protocole de sélection, selon le 

type d’ARN transfectés. 

 

1.5 x 106 cellules Bhk-21 ont été transfectées (J0) en flasques de 25 cm² par 10.72 µg d’ARN ChikRép-DelStop 

ou ChikRép-WT ou ChikRép-DelStop-NCT ou ChikRép-WT-NCT ou bien d’ARN Témoin VHC. Les 

observations réalisées ont été rassemblées dans ce tableau. La confluence cellulaire a été estimée semi 

quantitativement soit en pourcentage (%), soit par une la signalétique suivante : ↓ indiquant une réduction du 

niveau de confluence cellulaire sans que celle-ci soit appréciable en % du fait de l’organisation des cellules en 

amas cellulaires et non plus en tapis.  La mortalité cellulaire a été appréciée semi quantitativement (+++ : 

mortalité très importante, ++ : mortalité importante, + : mortalité modérée, +/- : mortalité faible, - : absence de 

mortalité). La quantité de clones cellulaires viables a été appréciée par leur numération et la catégorisation 

suivante : Ø pour absence de clone, < 10 pour moins de 10 clones, 10-20 pour 10 à 20 clones et > 20 pour plus 

de 20 clones. L’activité de la GLuc a été quantifiée (Varioskan Flash) sur 30 µl de surnageant de culture prélevés 

à J9 et J13. Une croix (x) signifie que l’observation de la flasque n’a pas été réalisée (flasque jetée) ou bien n’a 

pas pu l’être du fait de l’absence de cellules. 

 

Les cellules Bhk-21 transfectées avec les réplicons ont commencé dès J9 à présenter pour 

certaines d’entre elles des aspects phénotypiques distincts de l’aspect classique de cellules 

Bhk-21 non modifiées. Ainsi, des amas, appelés clones cellulaires, ont été observés (Figure 

30). Il est apparu qu’à la fois le nombre de cellules constituant un clone et la quantité de 
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clones dénombrés sur une flasque donnée variaient selon le jour d’observation et selon le type 

de réplicon transfecté.  En effet, alors que des clones cellulaires viables étaient observés à J9 

pour les quatre types de réplicon, ils n’ont été observés à J20 que pour les ChikRép-DelStop 

et ChikRép-WT-NCT puis seulement pour le ChikRép-DelStop à J30. Le protocole de 

sélection à conduit dans cette expérience à l’obtention de nombreux clones viables pour les 

cellules Bhk-21 transfectées avec le ChikRép-DelStop (J30).  

 

FIGURE 30 : Photographies de clones cellulaires Bhk-21 en cours de sélection. 

Les images ont été prises au microscope optique inversé, au grossissement x 100. La photographie (A) a été 

réalisée à J9 suite à la transfection du ChikRép-DelStop. La photographie (B) a été réalisée à J20 suite à la 

transfection du ChikRép-DelStop.  

 

Cette expérience visant à sélectionner une lignée cellulaire Bhk-21 ChikRép+ a été réalisée en 

duplicate. Les observations effectuées concernant les flasques expérimentales paraissaient 

quelque peu différentes à la fin du protocole de sélection. En effet, pour cette deuxième 

tentative, des clones ont pu être sélectionnés à la fois pour le ChikRép-DelStop mais 

également pour le ChikRép-WT-NCT.  

La suite du protocole de sélection des clones ChikRép+ a été effectuée sur les clones 

cellulaires de la première expérimentation obtenus avec le ChikRép-DelStop. Les clones 

présents à J30 ont été dissociés grâce à l’action de la trypsine afin d’obtenir une culture 

cellulaire ChikRép+ confluente. Des prélèvements additionnels de surnageant du milieu de 

culture ont été effectués à J31, J32 et J33 dans le but de vérifier que les cellules en 

développement exprimaient le réplicon. Les intensités lumineuses mesurées (J31 : 33 000 

RLU, J32 : 110 240 RLU et J33 : 230 000 RLU) ont confirmé l’expression du réplicon du 

CHIKV au sein des cellules en culture. L’obtention d’une culture cellulaire ChikRép+ 
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confluente à J33 a permis la congélation dans l’azote liquide (-196°C) de la lignée Bhk-21 

ChikRép+ sélectionnée.  

