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Les arbovirus au Cameroun*
Isolements 'a partir de moustiques

H. BROTTES,1 A. RICKENBACH,2 P. BRLS,3 J.-J. SALAON4 & L. FERAA5

Une enquete portant sur l'inventaire et la re'partition actuelle des arbovirus en Reipu-
blique fede'rale du Cameroun a entraine', entre autres recherches, des tentatives d'isole-
ment a partir des moustiques. Le pre'sent travail expose les re'sultats obtenus en 1964-1965
apres l'inoculation au souriceau nouveau-ne' de 351 lots repreesentant 19320 moustiques
captures dans la re'gion de Yaounde'. Dix souches d'arbovirus - virus Ntaya ou virus etroi-
tement apparente', virus Middelburg, virus Bunyamwera et virus Spondweni - ont ete
isolees et identifihes. La diversite' de ces re'sultats, dans une region aussi etroitement delimi-
fete, reflete sans doute la grande variete de la faune culicidienne locale. De nouvelles especes
ou groupes d'especes de moustiques ont ite' impliquees dans l'isolement de ces virus. Pour
trois de ceux-ci, Ntaya, Middelburg et Spondweni, il n'ajamais ete demontre qu'ils e'taient a
l'origine d'infections humaines et, en l'occurrence, la recherche des anticorps se'riques chez
l'homme vivant a' proximite' des lieux de capture des vecteurs montre que ces virus ne se
manifestent pas a un taux significatif sur le plan immunologique.

De nouvelles recherches seront donc nedcessaires pour preciser le cycle animal eventuel
de ces virus.

L'Institut Pasteur du Cameroun et l'Office de la
Recherche Scientifique et Technique Outre-Mer ont
etabli depuis le debut de I'annee 1964 un programme
d'activites commun qui a pour but la prospection des
arbovirus dans cette region de l'Afrique.
La situation geographique du Cameroun rend

facilement previsible 1'existence d'arboviroses dans
cette partie centrale de I'Afrique oiu le climat et la
richesse de la faune (insectes et hotes intermediaires
possibles) realisent des conditions de transmission
favorables. IJne souche de virus Semliki (souche
Kumba) a d'ailleurs ete isolee en 1951 au Cameroun
occidental (rattache alors au Nigeria) 'a partir d'un
lot d'Eretmapodites grahami (MacNamara, 1953).
D6s l'annee 1963, un premier sondage serologique

ai l'aide de prelevements sanguins effectues dans
differentes regions geographiques du Cameroun et
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testes par la reaction d'inhibition de l'hemaggluti-
nation, avait ete pratique dans le Service des Arbo-
virus de l'Institut Pasteur de Paris par l'un d'entre
nous. Les resultats de ces premiers tests avaient
montre que des anticorps actifs contre les virus du
groupe A aussi bien que contre ceux du groupe B
etaient presents dans un pourcentage notable des
serums examines et ces premieres constatations nous
encouragerent a pratiquer des tentatives d'isolement.

L'enquete serologique s'est poursuivie sur place et
porte actuellement sur 3800 serums originaires de
nombreuses regions. Elle fera l'objet d'une commu-
nication separee.
Quant aux tentatives d'isolement, elles ont com-

mence depuis le debut de I'annee 1964 a partir de
deux sources principales:

a) les malades atteints d'une affection febrile;
b) les moustiques.
Nous exposons ici les resultats obtenus a partir des

vecteurs de mars 1964 a decembre 1965.
En raison des moyens encore limites dont nous

disposons et des difficultes de liaisons rapides avec les
regions eloignees de nos laboratoires, notre prospec-
tion s'est bornee, pendant ces deux premieres annees,
a la region peripherique de Yaounde ofu est implante
l'Institut Pasteur du Cameroun.
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MATtRIEL ET MITHODES

DESCRIPTION GEOGRAPHIQUE
DE LA REGION PROSPECT-E

Nos investigations ont porte sur la region de
Yaounde dans un rayon maximal de 80 km.

Cette region fait partie de la vaste peneplaine qui
occupe le centre-sud du Cameroun. Autour de
Yaounde, son altitude moyenne est de 600-700 m.
Elle presente cependant des hauteurs parfois impor-
tantes, notamment au nord et a l'ouest de Yaounde
ouf des collines abruptes s'elevent 'a quelques cen-
taines de metres au-dessus de la ville, qui culmine
elle-meme 'a 795 m, et a l'est, au nord de la route de
Yaounde a Akonolinga. Ailleurs, le modele est beau-
coup plus arrondi. La zone prospectee est delimitee
au nord par la vallee de la Sanaga (altitude 440 m 'a
Nachtigal) et au sud par la vallee du Nyong (alti-
tude 632 m 'a Ebogo).
Le climat est du type equatorial, pluvieux et

chaud, neanmoins tempere par I'altitude, avec quatre
saisons bien marquees: une grande saison seche de
decembre a fevrier, une petite saison des pluies de
mars a juin, une petite saison seche en juillet et aout,
enfin une grande saison des pluies de septembre 'a
novembre.
A Yaounde, il tombe annuellement pres de

1600 mm de pluies, le minimum de precipitations se
placant en decembre-janvier et le maximum en
septembre-octobre. Le degre hygrometrique moyen
varie de 76% en fevrier 'a 83% en aofut, l'amplitude
joumaliere moyenne variant de 21 % en juillet 'a 35%
en janvier. La temperature moyenne annuelle est de
22°C. La temperature minimale moyenne mensuelle
la plus faible est de 19°C de juin 'a octobre; la tempe-
rature maximale moyenne mensuelle la plus forte est
de 30°C en avril.
La majeure partie de la region prospectee est com-

prise dans la zone de foret semi-decidue 'a Celtis et
Sterculiacees, frange septentrionale de la foret dense
humide de moyenne altitude (deciduous forest des
auteurs anglais). En fait elle est souvent degradee par
l'homme en particulier aux abords des routes et des
villages ofu l'on rencontre cultures vivrieres et indus-
trielles (cacao), jacheres, broussailles arbustives,
palmier 'a huile, etc. Au nord, 'a partir d'Obala, la
foret s'arrete brutalement, faisant place 'a des forma-
tions gramineennes de savanes entrecoupees de
galeries forestieres.
Cinq localites ont fourni les moustiques 'a partir

desquels ont ete isolees les souches de virus. Deux,

Nkolbisson et Ofoumselek, presentent les caract&res
de foret degradee par l'homme decrits ci-dessus. La
centrale electrique de Yaounde est 'a 10 km de
Yaounde et a 2 km seulement de Nkolbisson; les
captures ont ete effectuees dans la foret qui entoure la
concession. Par Okola, on entend les quelques villa-
ges qui precedent la petite ville d'Okola, sur la route
de Yaounde, ofu les captures ont ete faites dans les
bananeraies. A Akonolinga, les captures de nuit ont
ete operees sur la berge escarpee qui domine la
plaine inondee du Nyong.

MATERIEL ET METHODES
D'ISOLEMENT DES VIRUS

Toutes nos captures ont ete faites au niveau du sol,
les unes de nuit sur appiat humain, les autres de jour
au filet dans la vegetation basse sous foret. Ces
dernieres se sont montrees de loin les plus interes-
santes, car les captures de nuit ne nous ont fourni
que 5 especes sur les 46 especes ou groupes d'especes
inoculees.

