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Production et 
validation du virus recombinant:

Construction du clone infectieux IS98:

CONTEXTE :
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Le clone infectieux du Virus West Nile, souche IS-98- ST1, 
comme outil pour étudier les déterminants moléculaires d e la 

neurovirulence

pBR322+2+3+4

Figure 6 : Un marquage par immunofluorescence avec un 
anticorps anti-NS1 a permis de montrer l’expression de la 
protéine virale sur des cellules Vero transfectées avec le virus P1 
WN IS98 recombinant .

PERSPECTIVES:
Cet outil nous permettra de faire des mutants ou 
des chimères impactant sur la virulence du virus 
issu de ce clone infectieux, et ainsi préciser les 
déterminants moléculaires de la neurovirulence
du virus West Nile.

Figure 1: Stratégie de clonage du génome du VWN, IS-98-ST1. 
En noir, sites de  restriction utilisés pour le clonage, en rouge 
site de coupure dans le fragment 2 utilisé pour la reconstitution 
du clone infectieux.

Figure 2: Constructions obtenues. A gauche: 
plasmide pCR2.1 avec les fragments 1 et 2. A 
droite: plasmide pBR322 avec les fragments 3 
et 4, et la partie 3’ du fragment 2.   
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Les études portant sur les déterminants moléculaires de la 
neurovirulence utilisent des clones infectieux de souches
hautement pathogène New York 1999 (NY99) (Beasley et 
al., 2005),  et peu virulentes d’origine africaine (956)  (Yu 
et al, 2005) ou australienne (Kunjin) (Liu et al, 2003).

Or  le contexte européen a sa propre spécificité et est peu
étudié. Nous avons comme objectif de travailler sur un 
clone infectieux Israël 1998 (IS98), souche hautement
pathogène à l’origine d’une épidémie importante dans le 
bassin méditerranéen.

OBJECTIFS :

Figure 3: Construction finale comprenant les fragments 1 à 4. 
Promoteur= Sp6/transcription in vitro, pas d’expression en système
procaryote…Ribozyme HDV: fragments ARN arrêtés en 3’UTR
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Figure 4: Linéarisation du plasmide par digestion enzymatique 
avec l’enzyme Bam HI.
Transcription in vitro avec le Kit Sp6 MEGAscript High yield
transcription  (Ambion). 
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Figure 5: Transfection de cellules Vero avec le transcrit. 
FCS= Serum de veau fœtal. ECP = effet cytopathogène. 
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Figure 7 : Cinétique d’infection sur cellules Vero. Les ARN 
viraux ont été extraits des cellules et amplifiés par RT-PCRq
(Linke et al., 2007). Il n’y a pas de différence significative entre 
les deux virus (p<0.05).
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Figure 8 : Courbes de survies des groupes de 5 souris 
balb/c de 6 semaines infectées en intra peritonéal à
différentes doses de virus IS98 ou clone infectieux (CI). Il 
n’y a pas de différence significative entre les deux virus 
(p<0.05).
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