 

5. Isolement de clones cellulaires exprimant un réplicon du CHIKV 

Une lignée cellulaire Bhk-21 exprimant un réplicon du CHIKV a été sélectionnée. Cette 

lignée était hétérogène puisqu’elle se composait de plusieurs clones initiaux. L’objectif 

consistait donc à isoler certains clones cellulaires Bhk-21 ChikRép+ en vue de leur analyse 

ultérieure par séquençage. Un clonage cellulaire a donc été réalisé sur une culture de la lignée 

Bhk-21 ChikRép+ en flasque de 25 cm². Ainsi, des cellules Bhk-21 ChikRép+ ont été 

déposées dans une plaque 96 puits à raison d’une seule cellule par puits. L’ajout du milieu de 

culture standard (DMEM supplémenté avec 10% de SVF) a ensuite permis leur amplification 

par divisions cellulaires. Afin de simplifier les manipulations, seulement six des futurs clones 

en division ont été conservés et régulièrement entretenus (changement du milieu de culture 

et/ou ajout de G418) jusqu’à ce qu’ils atteignent un stade de développement suffisant. Un 

prélèvement de surnageant du milieu de culture a été effectué (J11) pour chacun des six 

clones maintenus afin de vérifier l’expression du réplicon dans ces derniers. Les résultats des 

intensités lumineuses mesurées (Tableau 6) ont confirmé que les clones cellulaires en cours 

d’expansion exprimaient la GLuc et par conséquent hébergeaient le réplicon du CHIKV.  

Après un développement suffisant, une extraction des ARN cellulaires a été effectuée pour 

chacun des six clones matures. La qualité des ARN extraits a été vérifiée par électrophorèse 

capillaire grâce au Bioanalyzer 2100 Agilent. Chacun des clones a finalement été congelé  

dans l’azote liquide (-196°C). 

 

TABLEAU 6 : Mesure de l’activité de la Gaussia Luciférase dans les surnageants de culture des 

clones cellulaires Bhk-21 en développement. 

 

L’activité de la GLuc a été quantifiée (Varioskan Flash) sur 30 µl de surnageant de culture, prélevés à J11, de 

chaque clone cellulaire Bhk-21 ChikRép+ en cours d’expansion.   
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES  

 

Le CHIK est, à ce jour, une arbovirose en réémergence dans le monde. Des zones non 

touchées jusque là ont récemment été la cible d’épidémies de grandes ampleurs. Les 

mutations possibles du virus, les différents génotypes, les changements climatiques, le 

contexte politique (guerre, mondialisation, …) ainsi que les réservoirs du virus difficilement 

maitrisables sont autant de facteurs rendant le contrôle de la dissémination du CHIKV 

délicate. De plus, l’existence du vecteur Ae. albopictus dans plusieurs zones tempérées du 

monde ainsi que l’augmentation constante du nombre de voyageurs internationaux laissent 

penser que d’autres épidémies de CHIK pourraient survenir dans ces régions à l’instar de celle 

qui a eu lieu en Italie en 2007.  Les récentes épidémies du 21
ème

 siècle ont permis de replacer 

dans l’actualité une maladie jusque-là considérée comme bénigne, d’une part au travers de 

son ampleur lors de sa survenue dans des populations immunologiquement naïves, et d’autre 

part, par la mise en évidence de formes sévères et parfois létales, mais également par 

l’observation d’un « nouveau » mode de transmission du virus (transmission verticale mère-

enfant). Ces différents aspects imposent la poursuite des travaux de recherche sur le CHIKV 

et une vigilance particulière à tous les niveaux de la chaîne sanitaire, d’autant qu’à ce jour, ni 

traitement antiviral efficace ni vaccin ne sont disponibles.  

C’est dans ce contexte que s’est inscrite la thématique de ma thèse d’exercice. L’objectif des 

travaux de recherche consistait à mettre en place un système cellulaire non infectieux pour 

l’étude de la réplication du CHIKV. Une des approches développée dans ce projet s’est avérée 

concluante et a conduit à l’obtention de plusieurs clones cellulaires exprimant de façon stable 

un réplicon du CHIKV, comprenant un marqueur de sélection NeoR et un marqueur de 

détection GLuc. Des lignées cellulaires Bhk-21 ChikRép+ correspondantes, se développant 

aussi vite que la lignée cellulaire Bhk-21 native et exprimant des niveaux élevés de GLuc, ont 

ainsi pu être isolées. La GLuc est une protéine luminescente sécrétée dans le surnageant de 

culture cellulaire, son activité reflètant le niveau de réplication du réplicon du CHIKV. Ce 

dernier est donc un outil adapté aux tests de criblage de molécules inhibitrices de la 

réplication virale, et ceci même à grande échelle dans des tests à haut débit.   