Les captures ont eu lieu en deux periodes tres
inegales, la premiere du 10 mars 1964 au 11 juin 1965,
la seconde du 9 novembre au 31 decembre 1965.

Huit captures de nuit et 192 captures de jour ont
ete effectuees en vingt points de la region de Yaounde
(voir carte).

Captures de nuit

Les captureurs avaient les jambes nues. Ils etaient
munis chacun d'une lampe electrique qu'ils n'allu-
maient que lorsqu'ils sentaient la piqfure. Le mous-
tique etait aussit6t capture dans un tube de verre de
60 mm x 14 mm immediatement bouche au coton.
La rapidite des captureurs etait suffisante pour que la
plupart des moustiques n'aient pas le temps de se
nourrir. Les tubes etaient releves toutes les heures et
conserves dans un refrigerateur portatif a gaz. Le
lendemain matin, les moustiques etaient apportes
au laboratoire 'a Yaounde ofu ils etaient aussitot
identifies.

Captures de jour

Nous avons pratique deux ou trois captures par
semaine pendant toute la duree des deux periodes de
captures. Cent soixante-huit d'entre elles, sur un
total de 192, ont eu lieu 'a Nkolbisson qui presente le
double avantage de n'etre qu'a 8 km de Yaounde et

812



LES ARBOVIRUS AU CAMEROUN 813

POINTS DE CAPTURES DANS LA REGION DE YAOUNDt
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de poss6der une faune culicidienne nombreuse et
varie'.
Les s6eances de captures e6taient de 3 ou 4 heures

consecutives, le plus souvent le matin, quelquefois
'apraes-midi. Nous avons utilis. de 3 & 9 captureurs.
Ceux-ci, munis chacun d'un filet de tulle mousti-

quaire, marchaient lentement en forvt dans la vieg
tation basse. Les moustiques, chasse's de leurs lieux
de repos, 6taient captures au vol et recueillis ndi-
viduellement en tubes de verre. Ils e6taient apporte's
au laboratoire le meme jour. Lorsque les captures
avaient lieu ailleurs qu'a Nkolbisson, les moustiques
dtaient conserve's en glaci'ere pendant la dure'e du
trajet de retour.

Identification des moustiques
Au laboratoire, les moustiques vivants e&aient

de6termine's un 'a un 'a la loupe binoculaire dans leur
tube et tries par especes ou groupes d'esp&ees.
Chaque lot, forme6 en moyenne de 50 femelles pour

les captures de jour (minimum 2, maximum 501) et
de 159 pour les captures de nuit (minimum 9,

maximum 479), correspondait 'a une localite et, dans
la mesure du possible, ne comportait qu'une seule
espece ou un seul groupe d'especes. Cependant, dans
les localites rarement visitees, les especes peu abon-
dantes etaient groupees en un seul lot. I1 en fut de
meme lors des captures faites 'a Nkolbisson: jusqu'en
juin 1964 pour les Culex qui, nous y reviendrons,
n'etaient pas alors determines specifiquement et,
jusqu'en avril 1964 seulement, pour les autres
moustiques. A partir de mai 1964, la plupart des lots
furent constitues d'une seule espece, mais ils etaient
le resultat de plusieurs captures successives.

Trois cent cinquante et un lots ont ete inocules,
totalisant 19 320 femelles.

Cent seize especes, sous-especes ou varietes ont ete
identifiees. Elles feront l'objet d'un article ulterieur.
Quarante-six especes ou groupes d'especes ont ete
inocules (tableau 1).

Conservation des moustiques

En general, les moustiques femelles sont 'a la dis-
position du service de virologie quelques heures apres
leur capture et, sans attendre la digestion d'un even-
tuel repas sanguin dont le delai entraine souvent une
mortalite importante, les insectes sont places 'a la
temperature de - 65'C. L'observation et l'experience
nous ont montre que tr6s peu de femelles etaient
gorgees et les risques de neutralisation d'un virus
eventuel par les anticorps presents dans le sang
ingere sont reduits au minimum. La preparation de
l'inoculum a lieu quelques jours ou quelques semai-
nes apres le stockage La grand froid.

Prejparation des suspensions, inoculationi et surveil-
lance

Les techniques utilisees 1 sont directement inspi-
rees de celles de l'East African Virus Research Insti-
tute La Entebbe, Ouganda.
La duree d'observation des animaux inocules est

fixee La 14 jours. On n'a pas procede 'a des passages
aveugles.

METHODES D IDENTIFICATION DES VIRUS

Les epreuves sont conduites selon les procedes
exposes par Casals (1961):

a) titrages par inoculation de serie de dilutions
decimales;

1 Bres, P. (1963) Techniques de laboratoire pour l',tude des
arbovirus, document non pub1i6 de l'Institut Pasteur de
Dakar.
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TABLEAU I
NOMBRE DE FEMELLES INOCULgES PAR ESPECE

Espece Nombre

Aedes (Aedimorphus) groupe tarsalis (Newstead) 1861
A. (A.) groupe abnormalis (Theobald) 55

A. (A.) groupe domestkcus (Theobald) 227

A. (A.) argenteopunctatus (Theobald) 18

A. (A.) mutilus Edwards 212
A. (A.) capensis Edwards 12

A. (A.) simulans (Newstead et Carter) 98
A. (A.) rickenbachi (Hamon et Adam) 374

A. (A.) cumminsi (Theobald) 1815

A. (Neome/aniconion) groupe palpalis (Newstead) 1030

A. (A.) circumluteolus (Theobald) 43

A. (N.) jamoti Hamon et Rickenbach 76
A. (Pseudarmigeres) kummi Edwards 194
A. (Stegomyia) simpsoni (Theobald) 16
A. (S.) africanus (Theobald) 7
A. (S.) apkcoargenteus (Theobald) 2

Culex (Culex) guiarti Blanchard 57
C. (C.) ingrami Edwards 9
C. (C.) weschei Edwards 243
C. (C.) moucheti Evans 218
C. (C.) pruina Theobald 619
C. (C.) annul/ioris ssp. consimilis Newstead 13
C. (C.) pokcilipes (Theobald) 29
C. (C.) telesilla De Meillon et Lavoipierre 2309
C. (Culiciomyia) nebulosus Theobald 1190
C. (C.) cinereus Theobald 1485
C. (Lutz/a) tigripes Grandpre et Charmoy 16
C. (Neoculex) albiventris Edwards 509
C. (N.) groupe rima Theobald 2
Culex spp. ind6termine 1260

Cul/seta (Theomyia) fraseri (Edwards) 3

Eretmapodifes groupe chrysogaster Graham 1717
E. groupe inornatus Newstead 264
E. groupe oedipodius Graham 390
E. leucopus Graham 78

Mansonia (Coquillettidia) pseudoconopas (Theobald) 427
M. (C.) maculipennis (Theobald) 7
M. (Mansonioides) afrkcana Theobald 1653

Uranotaenia bilineata Theobald 4
U. b. var. connali Edwards 4
U. annulata var. apkcotaeniata Theobald 1
U. mashonaensis Theobald 1

Anopheles (Anopheles) paludis Theobald 284
A. (Cellia) hargreavesi Evans 407
A. (C.) moucheti Evans 13
A. (C.) smithi var. rageaui Mattingly et Adam 68

b) filtrabilite 'a travers un filtre Millipore de 0,22yt
de porosite;

c) conservation du titre apres lyophilisation;
d) tests au desoxycholate de sodium et 'a l'ether;
e) essai de mise en evidence d'une hemagglutinine.