Un réplicon du CHIKV, développé par l’équipe de Pohjala et al, a précédemment été décrit 

dans la littérature fin 2011 (Pohjala et al. 2011). A la différence du réplicon construit ici, ce 
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premier réplicon comprend comme marqueur de détection, une molécule localisée au niveau 

cytoplasmique, l’EGFP. Le suivi de son expression, par microscopie à fluorescence ou par 

cytométrie de flux par exemple, rend ce modèle plus difficilement manipulable dans le cas de 

tests à haut débit. Il est donc difficilement adaptable à un usage industriel. L’équipe de 

recherche dispose donc, à ce jour, d’un outil d’étude sécurisé et efficace permettant aussi bien 

l’exploration de la réplication virale que le criblage d’inhibiteurs potentiels de la réplication 

du CHIKV (Dumas et al. 2007; Gläsker et al. 2013).   

Bien que les minigénomes du CHIKV aient été construits avec succès lors de ce travail, 

l’approche consistant à révéler une activité réplicative grâce à leur utilisation s’est avérée 

infructueuse. En effet que ce soit dans la lignée cellulaire Huh7/NS-DelStop (Résultats – 

Partie II) ou bien lors des expériences de transfection simultanée utilisant un ARN NS-

DelStop (Résultats – Partie III), les minigénomes n’ont pas permis la détection d’une activité 

réplicative. L’hypothèse la plus vraisemblable pour expliquer l’absence de réplication des 

minigénomes est probablement le défaut d’expression des protéines NS et, par conséquent, 

d’un CR viral fonctionnel dans les cellules étudiées. Compte tenu de l’absence d’anticorps 

spécifiques dirigés notamment contre la protéine nsP4, nous n’avons pas pu conclure 

définitivement quant à l’absence effective du CR viral lors des expérimentations des parties II 

et III du chapitre Résultats. Néanmoins, la modification de la séquence codant les protéines 

NS, utilisée dans ce travail, pourrait en partie expliquer l’absence, in cellulo, d’un CR 

fonctionnel. Effectivement, le codon stop opale initialement présent entre les gènes nsP3 et 

nsP4 a été délété afin d’optimiser la traduction de la polymérase virale (nsP4) du CHIKV.  

Cependant, d’après des travaux réalisés sur le SINV, virus apparenté au CHIKV, la présence 

de ce codon stop jouerait un rôle majeur dans la régulation du cycle réplicatif viral (J. H. 

Strauss et Strauss 1994). Ainsi, sa délétion ne serait pas associée à une augmentation de 

production de la polymérase virale mais, à l’inverse, cette modification aurait un effet délétère 

sur les étapes précoces du cycle réplicatif viral en diminuant la quantité de CR fonctionnel (G. 

P. Li et Rice 1989; Y. Shirako et Strauss 1994). Des travaux analogues n’ont, à ce jour, pas 

été effectués sur le CHIKV. La vérification de ces données pour le CHIKV serait pertinente 

pour l’analyse de nos résultats. De même, il pourrait être envisagé de réitérer les 

expérimentations des parties II et III mais, cette fois ci,  sans délétion du codon stop au sein 

de la séquence NS.  

Lors de l’analyse des résultats des deux premières approches (Parties II et III), une seconde 

hypothèse a été envisagée concernant l’absence d’activité réplicative apparente. Ainsi il a été 
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suggéré que les séquences virales du minigénome (5’UTR et 3’UTR) pourraient ne pas être 

suffisantes pour le recrutement du CR. Néanmoins, les travaux effectués sur un virus 

apparenté servant de modèle d’étude au genre Alphavirus, le SINV, semblent réfuter cette 

seconde théorie. En effet, d’après ces travaux, seules les séquences nucléotidiques conservées 

non codantes  5’UTR et 3’UTR du génome viral sembleraient être indispensables à la 

réplication de l’ARN génomique viral dans les cellules vertébrées (Atkins, Fleeton, et 

Sheahan 2008; Hyde et al. 2015). Ainsi, en se basant sur ces données, les minigénomes 

construits dans ce travail devraient être efficacement répliqués par le CR viral, à condition que 

ce dernier soit effectivement présent et fonctionnel. Ces réflexions mettent en avant l’intérêt  

de l’utilisation des minigénomes pour identifier précisément chez le CHIKV les régions 

génomiques impliquées dans le recrutement du CR puisque dans un tel modèle les étapes de 

réplication des ARN minigénomes viraux n’impactent pas la synthèse du CR viral.  