Nous cherchons egalement it observer les lesions
cerebrales experimentales qui nous semblent assez
caracteristiques pour avoir une reelle valeur d'orien-
tation du diagnostic vers le groupe des arbovirus. Le
prelevement interesse le cerveau de souriceau laisse
in situ dans la boite crianienne, ce qui permet de
mieux observer les lesions meningees et evite les
manoeuvres traumatisantes.

Chastel (1963) a etudie avec minutie les lesions
histologiques experimentales provoquees par le virus
chikungunya isole au Cambodge. Nous nous sommes
inspires de ses observations et de ses commentaires
pour reconnaitre les lesions caracteristiques chez nos
souriceaux. En outre, la plupart des pieces ont ete
envoyees au Service d'anatomo-pathologie de
l'Institut Pasteur de Paris, et nous remercions parti-
culierement ici les Dr" Levaditi et Destombes.
Une etude comparee avec les encephalites provo-

quees par les autres virus pathogenes en inoculation
intracerebrale chez le souriceau merite d'etre envi-
sagee pour confirmer ou infirmer la valeur de cet
examen.

L'identification complete des souches isolees est
achevee 'a l'Institut Pasteur de Dakar par l'un d'entre
nous at l'aide des m'thodes serologiques:

a) epreuve d'inhibition de l'hemagglutination, selon
la methode de Clarke & Casals (1958) sur plaques,
contre 4 it 8 unites d'antigenes;

b) epreuve de fixation du complement suivant la
technique standard (dite LBCF) proposee par le
Centre des maladies transmissibles d'Atlanta, Etats-
Unis d'Amerique, et adaptee 'a la micromethode de
Takatsy.1 Le plus souvent, le titre optimal des anti-
genes et des antiserums est determine par la methode
((en echiquier >;

c) epreuve de neutralisation selon la methode des
melanges de serum non dilue avec des dilutions pro-
gressives de virus qui, apres 1 heure d'incubation au
bain-marie 'a 37°C, sont inocules it raison de 0,02 ml
par voie intracerebrale 'a des souriceaux ages de
3 jours. L'indice de neutralisation est exprime en
logarithme.

1 US Department of Health, Education, and Welfare
(1962) Diagnostic complement fixation method (LBCF),
Communicable Diseases Center Laboratory Branch Training
Manual.
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RISULTATS

Les resultats que nous presentons 1 ont ete
obtenus ai I'aide de methodes serologiques eprouvees
et 'a 'aide de reactifs de reference internationale.
Neanmoins, ils sont consideres comme provisoires,
des methodes plus fines pouvant etre un jour sus-
ceptibles de modifier cette premiere identification et
de faire considerer les virus isoles comme des especes
voisines ou d'eventuels variants.
La recapitulation de nos isolements s'etablit

ainsi:
- cinq souches de virus Ntaya ou d'un virus etroi-

tement apparente: YM 21-64, YM 43-64, YM 59-64,
YM 158-64, YM 179-64;

deux souches de virus Middelburg: YM 3-64 et
YM 20-64;

deux souches de virus Bunyamwera: YM 25-65
et YM 52-65;

une souche de virus Spondweni: YM 175-64;
une souche de virus non groupable en cours

d'etude: YM 50-64;
- deux souches en cours d'identification:

YM 31-65 et YM 34-65.

L'origine de ces souches est resumee dans le
tableau 2.

VIRUS NTAYA OU APPARENTE'S

Cinq souches ont ete isolees: YM 21-64, YM 43-
64, YM 59-64, YM 158-64 et YM 179-64.

1 Les abreviations suivantes sont utilis6es pour l'expose
des resultats:

HA: hemagglutination.
IH : inhibition de l'hemagglutination.
n : reaction negative.
NP: reaction non pratiquee.
Souris 1.2.3...: souris immunis6e par 1, 2 ou 3 inocula-

tions.
Lapin 1.2.3...: lapin immunise par 1, 2 ou 3 inocula-

tions.
Virus: CHIK= chikungunya; ONN= o'nyong-nyong;
SEM=Semliki; SIND=Sindbis; MID= Middelburg;
NTA=Ntaya; WESS=Wesselbron; USU= Usutu;
FJ =fibvre jaune; UGS=Ouganda S; WN= West Nile;
ZIK=Zika; SPOND=Spondweni; DAK=Dakar bat;
ILE= Ilesha; BUN= Bunyamwera; GER=Germiston;
UKA= Ukawa.

Les titres des virus sont exprimes pour le volume de
l'inoculum de 0,02 ml.

En r6action d'IH, les titres sont exprimes par l'inverse
de la dernibre dilution du serum inhibant completement
1'hemagglutination.

En r6action de seroneutralisation, la DL., (serum normal)
et l'indice de neutralisation (antiserum) sont exprimes en
logarithmes.

Les trois premieres d'entre elles ont ete isolees au
cours du 2e trimestre 1964, 'a une epoque otu aucune
souche de reference n'etait encore entretenue au
laboratoire.
La morbidite et la mortalite, tardives et irregu-

lieres au moment de l'isolement, se generalisent
assez rapidement avec raccourcissement de la
periode d'incubation au cours des passages. Le
reisolement a ete obtenu pour toutes les souches,
quoique avec difficulte pour la souche YM 59-64
(trois tentatives ont ete necessaires).
Ces souches sont pathogenes pour la souris adulte

apres inoculation intracerebrale, et elles n'ont aucun
effet cytopathogene sur les cultures cellulaires sui-
vantes: KB, rein de singe, rein de hamster, fibro-
blastes de poulet.

Les lesions histologiques experimentales observees
sont typiques des encephalites 'a arbovirus, sauf en
ce qui concerne la souche YM 158-64 qui ne provo-
qua que des lesions discretes, se limitant a des phe-
nomenes de congestion des capillaires et une gliose
peu marquee au niveau des comes d'Ammon.

L'hemagglutinine a ete obtenue avec une relative
facilite soit apres traitement au fluorocarbone, soit
apres extraction au saccharose-acetone.
Le tableau 3 resume les principales caracteristiques

de ces souches.
Les etudes antigeniques poursuivies a Dakar ont

montre une relation etroite avec le virus Ntaya en
inhibition de l'hemagglutination, en fixation du com-
plement et en seroneutralisation croisee.

Les trois premieres souches ont ete etudiees prati-
quement simultanement a Dakar.