La troisième approche (Résultats - Partie IV), consistant à exprimer les protéines NS par 

l’intermédiaire d’un réplicon du virus, a conduit à la sélection de clones cellulaires Bhk-21 

ChikRép+. Ainsi, les lignées cellulaires correspondantes, exprimant durablement un réplicon 

du CHIKV et par conséquent le CR viral fonctionnel, ont pu être isolées. Compte tenu du fort 

ECP connu du CHIKV sauvage, des modifications, décrites dans cette thèse, ont été réalisées 

et ont ainsi conduit à la construction de quatre réplicons. En effet, les alphavirus sauvages 

provoquent une infection aiguë caractérisée par un ECP responsable, rapidement (24 h post-

infection), d’une diminution sévère de la viabilité des cellules hôtes vertébrées (I Frolov et 

Schlesinger 1994). Dans le cas des alphavirus de l’Ancien Monde, cet ECP serait induit, au 

moins en partie, par la protéine nsP2 qui provoquerait une inhibition de la transcription de 

gènes de la cellule hôte par une interaction non identifiée avec des facteurs cellulaires 

(Garmashova et al. 2006; Fros et al. 2013). Ainsi, des réplicons sauvages d’alphavirus de 

l’Ancien Monde et donc du CHIKV ne peuvent pas être utilisés pour générer des lignées 

cellulaires stables. Pour atteindre cet objectif, il est donc nécessaire d’effectuer des 

modifications notamment dans la séquence nsP2 afin de réduire la cytotoxicité du réplicon 

vis-à-vis des cellules hôtes. Ainsi une mutation ponctuelle unique (Pro718Gly) et, pour 

deux des quatre réplicons construits dans ce travail, une insertion de cinq acides aminés au 

sein de la séquence nsP2 ont été effectuées (Pohjala et al. 2011; Utt et al. 2014). Afin 

d’essayer d’élucider, au moins en partie, le rôle du codon stop présent entre nsP3 et nsP4 chez 

le virus sauvage, le codon opale a été délété dans la construction de deux des réplicons. Les 

observations  ainsi que les données collectées au cours des expériences de transfection 
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cellulaire n’ont cependant pas permis de mettre en évidence qu’un des réplicons testés 

présentait initialement un ECP moindre et par conséquent était plus favorable à 

l’établissement d’une lignée cellulaire stable. De plus, les expériences de transfection des 

cellules Bhk-21 ont été réalisées en duplicate, pour les quatre réplicons, et ont conduit à des 

résultats de sélection hétérogènes. Lors du protocole de sélection cellulaire, les réplicons 

seraient sujets à l’acquisition aléatoire de mutations adaptatives afin de pouvoir persister 

durablement au sein des cellules dans lesquelles ils ont été transfectés. C’est probablement 

pour cette raison que des résultats non strictement identiques entre les deux expériences de 

transfection ont pu être constatés. Le délai observé entre l’initiation du protocole de sélection 

(J2 post transfection) et l’obtention de clones cellulaires ChikRép+ stables (J30)  

correspondrait ainsi au temps nécessaire à l’adaptation des futurs clones cellulaires à leur 

environnement.  Ainsi, six lignées cellulaires ChikRép+ ont été isolées en vue de l’analyse par 

séquençage des possibles mutations adaptatives sélectionnées. Cette étude de la diversité des 

séquences des réplicons n’a, au jour d’aujourd’hui, pas encore pu être réalisée. Une des 

perspectives de ce travail serait d’identifier les principales mutations adaptatives dans la 

séquence des réplicons sélectionnés et de les comparer avec celles déjà connues dans la 

littérature (Utt et al. 2014). Ces mutations adaptatives sont probablement associées à un 

phénotype de moindre cytotoxicité envers les cellules Bhk-21 puisqu’elles ont conduit à 

l’obtention de lignées cellulaires ChikRép+ stables. Il conviendra ensuite de vérifier cette 

hypothétique relation entre la présence des mutations identifiées et la réduction de l’ECP. 