Antige'ne HA
(Extraction au saccharose-acetone)

Titre des henmagglutinines a pH
Souche 5,7 6,0 6,2 6,4
YM 21-64 0 10240' 5120 20480
YM 43-64 0 5120 5120 2560
YM 59-64 0 0 320 320

Souche 6,6 6,8
YM 21-64 20480 10240
YM 43-64 320 0
YM 59-64 640 320
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TABLEAU 2
ISOLEMENTS DE VIRUS EN 1964 ET 1965

Moustiques

N° du lot Esp64

YM 3-64 Mansonia africana

YM 20-64

YM 21-64

YM 43-64

YM 50-64

YM 59-64

,es

Eretmapodites groupe chrysogaster
E. groupe inornatus
Aedes groupe tarsalis
A. kummi
A. groupe palpalis
Mansonia pseudoconopas

Culex spp. ind6termine

Culex albiventris
Culex spp. indetermine

Eretmapodites groupe chrysogaster

Culex albiventris
Culex spp. ind6termine

YM:158-64 Culex nebulosus

YM 175-64 Eretmapodites groupe chrysogaster

Culex cinereus
C. telesilla

YM 179-64 C. moucheti
C. tigripes
C. albiventris

YM 25-65 Aedes groupe domesticus

YM 31-65 Eretmapodites leucopus

YM 34-65 Culex telesilla

Aedes groupe tarsalis
A. simulans

YM 52-65 A. capensis
A. mutilus
A. kummi

Nombre Provenance

479

14
1

10
3
3

I1
32

2
24

15

4
29

27

31

19
4

111

52

17

135

4

12

Akonoli nga

Nkolbisson

Nkolbisson

Nkolbisson

Okola

Nkolbisson

Ofoumselek

Date de capture

12.111.64

13.IV.64 et 14.IV.64

13.IV.64 et 14.IV.64

26.V.64

21 .V.64

2.VI.64

25.1X.64

Date
d'inoculation

13.111.64

16.1V.64

16.1V.64

27.V.64

2.VI.64

Souches
de virus
isolees

Middelburg

Middelburg

Ntaya

Ntaya

6.VI.64 Ntaya

30.IX.64 Ntaya

Ofoumselek 16.X.64 22.X.64 Spondweni

Ofoumselek 16.X.64 22.X.64 Ntaya

Nkolbisson

Nkolbisson

Nkolbisson

Centrale
electrique
de Yaounde

du 14.X.64 au 12.111.65

du 26.X.64 au 14.1V.65

2.IV.65 et 6.IV.65

30.1V.65

18.111.65

20.IV.65

20.1V.65

22.V.65

Bunyamwera

?

Bunyamwera

Iii
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TABLEAU 3
CARACTtRISTIQUES DES SOUCHES DE VIRUS NTAYA OU APPARENTtS

Temps Sniif
moyen de denssouches

D61ai survie desisouche
d'isolement dessouris Rmisole-(Jours) apres 4 men au d6soxy-

passages cholate A I'ther
(jours) de sodium

13 4-5 + >2 log >3 log

7 4-5 + 4log 1,5 log

11-12 4 + NP >3 log

10-15 4 + NP >2log

8-9 5 + NP NP

Pouvoir pathog6ne
chez la souris adulte
apr6s inoculation

intrac6- intrapdri-
rdbrale tondale

+

+

+

+

+

n

n

n

n

n

Titres

Yaound6 Dakar

105's

1 07,2

10S

106

NP

106,5

106,5

104,6

105,6

1 05"

Serums de reference
du groupe A du groupe B

n 10240
BUN
NP

YM 4-i-4 nfOu NIr YM 21-64

YM 59-64 n 10240 n (souris 3)

YM 43-64
(souris 3)

Reaelions croi.see.s d'lH dans le groupe B NTA

(souris 5)
Les resultats de ces r6actions sont donnes dans WN

le tableau 4. (souris 3)

S6rum

YM 59-64 (lapin 3)

YM 59-64 (lapin 4)

YM 21-64 (lapin 2)

YM 43-64 (lapin 1)

NTA (souris 4)

WESS (lapin 2)

USU (lapin 1)

FJ

DAK (souris 2)

WN (souris 1)

ZIK (souris 1)

SPOND (souris 4)

Reactions croisees de fixation diu complement
(Methode LBCF: antigenes au freon)

Antigenes
Serum YM YM NTA

21-64 43-64
46/8 8 8

WN

n

8 8/16 8 n

16 8 16/16 n

n n n 32/16

TABLEAU 4

REACTIONS CROIStES D'INHIBITION DE L'HgMAGGLUTINATION DANS LE GROUPE B

Titres IH pour les antig6nes

YM 59/641 YM 21-641 YM 43-641 NTA WESS USU

20 NP 20 80 20 n

80 N P 160 640 320 160

80 1280 80 640 320 160

40 40 160 40 n n

80

1280

640

n

80

640

40

80

NP

NP

NP

n

NP

20

n

NP

20

NP

NP

n

NP

n

n

NP

80

640

2560

20

80

160

40

160

20

10240

NP

20

40

80

20

40

n

1280

1280

20

80

320

20

20

FJ

n

40

n

n

n

160

20

320

n

n

n

n

DAK

n

20

n

n

n

320

80

n

160

40

n

n

WN

n

160

20

n

n

320

640

n

40

80

n

n

ZK

n

n

n

n

n

20

20

n

n

n

1280

n

SPOND

n

n

n

n

n

20

NP

n

n

NP

n

80

Souche

YM 21-64

YM 43-64

YM 59-64

YM 158-64

YM 179-64

Reactions d'IH

H6mag-
glutinine

+

+

+

+

+

Antigene
YM 21-64

.1AX t .
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YM59-64 YM 43-64 NTA
Serum ou (dilution: 8) (dilution: 16) (dilution: 4)
ascite
YM 59-64
(souris 2)
YM 59-64
(souris 5)
YM 43-64

16

16

16

8

8

16

16

8

Les resultats des etudes antigeniques poursuivies
a Dakar avec les deux autres souches, YM 158-64 et
YM 179-64, conduisent egalement 'a les considerer
comme des souches tres voisines, sinon identiques, a
Ntaya.

VIRUS MIDDELBURG

(souris 5) Deux souches, YM 3-64 et YM 20-64, ont ete
NTA 32 32 32 isolees.
(souris 5) Au moment de leur isolement, aucune souche

Reactions croisees de seroneutralisation sauvage ou de reference de cet arbovirus n'6tait
Virus entretenue au laboratoire.

YM21-64 YM43-64 NTA WN L'isolement fut facilement obtenu pour YM 3-64
Y10-4 YM13-649 NTA43 WN73 qui provoqua d'emblee la mort de 1'ensemble des

Serum normal 10- - 10"' 1O' souriceaux inocules. La souche fut d'ailleurs reisol6e
Antiserum avec la meme facilite. L'inoculum de YM 20-64, de
YM 21-64 1,4 1,3 1,7 0,8 titre sans doute faible, n'entraina qu'une morbidite
(lapin 3) partielle et le reisolement ne fut pas obtenu malgre
YM 43-64 2,4 2,9 2,5 NP deux tentatives.
(lapin 3)
NTA
(lapin 3)
WN
(lapin 3)

Pour la souch
de seroneutralisa
de facon valable
tion de 1 heure
importante 'a 10

Les resultats i

relation tres etrn
Ntaya.

Cependant, la
Service des Arbo
oui dix poulets fu
de virus (aux 7e i

Cette methode a
(Hannoun, Chau
tres specifiques e
qui permettent d

Les resultats c
la seule souche d
avec YM 21-64:
biteurs vis-La-vis c
fois vis-La-vis de
inhibition n'etan
dengue types 1
Murray Valley,
weni. Mais les titi
coup inf6rieurs 'a
logue, et iH appa
table entre les dei

Apres adaptation des souches, la symptomatologie
2,4 2,2 2,5 NP fut la meme chez les souriceaux pour les deux sou-

NP NP NP 4 ches: evolution rapide en 2-3 jours vers la mort bru-
tale survenant le plus souvent au cours de crises de
tetanie generalisee accompagnee de cyanose.

e YM 59-64, les reactions croisees YM 3-64 n'est pas pathogene pour la souris
tion n'ont pas pu etre interpretees adulte apres inoculation intracerebrale ou intraperi-
car le titre de ce virus apres incuba- toneale. La souche YM 20-64 ne fut pas test'e. Un
a 37°C tombe d'une faqon trop effet cytopathogene lent sur cellules de reins de jeune
37. hamster fut note' pour ces virus. Les lesions histo-
obtenus prouvent qu'il existe une pathologiques experimentales sont formellement en
oite entre ces souches et le virus faveur d'un arbovirus.

Ces souches sont sensibles 'a l'ether et au desoxy-
souche YM 21-64 a e'te adressee au cholate de sodium et resistent 'a la lyophilisation.
virus de l'Institut Pasteur de Paris, L'antigene hemagglutinant a ete tres difficile a
rent immunises par deux injections obtenir et seule l'extraction au saccharose-acetone
et 14e jours) et saignes au 21 e jour. suivie d'un traitement au sulfate de protamine a
donne regulierement 'a ses auteurs permis de mettre en evidence l'hemagglutinine ai
mont & Panthier, 1965) des serums Yaounde. La meme methode echoua 'a Dakar.
n inhibition de l'hemagglutination, Un protocole d'identification a ete etabli 'a l'Institut
e differencier des souches voisines. Pasteur de Dakar pour les deux souches:
)btenus ont montre que Ntaya est YM 3-64 (90 passage): DLr0= 10-5 5; temps moyen
Lu groupe B qui revele une parente de survie: 2-3 jours 'a 10-3 (souriceaux de 24 heures
quatre serums de poulet sont inhi- inocule's par voie intracerebrale).
le Ntaya alors qu'un seul 1'est L la YM 20-64 (5e passage): DL50= 10-6; temps moyen
St Louis et de Ntaya, aucune de survie: 3 jours La 10-3 (souriceaux de 24 heures

t observee avec les virus suivants: inocules par voie intracerebrale).
At 2, West Nile, encephalite de la
fievre jaune, Wesselsbron, Spond-
res d'inhibition (1/10) sont de beau-
ceux observes avec le virus homo-

Lrait donc une difference incontes-
ux virus.

Antigene HA
Aucun antigene n'a pu &re obtenu apres trois

essais par la methode au saccharose-acetone et
traitement par le sulfate de protamine pourYM 3-64,
et apres deux essais pour YM 20-64.
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Reaction d'Ih

Serum
YM 3-64

(souris 1)
(souris 3)
(lapin 3)

Serum
YM 20-64
(souris 1)
(souris 3)
(lapin 3)

Reactions cro
(Technique

I1 n'a pas
YM 20-64 sat

Serum
YM 3-64 (souris 3)
MID (souris 3)
YM 20-64 (souris 3)

Reactions croise'es de s

La recolte des moustiques ayant fourni YM 52-65
fut motivee par le fait qu'une jeune fille europeenne

AnSigEnM s deIKrOfreNNs (8IuNiD~sHA) habitant sur les lieux avait presente quelques jours
auparavant un episode f6brile brutal accompagne de
cephalees et d'un exantheme maculeux generalise.

n n n n 80 Malheureusement, il nous fut impossible de faire un
n n n n 640 prelevement sanguin.
n n 2560 p~~eetsnun

L'adaptation des souches fut assez rapide, avec

mortalite reguliere en 2-3 jours pour les souriceaux.
La souche YM 25-65 est pathogene pour les souris

n n n n 40 adultes inoculees par voie intracerebrale et irregu-
n n n n 1280 lierement pathogene si l'on utilise la voie intraperi-
n n n n 2560 toneale. Les lesions cerebrales histologiques sont

typiques.
isees de fixation du compliment Sensibles a l'ether et au desoxycholate de sodium,
LBCF, micromethode) ces virus ont un titre tres eleve (108,3 et 108,5 a

I s Yaounde) qui n'est pas affecte de facon importanteete possible d'obtenir un antigene par la lyophilisation.
iieficaintm lIIJ1toc Aucuneh.agutnn n' pu r mis en .i111ir,M. LIVI V,0alO. Aucune he'magglutinine n'a pu e'tre mise en e'vi-

Antigenes dence 'a Yaounde, malgre de nombreuses tentatives.
YM 3-64 MID YM20-64 A Dakar, un antigene hemagglutinant faible a ete

obtenu par l'extraction au saccharose-acetone et
32/4 32/4 NP l'identification a ete relativement facile 'a l'aide des
32/4 32/8 NP autres reactions serologiques.
8/4 32/4 - Les examens, 'a l'Institut Pasteur de Dakar, ont

porte sur les deux souches suivantes:
e~roneutrallsation YM 25-65 (14e passage): DL50= 10-7,50; temps

moyen de survie: 3 jours 'a 10-'.
Virus YM 52-65 (9e passage): DL50= 10-7,50; temps

YM 3-64 YM20-64 MID moyen de survie: 2 jours 'a 10-4.
-6,64 -6,0 -5,86

4,1 NP -3,36

NP 3,5 3,36

Antigene HA
(Extraction au saccharose-acetone)

Souche
YM 25-65

4,1 3,5 3,36 YM 52-65

Conclusion. I1 s'agit de deux souches du virus
Middelburg.

VIRUS BUNYAMWERA

Deux souches, YM 25-65 et YM 52-65, ont ete
isolees.

L'isolement de ces deux souches presenta quel-
ques difficultes; les broyats de moustiques etaient
certainement doues de toxicite et la mortalite non

specifique nous obligea a repeter les inoculations.
Le reisolement fut obtenu 'a partir du broyat

YM 25-65, mais echoua avec le broyat YM 52-65.

Titre des hemagglutinines apH
5,9 6,0 6,2 6,4 6,6
0 20 20 0 -

0 80 80 20 0

Reactions d'IH

Serums de reference
Antigene dugroupeA dugroupeB BUN UKA ILE GER

YM 52-65 0 0 320 320 0 0

Reactions croisees d'IH
Antigenes

Serum YM 25-65 YM 52-65 BUN

YM 25-65 (souris 3) NP 320 80
YM 25-65 (lapin 3) NP 320 5120
YM 52-65 (souris 1) NP 320 160
YM 52-65 (souris 3) NP 320 320
BUN (souris 5) NP 320 160

Serum normal
Antiserum
YM 3-64
(souris 3)
YM 20-64
(souris 5)
MID
(lapin 3)
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Re'actions croisees de fixation du complement

Antigines
YM25-65 YM 52-65

Serum
YM 25-65 (souris 4)
YM 52-65 (souris 3)
BUN (souris 5)

64/256
128/256
16/256

64/256
128/256
NP

AntigMne HA
11 n'a pas ete obtenu apres deux essais par la

BUN mthode au saccharose-acetone.

64/256
NP

16/128

Reactions croisees de seroneutralisation
Virus

YM 25-65 YM S2-65 BUN
10-7,45 10-7,57 10-9,20Serum normal

Antiserum
YM 25-65
(lapin 3)
YM 52-65
(lapin 3)
BUN
(souris 5)
ILE
(lapin 2)

Conclusion.
Bunyamwera.