Pour cela la construction d’un réplicon portant la (ou les) mutation(s) étudiée(s) devra être 

effectuée, suivi de sa transfection cellulaire puis de sa sélection. La sélection de clones 

cellulaires ChikRép+ stables devrait alors être plus rapide avec une mortalité cellulaire 

moindre. Des essais de transfection ont également été entrepris dans un type cellulaire humain 

pouvant être la cible du CHIKV lors de l’infection humaine, les cellules Huh7. Cependant, 

l’important ECP observé envers ce type cellulaire  n’a à ce jour pas permis l’établissement 

d’une lignée cellulaire Huh7 stable ChikRép+. L’identification de mutations adaptatives 

associé à un phénotype non cytotoxique pourrait ainsi nous permettre de développer un 

réplicon adapté et donc capable d’une réplication persistante dans des cellules humaines telles 

que les cellules Huh7.   

D’autre part, la présence d’un CR fonctionnel dans les lignées cellulaires développées 

permettra de réévaluer le modèle des minigénomes afin d’étudier les mécanismes 

fondamentaux de la réplication du CHIKV.  
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En conclusion, ces travaux de recherche m’ont permis de mettre en place une lignée cellulaire 

stable hébergeant un réplicon du CHIKV. Cet outil, biosécurisé et facile de manipulation, doit 

permettre au laboratoire d’analyser plus finement les mécanismes de la réplication du virus. 

Par ailleurs il pourra être utilisé pour le criblage d’inhibiteurs potentiels de la réplication du 

CHIKV, en particulier en utilisant les chimiothèques : la « Prestwick Chemical Library® 

(FDA approved) – 1200 composés» et  la «  Prestwick Phytochemical Library – 320 

composés » disponible par la FR Transbiomed à l’Université de Bordeaux.  
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Mise en place d’un système cellulaire non infectieux pour l’étude de la 

réplication du  virus chikungunya 
 

RESUME en français : Le virus chikungunya (CHIKV ; genre Alphavirus, famille Togaviridae), 

pathogène ré-émergent, a récemment causé des épidémies d’une ampleur sans précédent, affectant 

des millions de personnes, et faisant de la maladie du même nom un problème actuel de santé 

publique. A ce jour, ni traitement antiviral, ni vaccin ne sont disponibles, d’où la nécessité 

d’entreprendre des travaux de recherche pour mieux appréhender le cycle viral et ainsi développer 

des stratégies antivirales efficaces. Le CHIKV étant un pathogène de classe 3, l’objectif de ce 

travail consistait à mettre en place un système cellulaire non infectieux pour l’étude de la 

réplication de ce virus. Pour cela un réplicon, ARN non infectieux à réplication autonome, a été 

construit. Il se compose des gènes codant le complexe de réplication viral associés à la GLuc, un 

gène permettant sa détection. Grâce à l’introduction de mutations dans les gènes codant les 

protéines non-structurales, une lignée cellulaire exprimant stablement un réplicon non cytotoxique 

du CHIKV a été développée. Seules les cellules Bhk-21 se sont révélées compétentes pour cette 

réplication, l’effet cytopathogène associé à l’expression des protéines non-structurales, étant trop 

important sur les autres lignées cellulaires étudiées. Les approches mises en place dans ce travail 

ont donc permis la création d’un outil de recherche biologiquement sûr et efficace permettant 

aussi bien l’exploration de la réplication virale que le criblage d’inhibiteurs potentiels de cette 

étape du cycle viral. 

 

TITRE et RESUME en anglais :  

Establishment of a non-infectious cellular model for studying CHIKV’s replication 

Chikungunya virus (CHIKV; genus Alphavirus, family Togaviridae), considered as a reemerging 

pathogen, has recently caused several major outbreaks of unprecedented scale affecting millions 

of people and making its associated disease a current public health concern. Currently, no 

vaccines or antiviral drugs are available, emphasizing the need to gain more insight into its life 

cycle and to develop effective antiviral strategies. As CHIKV is a 3 biosafe laboratory agent, the 

aim of this study was to develop a non-infectious model for studying CHIKV’s replication in a 

cellular system. To this end, a CHIKV’s replicon, a non-infectious RNA with autonomous 

replication, was constructed. It consists of genes encoding the viral replication complex associated 

with GLuc, a marker gene allowing its detection. A stable cell line harboring a noncytotoxic 

CHIKV’s replicon was developed through the introduction of mutations within genes encoding 

nonstructural proteins. Only Bhk-21 cells proved to be competent for this replication, due to the 

cytopathic effect of the nonstructural proteins expression in the other cell lines studied. The cell 

line developed in this study represents a biosafe and efficient research tool valuable for studying 

viral replication as well as for screening CHIKV replication inhibitors.  
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