ILE
I 0-p,80

Reactions d'IH

Serum
YM 175-64
(souris 3)
YM 175-64
(lapin 3)

Antige'nes de refWrence
NTA WESS USU WN

80

80

DAK
40 40 40 n

160 160 80 20

FJ UGS ZIK SPOND
n n n 20
90 20 80 40-80

5,29 NP 5,4 1,30
Reactions croise'es de fixation du compliment

NP 5,57 4,71 0,30 (Technique LBCF, micromethode)

5,29 5,57 5,60 0,20
Serum

1,95 2,07 1,7 4,1 YM 175-64
(souris 3)

II s'agit de deux souches du virus SPOND
(souris 3)
USU
(lapin 1)

VIRUS SPONDWENI

Une souche, YM 175-64, a ete isolee.

L'isolement a ete realise facilement sur deux por-
tees de souriceaux. Le temps moyen de survie de
7-8 jours s'est stabilise a 4 jours au cours des passa-
ges. Le reisolement a ete egalement obtenu avec
facilite. Aucune souche de virus Spondweni n'etait
entretenue au laboratoire.
La souche est pathogene pour la souris adulte par

inoculation intracerebrale mais non par inoculation
intraperitoneale. Aucun effet cytopathogene n'a ete
observe sur les cultures cellulaires eprouvees: KB,
rein de singe, rein de hamster, fibroblastes de poulet.
Les lesions histologiques cerebrales sont nettement
en faveur d'un arbovirus.
La sensibilite 'a l'ether et au desoxycholate de

sodium n'a pas ete recherchee.
Un antigene hemagglutinant faible a ete obtenu

au 12e passage 'a Yaounde, mais non 'a Dakar.
La souche a ete examinee 'a l'Institut Pasteur de

Dakar:
YM 175-64 (lOe passage): DL50= 10-7,°; temps

moyen de survie: 4 jours a 10-3 (souriceaux de
24 heures inocules par voie intracerebrale.

Inoculation apres lyophilisation (11e passage):
DL50= 10-5O60.

Anti
YM 175-64 S

64/8

32/8

NP

Ognes
POND USU
64/4 8/8

32/6 0/0

NP 128/8

Reactions croisees de seroneutralisation
Virus

YM 175-64 SPOND
Serum normal
Antis&rum
YM 175-64 (lapin 3)
SPOND (lapin 3)

10-7,25

2,25
4,30

10-5,8

1,91
3,14

Conclusion. Cette souche est tres voisine, sinon
identique, 'a Spondweni.

VIRUS EN COURS D'IDENTIFICATION

Souche YM 50-64

La primo-inoculation est pratiquee le 2.VI.64 chez
deux portees de souriceaux: I'une reste indemne,
tandis que deux animaux presentent des paralysies
le 13e jour dans la seconde. On note une generalisa-
tion des atteintes neurologiques 'a tous les animaux
au cours des passages et une stabilisation de la
periode d'incubation 'a 3-4 jours. Le reisolement est
obtenu le 23.VI.64 sur un seul souriceau qui presente
un retard de developpement et des signes d'atteinte
nerveuse le 16e jour, et donne ensuite des passages
positifs.
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La souche est pathogene pour les souris adultes
apres inoculation intracerebrale, non pathogene
par la voie intraperitoneale (7e passage). On
n'observe pas d'effet cytopathogene sur les cultures
cellulaires dej"a mentionnees.

Les lesions histologiques experimentales se sont
affirmees au cours des passages: tres discretes, voire
inexistantes au 2e passage, elles sont nettes au 7e,
avec necrose d'une partie de la come d'Ammon et
reaction gliale intense.
La souche est sensible au desoxycholate de sodium

et a l'ether.
L'antigene HA obtenu apres extraction au freon

a t trop faible pour 'tre utilise lors des premiers
passages et ce n'est qu'au lie passage que les titres
ont ete exploitables: 1/640 a pH 6,2.

Les essais d'extraction au saccharose-acetone ont
echoue aussi bien a Yaounde qu'a Dakar.

Les epreuves serologiques d'inhibition de l'hemag-
glutination, de fixation du complement et de neutra-
lisation ont montre que ce virus n'a aucune relation
avec les virus africains suivants: Semliki, chikun-
gunya, o'nyong-nyong, Sindbis, Middelburg,
Ndumu, Ntaya, Wesselsbron, Usutu, fievre jaune,
Ouganda S, Dakar bat, West Nile, Zika, Spondweni,
Entebbe bat, Bunyamwera, Ilesha, Ukawa, Bwamba,

Pongola, Lumbo, Chenuda, Simbu, Mossuril,
Nyamanini, Nyando, Lagos bat. Une faible neutra-
lisation, et dans un seul sens, a ete observee avec
Germiston mais elle n'est pas concluante.
En conclusion, la souche YM 50-64 parait diff&

rente des 29 arbovirus africains enumeres. Cette
souche est en cours d'etude a l'East African Virus
Research Institute, a Entebbe, d'ofu le Dr Williams
nous a confirme qu'elle n'a aucune relation en
reaction de fixation de complement avec tous les
arbovirus africains de la collection de l'Institut.

Souches YM 31-65 et YM 34-65
Nous ne mentionnons ces souches qu'a titre docu-

mentaire. Leur identification ne fait que commencer.
Leur nature d'arbovirus est affirmee par leur sensi-

bilite a l'ether et au desoxycholate de sodium et par
les caracteristiques des lesions cerebrales obtenues
chez le souriceau.

Les titres de ces virus sont tres eleves, superieurs a
101; toutes les tentatives pour mettre en evidence
une hemagglutinine ont echoue jusqu'a maintenant.

Les premiers resultats serologiques sont difficile-
ment interpretables; a premiere vue, ces souches ne
feraient partie ni du groupe A, ni du groupe B, ni du
groupe Bunyamwera.

DISCUSSION

Les 351 lots de moustiques inocules nous ont
fourni 13 souches d'arbovirus parmi lesquels quatre
types differents de virus ont ete identifies:
- 5 souches de virus Ntaya ou d'un virus etroite-

ment apparente;
- 2 souches de virus Middelburg;
- 2 souches de virus Bunyamwera;
- 1 souche de virus Spondweni.
Trois souches doivent encore &re identifiees.
Une telle variete de virus dans une region aussi

etroitement delimitee est remarquable; elle est sans
doute le reflet de la grande variete de la faune culici-
dienne, les arbovirus manifestant une certaine speci-
ficite vis-a-vis de l'espece vectrice.
Nous n'avons pas isole de virus chikungunya ni

de virus o'nyong-nyong, qui pourtant circulent a
l'etat hyperendemique a travers l'ensemble de
l'Ouest africain comme tendent a le demontrer les
resultats de diverses enquetes serologiques (Bres et
al., 1965), mais nos captures ne se sont pas adressees

a leurs vecteurs habituellement reconnus, en parti-
culier Anopheles gambiae et A. funestus pour le
virus o'nyong-nyong.
La validite de nos isolements a ete discutee a pro-

pos de chacune de nos souches et nous ne voulons v
revenir que pour souligner les faits suivants: aucune
souche de reference ne fut introduite au laboratoire
avant le mois de juin 1964 alors que cinq isolements
avaient deja ete realises; les virus Spondweni et
Middelburg n'ont jamais figure dans notre collec-
tion; le virus Bunyamwera de reference ne fut mani-
pule que sous la forme d'antigene hemagglutinant au
cours de l'annee 1965, aucun passage de la souche
n'ayant eu lieu pendant cette periode.

L'etalement des isolements dans le temps, tel que
le fait ressortir le tableau 2, n'est pas non plus en
faveur de <i faux isolements)> que les conditions de
travail parfois critiquables nous font toujours
redouter.

Parmi les virus identifies, seuls deux sont signales
dans la litterature pour avoir ete isoles chez l'homme
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au cours d'infections naturelles: le virus Bunyam-
wera, en Afrique du Sud (Kokernot et al., 1958), au
Nigeria (Bearcroft, Portefield & Sutton, 1963) et
en Ouganda; le virus Spondweni (primitivement
identifie a Zika), au Nigeria (MacNamara, 1954).

Les virus Ntaya et Middelburg n'ont jamais ete
rencontres chez l'homme; seuls les anticorps ont ete
deceles.
Au cours de nos essais d'isolements chez l'homme,

nous avons inocule 634 echantillons de sang prove-
nant de malades atteints d'affections febriles et nous
n'avons pu isoler qu'une seule souche qui semble
appartenir au groupe Bunyamwera (Brottes &
Salaun, 1966).1 D'autre part, une enquete serolo-
gique portant sur les habitants de la region de
Yaounde a montre une tres faible incidence des
anticorps vis-a-vis des virus isoles parmi les anticorps
detectes par inhibition de l'hemagglutination.L'exa-
men de 350 serums a donne les resultats suivants:

Serums contenant
Virus des anticorps specifiques

Nombre %
Ntaya 14 4
Middelburg 23 7
Spondweni 15 4
Bunyamwera 29 8
YM 50-64 13 4

Enfin, 193 serums ont ete recueillis parmi la popu-
lation vivant depuis plusieurs annees a proximite
immediate des lieux de capture de Nkolbisson. Les
resultats acquis par inhibition de l'hemagglutination
sont les suivants:

Serums contenant
Virus des anticorps specifiques

Nombre %
Ntaya 9 5
Middelburg 1 6,5
Spondweni 9 5
Bunyamwera 24 12
YM 50-64 5 2,5

Le cycle humain de ces virus parait donc excep-
tionnel sauf, peut-etre, en ce qui concerne le virus
Bunyamwera.

Les hotes animaux possibles n'ont pas encore ete
prospectes et des etudes immunologiques a partir de
serums de mammiferes et d'oiseaux doivent etre
entreprises dans le perimetre des lieux de capture.

1 Au moment ou nous publions cet article, l'identification
de cette souche est maintenant achevee: il s'agit d'un virus
Ilesha.

En ce qui concerne les hotes vecteurs, nous pou-
vons faire les commentaires suivants.

L'absence de collection de reference jointe aux
difficultes taxonomiques propres au genre Culex
nous empecha jusqu'en juin 1964 d'en identifier la
plupart des especes. Cependant, en 128 captures 'a
Nkolbisson de juillet 1964 a decembre 1965, C. nebu-
losus etait present 127 fois, C. cinereus 119 fois, et
C. telesilla 120 fois. On peut donc penser raisonna-
blement qu'au moins une ou deux de ces especes
etaient presentes dans les lots 21-64, 43-64 et 59-64
d'oiu fut isole le virus Ntaya. Remarquons d'ailleurs
que les deux autres souches de Ntaya, YM 158-64 et
YM 179-64, ont ete isolees de lots ofu se trouvaient
C. nebulosus d'une part, C. cinereus et C. telesilla
d'autre part.
Beaucoup d'especes d'Aedes et d'Eretmapodites

ne sont separables les unes des autres que par l'exa-
men des terminalia males. La dissection des males
captures dans les memes conditions que les femelles
donne ainsi vraisemblablement une idee de la fre-
quence relative des differentes especes a l'interieur
de chaque groupe.
Au cours de notre enquete, cinq groupes d'especes

ont ete impliques dans nos isolements:
a) Aedes groupe tarsalis: l'espece la plus frequente

et de loin (60 sur 78 dissections) est A. yangambiensis
De Meillon et Lavoipierre. Sont egalement presents
A. tarsalis (Newstead), A. yvonneae Edwards et
A. phyllolabis Edwards;

b) Aedes groupe domesticus: les deux especes domi-
nantes sont A. domesticus (Theobald) et A. keptolabis
Edwards (respectivement 49 et 43 sur 109 dissec-
tions). On trouve egalement A. longiseta Edwards,
A. ovazzai Hamon et Adam et A. tauffliebi Ricken-
bach et Ferrara, 1958;

c) Aedes groupe palpalis: nous incluons dans ce
groupe A. palpalis (Newstead), A. carteri Edwards,
A. faeniarostris (Theobald), A. crassiforceps Edwards
et A. pogonurus Edwards. La situation y est confuse
car, alors que 81 % des femelles repondent a la des-
cription d'A. carteri, les autres se partageant entre
A. palpalis et A. taeniarostris, sur 159 males disse-
ques, 1 9, soit 74 %, sont des A. palpalis, les autres se
repartissant entre A. taeniarostris, A. crassiforceps
et A. pogonurus. Nous n'avons jamais trouve de
males dont les terminalia correspondent a ceux
d'A. carteri;

d) Eretmapodites groupe chrysogaster: pres de la
moitie des males sont des E. chrysogaster Graham
(115 sur 244 dissections); plus du quart sont des
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E. grahami Edwards (70). Sont egalement presents
E. semisimplicipes Edwards (24), E. haddowi Van
Someren (20), et enfin, mais rares, E. intermedius
Edwards, E. gilletti Van Someren et E. pauliani
Grjebine;

e) Eretmapodites groupe inornatus: E. inornatus
Newstead est deux fois plus frequent qu'E. penicil-
latus Edwards (respectivement 42 et 18 sur 60 dis-
sections).
Notons enfin que les Eretmapodites leucopus

Graham appartiennent 'a la sous-espece productus
Edwards.

Le fait le plus interessant est l'isolement des cinq
souches apparentees au virus Ntaya 'a partir de lots
de Culex. Rappelons que le virus fut isole pour la
premiere fois en Ouganda, d'un lot de 1318 mous-
tiques dont 1284 Culex spp. (Smithburn & Haddow,
1951). Ce virus n'avait jamais ete reisole depuis, mais
en 1960, Haddow, envisageant la prevalence de
l'infection en Egypte et le role important joue dans
cette region par les Culex dans la transmission des
maladies a virus, suggerait que certaines especes de
Culex pouvaient etre les vecteurs naturels du virus
Ntaya. Nos isolements paraissent corroborer cette
hypothese. Peut-etre meme peut-on avancer que les
especes du sous-genre Culiciomyia sont particuliere-
ment aptes 'a le transmettre. L'une des souches
(YM 158-64) a ete isolee d'un lot de C. nebulosus et
les quatre autres de lots mixtes oiu, dans l'un des
cas (YM 179-64), C. cinereus etait l'espece la mieux
representee. Nous avons discute plus haut la compo-
sition possible des lots de Culex non identifies et
montre que, vraisemblablement, au moins une des
deux especes de Culiciomyia y etait presente. Des ex-
periences de transmission au laboratoire seront natu-
rellement necessaires pour appuyer cette hypothese.
Le virus Middelburg avait jusqu'a present ete isole

en Afrique du Sud de plusieurs especes d'Aedes
(Kokernot et al., 1957; Brooke Worth, Paterson &
De Meillon, 1961). Notre premier isolement a partir
de Mansonia africana ne peut cependant surprendre,
car cette espece a ete impliquee dans l'isolement de
nombreux virus: Spondweni (MacIntosh et al.,
1961), Bunyamwera et Sindbis (Brooke Worth,
Paterson & De Meillon, 1961), virus de la fievre de
la Vallee du Rift (East African Virus Research
Institute, 1960), et, en association avec M. uniformis
(Theobald), dans l'isolement des virus Pongola
(Brooke Worth, Paterson & De Meillon, 1961) et
chikungunya (East African Virus Research Institute,
1962). La deuxieme souche de Middelburg provient

d'un lot mixte oCu predominaient des Eretmapodites
du groupe chrysogaster et des Aedes du groupe
tarsalis. Rappelons que le virus a deja ete isole d'une
espece du groupe tarsalis: A. albocephalus (Theobald)
(Brooke Worth, Paterson & De Meillon, 1961).
Quant aux Eretmapodites du groupe chrysogaster,
qui sont impliques encore dans deux autres de nos
isolements, souche non identifiee (YM 50-64) et
souche de virus Spondweni (YM 157-64), ils sont
connus comme vecteurs experimentaux de la fievre
jaune (Bauer, 1928, cite par Haddow, 1956) et de la
fievre de la Vallee du Rift (Smithburn et al., 1949,
cites par Haddow, 1956). MacNamara (1953) a isole
d'autre part le virus Semliki d'E. grahami (cite par
Haddow, 1956). On peut donc penser qu'une ou
plusieurs especes du groupe constituent de bons
vecteurs des arbovirus. N'oublions cependant pas
que l'isolement initial du virus Middelburg fut
effectue 'a partir d'un lot d'Aedes (Neomelaniconion)
spp. (Kokernot et al., 1957) et que deux autres isole-
ments proviennent d'A. (N.) circumluteolus (Brooke
Worth, Paterson & De Meillon, 1961), un des meil-
leurs vecteurs connus de l'Afrique au Sud du Sahara.
Il est donc possible que la souche ait ete isolee des
trois Aedes du groupe palpalis qui se trouvaient dans
le lot, mais nous ne le pensons pas car les 1146 autres
Neomelaniconion inocules repartis en 24 lots homo-
genes et 11 mixtes nous ont donne des resultats
negatifs.
Le virus Bunyamwera fut isole pour la premiere

fois par Smithburn et al. (1946, cites par Haddow,
1960) en Ouganda d'un lot de 4114 Aedes spp. dont
2584 appartenaient au sous-genre Neomelaniconion
(A. palpalis, A. taeniarostris et A. circumluteolus). II
a depuis et isole de nouveau 'a plusieurs reprises au
Tongaland (Afrique du Sud) d'A. circumluteolus
(Kokernot et al., 1957a; Kokernot et al., 1958).
Aucune espece du sous-genre ne figure dans les deux
lots d'oCi nous l'avons iso1l. Mais c'est aussi la pre-
miere fois a notre connaissance que des Aedes du
groupe domesticus sont impliques dans un isolement
d'arbovirus.

Quatre genres de moustiques et 'a l'interieur de l'un
d'eux trois sous-genres ont ete incrimines dans la
transmission du virus Spondweni. Isole initialement
de Mansonia uniformis au Tongaland (Kokernot et
al., 1957b), il a e retrouve dans la meme region
chez M. africana, Aedes (Neomelaniconion) circum-
luteolus, A. (Aedimorphus) cumminsii et Eretmapo-
dites silvestris Ingram et De Meillon (Maclnstosh et
al., 1961), chez Culex univittatus Theobald (Brooke
Worth, Paterson & De Meillon, 1961), enfin au

2
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Mozambique dans un lot mixte d'A. (Ochkerotatus)
fryeri (Theobald) et A. (Aedimorphus) fowleri
(Charmoy) (MacIntosh et al., 1962). C'est donc un
virus qui parait montrer peu de specificite dans son
adaptation aux moustiques. Nous ne pensons pas, en
ce qui concerne notre isolement, qu'il puisse s'agir
d'un virus simplement present dans un repas de sang

recemment ingere, car nous n'avons jamais trouve
dans nos captures d'Eretmapodites fraichement
gorges.

Cette remarque s'applique bien entendu egalement
aux lots YM 50-64 (E. groupe chrysogaster) et
YM 31-65 (E. leucopus) dont les souches isolees
n'ont pas encore ete definitivement identifiees.
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SUMMARY

In the framework of an investigation of the distribution
of arboviruses in the Federal Republic of Cameroon
carried out in 1964 and 1965, attempts were made to
isolate arboviruses from mosquitos captured within about
80 km of Yaound6, in partially degraded semi-deciduous
forest between the dense rain forest and the savanna. A
total of 192 day captures by net at ground level and
8 night captures on human bait yielded 116 species,
subspecies or varieties.
A total of 351 pools was made from the 19 320 females

of 46 of the captured species or species-groups; these
pools were inoculated into day-old mice for isolation of
any arboviruses present. The virus strains were identified
by a modification of Casals' methods, involving sodium
desoxycholate and ether sensitivity testing, and
haemagglutination, haemagglutination-inhibition, com-
plement-fixation and neutralization tests.

It proved possible to isolate 13 arbovirus strains, 10 of
which have been identified: 5 of Ntaya or closely related
virus, 2 of Middelburg virus, 2 of Bunyamwera virus and
1 of Spondweni virus. One of the unidentified strains
was found not to correspond to any of the African
viruses in the collections of the reference centres at
Dakar and Entebbe. The other two strains are still
undergoing identification.
The most interesting finding is the isolation of 5 strains

of, or very closely resembling, Ntaya virus from Culex

species; this is the first time that isolation of this virus
has been mentioned in the literature since its original
isolation in Uganda, from a pool also consisting mainly
of Culex. Middelburg virus, so far isolated from various
species of Aedes, was here isolated from a homogeneous
pool of Mansonia africana, a species known to be the
vector of many other arboviruses. The 2 Bunyamwera
virus strains were isolated from Aedes, one of them
from a homogeneous pool of the A. domesticus complex;
this is the first time that this species-group has been
found to be involved in the cycle of an arbovirus. The
isolation of a Spondweni virus strain from the chryso-
gaster complex of Eretmapodites adds another member
to the already long list of possible vectors of this virus.
During the same period, 634 blood samples from fever

patients were similarly tested by animal inoculation
without revealing any of the above-mentioned viruses.
A serological investigation of 193 persons of long resi-
dence near the capture sites of the mosquitos showed that
these viruses are very rarely found in man, with the
possible exception of Bunyamwera virus, for which
12% of the sera gave a positive reaction in the haem-
agglutination-inhibition test. This is in line with the
finding that none of the other three viruses has yet been
shown to cause any human disease. The animal cycle of
these viruses in the region in question remains to be
determined.
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